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Wykaz zastosowanych skrotow

ATP - Adenozynotrifosforan
BRW - teoria Bloch—Redfield—Wangsnessa
CA - Srodek Kontrastowy (ang. Contrast Agent)
CT - Tomografia Komputerowa (ang. Computed Tomography)
FLASH - ang. Fast Low-Angle Shot
GSH - Glutation
MOF - ang. Metal-Organic Frameworks

MRI - Obrazowanie Rezonansem Magnetycznym (ang. Magnetic Resonance
Imaging)

NMR - Spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance)

PEG - Glikol polietylenowy

PET - Tomografia Emisyjna Pozytonowa (ang. Positron Emission Tomography)
PFCE - Eter Perfluoro-15-Koronowy
PFOB - Bromek Perfluorooktylu
PLGA - Kopolimer Kwasu Mlekowego i Glikolowego

PRE - Paramagnetyczne Wzmocnienie Relaksacji (ang. Paramagnetic
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RF - Czgstotliwo$¢ Radiowa (ang. Radio Frequency)
SNR - Stosunek Sygnatu do Szumu (ang. Signal-to-Noise Ratio)

SPECT - Tomografia Emisyjna Pojedynczych Fotonow (ang. Single Photon
Emission Computed Tomography)

T1 - Czas Relaksacji Podtuzne;j
T2 - Czas Relaksacji Poprzecznej
TEA - Trietyloamina (ang. Triethylamine)
TFA - Kwas Trifluorooctowy (ang. Trifluoroacetic Acid)



Streszczenie w jezyku polskim

Wspoélczesna diagnostyka medyczna korzysta z roznorodnych technik, takich jak tomografia
komputerowa, ultrasonografia czy rezonans magnetyczny (MRI). Te metody, nalezace do
diagnostyki obrazowej, pozwalaja uzyskac trojwymiarowy obraz badanych czesci ciata lub
calego organizmu. Rezonans magnetyczny, bedacy nieinwazyjna technikg diagnostyczna
tkanek miegkkich, charakteryzuje si¢ doskonalg rozdzielczo$cig przestrzenng. Zwykle
wykorzystuje si¢ w nim wilasciwosci magnetyczne jader wodoru. Jednak ze wzgledu na duza
zawarto$¢ wody w tkankach migkkich, czgsto trudno jest odrézni¢ poszczeg6lne tkanki lub

wykry¢ zmiany patologiczne.

Obecnie poszukuje si¢ mozliwosci obrazowania wybranych zjawisk na poziomie
komoérkowym, a nie tylko zmian anatomicznych. Aby to osiggna¢, konieczne jest opracowanie
srodkow kontrastowych, ktore bylyby aktywne tylko w obecnosci konkretnego enzymu lub
w okre$lonym zakresie pH charakterystycznym dla zmian nowotworowych. 'F MRI jest
atrakcyjny do powyzszych zastosowan ze wzgledu na jego wysoka czulo$¢ oraz brak
naturalnego tla w organizmie. Fluor-19 nie wystepuje w ludzkim ciele, wigc kazdy wykryty

sygnatl pochodzi wylacznie z wprowadzonego $rodka kontrastowego.

Rozprawa doktorska stanowi cykl czterech powigzanych tematycznie publikacji, ktore
obejmuja: i) przeglad literatury z zakresu najnowszych osiggnie¢ w projektowaniu sond '°F
MRI; ii) badania modelowego przetacznika hydrazonowego do obrazowania gradientu pH
przez '"F MRI; iii) wlaczenie paramagnetykéw do struktury przelacznika; iv) zmiane
pH przetaczania. Opracowano hydrazonowe $rodki kontrastowe, ktore pod wpltywem zmian pH
ulegaja izomeryzacji E/Z. W rezultacie zmieniaja wlasciwosci magnetyczne, ktére moga by¢
tatwo obserwowane w zakresie 'H i '°F spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR). Opracowano metody modyfikacji kluczowych wilasciwos$ci przetacznika, takich jak
wlasciwosci magnetyczne NMR czy rozpuszczalnosé. Udalo sie zaprojektowacé 1 otrzymac
sondy dziatajace w wyniku zmiany przesunig¢ chemicznych sygnalu NMR oraz sondy
dziatajace pod wptywem zmiany czasu relaksacji. Ostatecznie udowodniono skuteczno$¢ sond,

uzyskujac rzeczywiste obrazy '°F MRI monitorujace gradient pH.

Stowa kluczowe: Przelaczniki molekularne, fluor, rezonans magnetyczny, kompleksy
paramagnetyczne



Streszczenie w jezyku angielskim

Modern medical diagnostics utilize a variety of techniques, such as computed tomography,
ultrasonography, and magnetic resonance imaging (MRI). These imaging methods enable the
acquisition of three-dimensional images of specific body parts or the entire organism. MRI,
a non-invasive diagnostic technique for soft tissues, is characterized by excellent spatial
resolution and typically relies on the magnetic properties of hydrogen nuclei. However, due to
the high water content in soft tissues, it can often be challenging to distinguish between different

tissues or detect pathological changes.

Current research aims to image specific cellular processes rather than just anatomical
changes. To achieve this, it is necessary to develop contrast agents that are only active in the
presence of a specific enzyme or within a particular pH range, typical of cancerous changes.
F MRI is particularly attractive for these applications due to its high sensitivity and the
absence of natural background in the body. Since fluorine-19 is not naturally present in the

human body, any detected signal originates exclusively from the introduced contrast agent.

This doctoral dissertation consists of a series of four thematically linked publications that
include: i) a literature review on the latest advancements in the design of '°F MRI probes;
ii) studies of a model hydrazone switch for imaging pH gradients via '°F MRI; and iii) the
incorporation of paramagnetic agents into the switch structure; iv) the shift in pH of switching.
Hydrazone-based contrast agents were developed, which undergo E/Z isomerization in
response to pH changes. As a result, their magnetic properties, easily detectable via 'H and '°F
NMR, change accordingly. Methods for modifying key switch properties, such as NMR
magnetic characteristics and solubility, were developed. Probes were successfully designed to
function through changes in NMR chemical shifts as well as relaxation times. Ultimately, the

probes' efficacy was demonstrated by obtaining real !°F MRI images that monitor pH gradients.

Key words: Molecular switches, fluorine, magnetic resonance, paramagnetic complexes



1. Wstep

1.1. Obrazowanie rezonansem magnetycznym

Obrazowanie kliniczne stato si¢ niezbednym narzedziem w analizie biochemicznej,
umozliwiajac badania procesow fizjologicznych wewnatrz organizmu.!'>®! W ciggu ostatnich
40 lat obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (MRI) stalo si¢ jedng
z najbardziej popularnych metod diagnostycznych. Jest to gldwnie zastuga nieinwazyjnej
natury tej metody, jak i zdolnosci do nieograniczonej penetracji oraz wysokiej rozdzielczosci
przestrzennej obrazu (nawet na poziomie milimetra).”8 MRI wykorzystujacym protony (‘H
MRI) dominuje zaréwno w dziedzinie klinicznej, jak 1 badawczej. Jest to wynikiem
wszechobecnosci wody, ktora stanowi od 65% do 90% masy organizméw zywych.
Zréznicowane wlasciwosci relaksacyjne protondow wody umozliwiaja szczegdlowa
wizualizacje zaréwno zjawisk fizjologicznych, jak i1 anatomii. Niestety, podobienstwo tkanek
pod wzgledem wlasciwosci i stezenia wody moze obniza¢ kontrast i powodowaé artefakty
obrazowania.”!%! Aby zwickszy¢ efektywno$é MRI stosuje sie $rodki kontrastujace (CAs),
ktoére przyspieszaja procesy relaksacji i poprawiajg widoczno$¢ wybranych tkanek oraz struktur

w organizmie.!-!1:12]

W ciagu ostatnich dwéch dekad zauwazalnie wzrosto zainteresowanie heteronuklearnym
MRI, wykorzystujacym atomy takie jak '9F[13-16] 23Nal17-20] 31pl21-25] 129 6[26-30] 13¢:[31,32)
i SHeP34.  Sposrod  wymienionych, F MRI  wydaje sie byé jednym
z najbardziej obiecujagcych. Wynika to z: 100% udziatu izotopu '°F, spinu +1/2 oraz
wspdtczynnika zyromagnetycznego rownego 40.08 MHz T-! (nieco nizszy niz 42.6 MHz T-!
dla 'H).[1*35-37] Dodatkowo wykazuje on doskonata czutos$é, ktora odpowiada 83% czutosci 'H.
Przy zatozeniu, ze szum probki koreluje z czestotliwoscig Larmora, stosunek sygnatu do szumu
(SNR) dla °F wynosi okoto 89% tego, co obserwuje sie w przypadku 'H.B¥ °F wykazuje
szeroki zakres przesunig¢ chemicznych przekraczajacy 350 ppm, co umozliwia ortogonalne
obrazowanie dla wielu znacznikéw jednoczesénie.['*) Co istotne, endogenne atomy fluoru
wystepuja w ciele ludzkim tylko w §ladowych iloéciach, zazwyczaj ponizej 107 M, gtéwnie
gromadzac sic w zebach i kosciach.*”) W rezultacie, MRI z wykorzystaniem '°F, przy
wprowadzeniu egzogennych jader fluoru, uznawane jest za §rodek obrazowania o zerowym
tle.*%) Ta charakterystyczna cecha pozwala na analizy ilo$ciowe, wykorzystujac liniowa

zalezno$¢ miedzy zawartoécig '°F a intensywnoscia sygnatu. 4142
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Rysunek 1. Porownanie réznych metod obrazowania pod wzgledem czulosci, rozdzielczosci i glgbokosci

penetracji.[!l

Wdrozenie '°F MRI do diagnostyki medycznej nie jest jednak proste. Na poczatku istnialy
istotne problemy zwigzane glownie 2z brakiem dedykowanych skanerow, ktore
w wiekszoéci byly zaprojektowane z myéla o jednokanatowym obrazowaniu 'H.['#?) Problem
rozwiazuje si¢ rgcznym dostosowaniem czestotliwosci radiowe (RF), aby zoptymalizowac
stosunek sygnatu do szumu (SNR). Dzieki postepom w cewkach RF dwukanatowych dla 'H/'°F
oraz odpowiednim dodatkowym urzadzeniom (np. wzmacniaczom, przelacznikom nadawczo-
odbiorczym 1 mocy radiowej), obecnie mozliwe jest przeprowadzanie obrazowania z uzyciem
YF na wigkszoéci standardowych skaneréw MRI. Wymaga to jedynie modyfikacji

oprogramowania, 14143441

Innym problemem 1 wyzwaniem jest fgczenie niskich dawek srodkoéw kontrastowych fluoru
z ich niska skutecznoscig relaksacji podtuznej, co stanowi krytyczny problem czulosci
1 wymaga wydluzonego czasu akwizycji. Zwigkszenie sity pola magnetycznego jest
bezposrednim rozwigzaniem, ale nie jest to ani ekonomicznie, ani technicznie
realistyczne.l1*19%1 7 tego powodu poszukuje sie i ulepsza rézne sekwencje ultra-szybkich

impulséw, takich jak szybkie echo spinowe (RARE) czy sekwencja echa gradientowego ze



spoilerem (FLASH).!'>#241 Znaczaco skracaja one czasy akwizycji i cze§ciowo rekompensuja

niskie stezenia srodkéw kontrastowych fluoru.

W metodzie '°F MRI kluczowym elementem jest $rodek kontrastowy, stanowiacy zrédto
sygnatu. Powinien spelnia¢ nastepujace kryteria: 1) wysoka zawartos¢ fluoru, aby zapewnié
silny sygnal '°F; 2) wiele chemicznie rownowaznych atoméw '°F wykazujacych pojedynczy,
ostry 1 intensywny sygnatl przy tym samym  przesuni¢ciu  chemicznym;
3) prosta synteza i wygodne zastosowanie; 4) stabilno$¢ chemiczna i1 biologiczna;
5) minimalna toksyczno$¢; 6) rozpuszczalnos¢ w wodzie, aby ulatwi¢ zastosowania
biomedyczne 1 wydalanie; 7) krotki czas relaksacji podtuznej (T1) 1 poprzecznej (T2), aby

1,6,11,35,36,39.42.46-49] Njestety, trudne jest spehienie

zwiegkszy¢ efektywno$é akwizycji sygnahu.
wszystkich siedmiu wymagan. W praktyce wykorzystuje si¢ te kryteria do projektowania sond
dostosowanych do specyficznych potrzeb. Ze wzgledu na budowe $rodki kontrastowe '°F MRI
mozna podzieli¢ na fluorowane czasteczki, polimery i nanoemulsje. Bardziej ztozone uktady to

nanoczastki i kapsulki.

1.1.1. Fluorowane czgsteczki

Dla matoczasteczkowych $rodkéw kontrastowych ’F MRI najczesciej stosowana jest grupa
-CF31243931 jako zrédlo sygnatu. Innymi zrédtami moga byé grupy -F, -OCFs czy
-C(CF3)3.l' Budowa takich sond zalezy od ich zastosowania. Z reguty s3 to powszechnie znane

[52-54]

zwigzki modyfikowane grupami fluorowymi. Moga to by¢ perfluoroweglowodory, etery

[55,56] 58-61]

koronowe, leki,’>) zwigzki aktywne enzymatyczniel®”) czy kompleksy metali.!

Korzystajac z tej strategii, mozna probowac¢ przenies¢ udane przyktady z innych technik

19F [1.62.63] Rozszerza to nie

obrazowania, takich jak obrazowanie fluorescencyjne, do MRI z
tylko rodzaje czasteczek zawierajacych '°F, ale takze stymuluje rozwéj sond MRI z '°F,
zwlaszcza tych  wielofunkcyjnych uzywanych w  obrazowaniu  multimodalnym.
Matoczasteczkowe $srodki kontrastowe muszg charakteryzowac si¢ duzg zawartosciag fluoru co
obniza rozpuszczalno$¢ takich sond. Dodatkowym problemem jest stosunkowo waski zakres
przesuniecia chemicznego jader '°F w grupach —CFs i ich pochodnych, co ogranicza
wielospektralne MRI z F. Z tego powodu niezbedna jest odpowiednia optymalizacja

strukturalna w potaczeniu z wydajnymi sekwencjami obrazowania.
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Rysunek 2. A) Najpopularniejsze grupy funkcyjne jako zrodta fluoru; B) Poglgdowy rysunek fluorowanej

czqgsteczki do zastosowar jako kontrast °F MRI[Y

1.1.2. Polimery

Srodki kontrastowe do '°F MRI na bazie polimeréw charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cia
fluoru przy zachowaniu dobrej rozpuszczalnosci.l®¥ Lancuchy polimerowe mogg by¢ w formie
liniowe;j,!® 68 rozgatezionej®*’# lub dendrymeryczne;j.**”>"8 Jednostkami budulcowymi s
zazwyczaj fluorowane etery, akrylany, amidy czy alkohole.l>!-66:67.7-811 Dyza liczba dostepnych
monomerdéw umozliwia wiele kombinacji. Dodatkowo, stosunkowo tatwa funkcjonalizacja
moze modyfikowac kluczowe wlasciwosci polimeréw. Wadg materiatéw polimerowych jako
srodkéw kontrastowych jest ich dyspersyjnos$¢, ktéra musi by¢ zminimalizowana w celu

osiggnigcia podobnych wlasciwosci farmakokinetycznych catej probki.
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Rysunek 3. A) Przyktad fluorowanego kopolimeru liniowego; /5% B) przykiad fluorowanego rozgatezionego
polimeru; (33 C) przyktad struktury dendrymerycznej.[8¥
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1.1.3. Emulsje

Nasladowanie naturalnych emulsji tluszcz-woda jest prostym sposobem przygotowania
rozpuszczalnych w wodzie $rodkéw kontrastowych '"F. W przeciwienstwie do naturalnych
emulsji o rozmiarach mikrometréw, perfluoroweglowodory sg zazwyczaj otrzymywane
w postaci nanoemulsji.®>%] Schemat emulsji do obrazowania '"F MRI przedstawiono na
rysunku 4. Sredni rozmiar nanokropel osigga 150 nm, gdzie mozliwa jest rowniez dalsza
funkcjonalizacja powierzchni za pomocg ligandow czy znacznikdéw. Nanoemulsje sg bardzo
stabilne, a okres ich przydatnosci siega od 2 do 3 miesiecy przy wysokiej odpornosci na zmiany

pH i zawarto$¢ soli.[%6-8

Nanoemulsje najczgsciej sa przygotowywane poprzez wirowanie perfluoroweglowodoru,
dodatkow i1 $rodka powierzchniowo czynnego w rozpuszczalniku wodno-organicznym,
a nastepnie homogenizacje sitami $cinajacymi.®®” ITnne procedury obejmuja nawodnienie
cienkiej warstwy sktadnikow organicznych przez sonikacje lub mikrofluidyzacje.® % Stosujac
te metody mozna otrzymac czastki sktadajace si¢ z cieklego rdzenia eteru perfluoro-15-
koronowego (PFCE) lub bromku perfluorooktylu (PFOB) otoczonego warstwa zewngtrzng
lipidow lub $rodkow powierzchniowo czynnych.B689-%4 W niektérych przypadkach rdzen
zamyka si¢ przez druga hydrofobowa faze weglowodordw, co prowadzi do otrzymania emulsji

3-fazowe;.[87:88]

Otoczka lipidowa

Druga faza

Modyfikacje
powierzchni

kropel

Rysunek 4. Generalna struktura kropel nanoemulsji Srodkéw kontrastowych °F MRI!"
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1.1.4. Kapsulki

Problem rozpuszczalno$ci zwiazkéw fluorowych mozna rozwigza¢ oddzieleniem fazy
fluorowej od fazy wodnej za pomoca powtoki hydrofilowej. W tym celu najchetniej stosuje si¢
polimery hydrofilowe, poniewaz moga zamkna¢ w swojej strukturze zwigzki hydrofobowe przy
zachowaniu ich natywnej rozpuszczalnosci. Synteza takich kapsulek jest stosunkowo prosta
1 ogranicza si¢ do wymieszania monomeréw i powolnej polimeryzacji. Najczeséciej uzywane sg
polimery znane z zastosowan medycznych, takie jak kopolimer kwasu mlekowego
i glikolowego (PLGA)®> 8 lub poliamidéw cukrowych.®*1% Ponadto, w celu zwiekszenia
bioselektywno$ci mozna je modyfikowa¢ grupami funkcyjnymi (kwas foliowy czy
przeciwciata).’"% Wielko§¢ stosowanych kapsutek zalezy od metody syntezy i uzytego
polimeru. W przypadku kapsulek ich $rednica oscyluje w granicach od 50 do 2000 nm.
W $rodku kapsutki mozna zamknaé popularne juz $rodki kontrastowe do obrazowania '°F MRI,

jak PFOB czy PFCE_[96.97.100,101]

1.1.5. Inne

Pozostate strategie opieraja si¢ o modyfikowane nanoczasteczek, ktoérych powierzchnia
moze by¢ dowolnie modyfikowana. Struktura nanoczastek moze by¢ otrzymana na bazie

krzemionkil!92-103]

lub na bazie réznych metali i ich kompozytow.!°¢ !l Nanoczastki
krzemionkowe charakteryzujg si¢ duza porowatoscig co umozliwia ich zastosowanie jako
dodatkowy nos$nik lekow i terapeutykdw. Nanoczastki na bazie metali sa z kolei bardziej
stabilne chemicznie jak i mechanicznie. Metalami tutaj moga by¢ Pd, Mn, Ca, Mg, Cu, Au, Ag,
Al czy Fe. Kazdy rodzaj nanoczastki z uwagi na zastosowany metal wykazuje inne wtasciwosci.
Moga to byé whasciwosci magnetyczne jak w przypadku Fe czy Cu,l?'%3l whasciwosci
utleniajaco/redukujace jak w przypadku Mn i Fe,[114116] czy whasciwosci stabilnego nosnika jak
w przypadku Au i Pd.1"18 Powierzchnia nanoczastek moze by¢ modyfikowana tak samo jak
w przypadku emulsji czy polimeréw. Dodatkowo z racji wysokiej stabilno$ci nanoczastek,
moga by¢ one modyfikowane grupami aktywnymi w specyficznych srodowiskach jak niskie
pH czy redox.'™ Pozwala to na otrzymywanie platform o skomplikowanych

1 wielozadaniowych uktadach, ktore sa zdolne do raportowania zmian wieloma technikami

obrazowymi.
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1.2. Inteligentne sondy do °F MRI

Wizualizacja warunkow biologicznych na poziomie molekularnym jest bardzo wazna
z punktu widzenia nowoczesnej 1 spersonalizowanej medycyny. Oprocz przyczyniania si¢ do
wczesniejszej 1 dokfadniejszej  diagnozy, pomaga ona rdéwniez  zrozumiec
i usystematyzowa¢ czynniki molekularne, lezace u podstaw procesow fizjologicznych

19,1201 W' rezonansie magnetycznym, kontrasty opieraja si¢ zaréwno na

i patologicznych.!
efekcie relaksacji kompleksami metali (§rodki T1/T2), jak 1 na zjawisku paramagnetycznego
transferu nasycenia chemicznego. W obu przypadkach mozna zaprojektowac reaktywne sondy
molekularne MRI, ktére raportuja o roéznych biomarkerach. "Inteligentne" sondy '"F sa
projektowane do aktywacji przez Dbodzce takie jak $rodowisko chemiczne
(np. kwasowo$¢, redoks 1 obecno$¢ jondw metali), czasteczki biologiczne (np. enzymy,
specyficzne biatka 1 przeciwciala) oraz egzogenne zjawiska fizyczne (np. ciepto

i s',w1atlo)[1 ,42,119,120]

Opracowano dwie glowne strategie aktywacji opierajace sie na regulacji relaksacji jader °F.
W pierwszej strategii jadra fluoru sa zwigzane =z paramagnetycznymi lub
superparamagnetycznymi jonami metali (ligand, nanoczastki) za pomoca grup funkcyjnych
reagujacych na bodzce. Dzigki silnemu efektowi paramagnetycznego wzmocnienia relaksacji
(PRE) indukowanemu przez modulatory magnetyczne, zarowno Ti, jak 1 T2 sa znaczaco
skracane. Po rozerwaniu linkera (lub innych mechanizmach separacji miedzy jadrami '°F
a modulatorami magnetycznymi) w obecnosci okre§lonego bodzca, efekt PRE zanika, a sygnaly

MRI z '°F zmieniajg swoje wlasciwosci.

Inna strategia opiera si¢ na odwracalnej zmianie konfiguracji fluorowanych sond. Jadra
fluoru w tych kontrastach wykazuja ograniczony ruch molekularny, co skutkuje skroconymi
czasami relaksacji tych atomow. Po zmianie konfiguracji wywotanej przez okreslony bodziec,

czasy relaksacji wracajg do normy, co prowadzi do aktywacji sygnatéow MRI z !°F.1?]

1.2.1. Wykrywanie aktywnos¢ enzymatycznej

Enzymy odgrywaja kluczowa rol¢ w uktadach biologicznych, dziatajac jako biologiczne

katalizatory i organizujac wiekszo$¢ funkcji w biologii komérkowej i molekularne;j.['?!:122]
W réznych procesach chorobowych mozna zaobserwowac zwiekszong aktywnos$¢ enzymow na
powierzchni komorek, co oferuje potencjalne cele dla nieinwazyjnego wykrywania aktywnosci
1231 Projektowanie sond reagujacych na enzymy wymaga spetnienia wysokiej
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specyficznosci reakcji enzymatycznych, zapewniajac, ze zmiana sygnalu MR moze by¢
przypisana do konkretnego zdarzenia molekularnego. Zazwyczaj stosuje si¢ fluorowane
substraty reakcji enzymatycznych lub ich mimetyki. Z drugiej strony badane uktady powinny
wykazywa¢ wysoka aktywnos$¢ Kkatalityczng, aby umozliwi¢ modulacje witasciwosci
generujacych kontrast przez aktywowany czynnik obecny w stezeniach mikro- do
milimolowych. Strategia projektowania $rodkow kontrastowych tego typu to polaczenie
nos$nika sygnatu odpowiednim linkerem do grupy paramagnetycznej. Aktywny enzymatycznie
linker rozpada sie w obecnosci odpowiednich enzymow i uwalnia sygnal '°F NMR. Linkerami
sa peptydy lub cukry, jak i dlugotancuchowe konstrukcje z charakterystycznym wigzaniem
w swojej strukturze (np. estry czy etery).57 124134 Odpowiednio zaprojektowanymi sondami
mozna bada¢ aktywnos¢ takich enzymow jak: kaspazy, proteazy, anhydrazy, hydrolazy czy

fosfatazy.

Enzym

X

e

»

2

Rysunek 5. Mechanizm dziatania Srodkéw kontrastowych czutych na obecnosé enzymoéw. Sygnat '°F jest

uwalniany po rozcigciu linkera.

1.2.2. Wykrywanie srodowiska redukujgcego

Ze wzgledu na panujacy stres oksydacyjny, w komodrkach nowotworowych moze dochodzi¢
do zwigkszonej produkcji antyoksydantow w mikrosrodowisku guza. Wspiera to rozwoj

nowotworu przez neutralizacje reaktywnych form tlenu.[!3>136]

Wsréd  redukeyjnych
biomarkeréw szczegdlng role odgrywa glutation (GSH) jako gtowny czynnik redukujacy
w komorkach nowotworowych. Stgzenie GSH w $rodowisku guza jest okolo 4-10 razy wyzsze
niz w zdrowych tkankach.!'3”! W zwiagzku z tym, $rodki kontrastowe reagujace na GSH staty
si¢ szczegOlnie atrakcyjnymi no$nikami do celowanego dostarczania lekow do guzow 1 terapii
raka. W obrazowaniu $rodowiska oksydacyjno-redukcyjnego 'H/'F gléwnie wykorzystuje sie
sondy, ktére pod wpltywem reakcji redoks rozpadaja si¢ i uwalniajg sygnal. Rzadziej stosuje si¢

sondy, ktore dzialaja na zasadzie zmiany stopnia utlenienia jonu paramagnetycznego

w kompleksie. Najczesciej spotykane funkcjonalne wigzania chemiczne reagujace na GSH
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obejmuja disulfidy, diselenki, ditelurki, tioetery, wigzania koordynacyjne i1 inne. Struktury
srodkow kontrastowych '°F MRI tego typu mogg by¢ oparte o polimery, kapsulki, struktury

metaloorganiczne (MOF) czy kompleksy metali paramagnetycznych,[44:68.138-148]

Redukcja
f‘ \J,
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e ﬂ
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Redukcja
2
J
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Rysunek 6. Mechanizm aktywacji sSrodkow kontrastowych reagujqcych na srodowisko redukujgce:

A) rozerwanie linkera,; B) redukcja jonu paramagnetycznego.

1.2.3. Wykrywanie zmian pH

Jako kluczowy parametr fizjologiczny, pH odgrywa istotna rol¢ w utrzymaniu homeostazy
komorkowej 1 tkankowej. Wartos¢ pH w tkankach jest precyzyjnie regulowana w zakresie
7,2-7,414:1501 W eukariotycznych komoérkach, pH przedzialéow wewnatrzkomoérkowych,
takich jak pgcherzyki endocytarne, jest starannie dostrajane i bezposrednio wptywa na transport
btonowy, cykl receptoréw, katabolizm lizosomalny oraz wnikanie wirusow do komorek. Na
poziomie molekularnym, gradient pH w poprzek btony mitochondrialnej jest niezbedny do
syntezy no$nikéw energii. Poza normalnymi efektami fizjologicznymi, pH jest zaangazowane
w rdzne procesy patologiczne, w tym nowotwory, stany zapalne 1 infekcje. Na przyktad, miejsca
zapalne, pierwotne nowotwory i1 guzy przerzutowe wykazuja nizsze wartosci pH od zdrowych

tkanek [1,135,149,151-153]

Lokalne pH w tkance zapalnej spada z 7,4 do 6,2 w ciggu 60 godzin od poczatku stanu
zapalnego. W mikrosrodowisku guza, komodrki nowotworowe manifestuja ,,odwrocony”
gradient pH, charakteryzujacy si¢ normalnym lub nieco wyzszym pH cytoplazmatycznym oraz
obnizonym pH zewnatrzkomorkowym (pH = 6,4). Zjawisko to jest przypisywane aktywnej
glikolizie komodrek nowotworowych w warunkach bogatych w tlen, co jest cechg metaboliczng
charakteryzujaca si¢ zwigkszonym pobieraniem glukozy. Co za tym idzie intensywna glikoliza

oraz podwyzszonym poziomem metabolitow kwasu mlekowego.[*>1*>!134 Prowadzi to do
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zauwazalnie nizszego pH wewnatrzkomorkowego. Ta nierdwnowaga pH jest uznawana za
wspolng ceche tkanek nowotworowych. Biorac pod uwage powyzsze, systemy wykrywania
reagujace na pH, wykorzystujace pH jako sygnat wyzwalajacy, maja ogromne znaczenie dla

obrazowania choréb i leczenia powigzanych zaburzen.

Srodki kontrastowe aktywowane na skutek zmian pH mozna opisa¢ podobnie do $rodkow
reagujacych na srodowisko redukujace. Projektowanie ich wymaga odpowiednich linkerow,
ktoére przy obnizonym pH ulegaja roznym przemianom i aktywuja sygnat MRI. Moga to by¢:
hydrazony, estry, etery, aminy i amidy. Ostatnie post¢py w tym obszarze obejmujg nanozele na
bazie glikolu polietylenowego (PEG) zawierajace perfluoroweglowodory, nanoporowate
czgsteczki krzemionki oraz kopolimery. Dziatanie takich kontrastéw opiera si¢ na zmianie
objetosci i upakowania uktadu, degradacji potaczenia chemicznego lub na odwracalnej zmianie
konfiguracji ukladu.B%15571%1 Sa to na przyklad przelaczniki molekularne, ktore sa

przedmiotem tej rozprawy doktorskiej.
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Rysunek 7. Mechanizm aktywacji sygnatu °F dla sond reagujgcych na zmiany pH: A) rozpad wigzania linkera;

B) odwracalna zmiana konfiguracji; C) odwracalna zmiana objetosci i upakowania uktadu.

1.2.4. Wykrywanie specyficznych jonow

Bodzce takie jak jony, temperatura i1 $wiatlo dostarczaja cennych wskazéwek do
projektowania inteligentnych sond MRI '°F, majacych zastosowanie w celowanej diagnostyce
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i dostarczaniu lekow.!'*"-1"11 Jony odgrywaja kluczowa role w réznych funkcjach komérkowych
i szlakach sygnalizacyjnych, a ich deregulacja jest czgsto zwigzana z poczatkiem i postepem
choréb. Z tego powodu monitorowanie przestrzennych zmian stezen jondéw w sposob
nieinwazyjny moze pomoc w diagnozowaniu chordb i ocenie reakcji na leczenie. Sondy '°F
MRI reagujace na stezenie jonOw opierajg si¢ o kopolimery, peptydy lub struktury
kompleksujace. Kazda struktura w kontakcie z jonami zmienia swoje wtasciwos$ci magnetyczne

co powoduje kontrast obrazowania. Najczesciej badanymi jonami sa Ca®", Na®, Zn*" i Fe?* [170-
179]

Rysunek 8. Mechanizm aktywacji kontrastow '°F poprzez koordynacje jonu.

1.3. Przelaczniki molekularne

Przetacznik molekularny mozna okresli¢ jako czasteczke, ktorg mozna manipulowac, aby
przechodzita z jednego stanu do drugiego pod wptywem bodzcow elektrycznych, chemicznych

180] Gdy przelacznik molekularny absorbuje zewnetrzng energie danego

lub optycznych.
bodzca, na ktory jest zaprojektowany reagowac, jego konfiguracja elektronowa ulega zmianie,
co skutkuje wykrywalnym sygnatem.!'89-1841 Rodzaje przejéé, jakim moze ulegaé przetacznik
molekularny, obejmujg izomeryzacje¢ cis — trans/trans — cis, otwieranie/zamykanie pierscienia
oraz procesy wewnatrzczasteczkowego transferu protonu. Co najwazniejsze, przetaczniki
molekularne charakteryzuja si¢ tym, ze ich przej$cie jest odwracalne i powtarzalne. Ze wzgledu

na mechanizm przejscia pomigdzy stanami oraz budowe, przetgczniki molekularne mozna

podzieli¢ na: uktady typu gospodarz gosé;!!3>-188] fotochromowe przetaczniki molekularne; %

191] y.[192,193]

katenany 1 rotaksan przetaczniki polimerowe 1 zelowe; biatka 1 kwasy

nukleinowe.!'*”) Obszary zastosowan przetacznikow molekularnych to: materiaty §wiattoczute,
optyczne zapisywanie i przetwarzanie informacji (no$niki holograficzne),!!*%1%]

optoelektronika, dostarczanie lekow czy nanotechnologia w produkcji $wiattowodow.[!81:19]

17



lzomeryzacja Nukleofilowe

przetgczniki i maszyny sensor kationow,
molekularne koordynacja metali

Nukleofilowe

. . Kwasowe
i elektrofilowe

wigzania wodorowe, sensor kationow
i anionow, koordynacja metali

Sensor aniondow

Rysunek 9. Struktura hydrazonu z opisem wplywu budowy na wiasciwosci.
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Rysunek 10. Sposoby otrzymywania hydrazonow: i) reakcja Japp - Klingemann’a; ii) sprzeganie hydrazyny;, iii)
substytucja halogenku arylowego.

W tej pracy skupiono si¢ gtownie na przelacznikach hydrazonowych, ktére sa szeroko
stosowane w chemii supramolekularnej i kombinatorycznej jak i w syntezie organicznej.!!?7:1%]
Wiasciwosci hydrazonéw pozwalaja na zastosowanie ich jako materialty potprzewodnikowe,
sensory pH i $wiatta, czy barwniki.l'"”2%! Do najwazniejszych zalet tych zwigzkéw mozna
zaliczy¢ prosta synteze i duza stabilno$¢ wobec hydrolizy. W ich strukturze wystgpuje
charakterystyczna grupa -C=N-N- co nadaje im szereg wtasciwosci: 1) iminowy wegiel, ktory
ma charakter elektrofilowy 1 nukleofilowy; ii) nukleofilowa czgs¢ iminowa z azotem typu
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amina; iii) izomeria konfiguracyjna z uwagi na podwodjne wigzanie; iv) kwasowy proton
N-H.[197:198.203-205] Hydrazony mozna otrzymaé poprzez substytucje halogenkow arylowych,
sprz¢ganie hydrazyn z ketonami czy aldehydami, oraz poprzez reakcj¢ Japp - Klingemann’a

(sprzeganie soli diazoniowej z B-ketoestrami lub B-ketokwasami).[!97-203.204.206-208]
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2. Cel i zakres pracy

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie 1 ocena przydatnosci hydrazonowych

przetacznikdw molekularnych zawierajacych grupy fluoroorganiczne do obrazowania zmian

pH metoda 'F MRI. Badania pozwolity na okreslenie skutecznosci tych przetacznikéw

1 optymalizacje ich wlasciwosci do specyficznych potrzeb diagnostycznych.

Podczas prac podjeto si¢:

)

iii)

przegladu literaturowego omawiajgcego rozwoj w dziedzinie multimodalnych sond
F MRI w potgczeniu z obrazowaniem fluorescencyjnym, 'H MRI, metodami
ultrasonograficznymi, tomografia komputerowa oraz pozytonowa tomografig
emisyjna. Strategie projektowania multimodalnych sond '"F MRI zostaty opisane
w kontekscie ich struktury, wtasciwosci fizykochemicznych, biokompatybilnosci
oraz jakoéci uzyskanych obrazow;!!!

projektu, syntezy i zbadania modelowych, hydrazonowych przetacznikéw
molekularnych jako wskaznikow pH. Modyfikacja czasteczki hydrazonu grupa -CF3
pozwolila na $ledzenie gradientu pH za pomocg zmiany przesuni¢¢ chemicznych
sygnatéw '°F NMR/MRI i 'H NMR;?!

projektu 1 syntezy przetacznikdw opartych na hydrazonach z paramagnetycznym
centrum do obrazowania pH za pomocg '°F MRI. Mechanizm aktywacji sond opiera
si¢ na stopniowym wzroscie czasOw relaksacji T1 1 T> wraz ze spadkiem pH.
Dokonano wyboru najbardziej odpowiedniego izomeru przetgcznika jak i jonu
paramagnetycznego;!

ustalenia zalezno$ci pomiedzy struktura przetacznikow hydrazonowych a ich
wlasciwosciami, gdzie zauwazono liniowa zalezno$¢ miedzy statymi

podstawnikowymi Hammetta a pH przelaczenia.[
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3. Omowienie wynikow

3.1. Geneza wykorzystania przelacznikow molekularnych jako srodkow

kontrastowych

Wiekszo$¢ sond do obrazowania pH za pomoca '°F MRI dziata na zasadzie nieodwracalnych
procesdOw, co wymaga uzycia sygnalu referencyjnego do ilosciowego okreslenia stezenia.
Zaproponowany w tej pracy przetacznik molekularny ma na celu rozwigzac¢ ten problem przez
zastosowanie hydrazonowych przetagcznikéw molekularnych. Najwazniejsza zaletg jest

odwracalny mechanizm dziatania, co umozliwia obrazowanie pH niezaleznie od st¢zenia.

Przetaczniki przedstawione w niniejszej pracy (rysunek 11) opieraja si¢ na strukturze
przelacznika hydrazonowego prof. Aprahamiana.?®! Zachowana zostata czeéci hydrazonowa
z pierscieniem pirydylowym i estrem etylowym. Bylo to podyktowane mechanizmem procesu
przelaczenia, gdzie dla aktywacji przez pH zaréwno grupa z azotem pirydylowym, jak
i z estrem etylowym jest niezbedna do tworzenia odpowiednich wigzan wodorowych. W celu
otrzymania przetacznikow zmodyfikowano pierscien fenylowy przez wprowadzenie grupy
-CF; w pozycje orto, meta 1 para. Synteza hydrazonéw polega na sprz¢ganiu odpowiednio

fluorowane;j soli diazoniowej z estrem pirydylowym (wydajnoéé 55-65%).1%!

F4C F3G

Y X X FsC
| HCI, NaNO, |
_~ EtOH,0°C > | N
-1+ /
NH, Cl N%N
AcONa N
~
EtOH H/ |N
n-BuLi, DIPA, N o /N O\/
Diethyl AN \‘ |
carbonate
o
THF -90°C = fo) X

Rysunek 11. Ogolna sciezka syntezy fluorowanych, hydrazonowych przelgcznikow molekularnych
1 (0-CF3), 2 (m-CF3) i 3 (p-CF3).%

Otrzymane zwigzki zbadano pod katem wlasciwosci magnetycznych istotnych dla $rodka
kontrastowego MRI. Widma '"H NMR przetagcznikow molekularnych (rysunek 12) w CD;CN,
oprocz oczekiwanych sygnatéw aromatycznych i alifatycznych, wykazujg charakterystyczny
rezonans N—H. Na widmie obserwuje si¢ singlet w okolicy 15 ppm. Wskazuje to, ze azot
pirydyny tworzy wigzanie wodorowe z protonem hydrazonowym N—H. Doktadne przyjrzenie
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siec widmom 'H NMR ujawnia niewielki sygnal w okolicach 12 ppm. Pochodzi on od
konfiguracji Z hydrazonéow. Wynika to z wigkszej sily wigzania wodorowego N-H---N
w stosunku do N-H---O. Dodatkowo, wyniki s zgodne z krystalografig rentgenowska.!?! Tak
wiec w uktadzie sg obecne 2 izomery E 1 Z, gdzie E jest bardziej stabilny i jego udziat zazwyczaj
miesci sie w przedziale 90-99%. Widma '°F NMR takze wskazuja na obecno$¢ 2 izomerow
w uktadzie, gdzie zaobserwowaé mozna 2 sygnaly przy -63 ppm. Stosunek pdl powierzchni

pod sygnatami odpowiada stosunkowi pikéw 15 i 12 ppm z widma 'H NMR.[!
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Rysunek 12. Izomeryzacja E/Z hydrazonowych przelgcznikéw molekularnych monitorowana technikami °F i 'H

NMR na przyktadzie zakwaszania roztworu zwigzku 1.7

Zmiana pH poprzez dodanie kwasu trifluorooctowego (TFA) do roztwordéw hydrazondéw
1-E, 2-E 1 3-E w CD3CN powoduje protonowanie azotu pirydylowego. Wiaze si¢ to ze zmiang
koloru roztworu z jasnozoltego na pomarafnczowy oraz z istotnymi zmianami w widmach 'H
NMR i F NMR (rysunek 12). Po pierwsze, sygnaly protonéw hydrazonowych N—H
o wartos$ci 15 ppm zanikaja, a pojawiaja si¢ sygnaty przy okoto 13 ppm. Wskazuje to na obrét
wokol wigzania C=N (izomeryzacja E/Z) oraz na to, ze proton hydrazonowy N—H tworzy

wigzanie wodorowe z grupg karbonylowa podjednostki estru. Po drugie, sygnaty protonow
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pirydylowych przesuwaja si¢ w kierunku wyzszych wartosci przesuni¢cia chemicznego, co jest
typowe dla protonowanych pierécieni pirydyny. Na widmach 'F NMR zauwazyé mozna
podobng sytuacje - sygnaly izomeru E znikajg i pojawiajg sie nowe sygnaly formy Z-H'.
Sygnaly 'F NMR sa ostrzejsze (8 Hz) niz sygnaly rejestrowane przez 'H NMR (25 Hz)
(szerokos¢ w potowie wysokosci piku). Po dodaniu 1,6 rownowaznikéw trietyloaminy (TEA)
do roztworu CD3CN Z-H" kolor roztworu zmienia si¢ z powrotem na jasnozotty. Widma 'H
NMR i "F NMR zarejestrowane bezposrednio po dodaniu TEA, pokazujg catkowity zanik
Z-H" i powrot do uktadu E/Z, z przewagg E.

Po obliczeniu udziatu izomeru Z-H" na podstawie powierzchni sygnatow odpowiadajacych
formom E i Z-H' mozliwe byto pokazanie wplywu pH na izomeryzacje badanych
przelacznikow (rysunek 13). Niezaleznie od potozenia podstawnika -CF3, izomeryzacja
zachodzi miedzy pH 3 a 4. Przedstawiong zalezno$¢ mozna wykorzysta¢ do okreslenia pH

roztworu na podstawie widma 'H czy '°F NMR.
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Rysunek 13. llosciowy wykres opisujgcy proces aktywacji hydrazonowych przelgcznikow molekularnych

1 (czerwony), 2 (zielony) i 3 (niebieski). %/

3.2. Obrazowanie gradientu pH wykorzystujac zmiany przesuni¢cia chemicznego

Kolejnym etapem badan bylo praktyczne wykorzystanie otrzymanych przetacznikéw do
obrazowania pH przy pomocy rezonansu magnetycznego '°F. W tym celu podjeta zostata
wspolpraca z grupg badawcza prof. Wiadystawa Weglarza 1 dr Krzysztofa Jasinskiego
z IFJ PAN w Krakowie. Ze wzgledu na to, ze w warunkach rezonansu informacja
0 przesunieciu chemicznym jest wykorzystywana takze do uzyskania informacji przestrzennej,

istotne bylo aby przetacznik charakteryzowatl si¢ jak najwigksza rdznica przesunigé
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chemicznych sygnatéow '"F pomiedzy formami Z-H" i E. Z tego wzgledu najbardziej
odpowiedni okazat si¢ zwigzek 1 (izomer orto) zmieniajacy swoje przesunigcie o 1,8 ppm
podczas przelaczania, przy czym czasy relaksacji T1 i T2 nie ulegaty zmianie. Takie zachowanie
znacznie upraszcza procedur¢ obrazowania, poniewaz nalezy uwzgledni¢ jedynie zmiany

przesuni¢¢ chemicznych.

Obrazy pozyskano przy odpowiedniej czestotliwosci impulséw wzbudzajacych RF
i szeroko$ci pasma 0,5 ppm, aby pokry¢ czestotliwosci rezonansowe izomerdéw (rysunek 14
C,E.I). Czas pozyskiwania obrazu wynosi 15 minut dla sekwencji FLASH oraz zaledwie
2 minuty dla sekwencji RARE. Dodatkowo, mozliwe jest zwigkszenie szeroko$ci pasma
impulsow RF w obrazowaniu MR w celu okreslenia obecnos$ci izomeru Z i pokrycia calego

zakresu przesuni¢¢ chemicznych zaleznych od pH.

Compound Transmitter frequency SFO1

1

RF pulse bandwidth 0.5ppm

A, +1.8ppm 4,

0 eq. of
TFA
(pH=7)

0.6 eq.
of TFA
(pH=3.5)

1.6 eq.
of TFA
(pH=2)

4,

T v ] 1 v ] ]

€10 615 620 -5 -61%

Rysunek 14. Obrazowanie "°F MRI zwigzku 1 w CH;CN: (4,D,G) Impuls wzbudzajgcy RF przy -60,9 ppm
z szerokoscig pasma 0,5 ppm, (B,E,H) Impuls wzbudzajqcy RF przy -62,7 ppm z szerokoScig pasma 0,5 ppm,
(C.E1) odpowiadajqce widma "°F NMR.”?
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3.3. Projekt i synteza przelacznika z kompleksem paramagnetycznym

Ze wzgledu na stosunkowg malg réznic¢ przesuni¢¢ chemicznych izomeryzacji zwigzkow
1, 2 1 3 postanowiono zbada¢ mozliwos¢ opracowania przetgcznika, ktory nie wykazywalby
zmian przesunig¢cia chemicznego, a jedynie zmiany czasu relaksacji. W ten sposéb mozna
wykorzystaé popularne procedury analogiczne jak w 'H MRI, co mogtoby zapewni¢ spojnoéé
1 wicksza skutecznos$¢ diagnostyczng. Zaproponowane rozwigzanie polega na wprowadzeniu
jonu paramagnetycznego do przelacznika, ktory bedzie modyfikowal czas relaksacji fluoru
poprzez PRE. W tym celu przeprowadzono hydrolize zwiazku 1 i estryfikacje uzyskanego
kwasu z modyfikowanym cyklenem wedlug schematu 15. Hydroliza estru
7° (z grupa -CF3 w pozycji meta) za pomoca kwasu trifluorooctowego lub HC1 prowadzi do
uzyskania pozadanego produktu. Otrzymany ligand L jest stabilny w zakresie pH miedzy

2 a 3 przez co najmniej 1 tydzien.

/m:3 /CFz
D | _
Ne_ = CFy = CF3 CFy
/ ] ~{ L
= ) HN ii) HN_ N
o+ | —- ~ — N — \ i
N | N ‘ OH “ =
N o
o ~ X
r NH, ‘ N ‘ HN\N HNL
= o = o ‘ ‘N
N .} N o
X =
1/2/3 e ‘ ‘ S
v) o )
L a - = o,
z / \ ° Z / N /O
o HO, o N N/\\// N N/\<
/\ / N\ /\( N~/ N\ /\( OtBu OH
NH  NH NH N : N N
[ ] i) [ j owu [ j otBu tBuQ . " o HO N N on
. — |
- tBuQ N " oBu BuQ . N ot D)'\/ { >\/ \ /\_\<
N )\/ NEA )-\/ NEVAN g ) © )
o A o
o o ac ac

5 6

Rysunek 15. Synteza liganda L opartego o modyfikowany przelgcznik molekularny z grupg -CF3 i pierscieniem

do kompleksowania jonow paramagnetycznych. i) HCI, EtOH, NaOAc, 0 °C, 8 h; ii) KOH, MeOH, 35 °C, 2 h;

iii) BrCH,COOtBu, Na,COs, CH3CN, 0 °C, 24 h; iv) BrCH>CH>OH, K,CO3, CH3;CN, 7 days, (v) DCC, DMAP,
CH,Cls, 14 dni; vi) TFA/HCI, CH,Cly/water, 24 h. ¥/

Istniejg trzy mozliwe warianty liganda L, z grupa -CF3 w pozycji orto (L?), meta (L°) lub
para (L°). Wykorzystujac geometryczng optymalizacje TPSSh/ECP(LCRECP)/6-31G(d)
odpowiednich kompleksow Gd(IIl) L**, oszacowano zmiany odlegtosci fluor-paramagnetyk
(*"F-M) podczas izomeryzacji E/Z kazdego potencjalnego przetacznika. Poréwnujac izomer
meta z innymi wariantami, stwierdzono, Ze zmiany odleglo$ci !’F—M byty najwicksze. Ponadto,
przesuniecie chemiczne sygnatu '°F w izomerze meta oryginalnego przetgcznika zmieniato sie
tylko o 0,1 ppm po zakwaszeniu, w przeciwienstwie do 1,8 i 0,8 ppm odpowiednio dla

izomerow orto i para. Dalsze badania byty prowadzone tylko dla izomeru meta (L), poniewaz
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oferuje on najwigksze potencjalne zmiany czasow relaksacji wywotane efektem PRE 1 stabilng
pozycje sygnahu '°F, umozliwiajac §ledzenie pojedynczego, waskiego rezonansu '°F w celach

obrazowania.

Wyboru najbardziej odpowiedniego jonu paramagnetycznego dokonano za pomocg obliczen
teoretycznych opartych na teorii Bloch—Redfield—Wangsnessa (BRW), uwzgle¢dniajac jedynie
oddziatywania dipolowe elektron—jadro i Curie. Jest to uzasadnione przegladem dostgpnych
danych dotyczacych czasow relaksacji '°F dla paramagnetycznych komplekséw pochodnych
cyklenu. Obliczenia pokazaty, ze najwigksze rdznice w czasach relaksacji spowodowane
izomeryzacja wystepuja w kompleksach Gd(III), Ho(III), Dy(III), Ex(III), Cu(II) lub Cr(III). To
zagadnienie byto przedmiotem publikacji Design Principles of Responsive Relaxometric '°F
Contrast Agents: Evaluation from the Point of View of Relaxation Theory and Experimental

Data, ktérej jestem wspdtautorem i nie zostata uwzgledniona w niniejszym cyklu.?%!

Wyniki przewidywan teoretycznych zweryfikowano eksperymentalnie dla wybranych
jondéw metali. Uzyskane kompleksy dobrze rozpuszczaly si¢ w wodzie (przynajmniej 30
mg/mL). Wprowadzenie kompleksu paramagnetycznego do struktury przelacznika rozwigzato
problem niedostatecznej rozpuszczalno$ci w srodowisku wodnym przetagcznikow 1-3, a tym
samym umozliwilo szczegdétowe badania zmian czasow relaksacji pod wplywem pH
w buforowanych roztworach wodnych. W kazdym przypadku roztwor kompleksu zakwaszono
przez dodanie TFA, aby uzyska¢ dziewig¢ wartosci pH (7,0, 6,6, 6,0, 5,4, 5,0, 4,4, 4,0, 3,5, 2,8),

jak pokazano na rysunku 16.

Z wyjatkiem referencyjnego kompleksu z lantanem o wiasno$ciach diamagnetycznych
(rysunek 16, czarne kwadraty) i wolnego liganda L° (T1=908 +27 ms i T»=370+14 ms),
zaobserwowano stopniowy wzrost czasow relaksacji T1 1 T2 wraz ze spadkiem pH. Oznacza to,
ze grupa -CF3 oddala si¢ od centrum paramagnetycznego podczas izomeryzacji E/Z w zakresie
pH od 5,5 do 4,0. Najlepsze wyniki T; zaobserwowano dla kompleksow Dy(IIT)L° i Ho(IIT)L°
(AT1=407+£27 i 353+20 ms, odpowiednio), a T» dla kompleksow Eu(II)L® i Er(III)L°
(AT>=270+11 1 1868 ms, odpowiednio). W odniesieniu do wzglednych zmian czasow
relaksacji, ktére sg bardziej istotne z punktu widzenia obrazowania, Gd(III)L® wykazuje

najlepsze wlasciwosci, tj. 450+26% wzrost T1 1 430+5% wzrost T2 podczas izomeryzacji.
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Rysunek 16. Wykres zmian czasow relaksacji T, i T> pod wplywem zmian pH dla roznych kompleksow

paramagnetycznych ligandu L./

Gd(III)L® wykazuje najmniejsze czasy relaksacji (110 ms dla T i 50 ms dla T>), co pozwala
na najszybsze pozyskiwanie sygnatu. Niewielkim minusem kompleksu Gd(III)L® jest niski
stosunek T»/T1, co prowadzi do poszerzenia linii. Stosunek ten jest podobny (0,3-0,4) dla

wiekszosci innych kompleksow, z wyjatkiem Fe(IIT)LY, gdzie osiagnat on warto$¢ 0,8.
¢ y p MAL:! g qgny:

Odwracalno$¢ przej$cia zbadano poprzez wielokrotne zakwaszanie roztworu kompleksu
Ho(III)L® do pH=3 za pomoca TFA i neutralizacje za pomocg NaOH. Kompleks zachowuje
stabilnos¢ po 15 cyklach. Kompleks wytraca si¢ przy pH>12, jednak tak wysokie pH znacznie

wykracza poza spodziewane, typowe warunki pracy sondy od 4 do 7 jednostek pH.

3.4. Obrazowanie gradientu pH przez zmiany czasow relaksacji

Przydatno$é kompleksu Gd(IIT)LP jako potencjalnego $rodka kontrastowego MRI °F zostata
przebadana we wspolpracy z IFJ PAN. Ponownie wykorzystano skaner MRI 9,4 T. Jako fantom
wykorzystano cztery probki zawierajace roztwor o stezeniu 10 mM Gd(IIT)LP o pH 7,0, 5,0, 4,5
14,0. Liczbe powtdrzen ustawiono tak, aby czas akwizycji dla kazdego obrazu wynosit okoto
60 min, przy 19 000, 1125, 1125 1 4500 powtdérzeniach odpowiednio dla obrazéw 17 Al, A2,
A3 (FLASH) 1 A4 (RARE). Widoczna jest silna korelacja miedzy pH a kontrastem MRI,
szczegolnie dla sekwencji RARE ze wzgledu na dominujaca role czasu relaksacji poprzecznego
T>. Relacja migdzy pH a kontrastem MRI FLASH nie jest tak oczywista jak dla obrazow RARE,
poniewaz obrazy FLASH sg wrazliwe zardwno na T1, jak i1 stosunek T2/T;. Dane przedstawione

na rysunku 16 pokazuja, ze zmiany pH majg porownywalny wplyw na wartosci T1 1 T2 tych
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kompleksow. W rezultacie stosunek T»/T1 pozostaje stabilny niezaleznie od pH, co prowadzi

do obrazdéw, ktore glownie podkreslaja kontrast T».

Rysunek 17. (A) Obrazowanie rezonansu magnetycznego *°F gradientu pH (pH 7,0, 5,0, 4,5, 4,0) 10 mM
Gd(IN)L’: 1, 2 (T1) i 3 (T2) obrazy pozyskane metodg Fast Low Angle Shot (FLASH); 4 (T,) obraz uzyskany
metodg Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement (RARE). (B) Rozmieszczenie probek w aparaturze.

(C) Obrazowanie MRI 'H. Pole widzenia: 25 mm?, akwizycja macierzy: 32.F!

3.5. Zmiana pH aktywacji

Zakres pH, w ktérym dochodzi do izomeryzacji r6ézni si¢ od pozadanego w kontekscie
zastosowan zwigzanych z obrazowaniem nowotworow (6,1-7,4). Z tego powodu interesujace
byto sprawdzenie mozliwos$ci modyfikacji pH aktywacji przetacznikow. W tym celu otrzymano
trzy serie zwigzkow o ogodlne;j strukturze przedstawionej na rysunku 18. Potozenie grupy -CF3;
W pozycji meta pierScienia fenylowego wynika z wigkszej dostepnosci odpowiednich anilin.
Zwiazki 8a—8g zawieraja podstawniki w pierscieniu fenylowym, 9a 1 9b w pierScieniu
pirydynowym, podczas gdy 10a i 10b zawieraja podstawniki w obu pier$cieniach. Pozwolito to
na ocen¢ wplywu wybranych podstawnikow na pKa przetacznikow molekularnych

w zaleznosci od ich statej Hammetta oraz pozycji.
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Rysunek 18. Struktura modyfikowanych przelqcznikow molekularnych do badan zmian pH aktywacji. Krzywe
miareczkowania serii zwigzkéw 8a-8g ilustrujgce zmiany wplywu pH na izomeryzacje przetgcznikéw.[¥
Na podstawie krzywych miareczkowania '°F NMR obliczono pK, kazdego przetgcznika,
przyjmujac pKa = pH, gdy [Z-H)/([Z-H]+[E]) = 0,5. W tym celu korzystano z funkcji regresji
wiazacej pH z udziatem obu izomeréw. Dane pozwolily na okreslenie wptywu podstawnikéw
na pKa. Zalezno$¢ pomiedzy statymi podstawnikow Hammeta a pKa jest liniowa z nieistotnymi

statystycznie réznicami mi¢dzy seriami (rysunek 19).

PK,
»H

19 y=-3.44(x0.23)x+3.46(+0.10)
R?=0.956
0 r : : x r . r T T )
-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Rysunek 19. Wykres zmian pK, przelqcznikow molekularnych 2, 8a-8g (czerwony), 2, 9a, 9b (zielony), 2, 10a,

10b (niebieski) w zaleznosé od statej Hammetta podstawnikow.(¥

Roéznice migdzy badanymi substancjami mozna wyjasni¢ innym wptywem podstawnikéw
w pierscieniu pirydylowym czy fenylowym na zasadowo$¢ azotu pirydylowego. W obu
przypadkach czgsciowy tadunek ujemny na azocie pirydylowym wzrasta wraz z charakterem
elektrodonorowym podstawnikéw (niezaleznie od ich pozycji). Jest to skutkiem rezonansu

migdzy oboma pierscieniami poprzez fragment HN—N=C-C-N. Efekt ten mozna uja¢ ilosciowo
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za pomocy obliczen DFT.*! Jedli podstawnik znajduje sie w pierscieniu pirydylowym,
teoretyczny tadunek zmienia si¢ bardziej dynamicznie z warto$cig statej Hammetta niz

w przypadku podstawienia pierécienia fenylowego.*!

Dodatkowo, oceniono wplyw statych indukcyjnych pola (oF) 1 statych rezonansowych (or)
podstawnikoéw na pKa przetacznikow. Dla zwigzkow 8a-8g efekt rezonansowy byl o 60%
silniejszy niz efekt indukcyjny (pK.=—4,50r—2,80r+3,3), podczas gdy dla serii 9 oba efekty
byty porownywalne (pKi=—4,00r—3,56¢+3,6).

3.6. Rozpuszczalnos¢

Rozpuszczalno§¢ opracowanych $rodkow kontrastowych stanowila istotne wyzwanie
w kontekscie ich potencjalnych zastosowan. Zazwyczaj od srodka kontrastowego oczekuje si¢
rozpuszczalnosci badz stabilnosci w fazie wodnej (jak dla nanoemulsji) tak, aby mogt by¢
podany dozylnie. W  przypadku przetacznikow 1-3  sa one rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach organicznych jak acetonitryl czy metanol, ale nie w wodzie. Aby
rozwigzac ten problem, zaproponowano zastosowanie emulsji w oleju rzepakowym. Do tego
celu uzyto metody sonikacji z wodg 1 surfaktentem Pluronic 127. Otrzymana emulsja wykazuje
podobne cechy w eksperymentach °F NMR i '°F MRI jak roztwor zwigzku 1 w acetonitrylu,

z wyjatkiem szerszych sygnatow 80 Hz w poréwnaniu do 8 Hz.

1.6 eq. of TFA
1-2-H

0.6 eq. of TU\

1-E

Oeq.of TFAor5
eq. of TEA

80 Hz

-60.7 -61.0 -61.3 61.6 -61.9 -62.2 -62.5

Rysunek 18. Widma '’F NMR dla procesu przelgczenia zwigzku 1 w emulsji.l?

Inne podejscie poprawy rozpuszczalno$ci obejmuje wprowadzenie do pierScienia
fenylowego hydrofilowej grupy funkcyjnej. Udato si¢ to zrobi¢ przy okazji badania wptywu
podstawnikoéw na pH przelaczenia, modyfikujac przetacznik grupg -NH> (zwigzek 8g) lub -CN
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(zwiagzek 8b). Tym sposobem uzyskano zwiekszenie rozpuszczalnosci w wodzie do poziomu
odpowiednio 6,0 mg/ml i1 2,5 mg/ml w pordwnaniu ze zwigzkami 1,2 i 3 (rozpuszczalnosé

w wodzie ~0 mg/ml).[*]

Najlepszag metoda poprawy rozpuszczalno$ci byto wprowadzenie kompleksu metali
z pochodna cyklenu w miejsce grupy etylowej (kompleksy L°). Takie przetaczniki sa dobrze
rozpuszczalne w wodzie na poziomie 30 mg/mL, co jest wystarczajace dla potrzeb diagnostyki

obrazowe;.l”!
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4. Podsumowanie i wnioski

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono badania nad serig hydrazonowych
przetacznikdw molekularnych zawierajacych fluor, ktore moga petni¢ rolg inteligentnych
srodkéw kontrastowych do obrazowania metodg '°F MRI. Wyniki wskazuja, ze umozliwiaja
one wizualizacje pH na skutek izomeryzacji E/Z przy uzyciu '°F NMR, 'H NMR, UV-VIS
i °F MRI w niskim stezeniu (mM) z krotkim czasem akwizycji. Mozliwe jest to w $rodowisku
wodnym lub w rozpuszczalnikach organicznych oraz w emulsji wodnej, zaleznie od

rozpuszczalnosci danego przetacznika.

Obrazowanie rezonansem magnetycznym przy pomocy przelgcznikdw jest mozliwe
zarGwno w oparciu o zmiany przesuni¢cia chemicznego jak i1 o zmiany czaséOw relaksacji
sygnatow '°F NMR. Pierwsza metoda zalezy od struktury danego przetacznika i réznicy
w przesuni¢ciach chemicznych formy podstawowej i aktywowanej (im wigksza tym lepiej).
Dla zwigzku 1 zaobserwowano najwigkszg zmian¢ przesuni¢¢ chemicznych o 1,8 ppm, co
pozwolito na zobrazowanie gradientu pH 'F MRI w zakresie 2-4. Ograniczeniem w tym
przypadku jest konieczno$¢ skanowania w waskich zakresach przesunigcia chemicznego, co

wydtuza czas akwizycji.

Drugi sposéb obrazowania wymaga wprowadzenia grupy paramagnetycznej
w niewielkiej odlegtosci od grupy -CF3. Pozwala to na obserwacj¢ zmian czasow relaksacji T
1 T> spowodowanych efektem PRE jondéw metali, wynikajagcym z izomeryzacji E/Z
indukowanej zmianami pH. Procesowi towarzysza tylko minimalne zmiany przesunigcia
chemicznego grupy -CFs w 'F NMR. Dla tej metody czasy akwizycji sg dtuzsze niz dla
obrazowania opartego o zmiany przesuni¢cia chemicznego (60 minut zamiast 15 min). Przy
odlegtoéci metal - grupa -CF3 zmieniajacej si¢ w zakresie 9—13 A najbardziej odpowiednim
kompleksem do obrazowania MR okazat sie GA(III)L®, ktory wykazywat zmiany czasow
relaksacji o ponad 400% w zakresie pH 4—6. Przeprowadzono réwniez obliczenia teoretyczne
bazujagce na teorii BRW dla innych jondéw metali, ktére zostaly zweryfikowane

eksperymentalnie, potwierdzajac wiarygodnos$¢ przewidywan teoretycznych.

Przedstawione zwigzki opisano takze pod katem kluczowych wtasciwosci do zastosowan
w ""F MRI. Ustalono ogélng zalezno$¢ miedzy statymi Hammetta a pKa przetgcznikow, co
pozwala na projektowanie przelacznikow dla pozadanego zakresu pH. Odno$nie zakresu
fizjologicznego (5.5-7) wymaga to 1-2 podstawnikdéw w pierscieniach o tgcznym sigma okoto

-0,8 dla przetacznikow modyfikowanych grupa -CFs. Zbadano rozpuszczalno$¢ zwigzkow,
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gdzie dla hydrazonow 1,2 1 3 niska rozpuszczalno$¢ wymusza zastosowanie uktadu emuls;ji lub
modyfikacji czasteczki hydrofilowymi grupami funkcyjnymi (np. -NHz). Dla kompleksow
metali L° nie ma potrzeby poprawy rozpuszczalnosci w wodzie (rozpuszczalno$é na poziomie

30 mg/ml).

Dalsze badania powinny obejmowaé poprawe wtasciwosci proponowanych sond '°F MRI pod
katem ich rzeczywistego zastosowania w klinicznym obrazowaniu. Wymaga to opracowania
sposobu ich dostarczania (np. kapsutki, polimery czy nanoczastki) oraz zbadania toksycznosci.
Kolejnym aspektem jest sprawdzenie innych zrddet fluoru np. poprzez modyfikacje
przetacznikow grupami fluorowymi: -F, -OCF3 czy -SFs. Pozwoli to na wybranie najlepszego
uktadu jak i na obrazowanie wielokolorowe, ze wzgledu na zroznicowane regiony przesuni¢é
chemicznych sygnaléw. Zagadnienie to jest obecnie zglebiane w ramach projektu
PRELUDIUM. Dodatkowo, nalezy zwigkszy¢ udziat atomoéw fluoru (np. grupami -C(CF3)3)
w czasteczce, co pozwoli na uzywanie kontrastu w mniejszych stezeniach. Niesie to ryzyko
pogorszenia rozpuszczalno$ci, co mozna jednak zniwelowa¢ modyfikujac czasteczki

dodatkowymi grupami funkcyjnymi, jak PEG czy jednostki cukrowe.
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