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Streszczenie

Metody relaksacyjne NMR dostarczaja warto§ciowych narzedzi do otrzymania
informacji na temat wielowymiarowych struktur makromolekul biologicznych, oddziatywan mie-
dzymolekularnych, a takze ich dynamiki. W zasadzie same warto$ci czasow relaksacji nie sg wyko-
rzystywane w diagnostyce medycznej, lecz w niektorych przypadkach moga by¢ uzyte w celu po-
twierdzenia wstepnej diagnozy.

Choroby takie, jak choroba Wilsona, badz tez anemia, powodowane sg istotnym wzrostem
wolnych jondw paramagnetycznych obecnych we krwi. Rutynowa diagnostyka wprawdzie
wykrywa calo$ciowa zawarto$¢ Fe 1 Cu, ale za jej pomocg nie da si¢ wyr6zni¢ wolnych jonow.
Powszechnie wiadomo, ze obecno$¢ jondw paramagnetycznych skraca czasy relaksacji w osoczu
krwi. Skrocenie tych czasow bylo kontrolowane poprzez dodanie niektorych $rodkéw
chelatujacych (np. D-pen) do osocza. Powodowalo to powstanie statych, rozpuszczalnych
w wodzie kompleksow wolnych jonow, co redukowato efekt skrocenia czasow relaksacji badanych
roztwordéw. Po chelatacji tatwo mozna byto zmierzy¢ wydtuzenie si¢ czasow relaksacji. Stanowito
to dowod na obecnos$¢ wolnych jonow w osoczu krwi.

Wolne rodniki (ROS) zostaty wskazane jako czynnik przyspieszajacy procesy starzenia si¢
organizméw. Tworzg si¢ one w wielu procesach biologicznych. Dziatanie ROS wptywa na biaitka,
thuszcze 1 struktury DNA, niszczac je. Przyczynia si¢ to do powstania chordb takich, jak choroba
Parkinsona, choroba Alzheimera, MS 1 wiele innych. ROS posiadajg wlasciwos$ci paramagnetyczne
1 znaczaco skracajg czasy relaksacji. Wolne rodniki tlenowe moga by¢ produkowane z wody utle-
nionej w reakcji Fentona. Osocze krwi to substancja wielosktadnikowa, zawierajaca m.in.: biatka,
thuszcze 1 mikroelementy. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw, z punktu widzenia
NMR, sktadnikami osocza wplywajacymi na czasy relaksacji sg bialka 1 jony paramagnetyczne,
zwlaszcza Fe 1 Cu, za$ thuszcze moga zmieniaé jego lepkos¢. W niniejszej pracy zbadano wplyw
dodania wody utlenionej do osocza i wybranych roztwordéw bialek na czasy relaksacji w celu okre-
$lenia ich wlasciwosci antyoksydacyjnych.

Relaksacja NMR in vitro przynosi rowniez wiele rozwigzan dla zastosowan obrazowania
tkanek in vivo. Metoda relaksacji NMR, nazywana ,,profilami dyspersji”, zostala zastosowana
w badaniach nad wiasciwosciami ukladéow makromolekut. Istnieje bowiem zaleznos$¢ czasu relak-
sacji Ti, w wirujacym uktadzie wspdtrzednych od niskiego pola magnetycznego B,. Zaletg tej me-
tody jest mozliwos¢ obserwacji wolnych ruchow molekularnych 1 wymiany protonow,
w typowym zakresie dla wody zwigzanej z biatkiem badz makromolekutami. Parametry takie, jak
czas korelacji, energia aktywacji i wymiana protonow sg powigzane z wlasciwosciami makromole-

kul w badanych uktadach.



Abstract

Nuclear magnetic resonance relaxation methods provide powerful tools to get information about
macromolecular three-dimensional structure, dynamics properties and intermolecular interactions.
In general, absolute values of relaxation times have not been proven to be helpful for defining
pathologies, but in some cases, relaxation times measurements can be used to confirm preliminary
diagnosis. Illnesses, such as Wilson’s disease or anemia, are caused by significant increase of free
paramagnetic ions circulating in the blood stream. Routine diagnostic tests detect the total content
of Fe, Cu or Zn, but these aren’t sensitive to distinguish free ions. It is well known that the presence
of free paramagnetic ions shortens the relaxation times of blood serum. Addition of the selective
chelating agent (i.e.: D-penicillamine (D-pen)) to serum causes the formation of stable and water
soluble complexes of free ions and this nulls the effect of shortening of relaxation times of solution.
After chelation one can easily measure the prolongation of relaxation times and this fact can be
used as evidence of presence of free ions in blood serum.

Reactive oxygen species (ROS) were indicated as a factor accelerating ageing process.
There are produced in a number of biological processes. Cytotoxic action of ROS includes protein,
lipid and DNA structure damage and can be primary to many human diseases, such as cancer,
Parkinson's, Alzheimer's, multiple sclerosis, Huntington's and many others. ROS have
paramagnetic properties and they significantly shorten relaxation times. Hydroxyl free radicals can
be produced from hydrogen peroxide in a Fenton type reaction. Blood serum is a solution of many
components: proteins, lipids, carbohydrates and microelements. From NMR point of view the
components which may have influence on measured value of relaxation time are: protein and
paramagnetic ions like Fe and Cu and lipids which can change the viscosity of serum. Here,
I compare the effects of adding hydrogen peroxide to human blood serum and selected protein
solutions on relaxation times to evaluate their antioxidative effects.

NMR relaxation measurements in vitro provide also a powerful tools for
investigation in vivo of tissue anatomy and functional imaging. Other NMR relaxation method
called “dispersion profile” has been additionally used in research on the properties of
macromolecules systems: There is a dependence of spin-lattice relaxation time T, in the rotating
frame plotted as a function of low magnetic field B,. The advantage of this method is an
opportunity to observe the slow molecular motion and protons exchange rate in the range typical
for water associated with proteins or bio-macromolecules. The obtained results can be a base of
construction of theoretical molecular dynamics model in biological systems. It is demonstrated
how parameters of this model, namely, correlation time, activation energy and proton exchange rate

are connected with macromolecular properties of investigated systems.
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Rozdziat 1

Wstep

Intensywny rozwoj medycyny i nauk biologicznych pociaga za soba koniecz-
nos¢ znajdowania narzedzi badawczych dostarczajacych bardziej szczegoto-
wych informacji na temat budowy i wtasnosci materiatow, z ktorych zbu-
dowane sg organizmy zywe. Do takich narzedzi zaliczy¢ mozna niewatpliwie
magnetyczny rezonans jadrowy, ktorego wykorzystanie w biochemii i obra-
zowaniu jest powszechnie znane.

Sygnal NMR (Nuclear Magnetic Resonance, po polsku MRJ — Magne-
tyczny Rezonans Jadrowy) otrzymany zostal 70 lat temu. W Polsce pionie-
rem badan NMR byt Instytut Fizyki Jadrowej w Krakowie, gdzie w potowie
ubiegtego stulecia, w grupie kierowanej przez prof. Jacka W. Hennela, pro-
wadzone badania wplywu obecnosci makromolekut biologicznych na czasy
relaksacji daty poczatek metodzie relaksacyjnej NMR [1]. Obok spektrosko-
pii i tomografii, w chwili obecnej metoda ta nabiera coraz wigkszego znacze-
nia w rozwigzywaniu szczegdétowych probleméw przydatnych w diagnostyce
medycznej oraz w badaniach wlasnosci lekow [2], [3].

Przedmiotem badan niniejszej pracy sa uktady biologiczne, poczawszy
od roztworéw bialek poprzez surowice krwi, az do catych tkanek. Zastosowa-
nie metod relaksacyjnych przedstawione jest od teorii relaksacji do ekspery-
mentu. Gléwny nacisk pracy zostat skierowany na fizyczne aspekty metody,

a w szczegolnosci na mozliwosci jej konkretnych zastosowan. Z tego powodu
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analiza i interpretacja wynikow nie skupia gléwnej uwagi na aspektach bio-
logicznych, lecz na mozliwosciach metod relaksacyjnych.

Prac dotyczacych badan materiatu biologicznego metodami NMR, uka-
zuje si¢ corocznie bardzo wiele. Przeglad najnowszych osiagnie¢ i tendencji
przedstawiany jest w trakcie spotkan fizykéw, biologéw, lekarzy i inzynie-
réw na kongresach ISMRM (International Society for Magnetic Resonance
in Medicine) oraz ESMRMB (European Society for Magnetic Resonance in
Medicine and Biology), w ktérych od 2009 roku miatem okazje uczestniczy¢

i kilkukrotnie prezentowaé nasze prace (Dodatek A), a dotyczyty one:

e wplywu jonéw paramagnetycznych i srodkéw chelatujacych na procesy
relaksacji, w tym zastosowan metody relaksacyjnej do diagnostyki i te-

rapii wybranych choroéb,

e badan wtlasnosci oksydacyjnych roztworéw H,O, oraz antyoksydacyj-

nych uktadéw biologicznych (osocza),

e zastosowan metod dyspersyjnych 77,17, CPMG w badaniach dynamiki

molekularnej materiatéw biologicznych.

Materialy tych komunikatow, jak i doSwiadczenie zdobyte w trakcie studiow
doktoranckich poprzez uczestnictwo w licznych stazach i szkotach stanowia
baze niniejszej pracy (Dodatek B i C). W pracy zamieszczono réwniez, zwia-
zane z dziedzina, a ocierajace sie o tematyke pracy, obrazy MRI mojej gtowy
(Dodatek D).

Whprowadzenie do tematyki dotyczacej teorii opisu proceséow relaksacyj-
nych przedstawione zostato w rozdziale 3 i 4. W rozdziale 3 rozwinieto szcze-
gbtowo opis teoretyczny relaksacji w obecnosci jondéw paramagnetycznych,
porownujac go do konkretnych wynikéw eksperymentalnych, dotyczacych re-
laksacji jonéw miedzi, przedstawionych w rozdziale 7. Przyjety przez nas
model teoretyczny daje dobra zgodnos$¢ z wynikami doswiadczalnymi. Sa to
obliczenia oryginalne. Nastepnie w rozdziale 5 i 6 oméwiono uzyte materiaty
(pochodzenie i preparatyke probek), stosowane metody oraz opisano apara-

ture badawcza, przeprowadzono réowniez dyskusje czynnikow wplywajacych



na btedy pomiarowe. W rozdziale 7 przedstawione zostaty wyniki wykona-
nych pomiaréw wraz z ich interpretacja. W rozdziale 8 zaprezentowano naj-

wazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonej pracy badawczej.



WSsTEP




Rozdziatl 2

Motywacja wyboru tematyki
pracy

Jony metali takie, jak: zelazo, miedZ, mangan, cynk i inne, w niewielkiej ilosci
sg obecne w organizmie ludzkim i spetniaja wazna role mikroelementéw. Ich
nieprawidtowa gospodarka ma negatywny wplyw na organizm i zwigzana
jest z wystepowaniem schorzen, m.in. stanowi zrédto choréb: Parkinsona,
Wilsona i Alzheimera.

Od dawna wiadomo, ze obecnosé¢ jonéw paramagnetycznych wptywa na
procesy relaksacji, zjawisko to wykorzystuje si¢ w projektowaniu srodkow
kontrastowych wspomagajacych diagnostyke obrazowania MR. Jony para-
magnetyczne wystepujace w organizmie, gdy sa w zbyt duzej koncentracji,
sg takze przyczyna powstawania artefaktow w tomografii MR. Stad bada-
nia nad ich wptywem sg ciggle rozwijane. Kolejnym, réwniez nie do konca
poznanym, zjawiskiem jest obecno$¢ i wytwarzanie sie¢ wolnych rodnikow,
ktore, jak wiadomo, sa przyczyng starzenia sie organizmoéw oraz zrdédltem
choréb cywilizacyjnych. W kazdym zywym organizmie zachodza setki pro-
cesOW biochemicznych zwigzanych z wolnymi rodnikami, ktorym towarzysza
reakcje obronne przed ich szkodliwym dziataniem. Mozna je bada¢ réznymi
metodami fizycznymi, najbardziej powszechna z nich jest EPR (Electron Pa-

ramagnetic Resonance) [4], [5], [6]. Stad przypuszczenie, ze badania relak-
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sacyjne NMR, zastosowane do uktadéw biologicznych, moga rowniez wnosic¢
pozyteczny wktad do tej problematyki.

Stanowi to motywacje wyboru tematyki niniejszej pracy. Zaleta techniki
NMR jest nieinwazyjnosé¢ oraz najwieksza czutos¢ na wszechobecnie wyste-
pujacy w materiale biologicznym pierwiastek, jakim jest wodor. Z drugiej
strony procesy biologiczne sa procesami bardzo skomplikowanymi, dlatego
otrzymane wyniki badan NMR (szczegélnie in vivo) nie znajduja prostej
interpretacji. Mogg one natomiast by¢, w wielu przypadkach, cennymi bada-
niami komplementarnymi. Dlatego, aby otrzymac istotna informacje, nalezy
w specjalny sposob ustawi¢ tak eksperyment, aby sformulowaé¢ pytanie, na
ktore chcemy otrzymac odpowiedz. Wymaga to czesto pominiecia istotnych,
z punktu widzenia biologow, aspektow. Jednakze z drugiej strony, stosujac
metody relaksacyjne NMR, otrzyma¢ mozemy, nieosiagalne innymi meto-
dami, informacje na poziomie molekularnym, bez zaburzania ich funkcji zy-
ciowych. Wprawdzie same pomiary czaséw relaksacji NMR nie sg czesto bez-
posrednio wykorzystywane w diagnostyce medycznej, jednakze, w niektorych
przypadkach, stanowia alternatywne zrédlo dodatkowych informacji [7],[8].
W tym kontekscie praca skupia sie na pokazaniu mozliwosci zastosowane;j
metody. Przyktadowo pokazemy, ze pomiary czaséow relaksacji osocza krwi
ex vivo daja mozliwo$¢ monitorowania podwyzszonej obecnosci swobodnych
jonoéw Cu i Fe, co jest istotne w diagnozowaniu choroby Wilsona lub anemii.
W osoczu zdrowego cztowieka jony te sa zwykle wiazane w kompleksy z biat-
kami, zas powszechnie uzywane do ich oceny metody spektrofotometryczne
rejestrujg catkowita ilos¢ atoméw miedzi, nie rozstrzygajac, czy sa to jony
wolne, czy zwigzane.

W przeprowadzonych w pracy badaniach relaksacyjnych otrzymano nowe

ciekawe wyniki, ktorymi sg miedzy innymi:

e przydatnos¢ ryboflawiny jako $rodka chelatujacego wybrane jony para-

magnetyczne,

e obserwacja reakcji obronnych na procesy utleniania, wystepujacych w su-

rowicy krwi.



Komplementarnie do obserwacji wolnych ruchéw molekularnych postuzono
sie dodatkowymi metodami relaksacyjnymi (71,), wykorzystujac tzw. profile
dyspersji.

Wszystkie eksperymenty w pracy wykonano in vitro, jednakze ich wyniki
zostaly otrzymane w taki sposéb, ze tatwo mozna odnie$¢ je do uzyskanych
in vivo. Uzyta glowna aparatura badawcza pracowata przy czestosci rezo-
nansowej dla protonéow 60 MHz, co odpowiada polu By ~ 1,5 T, i jest to
czestosé stosowana w najbardziej popularnych tomografach MR. Z tego po-
wodu przedstawione wnioski moga by¢ wprost wykorzystane w diagnostyce

medycznej.
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Rozdzialt 3

Ogodlny opis procesdw relaksacji

NMR

3.1 Wprowadzenie do relaksacji NMR

Relaksacja to proces powrotu uktadu do stanu rownowagi termodynamicz-
nej po zaburzeniu, ktérym moze by¢ zmiana parametrow uktadu, takich jak:
cisnienie, stezenie, temperatura itp. Proces ten jest nieodwracalny i towarzy-
szy mu rozproszenie energii. Jesli odchylenie od stanu rownowagi jest mate,
relaksacja przebiega zgodnie z wzorem y = yoe /"¢, gdzie y, to wartosé¢ po-
czatkowa funkcji y, zas T; to czas relaksacji. W fizyce obserwuje sie rézne
rodzaje relaksacji: akustyczna, magnetyczna, naprezen, dielektryczna itp. [9].

W magnetycznym rezonansie jadrowym relaksacja to powrot uktadu spi-
now jadrowych do stanu réwnowagi w obecnosci stalego zewnetrznego pola
magnetycznego éo, po wcezesniejszym zaburzeniu polem magnetycznym El
(zwanym impulsem o czestosci radiowej lub impulsem rf”), ktére obraca
wektor magnetyzacji probki wzgledem kierunku pola By [10]. Proces ten okre-
slony jest poprzez czasy relaksacji 7; (T3 spin-sie¢, T, spin-spin, 77, w ukta-

dzie wirujacym, T}, relaksacja efektywna). Czasy relaksacji zaleza od:
e rodzaju jadra,

e czestoscl rezonansu (w=yBy),
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e temperatury,
e dynamiki molekularnej spinéw,
e obecnosci jondow paramagnetycznych lub wolnych rodnikéw.

Inne czynniki wptywajace na szybkos¢ relaksacji to: mikrostruktura probki,
pH, podatno$¢ magnetyczna, koncentracja i rodzaj makromolekut.

W przypadku czystej wody na relaksacje NMR wptywa dynamika mole-
kularna, czyli procesy reorientacji pojedynczej molekuty wody, ktére przebie-
gaja bardzo szybko. Sa to ruchy rotacyjne i ruchy translacyjne. Jesli dodamy
do wody inne molekuty, takie jak biatka, to molekuty wody zaczng z nimi
oddziatywac¢. Chwilowe zwiazanie wody radykalnie zmienia czas reorientacji
jej molekuly. W celu okreslenia szybkosci ruchéw wody wprowadza sie czas
korelacji 7., ktory okresla minimalny czas obrotu molekuty o jeden radian.
W rezultacie spowolnienia dynamiki obecnos¢ makromolekut w roztworach
wodnych skraca mierzony czas relaksacji.

Bardzo duzy wplyw na relaksacje ma takze obecno$¢ jonow i molekut pa-
ramagnetycznych. Jony paramagnetyczne posiadaja niesparowane elektrony,
ktoére sg zrodlem silnego oscylujacego pola magnetycznego i w efekcie zna-
czaco skracaja czas relaksacji. Typowe substancje paramagnetyczne zawie-
raja jony Mn?T, Cu®", Fe’", Fe*t, Gd*", takze tlen molekularny i wolne
rodniki.

Biologiczna probka, oprocz wody, jest mieszaning wielu réznych sktad-
nikow chemicznych. Czasy relaksacji takiej probki zalezne sa od fizycznych
i chemicznych wtadciwosci otoczenia obserwowanych przez NMR jader wo-
doru. Jesli otoczenie nie jest jednorodne w obrebie calej probki, wowczas
uzyskany czas T; bedzie usrednial wtasnosci relaksacyjne badanego uktadu.
Jednakze w wiekszosci przypadkéw ze wzgledu na wymiane chemiczna i przy
niskiej rozdzielczosci, obserwowana jest jedna dominujgca sktadowa od pro-
tonow wody, ktora determinuje proces relaksacji.

Do opisu magnetycznej polaryzacji catej probki wprowadza si¢ magne-
tyzacje M , ktora jest sumg wszystkich momentéw magnetycznych jader za-

wartych w jednostce objetosci. W chwili przyltozenia pola By makroskopowy
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wektor polaryzacji magnetycznej probki wykonuje precesje, ustawiajac sie
zgodnie z kierunkiem pola. W wyniku braku koherencji w ruchu precesyj-
nym wszystkich sktadowych p, i p,, nastgpuje zerowanie si¢ sktadowych na-
magnesowania M, i M,, ktére sa prostopadie do By. Natomiast skladowe
1, sa ustawione réwnolegle do kierunku pola, tworzac wypadkowy wektor
namagnesowania MO. Stad w obecnosci pola By w stanie roOwnowagi magne-
tyzacja M ma skladowe: M,=0, M,, = 0, M.=M,. Namagnesowanie wzdtuz
osi z osigga maksymalng warto$¢ po pewnym czasie od umieszczenia probki
w polu EO, a jej ewolucje w czasie opisuje rownanie rézniczkowe. Jest to

wektorowe réwnanie Blocha [11], [12], [13]:

dM Lo M+ M, (M. — Mk
— =y[MXB]| — Lo 3.1
= WX B - = o, (3.1)

ktore po rozpisaniu na sktadowe daje:
dMy My — M,
= 3.2
dM, M,

= 3.3

gdzie T i Ty sa czasami charakterystycznymi dla procesu polaryzacji magne-

tycznej probki. Dla sktadowej M, rozwigzanie ich ma postac:
My (t) = Mo[1 — ™", (3.4)
za$ dla sktadowej poprzecznej M L:

AM, M+ M,j
a T

M (t) = Mye V™2, (3.6)

(3.5)

Jak wida¢, My narasta wyktadniczo od wartosci zero do wartosci My. Cha-
rakterystyczne T jest czasem relaksacji zdefiniowanym jako czas, po kto-
rym warto$¢ sktadowej namagnesowania My (t) w polu By wzrasta od zera

do wartodci (1 — e~ 1) My. Maksymalng wartos¢ My magnetyzacja osigga po
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okoto 5T;. Analizujac zaleznos¢ namagnesowania od czasu, czas T jest cza-
sem procesu narastania sktadowej namagnesowania My(¢) lub jej zaniku
wzdtuz kierunku osi z. Stad czas relaksacji 71 nazywany jest réwniez czasem
relaksacji podtuznej. Przyrost sktadowej My w czasie nastepuje w wyniku
zwigkszania si¢ liczby spinow zorientowanych w kierunku pola EO, cO prowa-
dzi do zmniejszenia si¢ energii probki. Najmniejsza energia wystepuje wtedy,
gdy wektor namagnesowania M, jest rownolegty do kierunku pola By. Trak-
tujac probke jako uktad izolowany, ten nadmiar energii od uktadu spinéow
musi przeja¢ reszta probki, zwana siecig. Zatem wzor 3.2 opisuje szybkos¢
przeptywu energii z uktadu spinéw do sieci, stad czas relaksacji 77 nazywany
jest tez czasem relaksacji spin-siec.

Impulsowe przytozenie pola B, prowadzi do powstania sktadowej po-
przecznej wektora namagnesowania, jesli precesja poszczegolnych momentow
magnetycznych jest spéjna. Sktadowa ta, ktora mozna roztozy¢ na sktadowe
Mx i My, nie pojawia sie natychmiast po przytozeniu pola B, i nie znika
zaraz po jego wylaczeniu, lecz maleje zgodnie z réwnaniem 3.6, ktérego roz-
wigzaniem jest funkcja wykladnicza z czasem relaksacji T5. Czas T, nazy-
wamy czasem relaksacji poprzecznej, gdyz jest on zwiazany z narastaniem
lub zanikiem namagnesowania prostopadtego do By. Okredla on czas ustala-
nia sie rownowagi w uktadzie spinéw i dlatego nazywany jest rowniez czasem
relaksacji spinowo-spinowej.

W niejednorodnym polu By precesja magnetyzacji nie odbywa sie¢ w r6z-
nych czesciach probki z jednakowa predkoscig. Powoduje to rozfazowanie spi-
néw, co przyspiesza proces relaksacji poprzecznej. Dlatego w eksperymencie,
szczegolnie w obecnosci gradientu pola éo, otrzymuje sie inny czas Ty*. Z re-
guty To*<Ty, gdzie To* jest mierzonym czasem relaksacji spinowo-spinowej,

zas$ Ty rzeczywistym czasem relaksacji spinowo-spinowej.
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3.2 (Oddzialywania molekularne wpltywajace

na procesy relaksacji protonowej

Istnieja dwa teoretyczne modele opisujace proces relaksacji. Pierwszy z nich
(fenomenologiczny) opiera sie, jak pokazano wyzej, na réwnaniach Blocha,
drugi opis, kwantowy, jest opisem $cistym, ktory wprowadza macierz gestosci

o wyrazona za pomoca rownania Liouville’a [8], [14], [15], [16] :

do(t)
dt

= —i[H,o(t)] = ioc(t)H — iHo(t), (3.7)

gdzie H jest hamiltonianem oddziatywan w jednostkach rad/s. Lokalnie oscy-
lujace pole zaburza i taczy niezalezny od czasu hamiltonian Hy z zaleznym

od czasu hamiltonianem sieci:
H=H,+ H’(t). (3.8)

Nalezy pamieta¢, ze Hy daje wartosci srednie i odpowiedzialny jest za otrzy-
manie widma NMR, natomiast H'(t) daje odchylenie od wartosci $rednich
i to wtasnie w nim znajduja sie przyczynki wptywajace na procesy relaksacji
NMR.

Jesli uktad spinéw poddajemy dziataniu silnego pola magnetycznego,
wowezas nastepuje oddzialywanie spindéw z tym polem (oddzialywanie ze-
emanowskie). Dodatkowo zachodza réwniez oddzialywania wewnatrz samego
uktadu spinéw. Badania procesow relaksacyjnych dostarczajg informacji do-
tyczacych tych oddzialywan, modyfikowanych przez dynamike molekularng
w badanym uktadzie biologicznym. Dodatkowo poszczegédlne oddzialywania
spinowe moga sie wzajemnie naktada¢, co nazwano interferencjg oddziaty-
wan” [17]. W wyniku ciaglych oddziatywan spinéw z polami wewnetrznymi,
wytwarzanymi przez momenty magnetyczne elektronowe i jadrowe lub ta-
dunki elektryczne znajdujace sie w sasiednich atomach lub drobinach, ma-
gnetyzacja powraca po zaburzeniu do swojej wartosci réwnowagowej ukie-

runkowanej zgodnie z zewnetrznym polem magnetycznym.
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W szczegolnosci na procesy relaksacji maja wptyw odzialywania, takie

jak [12], [18]:
e oddziatywanie dipolowe, intra- i intermolekularne, Hp,
e oddziatlywanie skalarne, Heg,
e oddzialywanie jader z niesparowanymi elektronami, H,4q,
e anizotropia przesunigcia chemicznego, H,_chem,
e oddzialywanie kwadrupolowe, H,.

W niniejszej pracy szerzej zostana oméwione te oddziatywania, ktore maja
znaczacy wpltyw na przebiegi procesow relaksacji w badanych uktadach bio-
logicznych. W szczegdlnosci sa to oddziatywania dipolowe, dia- i parama-
gnetyczne oraz skalarne. Wtedy ogdlny hamiltonian oddziatywan (Wzor 3.8)
przedstawia wzor:

H=H,+ Hp(t) + Hgg (). (3.9)

3.3 0Oddzialywania dipolowe

Jezeli spiny jadrowe sa pod wplywem zewnetrznego pola magnetycznego,
to oddziatujg z tym polem, co nazywamy oddzialywaniem zeemanowskim.
Dodatkowo wewnatrz uktadu spinéw wystepuja oddziatywania innego typu,
z ktoérych najwazniejszym w uktadach biologicznych jest oddziatywanie di-
polowe (homo- i heterojadrowe) [11], [17], [19], [20], [21].

Wszystkie jadra, ktorych spin i moment magnetyczny jest rézny od zera,
mozemy traktowac jako dipole magnetyczne generujace lokalne pola magne-

tyczne. Sposrod oddziatywan dipolowych mozemy wyrdzni¢ oddziatywania:
e dwoch identycznych spindéw jadrowych (proton-proton),

e dwdch réznych spindéw jadrowych (proton-inne jadro),
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e spinu jadrowego i jonu paramagnetycznego (proton-jon paramagne-
tyczny).

Rozwazmy najpierw dwa dowolnie wybrane spiny jadrowe j, kK o momentach

magnetycznych fi;, [ [11], [12], [17], [22]. Moment magnetyczny (dipol) ji;

oddziatuje wtedy z polem lokalnym wytworzonym przez dipol magnetyczny
;. Energia tego oddzialywania wyrazona jest za pomocg wzoru:

ik — 3(71efis) (7 fir)
3

(@ _

, (3.10)

gdzie rj; jest odlegtodcig oddziatujacych dipoli, a 77, jest wersorem skiero-
wanym od jadra j do jadra k.

Pelny hamiltonian oddziatywan dipolowych dla uktadu wielu spinéw otrzy-
maé¢ mozna ze wzoru (3.10), biorac sume energii wszystkich par spinéw j, k,
a takze traktujac wielkosci [i;,/i), jako operatory, ktére sa proporcjonalne do

odpowiadajacych im operatorow spinowych (ﬁj = vjhfj):

hHY = b Hb =h>" dj [T — 3 () (7ijed)), (3.11)
j<k

j<k
gdzie d;, = hvﬂkrj_,f’ jest statg oddzialywania dipolowego jader 7, k.
Ogdlny hamiltonian oddziatywania dipolowego (Réwn. 3.8) mozna zapi-

sa¢ jako sume [23]:
Hy = Hyz + (Hi) + (His(1)) | (3.12)

oraz

H'(t) = H(t) — (H(t)) . (3.13)

Nalezy pamietaé, ze TrHy # 0, zas TrH'(t) = 0.
W szczegélnoscei dla spinéw jadrowych 7, k& hamiltonian H;’k mozna zapi-
saé¢ za pomocy tensorow kartezjanskich we wspotrzednych spinowych i prze-

strzennych [23]:

de = Z (ij]kq)sgg’ (3.14)

pq
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Z Il By A

Rysunek 3.1. Orientacja wektora 7, w uktadzie laboratoryjnym
gdzie

j 1
St = —3djx (rpnjng) — 505m, (3.15)
gdzie n,, sa wspolrzednymi wersora 77;. W procesie redukeji powyzszych

tensoréw otrzymuje sie tensory kuliste drugiego rzedu w postaci:
Ton(1ij5) = Comr (O, i), (3.16)

gdzie: ©;;, 1 ®;, opisuja orientacje wektora 7, i wersora i, w uktadzie la-
boratoryjnym (Rys. 3.1).
Po tej operacji hamiltonian oddziatywania dipolowego otrzymuje postaé
sumy iloczynow skalarnych tensoréw kulistych drugiego rzedu:
Hp (t) = = > djeAan ( [ B)C3r (O (t)Psi(1)) (3.17)
j<k

gdzie: Agys 1 Copy dane sg wzorami:

Aot (L1) = (GV) (1Y) (r*Cann (26) (3.18)
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47
2L +1

a katy ©j; 1 ®j; to przypadkowe funkcje czasu na skutek molekularnych

Corr (0D) = Your (OD), (3.19)

reorientacji, C7y (O®) sa funkcjami Racaha, zas Y7,,(O®) sa funkcjami ku-
listymi [11], [17].

Dla szczegblnego przypadku oddzialywania dwoch jednakowych spindw,
gdy w; = wy, I; = I, = I, v7; = vy, = 7 oraz stale ekranowania o;=0,=0,

hamiltonian ten ma postac:

H;l] = ka(t) - ZdijA2M(Iiva) [ oM (@jk(t)q)jk(t>) - < oM (@z’j@)q)ij(t))ﬂ J
i<j
(3.20)
gdzie gwiazdki oznaczaja czes$é urojona (sprzezenie zespolone e'®* = ¢~i9),

Podobnie dla réznych spinéw:

Hijs = Hji(t) = 3 dAzaa (I, Si) X33 (8), (3.21)
gk
gdzie
X3 (1) = [Coar (0,6()®54(1)) = (Ciar (0,5(1)245(1)))] - (3.22)

W magnetycznym rezonansie jadrowym badany uktad statystyczny sktada
sie z dwoch poduktadéw: spindow jadrowych i sieci. Ze wzgledu na ztozonosé
takich uktadow konieczne jest stosowanie metod przyblizonych, czyli tak zwa-
nej poétklasycznej metody rezonansu jadrowego. Wprowadza sie wtedy zre-
dukowany operator gestosci, bedacy sladem operatora gestosci po zmiennych
sieciowych, dla ktérych o = Trp. Operator gestosci o podlega kwantowome-
chanicznemu réwnaniu ruchu [17]:

do

== —ilH,0]. (3.23)

To réwnanie rézniczkowe mozna rozwigzacé, ograniczajac sie do przyblizen

drugiego stopnia:
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do* 1 7 . . .
o = 5 | (@ H (t+7),0" = ooll)dr, (3.24)

—0o0

gdzie za pomocy gwiazdki oznaczono:

X* = ettt x pmitot (3.25)

dla takich X, jak o,Q, H.
Korzystajac z definicji na szybkosci relaksacji Q; = T% dlat=1,21p:

T (x @) — @) (3.26)
gdzie
(A (@) = 3 [ (A0, [ (t -+ 7), A (3.27)

Po wyliczeniach otrzymujemy wzory na szybkoéci relaksacji Ry i Ro:

1 (A" (Iz))

M= =" 525
1 (A (L)
Ry = = S (3.29)

Ostatecznie po dalszych przeksztalceniach otrzymuje sie znane wzory,

ktére mozna sprawdzi¢ eksperymentalnie [24]. Dla relaksacji spinowo-sieciowej:

1 2 T 4T
— =ZArS < > 3.30
n 5 " 1+ w272 * 14+ 4w?r2)’ ( )

gdzie: A = 57148712, w=vyBy, zas 1, = TOeE/kT jest zaleznym od temperatury,
zgodnie z wzorem Arrheniusa, czasem korelacji. Czas ten jest réwny czasowi
potrzebnemu na obrét drobiny srednio o kat \/g radiana.

Ze wzoru 3.30 wynika, ze dla szybkich ruchéw (czyli dla krotkiego czasu
korelacji), gdy (dla 60 MHz) w 7 < < 1, szybkos¢ relaksacji R1=1/T} jest
proporcjonalna do 7, co na wykresie arrheniusowskim daje liniowsg zaleznosé

R; od odwrotnosci temperatury. Dla ruchéw wolnych (dla dlugiego czasu
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1

—-, €0 oznacza kwadratowa zalez-

korelacji), gdy w 7 > > 1, wtedy T% ~
nos¢ T od czestosci rezonansu, czyli od pola magnetycznego. Nazywamy to
dyspersja czasoéw relaksacji.

Dla posrednich wartosci, konkretnie dla wr = 0,616, szybkos¢ relaksacji

1/T) osiaga maksimum (Rys. 3.2).

10 5
0,12 R2

z 1E-3

= s ] R, [1Gs]

JIR

e R, [10 Gs]

=) -

2 : _

2 1E9

Ky -

= .

5 1E-113

8 -

g 1813 R,[30 MHz]

B 415 R,[60 MHZ]
- R,[90 MHZ]

1E-17 T T T T T 'T "1

T—T— T T T— T
1E-18 1E-16 1E-14 1E-12 1E-10 1E-8 1E-6 1E-4 0,01 1
czas korelacji t_[s]

Rysunek 3.2. Symulacje zaleznosci szybkosci relaksacji Ry, Ry i R, od czaséw

korelacji T dla réznych wy = vBy oraz w; = vB;

Podobnie czas relaksacji poprzecznej (spin-spin) przedstawia wzor:

1 1 5T, 2T,
— = _—Ar % (3. < = . 3.31
T 6 " (T+1+w2702+1+4w4T3> ( )

Przechodzac do uktadu wirujacego, otrzymuje sie wzér na szybkosé re-

laksacji Ry,, ktory ma postac [25]:

1 2 5T 27 3T
=g . 3.32
Ty 5 ' <1+W27'2 * 1+ w?r? - 1+4w%7'2> (3.52)
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W wodzie destylowanej, dejonizowanej i odgazowanej wartosci czasow
relaksacji 71 1 Ty dla 60 MHz, gdy wr << 1 (w tzw. extreme narrowing case)
sg takie same, natomiast w ciatach statych i roztworach makromolekut czas
T, jest znaczaco krotszy wzgledem czasu T7.

Jak pokazano, istniejaca teoria proceséw relaksacji, oparta na rozwaza-
niach modelu ruchu i teorii kwantowej, daje mozliwo$¢ otrzymania anali-
tycznych wzorow opisujacych zaleznosci czasow relaksacji od sity pola ma-
gnetycznego, temperatury, koncentracji itp.[13].

Zdarza sie jednak, ze w niektorych substancjach otrzymane eksperymen-
talne zaleznosci dyspersyjne nie pasuja do przebiegéw przedstawionych na
rysunku 3.2. Przyczyng tego faktu jest istnienie w bardziej ztozonych ukta-
dach (np. w polimerach) wiecej niz jednego czasu korelacji 7. Wtedy zalez-
nosci szybkosci relaksacji R; maja dwa lub wiecej dobrze rozdzielonych lub
naktadajacych sie maksiméw [26], [27]. Niekiedy konieczne jest wprowadze-
nie ciaglego rozktadu czasow korelacji, m.in. Cole-Cole lub logarytmiczno-
gausowskiego (log-gauss) i dopasowanie symulacji do eksperymentalnych za-

leznosci dyspersyjnych [28].

3.4 Procesy relaksacji w obecnosci jonéw pa-

ramagnetycznych

W przypadku, gdy w roztworze wodnym obecne sa jony paramagnetyczne
jako jadra o niezerowym spinie S (np. Cu®", Fe*™, Mn?"), na szybkoéé re-
laksacji protonéw I wody wplywaja takze oddziatywania dipolowe homo-
i heterojadrowe, ktore zaleza od: sity momentéw magnetycznych, ilosci nie-
sparowanych elektronéw jonéw paramagnetycznych S, ich ruchliwosci oraz
odlegtosci pomiedzy nimi i protonami. Wypadkowa szybkos$¢ relaksacji jest

suma przyczynkow rotacyjnych i translacyjnych [11], [29], [30], [31],:
e 1/Ty;; oddzialywan protonéw miedzy soba,

e 1/T;s oddziatywan protonéw z jonami.
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Ponadto relaksacja w obecnosci jonéw paramagnetycznych zalezy od innych

czynnikow, m.in.:
e liczby molekut wody w kompleksie,

e czasu reorientacji molekuty,

czasu obecnosci molekuty wody w kompleksie,

odlegtosci pomiedzy jonem i protonem wody,

sity zewnetrznego pola magnetycznego.

Zapisujac to wzorem [31]:

R [ O MRYCo g P

gdzie p jest utamkiem protonéw wody zaabsorbowanych na jonie parama-
gnetycznym. Przyktadowo: dla jonéw miedzi Cu?**, przyjmujac, ze jon Cu
taczy si¢ z 12 drobinami wody, wtedy liczba protonéw N,=2Ny,o wchodzi

do wzoru na utamek p:

12N,

S A Y 3.34
N, + 12N, = (3:34)

p

Jedli liczba jonéw paramagnetycznych N; jest mata w poréwnaniu z liczbg

drobin wody, wowczas Ngj 5 << 1. Mozna wtedy cztony ze wzoru 3.33 mno-
2

zone przez p zaniedbac i wtedy w przypadku extreme narrowing case wzor

ten redukuje sie tylko do sumy dwoéch oddziatywan, z ktorych drugie jest

zalezne liniowo od stezenia jonéw:

o (@), (5 = (), (3)
- = J— J— = — C, .
Tl] Tl 17 Tl IStrans Tl 11 °

gdzie c jest stezeniem molarnym jonow Cu. W celu oszacowania wartosci by

rozpisujemy:
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1 to\2 4w 11
b:<> = 2 (> [J Ws — W J(w 6J(wr +ws)|,
= \T) e ’YI<M> =) 5 13 ( 1) +J(wr) + 6J(wr + ws)
(3.36)
Poniewaz w; >> wy, mozna przyjac¢, ze ws £ w; =~ ws . W przypadku gdy
witd << 1, gdzie 7¢ to czas korelacji protonéw, zas wr to czesto$é rezonansu

protonowego, wtedy J(wr) = J(0) i wzdr 3.36 redukuje sie do:

1 2 7
T =00 (5) 70 1+ 570 (3:37)
gdzie f(w,) = Zed < 1.

Dalej zgodnie z teoria R.J. Abrahama [11]:

70) 2N, 2 Nm 2r10°Nan 27 4 Nap
= —— = — = — CcC = C
15dD  15kgT 5 kgT ) RT

gdzie d to odlegto$¢ najmniejszego zblizenia proton-jon, (Rys. 3.3), za§ D
zwigzane jest z czasem korelacji przez relacje T = d*/2D, wtedy wzor 3.36
mozemy zapisaé¢ jako liniowg zaleznos¢ od koncentracji jonéw, gdzie nachy-

lenie prostej by jest zgodne z wzorem:

1y _ (L
by = {(Tl)l (Tl)n} _ [257T’YI’YJH,MONA 2 QJ(é; 1)

7
1037 {1 + 3f(ws)] :
(3.39)
Przechodzac do konkretnych obliczen numerycznych, przyjmujemy ze g, = 2
i dalej
h
SR (3.40)

2me 2 m., m,

vsh = gspp = gs

Zgodnie z zasada, ze J=L+S , dla rozwazanych przez nas jonéw miedzi
Cu**, gdzie: L = 2,5 = 1/2,J = 5/2 - konfiguracja elektronowa ma postaé:
ZDg, 5d?, wtedy [32]:

eh

h= — . 3.41
Vb= gans = g5 - (3.41)
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Rysunek 3.3. Schemat jonu Cu o $érednicy 2a otoczonego molekutami wody

o érednicy a, d to odleglo$é¢ najmniejszego zblizenia proton-jon

Nastepnie zaktadamy, ze rozwazany teoretycznie mechanizm jest dobrze

opisany przez sprzezenie Rusella-Saundersa, co daje:

3 S(S+1)—L(L+1) 6
_ . _3 _ 2 3.42
A S (O 5 (342)
stad
vy =2 <€> =0,6v5 = 1,055 - 10 & (3.43)
2 \m, ’ ’ kg

Po dalszych obliczeniach otrzymujemy w jednostkach [I/mol s|, ze:

bo = 353,4 [1 + 1 f(w,)] . (3.44)

Wzér ten da sie poréwnaé z eksperymentem (Rys. 3.8), gdzie otrzymane

dane przedstawiono jako liniowa zalezno$¢ 1/T) od stezenia jondéw miedzi.
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Wezesniej jednak pozostaje oszacowaé wartosé f(ws), jako funkcje calki:

15 7 (COSU — s‘%)
flw) == 0/ o e (3.45)

Calka ta jest rozwinieciem funkcji Bessela, gdzie u jest zdefiniowane w li-
teraturze [11].

W celu oszacowania f(ws) wykonano symulacje powyzszej catki dla czasu
translacji 7, = 97, za pomoca programu ,Mathematica” z zadanymi para-
metrami, zmieniajac p? = wi7? w zakresie 0,5-100 co jeden rzad wielkosci
(Rys. 3.4).

W kolejnych etapach, aby otrzymac¢ wyrazniejszy przebieg funkcji, z pier-

wotnej symulacji catki wykonano:

e W pierwszym etapie dane z rysunku 3.4 pomnozono przez wynik catki

(y = f'(p) = f(w)p) 1 przedstawiono na rysunku 3.5,

e w drugim etapie, celem doktadniejszej interpretacji wykreséow 3.4 i 3.5,

spierwiastkowano o§ x (Rys. 3.6) oraz pomnozono przez p (Rys. 3.7).

W ostatecznym wyniku otrzymalismy funkcje f'(p), ktéra dla okreslonych
wartosci p, osiaga maksimum (Rys.3.7).

W naszych eksperymentach czesto$¢ rezonansu protonowego wynosita
60 MHz (w Krakowie). Dla tej czestosci z wykresu symulacji otrzymujemy
f(7)=0,25, co daje warto$¢ nawiasu {1 + %f(ws)}zl,%. Wstawiajac te war-
tos¢ do wzoru 3.39, wyliczamy by. Podobnie, przy zatozeniu ze 7. = 1 ps,
wtedy 7, = 9 ps i odezytujemy z wykresu symulacji: f(w;, w;) = 0,5, co daje
[1 + £ £(0, 5)}:2,16 i dalej by = 700[l/mol s] (Tab. 3.1). Te warto$¢ by mozna
teraz poréwnac z wartoscig otrzymana w eksperymencie (Rys. 3.8) dla czesto-
$ci 60 MHz. Eksperymentalne nachylenie wynosi 750 +-50 [I/mol s], co daje
dobra zgodnos¢ z wartoscia teoretyczna dla by, przyjmujac 7 = 1ps. Fakt ten
potwierdza poprawnos¢ przyjetego modelu relaksacji protonéw w obecnosci

jonéw paramagnetycznych.
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numeryczny wynik calki f(o)
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Rysunek 3.5. Wynik symulacji catki pomnozony przez p
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Rysunek 3.7. Wynik symulacji catki pomnozony przez p, w funkcji p
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Te [PS] | WsTirans | J(p) | 1+ [7/3f(p)] | o
1 1,34 05 |2,16 768
15 |2 84 | 1,93 631
52 | 6,97 0,25 | 1,58 558
72 | 965 0,08 | 1,19 420

Tabela 3.1. Wyliczone z symulacji calki (Rys. 3.5) wartosci teoretyczne dla

7. = 1; 1,5; 5,2; 7,2 ps i czestosci rezonansu protonowego 60 MHz

0,08

R,=1/T,

0,06 —

0,04

0,02 4

0,00

T T T T T T T T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

koncentracja jonow [mol/dm’]

Rysunek 3.8. Zaleznos¢ szybkosci relaksacji R od koncentracji jonéw CuSQOy

w wodzie, dla czestoéci rezonansu protonowego 60 MHz
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3.5 (Oddzialywania skalarne

Oddziatywanie skalarne jest oddzialywaniem nie wprost pomiedzy dwoma
spinami jadrowymi IS, poprzez elektrony uczestniczace w wigzaniu tych ja-
der [18]. Aby zademonstrowaé jego pochodzenie, rozwazmy molekute Hy. Dla
prostoty zatézmy, ze orbity molekularne sg ztozone z dwoch orbit atomowych
wodoru. Mimo ze w rzeczywistosci elektrony nie sa zlokalizowane, to jednak
istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze jeden elektron jest blisko jadra 1,
a inny jest blisko jadra 2. Ten, ktory jest blisko jadra 1, preferuje mie¢ spin
antyrownolegly do niego. Zgodnie z zasadg Pauliego, wtedy drugi elektron
na tej samej orbicie musi by¢ antyréwnolegly do pierwszego. Wtedy ten,
ktory jest blisko jadra 2, preferuje by¢ rownolegtym do jadra 1. Ostatecz-
nie oddzialywanie dipolowe pomiedzy drugim elektronem i jadrem 2 okazuje
sie by¢ zorientowanym antyrownolegle do jadra 1. Efekt ten nazywany jest
sprzezeniem spin-spin, sprzezeniem J, lub sprzezeniem skalarnym, poniewaz
jest on niezalezny od orientacji molekularnej i natezenia pola zewnetrznego.
Oddziatywanie to moze by¢ w zasadzie rozszerzone na inne molekuty. Za-
tem oddzialywanie skalarne moze by¢ modelowane przez rézne konformacje
molekularne. Stad jego potencjalne mozliwo$ci w badaniach biomateriatow.
Innymi stowy mechanizm relaksacji skalarnej pojawia sie wtedy, gdy jadro
1 poprzez stala sprzezenia J oddziatuje na inny spin S = 1/2 i oddzialy-
wanie to jest modulowane albo przez wymiane chemiczna (oddzialywanie
skalarne I rzedu), albo relaksacje spinu S, dla S > 1/2 (oddziatywanie 11
rzedu). W wyniku tego mechanizmu, zanika skalarne rozszczepienie widma
i dla pojedynczej linii wyliczone teoretycznie szybkosci relaksacji przedsta-

wiaja wzory 3.46 1 3.47:

2 72
(1) _ 8w J S(S + 1) TSC . ’ (346)
e 3 ]. + (CU[ - WS)QTSC

(1) A J?S(S+1)
sC

. lrsc n Ts¢ ] : (3.47)

1+ (wl — ws)QTb%C
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gdzie Ts¢ to czas korelacji, zas w; 1 wg sa czestosciami rezonansu jader [

i S [18].

3.6 Relaksacja 77, w ukladzie wirujacym

W uktadzie laboratoryjnym w czasie rezonansu spiny w prébce poddane sg
dziataniu dwoch pél magnetycznych By i By. Pole By nie jest wtedy dla
spinéw polem statym, gdyz magnetyzacja M wykonuje takze precesje wokot
kierunku pola Bi. W wirujacym uktadzie wspotrzednych pole By sie zeruje,
zas pole él jest widziane przez spiny jako niezmienne. Zatem w czasie re-
zonansu procesy relaksacji odbywac si¢ beda w polu él, ktore jest duzo
mniejsze od pola By i jego wartos¢ moze by¢ regulowana poprzez ostabienie
wysokosci tzw. impulsu podtrzymujacego. Wzér

1 2 5T 27 37
7= 3.48
L, 5" <1+W272+1+w272+1+4w%72> (348)

na szybkos¢ relaksacji zostal wyprowadzony teoretycznie w oparciu o od-
dziatywanie dipolowe i zawiera dodatkowy czlon odnoszacy si¢ do precesji
magnetyzacji w polu By [25], [33].

Jesli w eksperymencie nie zmienia sie By i temperatura pozostaje stata,
a zmieniac si¢ bedzie tylko wartos¢ wi =+ B, woéwczas wzér 3.48 na R, , bedzie

funkcja By w postaci [34]:

_ = A+ B
T, (1+CB})’

gdzie A i B to stale, za§ C' = v%72. Jest to zalezno$¢ R, od B; w postaci

Rlp (349)

tzw. profilu dyspers;ji.

Metoda profili dyspersji oparta na pomiarach zaleznos$ci proceséw re-
laksacji od pola magnetycznego daje mozliwoéci otrzymywania informacji
o dynamice molekularnej badanych substancji. Metoda ta z powodzeniem
zostata zastosowana do uktadéw biologicznych [35]. Eksperymentalnie zmie-
rzony ksztalt profilu dyspersji 77, moze zosta¢ dopasowany do wzoru 3.49,

skad z otrzymanej wartosci C' wyliczy¢ mozna wartosé srednig czasu korelacji
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wody hydratacyjnej. Z zaleznosci temperaturowej tego czasu otrzymuje si¢
nastepny parametr - energie aktywacji. Rysunek 3.9 przedstawia symulacje
profili dyspersji z wzoru 3.49 dla réznych czaséw korelacji.

Zachodzace w probce procesy wymiany chemicznej protonow, ktorych
czas jest krotszy lub poréownywalny z czasem korelacji, zmieniaja ksztatt
profilu dyspersji i dlatego metoda ta uzywana jest réwniez do ich oceny [36].

Zaleta metody dyspersji 17, jest mozliwos¢ pomiaréw w niskich polach
magnetycznych (rzedu 107* T, czyli 1 gaussa), co pozwala na obserwacje
wolnych ruchéw molekularnych. Oszacowanie czasow korelacji mozliwe jest
w granicach od 107 do 10~" s, gdyz dla nich w stosowanych spektrometrach
NMR w polach B, z zakresu 1-10 Gs dyspersja 1/T}, jest obserwowana.
Przyktadowy profil dyspersji 77, otrzymany dla roztworu nadtlenku wodoru
przedstawia rysunek 3.10. Dopasowana krzywa wynika z omawianego wcze-

$niej wzoru 3.49 [35].

1
R,[S"]
wn
S
|

400 +

300

200 ~

100 +

x10
1.9x107's

0 2 4 6 8 10 12 14 16
-4
B, [x10°T]

Rysunek 3.9. Symulacja profili dyspersji dla réznych wartosci 7
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Rysunek 3.10. Profil dyspersji T}, otrzymany dla 35% roztworu wodnego nad-

tlenku wodoru w temperaturze 25° C
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Rozdziat 4

Relaksacja w uktadach
biologicznych

4.1 Relaksacja w roztworach makromolekut
biologicznych

Ze wzgledu na fakt, ze lista pierwiastkow rezonansowych pokrywa sie z cze-
stoscig wystepowania pierwiastkow w materiale biologicznym, bardzo szybko
po odkryciu zjawiska NMR zastosowano go jako narzedzie do badan uktadow
biologicznych. Na liscie jader rezonansowych w nich wystepujacych kroéluje
wodor w izotopach 'H i 2D, za$ inne pierwiastki to wegiel *C, tlen 7O, azot
BN, s6d 'Na i potas K.

Juz w latach sze$c¢dziesigtych ubiegltego stulecia, jako pierwsza, grupa
prof. J. Hennela opublikowala w ,Nature” prace, w ktorej pokazalta, ze pro-
cesy relaksacyjne protonéw wody moga dostarczy¢ informacji o materiale bio-
logicznym [1]. Prébkami, ktore wtedy badano, byty roztwory biatka. Wkrétce
potem zmierzono takze czasy relaksacji w tkankach, otrzymujac ciekawe wy-
niki réznicujace czasy relaksacji zdrowych i patologicznych komorek [14],[37].

Molekuty biologiczne znajduja sie w réznych srodowiskach: wewnatrz i na
zewnatrz komorek, w cieczach fizjologicznych i innych. Makromolekuty obra-

caja sie w koto w sposob przypadkowy (ruchy Browna) i oddziatuja z innymi
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3 zawiera¢ moze

molekutami, gtéwnie z woda. Jeden woksel o objetosci 1 mm
ok. 10! molekut wody, 106 makromolekut i 106 komérek. Sygnat NMR otrzy-
mywany jest przede wszystkim od protonéow wody w wielu réznych srodowi-
skach. Molekuly te obracaja si¢, przemieszczajg i wymieniaja. Obserwowane
przez NMR protony wytwarzaja pola lokalne zmieniajace si¢ wraz z tempe-
ratura, lepkoscia i obecnoscig molekut (Rys. 4.2), (Rys. 4.3). Te lokalne pola

sg okreslone przez:

e funkcje autokorelacji, ktora okresla, jak czesto i w jakich odstepach

czasu to pole fluktuuje,

e funkcje gestosci spektralnej, okreslajaca site fluktuacji pola w okreslonej

czestotliwodci,
e czas korelacji.

Jesli zatozymy, ze dominujacym oddziatywaniem w procesach relaksacji NMR
jest oddziatywanie dipolowe pomiedzy protonami (Rozdz. 3), a nastepnie
ze woda jest wszechobecna, to w uktadach biologicznych mozemy zmierzy¢
i opisa¢ za pomoca modelu na poziomie molekularnym zachodzace w nich
przebiegi proceséw biofizycznych i biochemicznych [24], [36].

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wskazuja, ze obecno$¢ diama-
gnetycznych biatek globularnych (np. albuminy, lizozymu, ktére mozemy
traktowa¢ jako uwodnione makromolekuly) przyspiesza szybkosci relaksacji

wody, co opisujemy za pomocg wzoru:

1 _1—cw cw

— _ 4.1
T Tw Ty (4.1)

gdzie: i = 1,2, 1p, ¢ to stezenie biatka [g/100 g|, w to ilo§¢ wody wiazanej
przez drobine biatka, zas Tj, to czas relaksacji wody swobodnej [38].

Dla niskich stezen (cw << 1) mozna napisac:

Ri:*:

kic, 49
T, T (42)
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gdzie k; jest statg charakterystyczna dla danego rodzaju biatka, ktéra zawiera
iloczyn ilo$ci wody zwiazanej z makromolekuty i szybkosci relaksacji R; wody

zZwigzanej.

0,0011

0,0010

1T [ms™]

0,0009
0,0008
0,0007
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0,0005 .
koncentracja krytyczna 12.42%
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0,0003 . , . , . , . , . ,
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koncentracja %

Rysunek 4.1. Zalezno$¢ szybkosci relaksacji R; od koncentracji albuminy jaja

kurzego

Z wzoru 4.2 wynika, ze dla niskich stezen zalezno$¢ R; od koncentra-
cji biatka w wodzie jest liniowa [40]. Tlustruje to rysunek 4.1, na ktérym
przedstawiono R; dla wodnych roztworéw albuminy jaja kurzego (EWA).
W statej k ukryte sg informacje o dynamice molekularnej wody zaabsor-
bowanej na powierzchni makromolekuty biatka. Woda ta, w poréwnaniu z
woda swobodng (wykonujaca ruchy z czasem korelacji 7 rzedu 10712 s), ma
znacznie dtuzszy czas korelacji, bo porusza sie z czasem korelacji duzej dro-
biny, ktéry w temperaturze pokojowej jest rzedu 10~® s. Dlatego juz w polu
magnetycznym Bo=1 T, zgodnie z symulacjami (Rys. 3.2), obserwowana jest
zaleznosé szybkosci relaksacji od zewnetrznego pola magnetycznego (co nazy-
wamy zjawiskiem dyspersji, gdyz poprzez relacje w=yB, szybkos¢ relaksacji

R; jest funkcja czestosci). Dla koncentracji biatka wyzszych niz koncentra-
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Woda swobodna Warstwa hydratac?jna R R
(wolna relaksacja) (szybka relaksacja)  (wolna relaksacja)

Rysunek 4.2. Schematyczny rysunek oddzialywan dipolowych wplywajacych

na procesy relaksacji w roztworach makromolekul biologicznych [39]

cja krytyczna (Rys. 4.1), zaleznosé liniowa ulega zalamaniu, co tlumaczy
sie zmiana struktury roztworu [13]. Wida¢ stad, ze dynamika molekularna
w materiale biologicznym uwarunkowana jest nie tylko zmianami tempera-
tury i koncentracjg makromolekut w roztworze, ale takze zmianami konfor-
macyjnymi, czyli zmianami struktury roztworu. Wpltywajg one na mierzone
szybkosci relaksacji, dlatego pomiary zaleznosci Ty, T i T, od temperatury,
pola magnetycznego oraz innych czynnikow dostarczaja informacji o tych
uktadach.

W tkankach zwierzecych i ludzkich czasy relaksacji w zaleznosci od ich
uwodnienia sg roézne. Dlatego poprzez ich pomiary mozna je réznicowaé na
tkanki zdrowe i chore. Obserwacja ta ma istotne znaczenie diagnostyczne
w obrazowaniu MRI, gdyz w tomografii MR mozliwe jest otrzymywanie in
vivo obrazéw T i Ty zaleznych, opartych na ich przestrzennym rozktadzie.
Informacje otrzymane z tych obrazéw sg pomocne w ocenie obserwowanych
zmian patologicznych tkanek, np. $rodoperacyjnie, w szczegdlnosci w bada-

niach mézgu i nowotwordw [41], [42].
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Protony w biatkach
H mogg sie wymieniac
badz odziatywaé
poprzez odzialywanie
dipolowe

Rysunek 4.3. Rodzaje oddzialywan protonéw w roztworze makromolekul

4.2 Relaksacja w obecnosci paramagnetykéw

Jesli w roztworze makromolekut biologicznych znajda sie réwniez jony pa-
ramagnetyczne w postaci swobodnych jonéw metali, lub ich komplekséw, to
i one wplywaja na szybkosci relaksacji [43]. Wowczas do wzoru 4.1 nalezy
doda¢ czton paramagnetyczny:

R; = 711 = 1ﬂ_c + kic + Cpa?‘a,l—,i:Mly (4.3)
gdzie: © = 1,2,1,, cparq 0znacza koncentracje¢ jonéw paramagnetycznych, zas
1/Tpara to szybkosé relaksacji paramagnetycznej. Zaleznosé¢ ta dopasowana
zostata do danych eksperymentalnych w rozdziale 7.

W rezultacie dodania cztonu paramagnetycznego (Wzoér 4.3), na wykre-
sie zaleznosci R; od koncentracji jonow w osoczu, przedstawionym w skali
logarytmicznej (Rys. 7.6), obserwowane sa dwa skrajne obszary przebiegu
relaksacji. W obu tych obszarach nie ma zaleznosci od koncentracji jonow
paramagnetycznych i wystepuja tzw. plateau. Jesli koncentracja jonéw jest
mata, to dodany czton zawierajacy Cpere mozemy pomingé, zas w obszarze,

gdzie ta koncentracja jest duza, dodany czton jest cztonem dominujgcym,
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bowiem przy dostatecznie duzym stezeniu wszystkie drobiny wody odczu-
waja wplyw jonéw. Wtedy dalszy wzrost ich koncentracji nic juz wiecej nie
zmienia.

Pomiedzy tymi obszarami wyrézniamy obszar przejsciowy, ktorego sze-
roko$¢ jest rézna dla roztworéw i réoznych jonéw paramagnetycznych. Teore-
tyczny opis przebiegu relaksacji w tym obszarze zostat przedstawiony szcze-
gétowo w rozdziale 3.4.

Kompleksowanie jonoéw paramagnetycznych ostabiajace ich wptyw na oto-
czenie, poprzez srodki chelatujace, zmienia relaksacje drobin wody w roz-
tworze. Jesli osocze krwi traktujemy jako roztwér réznych biatek (gléwnie
albumin, ktére sa biatkami globularnymi), mozemy do interpretacji proce-
sow relaksacji stosowaé¢ wzory 4.1 i 4.3. Innymi stowy, mierzac czasy relak-
sacji w osoczu, ,patrzymy” na ten roztwor oczami wody. Zaktadamy przy
tym, ze nie ma wymiany chemicznej pomiedzy protonami wody i protonami
makromolekut. Protony biatek sa bowiem mocno zwigzane w strukture ma-
kromolekuty i przy stabej zdolnosci rozdzielczej spektrometru nie sa widziane
przez NMR. Jednakze woda zwigzana jest z biatkiem poprzez centra uwod-
nienia, moze wymienia¢ protony z protonami wody swobodnej. Dlatego czasy
relaksacji sa usrednione i nieréwnomierne uwodnienie nie odgrywa roli. Jesli
protony wody wymieniaja sie wzajemnie, to zamiast czasu korelacji wprowa-

dzamy wypadkowy czas 7, ktéry wiaze oba czasy 7. 1 7, wzorem [34]:

1 1 1
-—=— 4+ —, (4.4)
T  Tw Te

gdzie 7, to czas wymiany, a 7. to czas korelacji. Oba te czasy zaleza od

—E/KT 7 yézmymi 7 1 energiami aktywacii E.

temperatury 7., = e
W extreme narrowing case (gdy wt, << 1), dla okreslonej czestosci re-
zonansu, szybkosé relaksacji jest proporcjonalna do wypadkowego czasu 7.

R, = L = Ar, gdzie

T,

Tw * Te

(4.5)

T = .
Tw + Te

Jesli 7, wymiany jest duzo krétszy od 7., to on decyduje o relaksacji. Tak wiec
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w zaleznosci od relacji pomiedzy czasem wymiany i czasem korelacji, szyb-
kosé relaksacji moze mie¢ rézne pochodzenie [44]. Z eksperymentu mozna
rozstrzygnac, czy w procesie relaksacji dominuje wymiana czy ruchy moleku-
larne. Istnieje kilka sposobéw oceny czasu wymiany za pomocg metod NMR:
IR, 2D NMR oraz metody dyspersyjne [45].

Efekt skrocenia czaséw relaksacji spowodowany obecnosciag paramagne-
tykow wykorzystywany jest w tomografii MR do uzyskania lepszego obrazo-
wania tkanek za pomoca tzw. srodkéw kontrastowych. Najbardziej znanym
z nich jest GAd-DTPA, ktory zostat ,zapozyczony” z tomografii rentgenow-
skiej CT (dlatego jego zastosowanie kliniczne w tomografii MR nie wymagato
dtugiego czasu testowania). Obecnie stosowane i badane sa takze inne srodki
kontrastowe do MR zawierajace jony paramagnetyczne [39], [46]. Znajomosé
charakterystki ich wplywu na procesy relaksacyjne pozwolita wyrozni¢ dwie
grupy: paramagnetyki, zmieniajace mocno czasy 17 i Tb, oraz superpara-
magnetyki, zaburzajace pole magnetyczne i zmieniajace podatnos¢ magne-
tyczng, w wyniku czego skracaja czas To. W zaleznosci od potrzeb badanego
uktadu (np. organu ze zmiana nowotworowa), w celu lepszego odréznienia
albo podkreslenia zmian, stosuje si¢ przy odpowiednio dobranej sekwencji
obrazowania odpowiedni kontrast, zmieniajacy albo T, albo T5,. Dodatkowsa
zalety zastosowania Srodkoéw kontrastowych jest skracanie sie czasu wykona-
nia konkretnego badania [47], [48].

Dla s$rodka kontrastowego wzoér 4.3 ma postaé:

1

= —|—7"Z'O s 4.6
(Crum) T et (4.6)

R,(Ckum) = T

gdzie: C'kxpr to koncentracja srodka kontrastowego.
Zroznicowanie czaséw relaksacji fantoméw o réznej koncentracji jonow
paramagnetycznych pokazuje rysunek 4.4. Obrazy tomograficzne MR moézgu

bez i z uzyciem $rodkow kontrastowych widoczne sg na rysunku 4.5.
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2500 msec

y |

konc. spinow czasT1

Rysunek 4.4. Obrazowanie fiolek z r6zna koncentracja jonéw paramagnetycz-

nych i ich wplyw na czas relaksacji T [46]

Rysunek 4.5. Przykladowe obrazy diagnostyczne, po zastosowaniu srodkéw

kontrastowych w celu uwidocznienia zmian (powigkszone fragmenty) [39]



Rozdziatl 5

Materialy

5.1 Reaktywne formy tlenu (ROS)

W kazdej komoéree zachodza procesy, ktérym towarzyszy tzw. utlenianie i re-
dukcja czasteczek. Reakcje te prowadzi¢ moga do powstania wolnych rodni-
kéw, ktore z kolei oddziatywaé¢ moga z kluczowymi makromolekutami obec-
nymi w komérkach organizmoéw: biatkami, lipidami i kwasami nukleinowymi.
Utlenienie tych biomolekul moze wiazac sie z uszkodzeniem ich struktury
i zaburzeniem petnionej funkcji, a przez to przyczyniaé¢ sie do powstania
réznorodnych stanéw chorobowych [49]. Wolne rodniki sa wrogami zdrowia
i urody, przyspieszajac procesy starzenia si¢ organizmu. To atomy lub cza-
steczki zdolne do samodzielnego istnienia, majace jeden lub wiecej niesparo-
wanych elektronéw. W literaturze spotykamy sie z okresleniem ,reaktywne
formy tlenu” (ROS - reactive oxygen species). Do ROS naleza: tlen single-
towy, ozon, rodnik wodorotlenkowy, anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek
wodoru, kwas nadtlenoazotowy i jego anion. Atak ROS na czeéci komorek
calego organizmu dotyczy struktur DNA, blon komoérkowych, lipidow krwi
i tkanek, mitochondriéw i lizosomoéw, czyli fundamentalnych struktur kaz-
dej komorki [50], [51], [52]. ROS posiadaja wlasnosci paramagnetyczne oraz
bardzo duza aktywnos$¢ chemiczng. Z punktu widzenia NMR, ROS skracaja

czasy relaksacji w badanych uktadach biologicznych.
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Zaburzenie rownowagi pomiedzy antyoksydantami a utleniaczami na rzecz
utleniaczy, jakimi sg reaktywne formy tlenu i wolnorodnikowe produkty re-
akcji ROS, prowadzi w organizmie do stresu oksydacyjnego, wyrzadzajacego
komoérkom wiele szkod, i dezaktywacji pelionych funkeji [53]. Reaktywne
formy tlenu, a w szczegdlnoséci rodnik hydroksylowy, wchodza w reakcje ze
wszystkimi elementami budulcowymi molekut biologicznych. Produkcja wol-
nych rodnikéw nastepuje w wieloraki sposoéb. Gtéwna role odgrywa tlen,
ktory niezbedny jest w procesach metabolizmu, takich jak oddychanie i stres
tlenowy [54],[55]. Moze to by¢ spowodowane przez promieniowanie jonizu-
jace (UV), zanieczyszczenia, zywnos$é, co ma bezposredni wpltyw na DNA,
biatka i ttuszcze. Wpltywa on réwniez na prace mézgu (hiperbaryczne efekty
tlenowe, choroba Parkinsona, reakcje neurotoksyczne), erytrocyty (anemia),
zmiany nowotworowe i wiele innych [56], [57].

Organizmy zywe wytworzyly mechanizmy obronne. Wyrézniamy gtowne

dwa:

e endogenne enzymy antyutleniajace (dysmutaza antyoksydacyjna, kata-

laza, peroksydaza glutationowa, melatonina),

e cgzogenne antyutleniacze - wprowadzone poprzez stosowang diete, np.

rozpuszczalna w wodzie witamina C, witamina A i D.

Bardzo duze znaczenie ma réwniez, wystepujacy w wyniku pewnych reakcji
w organizmie, nadtlenek wodoru. W przeprowadzonych badaniach uktadéw
biologicznych, w ktérych obecne sg anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek
wodoru, a takze jony metali przej$ciowych, na procesy relaksacji NMR istotny
wplyw ma reakcja Fentona, w wyniku ktoérej powstaje rodnik hydroksylowy
[58], [59], [60]. W szczegblnosci reakcja Fentona zachodzi w obecnosci jonéw

zelaza:

F62+ + H202 — Fe3+ + .OH -+ OH

5.1
F63+ + H202 — F€2+ + .OOH + H+. ( )
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Sktada sie ona z dwdch zaleznych od siebie etapow: pierwszego, reakcji
wlasdciwej, gdzie nadtlenek wodoru oddziatuje z jonami zelazawymi i ulega
redukcji. Wéwezas utleniony jon zelaza Fe®' zostaje zredukowany do Fe?"
w reakcji z rodnikiem ponadtlenkowym. Oba etapy opisuje reakcja Habera-
Weissa, anionorodnika ponadtlenkowego z nadtlenkiem wodoru, ktora kata-
lizowana jest przez jony zelaza:

Fe?t /Fedt

.02_ + HQOQ. - OH +OH™ + .Ogi. (52)

Reakcja ta jest bardzo czuta i do jej skatalizowania wystarczg bardzo
niewielkie iloSci jondw metali. W badanym przez nas osoczu krwi wystepuja
w sposOb naturalny zaréwno jony zelaza (II), jak i miedzi (I), ktére odgry-
waja istotng role podczas inicjowania procesu reakcji Fentona. Jak zostanie
pokazane w rozdziale 7, obecno$¢ ROS zmienia czasy relaksacji w badanych

probkach biologicznych.

5.1.1 Tlen

Tlen jako pierwiastek wystepuje w dwoch izotopach. Izotop YO o spinie
I = 5/2 i abundancji 0,038 jest paramagnetykiem i izotopem rezonansowym.
W przyrodzie tlen wystepuje w kilku postaciach: w postaci molekularnej jako
ozon Oz i Oy, zas w organizmie w postaci atomowej. Tlen molekularny nie
jest zdolny do dziatania. Dzieki procesom biochemicznym przeksztatca sie on
w tlen atomowy, czynigc go ogniwem reakcji zaréwno ozonu, jak i nadtlenku
wodoru. W organizmie trwa ciagty proces tworzenia w komoérkach nadtlenku
wodoru HyOs 1 0zonu O3 z wody H5O i tlenu czasteczkowego O,. Wydzielaja
one w procesie rozpadu tlen atomowy, ktory jest podstawa wszelkich reakcji
bioenergetycznych i jednoczesnie silnym utleniaczem. Dlatego wystepujacy
w organizmie nadtlenek wodoru H,O, nalezy takze do tzw. aktywnych form

tlenu, ktore inicjuja procesy utleniania [61].



44 MATERIALY

5.1.2 H»0,

Nadtlenek wodoru jest bezwonna, bezbarwna ciecza (w duzych stezeniach
lekko niebieskiego koloru). Jest zwiazkiem nietrwalym dobrze rozpuszczaja-
cym si¢ w wodzie. Jako silny utleniacz znajduje zastosowanie w wielu ga-
teziach przemystu. W wysokim stezeniu nadtlenek wodoru jest substancja
silnie wybuchowsg. Z tego powodu nie wolno posiadaé¢ ptynéw, wsiadajac do
samolotu.

Nadtlenek wodoru wystepuje w organizmie i uczestniczy w bioorganicz-
nych procesach przemiany materii [54], [61]. W trakcie rozktadu produkuje
on tlen atomowy. Powodowany przez H,O5 proces utleniania jest reakcja che-
miczng przenoszacy elektrony z substancji utlenianej do czynnika utleniania
[58], [61]. W zainicjowanych procesach utleniania przenoszone sa elektrony
wydzielone przy pomocy nadtlenku wodoru i ozonu. W ten sposéb powstaja
tzw. wolne rodniki, ktére maja miedzy innymi silne wtasnosci przeciwbakte-
ryjne. Wihasno$c¢ te wykorzystuje sie powszechnie do odkazania ran, uzywajac
3% wodnego roztworu HyO,, zwanego potocznie wodg utleniong. Po polaniu
nim rany i zetknieciu z krwia, ktéra zawiera zelazo, gwaltownie powstaja
pecherzyki tlenu. Reakcja ta nazywa sie reakcja Habera-Fentona i jest ona
katalizowana przez jony ciezkich metali.

Jak wspomniano wyzej, nadtlenek wodoru (HyO3) wystepuje réwniez
w organizmie i uczestniczy w bioorganicznych procesach przemiany materii.
Wytwarzany jest on przez leukocyty i granulocyty uktadu immunologicznego,
ktore stanowig mechanizm obronny organizmu. Innym zrédtem HyOy w or-
ganizmie moze by¢ bezposrednio efekt promieniowania jonizujacego. Podczas
radiolizy napromieniowana woda w duzej mierze przeksztatca si¢ w rodniki
hydroksylowe i wodorowe, a wytwarzanie sie wolnych rodnikéw rozpoczyna
sie po czasie krotszym niz 1071 sekundy. Rodniki te odgrywaja dominu-
jaca role w powstawaniu zmian na poziomie molekularnym w czasteczkach
biologicznych. Rozpuszczony tlen czasteczkowy sprzyja tworzeniu sie rowniez
rodnikéw hydroperoksylowych, ktére biorg udzial w tworzeniu nadtlenku wo-
doru [62].
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5.2 0Osocze 1 surowica krwi

Osocze krwi jest ptynng istotg miedzykomérkows i stanowi ok. 55% objetosci
krwi. W jego sktad wchodza [9], [63], [64]:

e woda, 90-95%,
e biatka, w tym:

— albuminy,

— globuliny - mukoproteiny, glikoproteiny, lipoproteiny, globuliny
wiazace jony metali (transferryna (1,8-3,3 g/1) i ceruloplazmina
(0,18-0,4 g/1)), gammaglobuliny,

— fibrynogen,
e sole mineralne,
e kationy i aniony (jony sodu i potasu oraz chloru i wegla),
e skladniki pozabiatkowe:

— weglowodany oraz produkty ich przemiany (glukoza (3,9-6,2 mmol/l),
kwas mlekowy (0,4-1,7 mmol/l)),

— produkty przemiany biatkowej: m.in. aminokwasy (30-55 mg/l1),
amoniak (23,6-41,3 mmol/l),

— produkty przemiany hemu: bilirubina (0,7-6,8 pmol/l), urobilino-

gen,

— skladniki przemiany wewnatrzkomérkowej, np. kwas moczowy (178-
386 pmol/l1), kreatynina (62-133 pmol/l),

e pozostalosé (5-8 g/l1), wraz z biatkami tworza lipoproteiny:

— cholesterol,

— fosfolipidy,
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— triacyloglicerole,
— witaminy A,D,E K,
— hormony steroidowe,

— wolne kwasy ttuszczowe.

Sktad osocza jest stosunkowo staly, moze sie zmienia¢ w zaleznosci od stanu
organizmu. Surowica krwi jest pochodna osocza krwi, z ktorej oddzielono
witokna fibrynogenu. Witdkna te, pod wptywem czynnika z zewnatrz, pod-
legaja skreceniu, tworzac skrzep. Dwa gtéwne sktadniki biatkowe surowicy
to albuminy i globuliny. Albuminy odgrywaja gtéwnie role w procesach me-
tabolicznych wyzszego ustroju i wykazuja duza aktywnos¢ antygenowa, zas
globuliny zapewniaja odpornos¢ humoralng ustroju.

Dodatkowo, w osoczu moga znajdowaé sie rOwniez niezwiazane jony me-
tali przejsciowych, takie jak jony zelaza uwolnione z ferrytyny, katalizujace
reakcje Fentona. Wystepuja réwniez enzymy antyoksydacyjne (EC-SOD, ka-
talaza, GPx), jednakze ich aktywnos¢ jest niska, gdyz ich stezenia sa bardzo
mate. W wigkszych stezeniach wystepuja za to antyoksydanty niskoczastecz-

kowe, takie jak:
e askorbinian 30-150 pmol/l,

glutation 1-2 pmol/l,

e kwas moczowy 160-450 pmol/l,

bilirubina 5-20 pmol/l,

glukoza 4500 pmol/1,

a-tokoferol 15-40 pmol/l,

B-tokoferol 3-5 pmol/1,

ubihydrochinon 0,4-1 pmol/1.
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W naszych badaniach uktadem biologicznym byly osocza krwi ludzkiej,
otrzymane ex vivo, oraz osocze krolicze otrzymane przez rozpuszczenie za-

kupionego liofilizatu w wodzie destylowanej.

5.2.1 Osocze krwi kroéliczej

Osocze kroélicze otrzymywane jest z krwi dorostych, zdrowych kroélikéw po-
branej w obecnosci antykoagulantu (cytrynianu). Po rozpuszcezeniu w wodzie,
dwukrotnie destylowanej i dejonizowanej, posiada ono wlasciwosci Swiezego

osocza i odpowiada ptynnemu osoczu kroliczemu.

5.2.2 Albumina

Albumina jest biatkiem globularnym wystepujacym m.in. w jajach, jako al-
bumina jaja (EWA), lub krwi bydlecej (BSA). W surowicy stanowi ok. 60%
biatka catkowitego. Syntetyzowana jest w watrobie (15 g/dobe), a czas pol-
trwania wynosi okoto 17 dni. Albumina jest odpowiedzialna za utrzymanie
objetosci krwi krazacej. Jest biatkiem o duzej pojemnosci i niskim powino-
wactwie wigzania jonéw (Ca, Mg, Zn) oraz réznych metabolitéw stabo roz-
puszczalnych w wodzie (kwasy ttuszczowe, bilirubina, kwas moczowy). Wiaze
hormony (T4, T3, kortyzol), leki (salicylany, barbiturany, sulfonamidy, anty-
biotyki) i aminokwasy [65].

5.3 Jony paramagnetyczne

Jony paramagnetyczne sa obecne w uktadach biologicznych, a zarazem wy-
stepuja w organizmie czltowieka w postaci mikroelementow. Odgrywaja one
bardzo znaczaca role w wielu reakcjach biochemiczncych warunkujacych pra-

widtowe funkcjonowanie organizmu [7], [66].
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5.3.1 Miedz

W ludzkim organizmie wystepuje naturalnie, jako mikroelement w ilosci za-
zwyczaj okoto 80 mg. Fizjologiczna zawartos¢ miedzi w osoczu krwi wynosi
ok. 70-140 pg/ml u mezezyzn oraz 76-152 pg/ml u kobiet (po przeliczeniu
jest rzedu 1,2 -2,5 - 107° mola/1). Do organizmu wprowadzana jest ona droga
pokarmowsa, a nastepnie wchlaniana w zotadku i goérnych jelitach. W krwi
jest wychwytywana przez albuming, biatko osocza odpowiedzialne m.in. za
jej transport. Po dotarciu do watroby jest w niej pochtaniana, a nast¢pnie
wiazana z ceruloplazming, ktéra uwalniana jest do krwi. W surowicy ludz-
kiej krwi nie obserwuje sie obecnosci wolnych jonéw miedzi, gdyz okoto 90%
zwigzane jest z ceruloplazming, a pozostate 10% z albuming lub aminokwa-
sami. Ale nawet niewiele wieksza ilo$¢ wolnych jonoéw miedzi w osoczu skraca
czasy relaksacji 11 i T, co moze by¢ wykorzystane do badan NMR nad ich
obecnoscia [67].

Zta gospodarka i zty metabolizm miedzi powoduje dysfunkcje niektorych

organéw w wyniku pewnych schorzenn (m.in. choroba Wilsona).

Choroba Wilsona

Jest to zaburzenie metabolizmu miedzi w organizmie, dziedziczone jako au-
tosomalna cecha recesywna. Epidemiologia choroby wynosi 1:30000 zywych
narodzin, jest to wiec rzadko spotykane schorzenie, cho¢ ostatnio wykrywane
coraz czesciej. Wyrdzniajaca sie cecha choroby Wilsona jest odktadanie sie
ztogow miedzi w roznych tkankach, gtéwnie w moézgu, watrobie, nerkach i ro-
géwce oczu.

Za chorobe Wilsona odpowiedzialny jest brak lub redukcja ekspresji genu
ATPT7b znajdujacego sie w 13 chromosomie [68]. Gen ten odpowiada za kodo-
wanie biatka transportujgcego metale o charakterze ATP-azy, ktore uczestni-
czy W procesie transportowania i wydalania miedzi w obrebie hepatocytow,
tworzac miedzy innymi ceruloplazmineg, ktora trafia do obiegu krwi. Wro-
dzone zaburzenia ekspresji genu ATP7b prowadza wiec do zmniejszenia wy-

dalania miedzi z komoérek watrobowych oraz do zmniejszonej produkeji ceru-
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Rysunek 5.1. Charakterytyczne objawy choroby Wilsona a),mi$” panda na

obrazie MR w mdzgu [67], b) pierscien Kaysera-Fleischera

loplazminy. W zaleznosci od charakteru dysfunkcji genu ATP7b choroba prze-
biega¢ moze w dwojaki sposdéb. W pierwszym przypadku ztogi miedzi zmaga-
zynowane w watrobie prowadza do wczesnej marskosci watroby w pierwszej
dekadzie zycia, natomiast w drugim przypadku miedz zmagazynowana w ner-
kach i moézgu prowadzi do degeneracji neurologicznych. W chorobie Wilsona
miedZ wydostaje sie z hepatocytéw do obiegu krwi poprzez nekroze komoérek
watrobowych spowodowang wytwarzaniem przez miedz wolnych rodnikow,
ktore z kolei prowadza do szybkiego uszkodzenia mitochondriow. Ztogi mie-
dzi w mozgu prowadza do zaburzen neuropsychiatrycznych i uposledzenia
fizycznego, dlatego wazne jest jej prawidlowe diagnozowanie [69]. Jest to
choroba o ztym rokowaniu, gdyz nie leczona prowadzi ostatecznie do zgonu.
Zwickszong koncentracje miedzi mozemy takze obserwowaé¢ za pomoca ob-
razow MRI moézgu w postaci tzw. ,twarzy misia pandy” (Rys. 5.1a), badz
w postaci zlotego pierscienia wokét teczoéwki oka, tzw. pierscien Kaysera-
Fleischera”, (Rys. 5.1b) [70].

Stosowana terapia choroby Wilsona polega na dozywotnim zazywaniu ze-
stawu D-penicylaminy w ilosci okoto 1 g/dobe w celu chelatowania swobod-
nych jonéw miedzi, siarczanu potasu w iloéci 20 mg/dobe w celu zmniejsze-
nia wchtaniania miedzi w organizmie oraz stosowaniu diety ubogiej w miedz.
Do diagnostyki choroby Wilsona najczesciej stosuje sie wciaz metode spek-
trofotometryczna, mierzaca catkowite stezenie jonow miedzi w surowicy krwi

(tacznie z miedzia zwiazana). Metody relaksacyjne i tomograficzne NMR oce-
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niajace ilos¢ swobodnych jonéw miedzi moga stac¢ si¢ w tej kwestii metodami

uzupetniajagcymi.

5.3.2 Zelazo

Zelazo jest jednym z najwazniejszych mikroelementéw w organizmie, gdyz
jest niezbedne do produkcji i funkcjonowania czerwonych krwinek. Ilo$¢ ze-
laza w organizmie dorostego cztowieka wynosi okoto 1200 mg dla mezczyzny
i 1000 mg dla kobiety. Fizjologiczne stezenie zelaza w surowicy krwi zawiera
sie w granicach 6,6-28,3 pumol/l. Wiekszo$¢ zelaza przyjmowanego z pokar-
mem wystepuje w formie utlenionej Fe**. Aby utatwi¢ wchlanianie nastepuje
redukcja do formy Fe*", dzicki kwasowi askorbinowemu (witaminie C). Na-
stepnie jony Fe?™ w krwi sa ponownie utleniane do Fe*' przez ceruloplazmine,
aby mogty zosta¢ dalej zwiazane przez transferryne. W warunkach normal-
nych wykorzystane jest okoto 30% mozliwosci wigzania transferryny. Dzieje
sie tak dlatego, aby w przypadku pojawienia sie nadmiaru jonow zelaza, mo-
gly one zostaé¢ natychmiast wychwycone. Okoto 65% zelaza w organizmie
znajduje sie w hemoglobinie, 10% w enzymach, mioglobinie i transferrynie.
Pozostate 25% jest zmagazynowane w biatkach magazynujacych wewnatrzko-
morkowych, jako ferrytyna i hemosyderyna, ktore wystepuja gtownie w wa-

trobie, $ledzionie, szpiku kostnym oraz osoczu krwi [71], [72].

5.3.3 Mangan

Mangan jest takze pierwiastkiem niezbednym do prawidtowego funkcjonowa-
nia organizmu. Cialo ludzkie zawiera okoto 10 mg manganu, przechowywa-
nego gtownie w watrobie i nerkach oraz w syntetazie glutaminowej w astro-
cytach w mozgu [73]. Za wartosci prawidtowe we krwi przyjmuje sie ilosci
manganu nieprzekraczajace 10 ug/l. Wspomaga on wiele proceséw w organi-
zmie, przez co zwany jest ,mikrolokomotywa proceséw zyciowych”, gdyz jest
spotykany w niemal wszystkich rodzajach enzyméw. Najlepiej znanym enzy-

mem zawierajacym mangan jest arginaza, bioraca udzial w cyklu moczniko-
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wym, oraz dysmutaza ponadtlenkowa Mn-SOD spotykana w mitochondriach,
gdzie ostabia destruktywny wplyw wolnych rodnikéw ponadtlenkowych [74].
Mangan obecny jest rowniez w enzymach odpowiedzialnych za metabolizm

witaminy C w organizmie.

Manganizm

Manganizm jest choroba polegajaca na zatruciu organizmu przez nadmiar
jonéw manganu. Stan taki moze doprowadzi¢ do schorzenia neurologicznego
podobnego do choroby Parkinsona, a w niektérych przypadkach do marskosci
watroby [75]. Stad manganizm znany jest takze pod nazwa ,parkinsonizm
wywolany manganem”. Objawy to: zaburzenia mowy, chodu, przodopochyle-
nie tutowia, drzenie spoczynkowe, sztywnos$¢ miesni i trudnosci w inicjacji ru-
chow dowolnych. Nadmiar manganu tworzy ztogi w obszarze gatki bladej kre-
somozgowia oraz istoty czarnej srodmozgowia, co prowadzi do ww. dysfunk-
cji. Charakterystyczng cecha pozwalajacg na zdiagnozowanie manganizmu
moze by¢ brak poprawy stanu zdrowia w odpowiedzi na lewodope, stosowana
w przypadkach choroby Parkinsona. Manganizm jest bardzo rzadko spoty-
kang chorobg - brak danych epidemiologicznych. Moze on wystepowaé u oséb
pracujacych w warunkach ciagtej obecnosci manganu, np. w kopalniach badz
hutach, lub u os6b uzaleznionych od narkotykéw, stosujacych dozylnie za-
strzyki zawierajace metylokatynon, ktorego produkcja wymaga katalizatora
- nadmanganianu potasu (manganian(VII) potasu) KMnO,. Ostatnie bada-
nia pokazaly znaczny przyrost osob chorych na manganizm w krajach bytego
Zwiazku Radzieckiego. Jest to spowodowane faktem dtugoletniego uzywania
w tych krajach preparatu antydepresyjnego Ephedron zawierajacego mety-
lokatynon produkowany przy uzyciu nadmanganianu potasu.

Oczywistym nastepstwem zatrucia manganem jest wystepowanie zwiek-
szonego stezenia wolnych jonéw manganu w osoczu krwi. Uzasadnione wiec

moga by¢ badania osocza krwi metodami relaksometrycznymi NMR.
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5.4 Chelaty

Chelatacja to neutralizowanie szkodliwych zwiazkéw metali ciezkich przez
ich wydalanie czy kompleksowanie prowadzace do utraty ich toksycznych
wlasciwosci. W organizmie jony zelaza i miedzi sa zwiazane gtéwnie poprzez
biatka, takie jak ceruloplazmina, ferrytyna i transferyna. Sa to naturalne
srodki obronne organizmu przed powstaniem rodnika hydroksylowego. Po-
przez silne wigzanie metali przejéciowych organizmy zapobiegaja zachodze-

niu reakcji Fentona [76].

e Ceruloplazmina (Rys. 5.2) to biatko enzymatyczne peliace gtéwna role
w metabolizmie miedzi w organizmie, jak rowniez odgrywajace wazna
role w metabolizmie zelaza. Ceruloplazmina jest syntetyzowana w wa-
trobie, jej masa molekularna wynosi 151 kDa. Normalne stezenie ceru-
loplazminy we krwi wynosi 200-400 pug/dm3. Moze zawiera¢ 6-8 atomow
miedzi w swojej strukturze, dzieki temu wigze okoto 90% miedzi w oso-
czu krwi. Nie mozna jej nazwac biatkiem transportujacym, jako ze nie
oddaje miedzi swobodnie ani nie wigze dodatkowych jej ilosci. Aby po-
zyska¢ miedz, ceruloplazmina musi by¢ zdegradowana po przeniknieciu

do wnetrza komorki.

Rysunek 5.2. Drobina ceruloplazminy [77]



5.4 CHELATY 53

e Ferrytyna jest to czasteczka biatka przylaczajaca atomy zelaza. Cza-
steczka ta nie jest w pelni wysycona zelazem, jedynie w 1/5, co daje

mozliwos¢ ochrony osocza przed wolnymi jonami zelaza.

e Transferyna jest to réwniez biatko osocza krwi wigzace atomy zelaza.
Podobnie do ferrytyny jest wysycone zelazem w 1/5, co daje mozli-
wos¢ zaréwno wigzania wolnego zelaza pojawiajacego si¢ w osoczu, jak

i zelaza uwolnionego przez ferrytyne.

5.4.1 D-penicylamina

Pierwszym z dwoch stosowanych w naszych badaniach srodkéw chelatujg-
cych byla D-penicylamina (3-merkato-D-walina), ktora jest lekiem stoso-
wanym w terapii choroby Wilsona. D-penicylamina o wzorze sumarycznym
CsH11NO3S i masie molekularnej 149,21 Da jest to organiczny zwiazek che-
miczny. Jest ona chelatem wielu metali ciezkich, takich jak Cu, As, Hg, Pb,
Au, Fe, Ca, i Zn. Trwaly kompleks D-pen z metalem jest rozpuszczalny w wo-
dzie, zas wplyw paramagnetyczny jonéw skracajacych czasy relaksacji jest
ekranowany przez ten chelat [67]. Po podaniu, w organizmie ludzkim D-pen
krazy we krwi i jest wydalana z moczem, co jest powszechng metoda na
oczyszczenie organizmu z metali ciezkich. Sama D-pen jest jednak substan-
cja toksycznag, a jej nadmiar moze prowadzi¢ do stanéw chorobowych watroby
i nerek, leukopenii (obnizenie liczby leukocytéw w organizmie) lub owrzodzen

skory.

5.4.2 Ryboflawina

Ryboflawina jest witamina z grupy witamin B. Jej masa molekularna wynosi
376,36 Da, a wzoér sumaryczny to C17HogN4Og. W organizmie pehni liczne role
w metabolizmie ttuszczy, ketondéw, weglowodoréw i biatek. Bierze rowniez
udziatl w procesach utleniania i redukcji. Ryboflawina wystepuje w wielu pro-
duktach spozywczych, a dzienne zapotrzebowanie organizmu wynosi okoto

1,5 mg. Klinicznie ryboflawina stosowana jest jako dodatek w fototerapii,
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jako ze rozpada si¢ pod wptywem naswietlania swiattem z zakresu UV. Po-
siada rowniez, nie do konca poznane, wtasnosci chelatacji niektorych metali.
Zatrucie ryboflawing nie jest mozliwe, nawet przy spozyciu duzego nadmiaru
tej witaminy, bedzie ona bardzo szybko wydalana z moczem w ilosciach pro-
porcjonalnych do spozycia. Fakt ten czyni z ryboflawiny dobry obiekt do
badan na zywych organizmach. W pracy wykorzystana zostanie jako alter-

natywny chelat jonow Cu.

5.5 Antyoksydanty

Wchodzac w reakcje ze zwiazkami utleniajacymi, antyoksydanty chronig i op6z-
niajg procesy utleniania lipidow i bialek. Antyoksydanty reaguja zaréwno
z reaktywnymi formami tlenu, jak i z produktami utlenienia, co przyczynia
sie do redukcji reakcji wolnorodnikowych, tym samym hamujac procesy sta-
rzenia. Ze wzgledu na konieczno$¢ uzycia roztworu, w pracy wykorzystano

tylko dwa antyoksydanty dobrze rozpuszczalne w wodzie.

5.5.1 Witamina C

Witamina C (kwas askorbinowy) o wzorze sumarycznym CgHgOg 1 masie
176,13 Da, bierze udzial w wielu istotnych reakcjach biochemicznych [58],
[78]. Miedzy innymi:

e jest kofaktorem w syntezie kolagenu, czyli w procesie tworzenia wtokien

kolagenowych,

e utrzymuje w stanie zredukowanym zelazo wbudowane w centrum ak-
tywne enzymow katalizujacych reakcje hydroksylacji aminokwaséw. Nie-
dobér witaminy C i nieprawidtowosci w syntezie kolagenu prowadza do

degeneracji naczyn krwionosnych,

e bierze udzial w syntezie aminokwasu karnityny, ktora transportuje kwasy

ttuszczowe do mitochondriow, gdzie ulegaja spaleniu z wytworzeniem
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energii, a w odwrotnym kierunku wydala do cytoplazmy reszty kwasoéw
organicznych. Odczucie ogblnego zmeczenia towarzyszace szkorbutowi
moze by¢ spowodowane zaburzeniem w syntezie karnityny i obnizeniem

zdolno$ci produkowania energii,

e katalizuje szereg reakcji enzymatycznych - utrzymuje w formie zredu-
kowanej metale przejsciowe wchodzace w sktad centréw aktywnych en-

zyméw hydrolitycznych,

e stymuluje system immunologiczny - intensywnie pobierana przez biale
ciatka krwi podczas infekcji bakteryjnej dziata jako przeciwutleniacz,
ostaniajac neutrofile przed szkodliwym dziataniem ich wtasnej broni,

czyli wolnymi rodnikami,

e ulatwia wchlanianie jonéw zelaza w jelicie cienkim, redukujac nieroz-
puszczalne jony zelazawe Fe?T do jonéw zelazowych Fe*™, przyswajal-
nych przez organizm. Przy niedostatecznej iloéci witaminy C przyswa-
jana jest niewystarczajaca ilo$¢ zelaza do produkeji hemoglobiny, co

prowadzi do anemii,

e jako donor elektronéw przerywa tancuch reakcji wolnorodnikowych. Po
oddaniu elektronéw przechodzi w rodnik askorbylowy, zwigzek trwaty
i mato reaktywny. Z kolei rodnik askorbylowy oddaje drugi elektron,
przechodzac w dehydroaskrorbinian - czasteczke mato trwala i ulega-

jaca rozpadowi, o ile nie zostanie stosunkowo szybko wychwycona.

Witaminy C ubywa z organizmu i musi by¢ stale dostarczana z zewnatrz.
Dehydroaskorbinian moze zosta¢ przywrdcony do witaminy C na drodze en-
zymatycznej, pobierajac elektrony z glutationu. W duzych stezeniach askor-
binian wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne, natomiast w matych - wtasci-
wosci prooksydacyjne, redukujac jony metali przejsciowych. Ta wtasciwos¢,
w obecnosci wolnych jonow metali, moze stymulowa¢ reakcje Fentona, co ma

istotne znaczenie np. w przypadku zatrucia metalami.
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5.5.2 Glutation

Glutation jest organicznym zwiazkiem chemicznym, o wzorze sumarycznym
C10H17N304S i masie molekularnej 307,32 Da. Jest to tripeptyd o wtlasci-
wosciach przeciwutleniajacych, zbudowany z reszt aminokwasowych kwasu
glutaminowego, cysteiny i glicyny. Wystepuje we wszystkich organizmach
roslinnych i zwierzecych (poza organizmem jest nietrwaly), jest najbardziej
rozpowszechnionym i najobfitszym tiolem wewnatrzkomérkowym (sktadni-
kiem zawierajacym siarke), wystepujacym w komoérkach ssakéow oraz drob-
noczasteczkowym tripeptydem budujacym zywe komorki. Jego silne wtasci-

wosci antyoksydacyjne sa powszechnie znane. W formie zredukowanej chroni
komorki przed szkodliwymi dziataniami ROS [79], [80], [81]:

e reaguje z wolnymi rodnikami tlenowymi,

e reaguje z wolnymi rodnikami substancji organicznych i przywraca je do

postaci zredukowanej,

e utrzymuje grupy tiolowe biatek w stanie zredukowanym poprzez od-
twarzanie tych, ktére ulegly utlenieniu do wigzan disiarczkowych lub

grup sulfonowych,

e bierze udzial w detoksykacji ksenobiotykow, endogennych toksyn, lekow
i innych szkodliwych substancji elektrofilowych poprzez tworzenie S-

koniugatow, ktore sa nastepnie wydalane z komorek,
e chelatuje niektoére jony metali,

e utrzymuje prawidlowy potencjal redoksowy komorek.



Rozdzial 6

Metody badawcze i opis

eksperymentow

W pracy zaprezentowano gtownie wyniki pomiaréw relaksacyjnych czasoéw 17,
T5 1Ty, w uktadach biologicznych. Prace eksperymentalng przeprowadzono
na dwoch systemach NMR, w wigkszosci w Pracowni Zakladu Radiospektro-
skopii Instytutu Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego. Druga czes¢ pomiaréw
przeprowadzona byta w laboratoriach Max Planck Institut fiir Biophysikali-
she Chemie - Forschungs GmbH w Getyndze w Niemczech, gdzie wykonano
dodatkowe pomiary relaksacyjne oraz otrzymano obrazy tomograficzne MR.

Wszystkie otrzymane dane byly opracowywane przy pomocy programu

Origin.

6.1 Bruker Minispec 60 MHz

Zmajdujacy sie w Pracowni Zakladu Radiospektroskopii Instytutu Fizyki
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie spektrometr firmy Bruker typu
Minispec pracuje przy czestosci rezonansowej dla protonéw 60 MHz (Rys.
C.1), co odpowiada stalemu polu magnetycznemu réwnemu 1,41 T. Sktada

sie on z nastepujacych elementéw:
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e clektromagnesu z zasilaczem stabilizowanym, wytwarzajacym jedno-

rodne, state pole magnetyczne ﬁo,

e generatora wysokiej czestosci z syntezatorem czestosci i wzmacniaczem

mocy,

e glowicy elektromagnesu z cewka nadawczo-odbiorcza, w ktorej umiesz-

czano probki,

e uktadu detekcyjnego.

Spektrometr obstugiwany jest przez komputer ze specjalnym oprogramowa-
niem , The Minispec” firmy Bruker.

Pomiary relaksacyjne maja bardzo szerokie zastosowanie w tomografii
MR do obrazowania ciata ludzkiego. Ze wzgledu na warto$¢ zastosowanego
pola éo, wyniki uzyskane na spektrometrze Minispec moga by¢ wykorzy-
stane jako wsparcie interpretacji otrzymanych obrazéw. Najczesciej stoso-
wane systemy MRI przewaznie dziataja w polu 1,5 T, z tego tez powodu
nasze badania ex vivo o tej samej czestosci rezonansowej sg uzyteczne i daja
mozliwos¢ tanszych badan, nie okupujac czasu pracy tomograféw MR. Po-
wszechnie wiadomo, ze czasy relaksacji sa zalezne od czestosci rezonansu.
Nasz system gwarantuje, ze uzyskane wyniki mogg by¢ wprost poréwnywane

z warto$ciami uzyskanymi przez tomografy MR.

6.1.1 Metody badawcze

Do okreslenia czasow relaksacji korzystano z roznych sekwencji pomiarowych,
ktore sterowane byty za pomoca komputera, programem , The Minispec”.
Przy jego uzyciu, zbierano dane pomiarowe oraz dokonywano ich analizy

numerycznej.

6.1.2 Pomiary czaséw T

Do pomiaréw czaséw relaksacji spinowo-sieciowej podstawowymi metodami

sa: Inversion Recovery i Saturation Recovery. W pracy wykorzystano gtow-
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nie metode inwersyjna (IR) (Rys.6.1). Polega ona na zastosowaniu sekwencji
impulséw (7 —t—7/2—FID). Po podaniu odwracajacego impulsu 7 podtuzne

namagnesowanie powraca do swojej wartosci rownowagowej zgodnie z wzo-
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Rysunek 6.1. Schemat sekwencji pomiarowej 77 IR

Warto$é M, (t) odezytuje sie, mierzac amplitude FID po impulsie 7/2,
ktory zmienia M, na M, . Impuls 7/2 jest podawany w zmienianym czasie
t po impulsie w. Wielokrotny pomiar wartosci M,(t) dla réznych t, daje
mozliwos¢ odtworzenia eksponenty, z ktorej wyznacza si¢ parametry My i 77.
Po czasie t=In(2 T7)=0,693 71 namagnesowanie przechodzi przez tzw. punkt
zerowy, dzieki czemu mozemy szybko oszacowac czas relaksacji T7. W tej
metodzie istotne jest wlasciwe dobranie dtugosci impulsu 7. Niedogodnoscia
jej jest diugi czas pomiaru, gdyz poszczegdlne wartosci M, (t) odezytywane
moga by¢ dopiero po uptywie czasu repetycji 1, = 571, co przy badaniu

roztworow wodnych jest dos¢ czasochtonne.
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6.1.3 Pomiary czasow T,

Czasy relaksacji spinowo - spinowej 75 mierzono, stosujac metode impulsowa
CPMG (Carra-Purcella-Meibooma-Gilla) (Rys. 6.2). Sekwencja ta sktada sie
z wielu impulséow 7, ktore nastepuja jeden za drugim w bardzo krotkich
odstepach czasu 27. Pomiedzy impulsami m wystepuja kolejne sygnaty echa
spinowego. Obwiednia tych ech zalezy eksponencjalnie od czasu zgodnie ze
wzorem [13]:

+ _2’c?p,

My ()] = MoeTs ™™, 6.2)
gdzie f=n/t=1/27, jest liczba ech w jednostce czasu, G to warto$¢ gradientu
pola magnetycznego, D to wspotezynnik dyfuzji. Jesli jednorodnosé pola jest
dobra, drugi czton wyktadnika eksponenty mozna pominac i zatozy¢, ze zanik

magnetyzacji zalezy tylko od T5.
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Rysunek 6.2. Schemat sekwencji pomiarowej 7o CPMG

Metoda dyspersji o CPMG to pomiar zaleznosci 75 od czasu 27. Ostatnio
znalazta ona zastosowanie takze w badaniach uktadéw biologicznych (roz-
tworéow biatek), a w szczegblnosci w ocenie szybkosci wymiany chemicznej

protonow [36], [44].

6.1.4 Pomiary czaséw 17,

W celu wyznaczenia czasu relaksacji w wirujacym uktadzie wspotrzednych

Ty, stosuje si¢ sekwencje impulséw przedstawiong na rysunku 6.1. Zanik ma-
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gnetyzacji w laboratoryjnym uktadzie wspétrzednych opisany jest zalezno-

Scia:
__t
M, = Mpe ™ cos(wt), (6.3)
gdzie w = wy = vBy.
By
;_ ;i_ Impuls podtrzymujgcy J Rejestracja sygnatu t
! T[/zl T !

Rysunek 6.3. Schemat sekwencji pomiarowej 77,

Impuls podtrzymujacy jest skierowany prostopadle do /2 i Eo, dlatego
po jego wytaczeniu obserwujemy FID. Wysokos¢ sygnatu FID zanika eks-
ponencjalnie, zgodnie ze wzorem 6.3, z czego po dopasowaniu wyznaczamy
Ti,. Niedogodnoscig metody jest ogrzewanie si¢ probki w czasie trwania im-
pulsu podtrzymujacego, o czym nalezy pamietac i stosowaé termostabilizacje.
Zmieniajac wysokosé¢ impulsu podtrzymujacego, dokonuje sie zmiany pola
magnetycznego él, w ktorym zachodzi relaksacja, tym sposobem wyznacza

sie profile dyspersji (patrz rozdzial 3).

6.1.5 Preparatyka probek

Wszystkie badania przeprowadzone bylty in vitro. W fiolkach o $rednicy
5 mm, za pomoca pipety, umieszczano ok. 1 cm?® badanej substancji (patrz
Rys. 7.37). Pomiary przeprowadzane byty w stabilizowanej temperaturze po-
kojowej, wynoszacej zwykle +23°C. Celem zminimalizowania ryzyka zanie-

czyszczen jonami paramagnetycznymi wewnatrz szkta, fiolki byly myte we-
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dhug nastepujacej procedury: w pierwszej kolejnosci uzywano zwyktego de-
tergentu, po wysuszeniu zalewane byty mieszaning kwasow, tzw. chromianka
w stosunku 1:1 i pozostawione na jedna dobe. Nastepnie zalewane byty EDTA
i pozostawiane na kolejna dobe. Na konicu ptukano je wielokrotnie (co naj-
mniej 5 razy) woda destylowana i suszono w piecu. Tak przygotowane fiolki
gotowe byty do uzycia.

Uzywane do pomiaréw roztwory nadtlenku wodoru sporzadzone byty
z koncentratow: 35% zakupionego w firmie Aldrich oraz 30% uzyskanego
w laboratorium biochemicznym Max Planck w Getyndze, z ktérych poprzez
rozcienczenie woda dwukrotnie destylowang sporzadzano probki o mniejszych
koncentracjach. W niektérych eksperymentach uzywano takze 3% wody utle-
nionej zakupionej w aptece.

Surowice ludzka otrzymywano w postaci ptynnej z Zaktadu Patomorfo-
logii CMUJ jako reszte niewykorzystana we wczesniejszych badaniach kli-
nicznych pacjentéw Szpitala Uniwersyteckiego Collegium Medicum UJ. Uzy-
skane surowice miaty oszacowang spektrofotometrycznie zawartos¢ jonow ze-
laza i miedzi w niej wystepujacych. Wartosci te roznity sie dla kazdej probki
w zaleznosci od ptci, wieku, a takze stanu zdrowia poszczegolnych pacjentow.

Osocze krolicze w postaci liofilizatu zakupione byto w Wytworni Surowic
i Szczepionek w Krakowie. Do pomiaréw osocze to byto wagowo rozcienczane
w wodzie destylowane;j.

Ze wzgledu na duzy wptyw ilosci jonéw paramagnetycznych na wartosci
czasow relaksacji, wodne roztwory jonéw paramagnetycznych byty sporza-
dzone ze szczegodlna pieczotowitoscig. Pomiary dla jonéw paramagnetycznych

zostaty wykonane dla nastepujacych probek:
e roztworow miedzi wykonanych z soli CuSO,4-5H50,
e roztworéw manganu wykonanych z soli MnCly-4H50,

o roztworéw zelaza Fe?t wykonanych z leku Hemofer firmy GlaxoSmith-

Kline w postaci ciektej.

Roztwory molowe wykonywane byly w duzym zakresie stezen, ktore uzyski-
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wano przez wazenie z doktadnogcig 1073 g poszczegdlnych sktadnikéw, a takze
proporcjonalne rozcienczanie woda podwojnie destylowang i dejonizowana.

Zastosowane $rodki chelatujace to:

e D-penicylamina, uzyskana z leku Cuprenil (Polfa Kutno Polska), tatwo

rozpuszczalna w wodzie destylowanej po usunieciu otoczki leku,

e ryboflawina firmy Sigma Aldrich, ktora byta stabo rozpuszczalna w wo-
dzie. Dlatego stosuje sie jej roztwory zasadowe w proporcjach 10 mg/ml

ryboflawiny, ktora rozpuszczano w roztworze 0,1 M NaOH.
Zastosowane antyoksydanty to:

e witamina C - kwas askorbinowy w postaci kropel, byta badana dla kilku
stezen. Witamina byta dodawana do osocza krodliczego i do surowicy

ludzkiej w takich samych proporcjach,

e glutation przygotowany byt w kilku stezeniach i dodawany tak jak wi-

tamina C do osocza kroliczego i surowicy ludzkiej.

Do ww. probek dodawano w celu inicjacji procesu utleniania wody utle-
nionej (w réznych koncentracjach, w zaleznosci od przeprowadzanego ekspe-
rymentu) w proporcjach 1:1:8 (wit.C:roztwér HyOs:0s0cze).

Stosowane albuminy to:

e liofilizowana albumina jaja kurzego (EWA) (MW 44 287 Da),

e liofilizowana albumina osocza wotowego (BSA) (MW 66 382 Da),
e liofilizowany lizozym jaja kurzego (MW 14 500 Da)

- zakupione w firmie SIGMA ALDRICH Company. Roztwory biatek w roz-
nych koncentracjach sporzadzane byty z liofilizatu w podwdjnie destylowanej
i dejonizowanej wodzie przez wazenie z doktadnoécig 1072 g. Czesé z tych pro-
bek byta nastepnie denaturowana poprzez podgrzanie do temperatury 80°C
w czasie co najmniej 15 minut. Wszystkie pomiary byty przeprowadzane

w stabilizowane]j temperaturze 23°C.
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Otrzymane wartosci czasow relaksacji sa obarczone bledami pomiaro-
wymi statystycznymi oraz btedami grubymi, wynikajacymi z natury prepa-
ratyki probek. Bledy pomiarowe miescilty sie z duzg powtarzalnoscia w za-
kresie ok. 2%, co na wykresach nie wykracza poza wymiar punktu. Jak wspo-
mniano wyzej, substancje wazone byly z dokladnoécig 1072 g, temperatura
w pomieszczeniu badawczym byta temperatura pokojowa, zas ta wewnatrz

magnesu stabilizowana byta z doktadnoscia do +1°C.

6.2 Bruker BioSpec 400 MHz

Badania wplywu ryboflawiny na czasy relaksacji roztworéw miedzi Cu?*
wykonano w laboratorium NMR Max Planck Institut fiir Biophysikalishe
Chemie Forschungs GmbH w Getyndze w Niemczech. Postugiwano sie tam
tomografem pracujacym przy czestosci protonéw 400 MHz (Rys. C.2), co
odpowiada stalemu polu magnetycznemu rownemu 9,4 T, umozliwiajagcym
zarowno obrazowanie, jak i pomiary relaksacyjne. Gtownymi elementami to-
mografu marki Bruker typu BioSpec, wyprodukowanego w Ettlingen w Niem-

czech sa:

e magnes nadprzewodzacy: BioSpec 94/30 USR (9,4 T, érednica szczeliny

magnesu ,gantry” wynosita 30 cm),

e system gradientowy: BGA 12S o sile 660 mT/m, o $rednicy zewnetrzne;

116 mm,

e cewka typu: ,Circular polarized 'H birdcage resonator” ($rednica ze-

wnetrzna 70 mm),
e uktad odbiorczy.

Aparatura sterowana byta komputerem przy pomocy programu Paravision
4.0, za pomoca ktérego pomiary byty planowane, a dane zbierane i obrabiane.
Wykorzystany system to spektrometr BRUKER BioSpec, ktory dawat row-

niez mozliwos¢ pomiaréw relaksacyjnych. Wykorzystano sekwencje 3D-flash
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do T} oraz 3D-CPMG do 75 i otrzymywano obrazy zalezne w réznych sekwen-
cjach. Do rekonstrukcji obrazow uzywano algorytmu o nazwie ”Trapezoid”.
Preparatyka probek byta inna niz w opisywanym powyzej systemie 60 MHz.
Roztwory umieszczane byly w kapilarach o srednicy 2 mm (Rys. 6.4). Dzie-
sie¢ kapilar umieszczato sie w fantomie i nastepowat sterowany komputerem
pomiar relaksacyjny dziesieciu probek jednoczesnie. Czasy relaksacji byty

odezytywane z zaciemnienia obrazu poszczegélnych kapilar (Rys. 6.5).

Rysunek 6.4. Fotografia serii prébek o srednicy 2 mm z ré6znymi koncentracjami

jonéw Cu, przed wlozeniem do fantomu



66

METODY BADAWCZE 1 OPIS EKSPERYMENTOW

L R T

———

BRUKER Biog

“0BOct2010
F50kg

X 256/150/32(a)
Poag 1034 mm F
lech blood + h2o2: 1
mOms), 301

RiSp (pvm)
0 ms

Rysunek 6.5. Przykladowy wynik pomiaru relaksacji, otrzymywany z zaciem-

nienia obrazu tomograficznego MR



Rozdzial 7

Wyniki pomiaréw i ich

dyskusja

W niniejszym rozdziale przedstawione zostana wyniki eksperymentéw wta-
snych, zaréwno tych nowatorskich, jak i tych, ktore mimo ze sa juz opu-
blikowane, to wykonano je powtoérnie. Zrobiono to po to, aby mozna byto
porownaé je w dyskusji z nowymi wynikami otrzymanymi w tych samych

warunkach laboratoryjnych.

7.1 Relaksacja w roztworach biatek i suro-
wicy krwi

Biatka spetniaja wiele réznorodnych funkeji w uktadach biologicznych. Moga
stuzy¢ jako elementy budulcowe, aktywne czynniki ruchu i transportu, a takze
jako magazyny energii pochodzacej z metabolizmu [82]. Wiele ptynéw fizjo-
logicznych, m.in. osocze krwi, mozna traktowaé jako wodne roztwory biatek.
Jak pokazano w rozdziale 4, szybkos¢ relaksacji NMR wodnego roztworu
biatka zalezy od jego stezenia, przyczyna tej zaleznosci jest zjawisko adhezji
molekut wody do czasteczek biatka. Zwigzana z biatkiem woda porusza si¢
wolniej i poprzez dtuzszy czas korelacji zwieksza szybkosé relaksacji (Réwn.

4.1). Zaktadajac, ze mamy szybka wymiane pomiedzy protonami wody swo-
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bodnej i zwiazanej, w roztworze o stezeniu mniejszym od 15% (wagowo)
usredniona szybko$¢ relaksacji jest proporcjonalna do stezenia biatka. Ilu-
struje to rysunek 4.1, pokazujac, ze eksperymentalna zaleznos$é¢ szybkosci re-
laksacji Ry od stezenia osocza krwi kréliczej (w granicach 0-12%) dopasowana

jest prosta.
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1T [s7]

0,00065 —-
0,00060 —-
0,00055 —-
0,00050 —-
0,00045 —-
0,00040 —-

0,00035
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0 2 4 6 8 10 12 14

Stezenie osocza krwi kroliczej Cp[%]

Rysunek 7.1. Zaleznosé¢ szybkoéci relaksacji od stezenia wodnego roztworu oso-

cza krwi krolicze] w temperaturze pokojowej

Dla wysokich stezen biatka, zalezno$¢ R; od koncentracji przestaje by¢
liniowa. Punkt zatamania liniowosci zwiazany jest z rozmiarami drobiny
biatka, a posrednio z jej ciezarem molekularnym (Rys. 4.1). Dla tej ,gra-
nicznej” koncentracji zmienia sie sposob upakowania biatka w roztworze.
Przyktadowe wartodci graniczne dla réznych biatek podaje tabela 7.1.

Osocze krwi zawiera biatka, lipidy i wiele mikroelementow. Jednak z punktu
widzenia NMR, sktadnikami, ktore maja wpltyw na wartosci relaksacji, sa
biatka (ok. 7%) oraz jony paramagnetyczne naturalnie w nim wystepujace.

Sa to gtéwnie: zelazo Fe, miedZ Cu i mangan Mn. Niewielki wplyw na szyb-
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Biatko MW [Da] | Stezenie graniczne [%)]
Albumina jaja kurzego (EWA) | 44287 12,840,1

Albumina krwi bydlecej (BSA) | 66382 7,240,5

Lizozym 14600 17+£1

Tabela 7.1. Wartosci stezen granicznych dla poszczegdlnych biatek

kos¢ relaksacji maja takze lipidy, ktére moga zmienia¢ lepkos¢ osocza. Ry-
sunek 7.1 pokazuje liniowa zalezno$¢ T od ilosci rozpuszczalnika w wodzie
liofilizatu krwi kroéliczej.

Ze wzgledu na réznorodny sktad surowicy ludzkiej, wartosci mierzonego
czasu relaksacji T} sg zroznicowane. Diagram na rysunku 7.2 ilustruje rozktad
T7 zmierzony dla 70 probek ex vivo osocza pacjentéw i wolontariuszy szpitala
klinicznego Collegium Medicum UJ [83]. Wida¢ z tego diagramu, ze wartos¢
T rozcigga sie w granicach od 1,5 s do 2 s, w przyblizeniu przypominajac

rozklad Gaussa.
14
12 1
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0510- 0,530- 0,550- 0570- 0590- 0610- 0,630- 0,650-
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Rysunek 7.2. Histogram wartosci szybkosci relaksacji R; w prébkach osocza

ludzkiego, zdrowych wolontariuszy i pacjentéw szpitala uniwersyteckiego Colle-

gium Medicum w Krakowie [83]
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7.2 Relaksacja w obecno$ci jonéw parama-

gnetycznych

Aby lepiej pozna¢ mechanizmy relaksacji paramagnetycznej, opisane w roz-
dziale 3, wykonano na nowo pomiary czaséw relaksacji wodnych roztwordw
dla réznych koncentracji jonow paramagnetyczncyh. Byly to jony Cu, Fe
i Mn [84].

7.2.1 Wodne roztwory jonéw miedzi

Badania relaksacyjne roztworéw wodnych CuSO, przeprowadzono dla roz-
nych stezeit Cu w granicach od 1072 do 107 mola/litr. Zalozenia teoretyczne
przewiduja liniowa zalezno$¢ pomiedzy szybkoscia relaksacji a koncentracja
jonow paramagnetyczncych (Rozdz. 3). Na rysunku 7.3 przedstawiono taka

wtasnie zaleznos¢ otrzymana z eksperymentu przy czestosci 60 MHz.
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koncentracja jonow [mol/dm’]

Rysunek 7.3. Zaleznoé¢ szybkosci relaksacji Ry od koncentracji w wodzie jondéw

miedzi Cu?t
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Wracajac do samych wartosci czasow relaksacji, okazuje si¢, iz w wigk-
szym zakresie stezen lepiej jest przedstawi¢ powyzszy wykres w skali loga-

rytmicznej (Rys. 7.4) [85].
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Rysunek 7.4. Zaleznosé czasu relaksacji Ti od koncentracji jonéw miedzi Cu?*

w wodzie przedstawiona w skali logarytmicznej

I tak na rysunku 7.4 mozna wyrdznic trzy obszary charakterystyczne:

e dla malego stezenia jonéw miedzi (do wartosci stezenia 5-107° M),
wplyw jondéw na procesy relaksacji poprzez oddzialywanie parama-
gnetyczne jest niezauwazalny (plateau). Swobodne molekuly wody sa
wtedy w liczebnej przewadze i dipolowe oddziatywanie pomiedzy pro-

tonami wody jest dominujace,

e dla wysokich stezen (od wartosci 0,01 M w gore), relaksacja protonéw
wody jest zdominowana przez oddziatywanie z jonami paramagnetycz-
nymi (Rozdz. 3). Czasy relaksacji sa zné6w niezalezne od stezenia jonow
paramagnetycznych, gdyz choé¢ jonow przybywa, nie ma juz dalszych

protonéw wody, ktore mogtyby z nimi oddzialtywac,
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e pomiedzy wysoka a niska koncentracjg jonow, w zakresie stezenia od
5107 M do 0,01 M, jest stan posredni, w ktérym nie dominuje za-
den z opisanych efektéow i obserwowany jest stopniowy spadek wartosci

czasu relaksacji.

Analogiczne pomiary, jak te przedstawione na rysunku 7.4, ktére wyko-
nano przy czestosci rezonansu protonowego 60 MHz, dla roztworéw wod-
nych CuSOy4 przeprowadzono, korzystajac z tomografu o czestosci 400 MHz.
Na rysunku 7.5 przedstawiono poréwnanie pomiaréw 7; dla obu czestosci.

Z rysunku 7.5 widac, ze wartosci czasu relaksacji 77 w obecnosci jonow pa-
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Rysunek 7.5. Poréwnanie zaleznosci czasu relaksacji 77 od koncentracji jondéw
miedzi Cu®" w wodzie uzyskanych przy dwéch czestosciach pomiarowych 60 MHz
i 400 MHz

ramagnetycznych zaleza od czestosci rezonansu, co nazywamy zaleznoscia
dyspersyjna. Czas T dla matych stezen Cu jest krotszy w polu 9,4 T, pod-

czas gdy dla duzych stezen jonéw oba czasy sg takie same. W niskich polach
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obserwowane skrocenie czasu 717 jest wyrazniejsze i stad przewaga spektro-
skop6w z niskim polem do przeprowadzania tych badan.

Celem sprawdzenia, czy oddzialywania paramagnetyczne ulegaja zmia-
nie w obecno$ci biatek, jak to jest w osoczu krwi, zmierzono czas relaksacji
Ty dla osocza krwi kréliczej, dodajac do niego wodne roztwory soli miedzi

CuSOy4 (Rys. 7.6). Dla zakresu, w ktérym niskie stezenie jonéw paramagne-

czas relaksacji T, [ms]
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Rysunek 7.6. Zalezno$¢ czasu relaksacji 71 od koncentracji dla jonéw miedzi

CuSO4 w osoczu kréliczym w skali logarytmicznej

tycznych nie ma wptywu na relaksacje, obserwujemy skrocenie czaséw relak-
sacji 17 pochodzace od stezenia biatka (wzér 4.1). Sam przebieg zaleznosci
czasu relaksacji od stezenia jonéw w osoczu jest jednak bardzo podobny do
obserwowanej zaleznosci dla roztworéw wodnych (Rys. 7.4).

Skrocenie czasow relaksacji, spowodowane obecnoscia jonéw paramagne-
tycznych, wptywa réwniez na obrazy MRI. Miejscowo zwiekszona koncentra-

cja jonoéw paramagnetycznych w niektorych narzadach, powstajaca w wyniku
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réznych schorzen (m.in. choroby Wilsona, Parkinsona, Alzheimera), moze
by¢ przyczyna powstawania artefaktow na obrazach MRI, a to z kolei czesto
prowadzi¢ moze do btednej ich interpretacji [66]. Na rysunku 7.7 widaé¢ wy-
raznie czarny obszar w obrazowanej tkance miesnej, do ktorej wezesniej za
pomocy iniekcji wprowadzono roztwory jonéw miedzi CuSOy4 o réznych kon-
centracjach. Strzalki schematycznie pokazuja zakres koncentracji jonow Cu*"
odpowiedzialny za zaciemnienie obrazu w badanej tkance miesnej spowodo-
wane mocnym ostabieniem sygnahlu, a nawet jego brakiem. To zaciemnienie

obrazu w dalszej czesci pracy bedziemy nazywaé ,czarng dziurg”.
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Rysunek 7.7. Schemat zaleznosci czasu relaksacji 77 od koncentracji wstrzyk-

. ) . , . . 2 . ..
nietych roztworéw jonéw miedzi Cu®t z ocena zaciemnienia obrazu MRI
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7.2.2 Wodne roztwory jonéw zelaza

Kolejnym badanym jonem paramagnetycznym obecnym w osoczu byto ze-
lazo Fe?T. Tak jak w przypadku jonéw miedzi, zaleznoéé pomiedzy szybkoscia
relaksacji a koncetracja jonéw paramagnetycznych Fe?T jest liniowa. Przed-

stawia to rysunek 7.8. Natomiast na rysunku 7.9, podobnie jak dla jonéw
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Rysunek 7.8. Szybkos¢ relaksacji Ry od koncentracji jonéw zelaza Fe** w roz-

tworze wodnym FeCls

miedzi, przedstawiono przebieg tej zaleznosci od koncentracji jonéw zelaza
w roztworach wodnych w skali logarytmicznej. Jest on podobny do otrzy-
manego dla jonéw miedzi, z tym ze okres przejsciowy dla Fe rozcigga sie
od koncentracji 10~* M do 0,0025 M, co éwiadczy o ich silniejszym wpty-
wie na procesy relaksacji. Wykonano takze pomiary dla osocza krwi kroliczej

z dodatkiem roztworéw FeCls i otrzymano podobne zaleznosci (Rys. 7.10).
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Rysunek 7.9. Zaleznos¢ czasu relaksacji T od koncentracji jonéw zelaza w roz-

tworze wodnym FeCly w skali logarytmicznej
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Rysunek 7.10. Zaleznos¢ czaséw relaksacji 77 od koncentracji dodanych jonéw

zelaza Fe’T w osoczu krwi kréliczej
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Nastepny wykres (Rys. 7.11) przedstawia zalezno$é czaséw relaksacji (77,
Ty, T1,) od koncentracji dla wodnego roztworu jonéw zelaza FeCl,. Widaé
z niego, ze obecno$é jonéw zelaza Fe*™ ma wptyw nie tylko na czas relaksacji
Ty, ale takze na czasy T, i Ti,, a charakter tych zmian jest dla wszyst-
kich czaséw relaksacji bardzo podobny. Kolejne pomiary przeprowadzono,
aby przekona¢ sie, czy naturalnie wystepujace w osoczu jony zelaza wpty-
waja na czasy relaksacji. Rysunek 7.12 pokazuje zaleznos¢ czaséw relaksacji
od koncentracji zelaza, zmierzonego metodami spektrofotometrycznymi jako
zawartego w naturalnych probkach osocza krwi ludzkiej. Jak widac, czasy
relaksacji (71, 1o i T,) wykazuja liniows zaleznos¢ od koncentracji jonow
Fe naturalnie wystepujacych w osoczu krwi w granicach stezen od 2 do 27
pmoli/litr, przy czym dla tych samych probek T) jest bardziej ,wrazliwe” niz
Ty 1 Ty,. Zaleznos¢ ta jest staba, jednak zauwazalna (w poréwnaniu z jonami

Cu).
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Rysunek 7.11. Zaleznoé¢ czaséw relaksacji 11, 1», 11, od koncentracji jonéw

zelaza Fe?t w wodzie
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czasy relaksacji: T, T,, T, [ms]
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Rysunek 7.12. Wartosci czaséw relaksacji 11, 15 i T, zmierzonych dla réznych

prébek osocza ludzkiego, w zalezno$ci od koncentracji zelaza (oszacowanego spek-

trofotometrycznie)

7.2.3 Wodne roztwory jonéw manganu

Pomiary zaleznosci czaséw relaksacji wykonano takze dla wodnych roztworow

jonéw manganu Mn?". Liniowsg zaleznos$é¢ przedstawia rysunek 7.13. Wynik

przebiegu zmian czasow relaksacji T przedstawiony jest na rysunku 7.14

z koncentracja w skali logarytmicznej.

Zgodnie z oczekiwaniami zaleznosci te sa podobne do zaleznosci dla Cu®"

i Fe*™. Obszar przejéciowy rozciaga sie w przedziale koncentracii od 5-1076 M

do 0,005 M (Tab. 7.2).
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Rysunek 7.13. Zalezno$é szybkosci relaksacji R; od koncentracji w wodzie dla

jonéw manganu w roztworze MnCly
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Rysunek 7.14. Zaleznosé czasu relaksacji 71 od koncentracji jonéw manganu

MnCl; rozpuszczonych w wodzie, przedstawiona w skali logarytmicznej
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Jony | Konf. elektr. | Podatno$é magnet. | Zakres przejSciowy [M] | Nachylenie lini
Cut 3° 1,9 51075 - 0,01 0,67+0,1
Fe?t 3d° 5,4 107* - 0,0025 9,56+0,1
Mn?2* 3d° 5,6 51079 - 0,005 5,9£0,1

Tabela 7.2. Zakres zmian szybkosci relaksacji w funkcji koncentracji oraz nachy-
lenia prostej dla poszczegdlnych jonéw paramagnetycznych w zestawieniu z da-

nymi literaturowymi (konfiguracja elektronowa i podatnoscia magnetyczna)
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Rysunek 7.15. Poréwnanie zaleznosci szybkosci relaksacji R; od koncentracji

dla jonéw miedzi, zelaza i manganu rozpuszczonych w wodzie
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Podsumowujac przeprowadzone pomiary, mozna sporzadzi¢ ,ranking” ba-
danych trzech jonéw: Fe, Cu i Mn. W tabeli 7.2 zestawiono rézne parametry
charakteryzujace badane jony paramagnetyczne. Rysunek 7.15 przedstawia
zestaw liniowych zalezno$ci przebadanych jonéw, ktorych kat nachylenia pro-
stej $wiadczy o sile wptywu substancji paramagnetycznych na procesy relak-

sacji.

7.3 Relaksacja w obecnosci sSrodkéw chelatu-
jacych

Silny wpltyw jondéw paramagnetycznych na przyspieszenie procesoéw relaksacji
moze by¢ kontrolowany i czesciowo zatrzymywany poprzez kompleksowanie
ich srodkami chelatujacymi (rozdzial 6). W przeprowadzonych eksperymen-
tach wykorzystano jako srodki chelatujace: D-penicylamine, zawarta w leku
Cuprenil stosowanym w terapii choroby Wilsona, a takze nowatorsko uzyta

przez nas ryboflawine, powszechnie znang jako witamina Bs.

7.3.1 D-penicylamina

Aby zbada¢ wptyw D-penicylaminy (D-pen) na relaksacje, wykonano po-
nownie pomiary T} roztworéw CuSO4 w wodzie, a takze w osoczu krwi kro-
liczej w obecnosci D-pen. Na ponizszych wykresach pokazane zostang efekty
kompleksowania przez ten chelat jonéw paramagnetycznych rozpuszczanych
w wodzie i po dodaniu D-pen o dwu koncentracjach: 20 mg/ml i 40 mg/ml.
Rysunki 7.16 i 7.17 przedstawiaja zaleznosci T} i R; od koncentracji jo-
néw Cu®" po dodaniu D-pen do roztworu. Widaé, ze dodanie D-pen zna-
czaco wplywa na czasy relaksacji, czego wynikiem jest przesuniecie obszaru
przejsciowego w kierunku wyzszych stezen. Efekt ten jest jeszcze bardziej
widoczny wraz z podwyzszeniem stezenia chelatu w probce. Obserwowane

zmiany lepiej uwidaczniaja sie na wykresie szybkosci relaksacji 7.17.
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Rysunek 7.16. Zaleznosé czasu relaksacji Ty od koncentracji jonéw Cu®™ w roz-

tworach wodnych, w osoczu krwi kréliczej oraz po dodaniu D-pen
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Rysunek 7.17. Szybkosci relaksacji R; w funkcji koncentracji jonéw miedzi

Cu®" po dodaniu D-pen, zmierzone dla roztworéw wodnych i osocza krwi kréliczej
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7.3.2 Ryboflawina

W kolejnym etapie wykonano pomiary relaksacyjne dla roztworéw rybofla-
winy. Byty to pomiary innowacyjne, gdyz wtasnosci chelatujace tej substancji
nie sg jeszcze poznane do konca. Na rysunkach 7.18 1 7.19 wyraznie widac¢, ze
obecnos¢ ryboflawiny wptywa na przebieg zaleznosci czasoéw relaksacji w roz-
tworach miedzi. Istotng zmiang jest przesuniecie si¢ obszaru przejsciowego
w strone wyzszych stezen, podobnie jak w przypadku D-pen. Efekt ten jest
jeszcze bardziej widoczny, gdy dodawana ryboflawina ma wigksze stezenie.
Réznica T obserwowana na poczatku skali dla prébek z dodatkiem ry-
boflawiny spowodowana jest obecnos$cia molekut samej ryboflawiny, ktora

rowniez skraca T jej roztworéw wodnych.
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Rysunek 7.18. Zaleznoéé czasu relaksacji Ty od koncentracji jonéw Cu?* w wo-
dzie w zestawieniu z zaleznoécia po dodaniu roztworu ryboflawiny w stezeniu
0,5 mg/ml oraz 1 mg/ml (spektrometr 400 MHz); strzalki schematycznie poka-

zuja wydluzenie czasu 17 w obecnodci chelatu
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Rysunek 7.19. Zaleznosci szybkosci relaksacji Ry od koncentracji jonéw Cu®™

w wodzie i po dodaniu wodnego roztworu ryboflawiny

Przesuniecie sie obszaru przejéciowego w strone wyzszych stezen po doda-
niu ryboflawiny obserwowano réwniez na wykonanych obrazach MRI. W celu
obserwacji i potwierdzenia tego efektu sporzadzono fantom w postaci tkanki
miesnej (lopatka wieprzowa) i dokonano jego obrazowania. Pierwotnie, aby
sprawdzi¢ efekt, dokonano obrazowania na niskopolowym tomografie MR.
Przyklad tkanki miesnej (o rozmiarach 5x10x3 cm) nastrzyknietej centralnie
roztworem CuSQOy, o bardzo duzej koncetracji (1 mol/l), przedstawia rysunek
7.20. Podobne eksperymenty z uzyciem tkanki miesnej przedstawione zostaty
w pracy [86]. Wida¢ wyraznie czarny obszar, w ktérym nie obserwujemy sy-
gnatu.

Kolejne eksperymenty przeprowadzone byty na wysokopolowych tomo-
grafach MR. Sporzadzono fantom, ktory sktadat sie z szeSciu podobnych do
siebie kawatkow miesa podzielonych na dwie czesci (a,b) (Rys.7.21). Czesé (a)
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Rysunek 7.20. Poréwnanie obrazu tkanki miesnej z tkanks z nastrzyknietym

punktowo roztworem CuSOy4 o stezeniu 1 mol/1

zostalta nastrzyknieta roztworami jonéw miedzi w trzech réznych koncentra-
cjach, reprezentatywnych dla wyréznionych obszarow charakterystycznych
w badaniach wezesniejszych (Rys.7.18). Czegs¢ (b) natomiast zostala na-
strzyknigta roztworami jonow miedzi o takich samych koncentracjach, lecz
z dodatkiem ryboflawiny. Na rysunku 7.22 pokazane zostaly obrazy MRI
fantomu tkanki miesnej. Interesujace nas obszary zaznaczone zostaty kolorem
czerwonym. Te dwa wskazane kawalki migsa o stezeniu wstrzyknietych jonow,
dla ktérego wystepuje efekt przesuniecia obszaru przejsciowego i podwyzsze-
nie czasu relaksacji, ktore jest juz wystarczajace do otrzymania sygnatu,
zostaly pokazane na trzech przekrojach poprzecznych na rysunku 7.23. Se-
ria obrazéw A przedstawia kawatek miesa nastrzykniety roztworem wodnym
CuS0Oy, natomiast seria B to kawalek migsa nastrzykniety ta sama koncentra-
cja jonoéw miedzi, ale w roztworze ryboflawiny. Wyraznie widaé¢ na obrazach
A czarng dziure” spowodowana zwiekszong koncetracjg jonéw miedzi, zas
w serii B w centralnym miejscu obrazu w trzech przekrojach poprzecznych
wida¢ tylko bialg otoczke spowodowang podniesieniem sygnatu w wyniku
wstrzykniecia roztworu, ale nie ma juz ,czarnych dziur”, co potwierdza efekt

kompleksowania jonéw miedzi przez ryboflawine.
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Rysunek 7.21. Fotografia fantomu z tkanks migsna nastrzyknieta roztworami

., 2 ;- . . .
wodnymi jonéw Cu*t o réznych koncentracjach oraz roztworami ryboflawiny

Rysunek 7.22. Obrazy tomograficzne MR tkanek miesnych przedstawionych na
rysunku 7.21
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Rysunek 7.23. Poréwnanie obrazéw tkanek miesnych po iniekcji roztworéw

jonéw miedzi Cu?* i ryboflawiny
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7.4 Relaksacja w roztworach nadtlenku wo-

doru

Badania roztworéw HyOs/H5O rozpoczeliSmy od uzyskania widma NMR wy-
sokiej zdolnosci rozdzielczej o czestosci 400 MHz roztworu nadtlenku wodoru

(Rys. 7.24). Na widmie widoczne sa dwie linie: linia protonéw wody, a takze

ppm

Rysunek 7.24. Widmo 'H 35% (wagowo) wodnego roztworu nadtlenku wodoru

uzyskane na spektrometrze Bruker 400 MHz w temperaturze pokojowej

linia protonéw nadtlenku wodoru. Do otrzymanych linii dopasowano krzywe
Lorentza. Z otrzymanych parametréw dopasowania mozna byto wyliczy¢ pole
pod krzywa, ktore jest proporcjonalne do iloéci protonéw w HoO4 1 HyO. Sto-
sunek tych pél powinien wynosié 1:3, co odpowiada 35% wagowo HyOy/H,0O.

Za$ z pomiaréw wynika, ze stosunek pél wynosi 1:5 [87]. Nastepnym krokiem
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byty pomiary relaksacyjne protonéw nadtlenku wodoru w zaleznosci od kon-
centracji w wodzie, ktérego obecnosé ma wplyw na jej procesy relaksacji [88].
Takie zaleznosci dla czaséw relaksacji 11, 15 i T, przedstawiono na rysunku
7.25. Ze wzgledu na stabg rozdzielczos$¢ spektrometru 60 MHz, pomiary relak-
sacyjne odnosity sie tylko do linii wody (Rys. 7.24). W przypadku pomiaréw

czasy relaksacji [ms]

dane dla
3500 H,0
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Rysunek 7.25. Zaleznos¢ czaséw relaksacji 17, 15, 11, od koncentracji HoOo

w roztworze wodnym w temperaturze 25°C

czasow 15 i T,, obecnos¢ nadtlenku wodoru, powyzej koncentracji wagowe;j
1%, gwaltownie skraca czasy relaksacji, podczas gdy czas T pozostaje bez
zmiany, a nawet odrobine wzrasta od koncentracji ok. 10%. Przebieg tych
zaleznosci dla czaséw 15 i T,, jest podobny do zaleznosci czaséw relaksacji
w obecnosci jondéw paramagnetycznych (np. w roztworach wodnych jonéw
Fe’t, Cu**, Mn?*") [67]. Poniewaz sama woda utleniona nie jest paramagne-
tyczna, wplyw na relaksacje T} mogltby by¢ spowodowany zmiana lepkosci

wody po dodaniu HyO4 [89]. Zaleznos¢ te przedstawia rysunek 7.26.
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Rysunek 7.26. Zaleznos$é¢ wspélezynnika lepkosci roztworu HoO/HoO9 od kon-

centracji HoOo

Na zachowanie sie czasu relaksacji T} w roztworach wodnych nadtlenku
wodoru wptywa réwniez wymiana chemiczna protonéw pomiedzy protonami
nadtlenku wodoru i wody. Przyjmuje sie, ze to wtasnie czas wymiany zmie-
nia charakter zaleznosci 7). Warto$¢ czasu wymiany determinuje wartosé
T1, gdyz jest od niego krétszy i nie pozwala protonom wody, zanim sie wy-
mienig, wyrelaksowaé¢ poprzez oddzialywanie dipolowe. Z kolei ten czas wy-
miany wzgledem czaséw relaksacji Th i T3, jest wystarczajaco diugi, Zeby
nie mie¢ wptywu na obserwowane zaleznosci relaksacji od stezenia HoO,. Za-
tem w zalezno$ci od relacji pomiedzy czasem wymiany i czasami relaksacji,
mierzone wartosci czaséw relaksacji zaleza albo od czasu korelacji, albo od
czasu wymiany (Réwn. 4.4). Zaleznosci temperaturowe dla Ry i Ry wyko-
nane na spektrometrze pracujacym przy czestosci 60 MHz w 35% roztworze

nadtlenku wodoru pokazano na rysunkach 7.27 1 7.28.
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Rysunek 7.27. Zalezno$¢ szybkosci relaksacji Ry od odwrotnosci temperatury

dla 35% roztworu nadtlenku wodoru w wodzie
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Rysunek 7.28. Zalezno$¢ szybkosci relaksacji Ry od odwrotnosci temperatury

dla 35% roztworu nadtlenku wodoru w wodzie
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Wyliczone z dopasowania prostej energie aktywacji wynosza FE(77)=20
kJ/mol i E(T3)=12 kJ/mol. Réznice pomiedzy tymi energiami aktywacji
wskazuja na fakt, Zze oba te procesy relaksacji (77 i T») sa zdominowane
przez rézne parametry dynamiki molekularnej, odpowiednio czas korelacji
albo czas wymiany. Jest to dowodem, ze interpretacja zachowania si¢ czasu
T} oparta na zalozeniu dominujacego czasu wymiany, zas dla T czasu kore-

lacji 7, jest poprawna.

7.5 Relaksacja w osoczu po dodaniu nadtlenku

wodoru

H505 nalezy do aktywnych form tlenu, ktére inicjuja procesy utleniania, prze-
noszac elektrony z substancji utlenianej do czynnika utleniania. Kiedy do-
damy H5O, do osocza, w ktérym naturalnie wystepuja jony Fe i Cu, zachodzi
dobrze znana reakcja Fentona (Réwn. 5.1), w wyniku ktorej powstaja wolne
rodniki. Pojawienie sie wolnych rodnikéw wplywa na czasy relaksacji i zmie-
nia ich wartos¢. Jak pokazalty nasze eksperymenty, po dodaniu HyOy w pro-
porcji 1:10 do osocza nastepuje proces utleniania, a obserwowane zmiany nie
sg natychmiastowe. Manifestuje sie to ciekawym przebiegiem czasowym cza-
sow relaksacji, mierzonych automatycznie (Rys. 7.29). Nazywamy to ewolucja
czasowq 11 1 T5.

W momencie dodania wody utlenionej do wczesniej zmierzonych probek
osocza ludzkiego i dobrym wymieszaniu, zaraz na poczatku, nastepuje gwal-
towne skrocenie czasow relaksacji zaréwno 77, jak i Ts, az do osiagniecia pew-
nego minimum, po ktorym zaczynaja one powoli i systematycznie odrastac
(Rys. 7.29). Gwaltowny spadek czasow relaksacji spowodowany jest inten-
sywng produkcja rodnikéw hydroksylowych, ktérych paramagnetyczne wta-
Sciwosci skracaja czasy relaksacji poprzez oddziatywanie spin elektronowy-
jadro, zgodnie z zaleznoscia 4.3. To charakterystyczne zachowanie sie czasoéw
relaksacji poprzez odrost ich warto$ci spowodowane jest, jak sie przypusz-

cza, obronng reakcja osocza na obecno$¢ wolnych rodnikéw (antyoksydacja).
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Rysunek 7.29. Ewolucja czasowa 17 i T3, dla surowicy ludzkiej po dodaniu

nadtlenku wodoru o stezeniu 3% w stosunku 1:10

Zjawisko odrastania zaobserwowano zaréwno dla osocza krwi ludzkiej, jak
i kroliczej, a dynamika obserwowanego procesu zalezy od ilosci nadtlenku
wodoru dodanego do osocza krwi (Rysunki 7.29, 7.30, 7.31). Czas osiagniecia
minimum zalezy od ilosci dodanego nadtlenku wodoru, a takze od zawarto-
Sci jonoéw zelaza w badanej probce i nie przekracza 5 minut. Rysunek 7.31
pokazuje ewolucje czasow relaksacji 77 otrzymane dla osocza krwi ludzkiej
o réznej zawartosci Fe i Cu, oszacowanych metoda spektrofotometryczng.
7 wykresu wida¢, ze im mniej Cu, tym bardziej ptaski obserwujemy odrost.

Dane przedstawione na rysunku 7.31 zostaly otrzymane przez automa-
tyczny proces pomiarowy polegajacy na tym, ze pomiar nastepny 7 wlaczat
sie natychmiast po zakonczeniu pomiaru poprzedniego. Sktadat si¢ on z 6

(lub 11) sekwencji impulséw: m —t —7/2— FID z koncowym odczytem M (),
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Rysunek 7.30. Ewolucja czasowa 17, zmierzona dla osocza ludzkiego, po doda-

niu nadtlenku wodoru o stezeniu 30%

dopasowaniem eksponenty M (t) = My(1 — 2e~%/") i odezytem Ty. Czas re-
petycji tych sekwencji wynosit 577 kazdej z badanych probek, stad catkowity
czas trwania takiego pomiaru wynosit co najmniej 1,5 minuty. Ze wzgledu
na to, ze czas relaksacji, po dodaniu HyO, do badanej probki i doktadnym
wymieszaniu, zaczyna szybko si¢ zmienia¢, wida¢, ze dos¢ dtugi czas pomiaru
moze powodowa¢ zwigkszenie bledu pomiarowego T7. Oczywiscie im szybsze
zmiany 717, tym ta niedoktadnos¢ jest wieksza, zas w obszarach, gdzie ewo-
lucja czasowa T} staje sie bardziej ptaska, pomiar T} bedzie doktadniejszy.
Aby ja oszacowaé, odczytujemy roznice czasow relaksacji miedzy kolejnymi
pomiarami w obszarze najszybszych zmian. Z rysunku 7.30 widzimy, ze sa
one rzedu 3-5%. Aparaturowa doktadnosé pojedynczego pomiaru 77 (w wa-

runkach gdy T} jest stabilny w czasie) wynosi 2-3%. Zatem mozna przyjac,
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Rysunek 7.31. Ewolucja czasowa T7, dla trzech probek osocza ludzkiego z réz-
nymi, oszacowanymi fotometrycznie koncentracjami Cu i Fe, po dodaniu nad-

tlenku wodoru o stezeniu 3% w stosunku 1:10

ze pomiar ewolucji czasowe]j T; (usrednionego w pojedynczym pomiarze) nie
zostanie znaczaco znieksztatcony w wyniku tych niedoktadnosci.

Aby lepiej zrozumieé¢ obserwowane zjawisko odrostu, wykonane zostaly
dodatkowe eksperymenty. Pierwszy eksperyment dotyczyt wodnego roztworu
FeSOy,, do ktérego dodano nadtlenku wodoru o koncentracji 3% w stosunnku
wagowym 1:10 (Rys. 7.32). Nie wykonano pomiaréw dla Cu, bowiem nie
obserwowano systematycznej zaleznosci T osocza od koncentracji Cu.

W roztworze tym, po zainicjowaniu reakcji Fentona, mierzony czas relak-
sacji T} ulegal gwaltownemu skroceniu i po pewnym czasie ustabilizowat si¢
na krotkim czasie relaksacji. Odrost czasu relaksacji nie byl obserwowany.

Zatem wolne rodniki pozostaly w roztworze.
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Rysunek 7.32. Ewolucja czasowa T} po dodaniu nadtlenku wodoru (3%) ob-

serwowana w wodnym roztworze FeSO4 (0,1 M)

Nastepnym eksperymentem byto dodanie nadtlenku wodoru do roztworu
biatka albuminy krwi bydlecej BSA (7%). Jak wida¢ z rysunku 7.33, po
dodaniu nadtlenku wodoru nastapito gwaltowne skrocenie czaséw relaksacji,
po ktorym nastapita jego stabilizacja. Lecz i w tym roztworze odrost nie byt
obserwowany.

Otrzymane wyniki pokazuja, ze dwa wazne w relaksacji sktadniki oso-
cza, jakimi sa biatka i jony paramagnetyczne, w osobnych roztworach nie
powoduja obserwowanych odrostéw czaséw relaksacji. Odrosty te ponownie
byty obserwowane w uktadach biatek z dodatkiem antyoksydantéow po wy-
mieszaniu z nadtlenkiem wodoru. Stad hipoteza, ze w osoczu krwi sa obecne
antyoksydanty redukujace ilo$é¢ powstatych wolnych rodnikow, a ich skutkiem

dziatania sg obserwowane odrosty czaséw relaksacji [komunikat konf. 2014].
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Rysunek 7.33. Ewolucja czasowa T po dodadniu nadtlenku wodoru (3%) w sto-

sunku 1:10 obserwowana w wodnym roztworze biatka (7% BSA)

7.6 Relaksacja po dodaniu antyoksydantéw

Aby potwierdzi¢ hipoteze ,antyoksydantéw”, w celu wzmocnienia efektu
obronnego na obecno$¢ wolnych rodnikéw wystepujacego w osoczu krwi, do
badanych probek dodano osobno antyutleniaczy. Byta to tylko witamina C
i glutation, gdyz inne antyoksydanty nie rozpuszczaly sie w wodzie, a to
komplikowato ich dodanie do roztworu. Nastepnie inicjowano, jak wcze$niej,
procesy utleniania za pomoca dodawania HyO5. W osobnych eksperymentach
w pierwszej kolejnosci zbadano wptyw dodanych antyoksydantéw (wit. C) na
czasy relaksacji w czystej wodzie, gdyz ich obecno$¢ moze takze zmieniac ich
wartosci (Rys. 7.34). Mozna przyjaé, ze uzyte w doswiadczeniu stezenia wita-

miny C zmienialy relaksacje protonéw wody niewiele i stabilnie. W granicach
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Rysunek 7.34. Zaleznosci czaséw relaksacji T3 i To od koncentracji kwasu askor-

binowego (wit. C) w wodzie

koncentracji od 0 do 17% wagowo, czas relaksacji wodnego roztworu wit. C
zmienia o 25% liniowo, za$ dla T5 o 33,5%.

Wyniki eksperymentéw z antyoksydantami pokazane sg na rysunkach 7.35
i 7.36. Po dodaniu antyoksydantow i nadtlenku wodoru do osocza ludzkiego
w proporcji 8:1:1, zarowno witamina C, jak i glutation, zmniejszaja gtebo-
ko$¢ minimum osiagganego w trakcie trwania reakcji Fentona oraz zmieniaja
krzywa odrostu.

Obecno$¢ podwyzszonej koncentracji antyoksydantéw wpltywa takze na
dynamike przebiegu zmian czaséw relaksacji. Wraz ze wzrostem stezenia do-
danych antyoksydantow, mozna zaobserwowaé zmiany: glebokosci osiagnie-
tego minimum, dynamiki odrostu, a takze wartosci czasu relaksacji w plateau.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzaja nasza hipoteze

istnienia dodatkowych mechanizméw antyoksydacyjnych w osoczu krwi [90].
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Rysunek 7.35. Ewolucja czasowa T; po dodaniu nadtlenku wodoru (15%) ob-

serwowana w surowicy ludzkiej z dodanymi réznymi stezeniami witaminy C

Na rysunku 7.37 widaé¢ probki tego samego osocza krwi ludzkiej z dodanym
nadtlenkiem wodoru i rézna koncentracja glutationu po 48 godzinach od za-
inicjowania procesu. Rézniace si¢ klarownoscia roztworu poszczeg6lne probki
Swiadczg o odmiennym przebiegu reakcji zachodzacych w tym uktadzie bio-
logicznym.

Dokonano takze prob dopasowania krzywych odrostu do réznych funkeji,
jednakze z braku modelu zadna z nich nie data sensownych parametréow do
interpretacji. W tabelach 7.3 i 7.4 zamieszczono wartosci minimalnych i usta-
bilizowanych czasow T} dla uktadéw z dodanymi antyoksydantami: witamina

C i glutationem.
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Rysunek 7.36. Ewolucja czasowa T po dodaniu nadtlenku wodoru (15%) obser-

wowana w surowicy ludzkiej z dodanymi réznymi stezeniami glutationu; strzatka

zaznaczono region powigkszenia wykresu w celu lepszego zobrazowania wystepu-

jacego efektu

Stezenie witaminy C | Warto$é minimalna 7; [ms] | Ustabilizowane 77 [ms]
0 418 1600
8 1097 1500
15 1244 1400
20 1344 1350

Tabela 7.3. Zaleznos¢ minimalnego czasu relaksacji T i jego wartosci ustabili-

zowanej, w przebiegu relaksacji od koncentracji witaminy C w roztworze z woda

utleniona (Rys. 7.35)
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Stezenie glutationu | Warto$é minimalna 7' [ms] | Ustabilizowane T} [ms]
0 200 1650
3 323 1500
9,5 340 1500

18,5 503 1350

Tabela 7.4. Zaleznos¢ minimalnego czasu relaksacji T} 1 jego wartosci ustabili-

zowanej, w przebiegu relaksacji od koncentracji glutationu w roztworze z woda

utleniona (Rys. 7.36)

Rysunek 7.37. Zmiany zachodzace w wygladzie klarownosci surowicy ludzkiej

z nadtlenkiem wodoru w zaleznoéci od dodanej koncentracji glutationu
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7.7 Relaksacja w ukladzie wirujacym

Jedna z ostatnio coraz czesciej stosowanych dodatkowych metod relaksacy;j-
nych sg badania dyspersyjne, w szczegolnosci wykonywanie pomiarow czaséow
relaksacji 17, w wirujacym uktadzie wspotrzednych dla réznych pol B,. Opis
metody oraz eksperymentéw zostal przedstawiony wczesniej w rozdz. 3 i 6.
Otrzymuje sie wtedy tzw. profile dyspersji (Rys. 7.38). W ukladach biologicz-
nych profile dyspersji mozna opisaé¢ teoretycznie przy uzyciu dwoch modeli
w oparciu o oddziatywanie dipolowe pomiedzy protonami lub modelem ,,PO-
WER” uzywanym w badaniach polimeréw, w ktérym okresliliSmy niektére
parametry dynamiczne wody przyltaczonej do proteiny [35]. Rysunek 7.38
ilustruje przyktad takiego dopasowania profili dyspersji R;,(B;) dla probki
roztworu albuminy jaja kurzego (EWA).

1,3 1
1,2 1

1,1 5

1,0 - .
dipolar model

0,8 4
1 power model /
0,7 T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
-4,
B,[10*T]

Rysunek 7.38. Profile dyspersji dla albuminy biata kurzego EWA dopasowane

do dwéch modeli teoretycznych
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Jak wida¢, dwa dopasowania wynikajace z ww. modeli mieszczg si¢ w
granicy btedu pomiarowego. Wyliczone tym sposobem czasy korelacji dla
roznych biatek zawiera tablica 7.5, za$ dla roztworéw EWA o réznych kon-

centracjach, tabela 7.6.

Préobka Ty [ms] | Czas korelacji 7[107s]
lizozym 191 1,8
albumina krolicza 148 2,4
BSA (proszek) 160 0,42
BSA (roztwor) 201 0,42
EWA (proszek) 161 0,37
EWA (roztwor) 360 0,44

Tabela 7.5. Parametry otrzymane z dopasowania dipolowego profili dyspersji

T, dla réznych biatek

Koncentracja EWA [% wagowo| | Ti [ms] | Czas korelacji 7[107°s]
4,0 9910 9,2
6,1 2040 6,7
8.1 1820 6.5
10,1 1650 49
12,8 1530 7.3
17,3 1200 2,7
24,5 776 7,0
suchy proszek 335 2,9

Tabela 7.6. Parametry otrzymane z dopasowania dipolowego dla réznych kon-
centracji (EWA)
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Przydatnos¢ metody dyspersyjnej pokazana zostanie na kilku przykta-
dach. Pierwszym z nich jest poréwnanie profili dyspersji dla dwoch roztwo-
réw (7% 1 20%) albuminy wotowej BSA (Rys. 7.39). Oba profile daja bardzo
podobne parametry dopasowania, co moze oznacza¢, ze nie ma zaleznosci
czasu korelacji od ilosci wody w roztworze. Koncentracje obu roztworow zo-
staly bowiem dobrane tak, aby byly albo powyzej, albo ponizej ,koncentracji
krytycznej” (7%) ocenionej z zatamania liniowej zaleznosci czaséow relaksacji

od koncentracji biatka w roztworze (Rys. 4.1 1 Tab. 7.1).
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Rysunek 7.39. Profile dyspersji 77, dla dwéch probek BSA o koncentracji 7%

i 20% wraz z dopasowaniem modelu dipolowego

Na rysunku 7.40 pokazano profile dyspersji przed i po termicznej dena-
turacji biatka dla roztwor6w albuminy wolowej (BSA). Proces denaturacji

niszczy strukture biatka i zmienia zawartos¢ wody zwigzanej na powierzchni
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Rysunek 7.40. Poréwnanie profili dyspersji dla roztworu 13,5% BSA przed i
po denaturacji termicznej. Dopasowanie modelu dipolowego. Wartoéci 17, zostaty

znormalizowane poprzez zalozenie, ze maksymalna warto$¢ T1=1

biatka. Objawia sie to zmiang charakteru profilu dyspersji, jak rowniez skro-
ceniem czasow relaksacji T} 1 korelacji [35].

Wezesniej na rysunku 3.10 przedstawiono profile dyspersji otrzymane dla
35% roztworu wodnego HyO,. Na podstawie tych danych, zgodnie z modelem
oddziatywania dipolowego, oszacowano czas korelacji 7 (Rozdz. 3). Otrzy-
mane wartosci tego czasu moga by¢ nie tylko czasem korelacji, ale rowniez
czasem wymiany protonéw HyOs z protonami wody [34].

Jak juz pokazano wyzej, z profili dyspersji mozna otrzymac¢ wartosci para-
metréw dynamiki molekularnej badanych uktadéw biologicznych, ktore moga
zosta¢ poréwnane z otrzymanymi innymi metodami NMR. Dlatego badania

dyspersyjne T}, rozszerzaja naszg wiedze o strukturze molekularnej badanego

ukladu.
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Inng, coraz czesciej stosowang, metoda jest badanie zaleznosci otrzyma-
nych wartosci 7o w zaleznosci od czasu pomiedzy impulsami © w ciggu ech
CPMG (Rozdz. 6). Metoda ta nazwana jest dyspersja To CPMG [36].



Rozdzial 8

Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan, przedstawionych wynikéw, a takze
ich dyskusji, mozna wysnu¢ nastepujace wnioski podkreslajace oryginalne

elementy pracy, sa to:

e Rozwiniety opis teoretyczny relaksacji w obecnosci jonéw paramagne-
tycznych pozwala na poprawne zastosowanie metod relaksacji w bada-

nych uktadach biologicznych.

e Ryboflawina, ktora jest znana jako witamina By, moze réwniez dzia-
ta¢ jako srodek chelatujacy na jony miedzi, ktérych nadmiar wyste-
puje w osoczu krwi (m.in. u chorych na chorobe Wilsona). Z pomiaréw
T, wynika, ze wartos¢ stezenia jonow, ktora powoduje efekt skracania
czasu relaksacji, jest rownoczesnie graniczng wartoscig stezenia fizjo-
logicznego u zdrowego czltowieka [49]. Obecno$é ryboflawiny przesuwa
(podobnie jak D-pen) zakres wptywu jonéw Cu na 77 ku nizszym ste-
zeniom, co swiadczy o ich kompleksowaniu. Sa one w tej formie mniej
szkodliwe niz wolne jony paramagnetyczne Cu, powodujace powstawa-
nie ztogéw nieusunietej miedzi z organizmu. Podobny wniosek odnosi

sie takze do jonéw manganu.

e Procesy utleniania, ktére w eksperymentach inicjowane byty poprzez

dodawanie do osocza krwi wody utlenionej, moga by¢ monitorowane
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poprzez obserwacje, zdefiniowanej w pracy po raz pierwszy, ewolucji
czasowej T i Ty. Pokazuje ona wstepne szybkie skrocenie tych czasoéw
i po osiggnieciu minimum, odrost ku wartosciom poczatkowym. Taki
przebieg zmian T daje si¢ wyttumaczy¢ jako dziatanie czynnikéw anty-
oksydacyjnych obecnych w osoczu. Przeprowadzone dodatkowe ekspe-
rymenty pokazuja, ze tylko w osoczu obserwowany jest wyzej opisany
przebieg ewolucji czaséw T} i T, z odrostem. Oba wnioski potwierdzaja,
ze zastosowanie metod relaksacyjnych NMR do badania procesow za-

chodzacych w uktadach biologicznych jest jak najbardziej uzyteczne.

W pracy pokazano, ze przy konkretnych, dobrze postawionych pytaniach
dotyczacych struktury i dynamiki molekularnej prébek biologicznych, me-
tody relaksacyjne NMR dostarczaja cennych informacji. Informacje te po-
zwalaja na lepsze zrozumienie zachodzacych procesow, a dalej moga by¢ wy-
korzystane w diagnostyce medycznej opartej na obrazowaniu tomograficz-
nym MR oraz do planowania terapii farmakologicznej niektorych schorzen.
Dodatkowo pomiary relaksacyjne znajdujg szczegdlne zastosowanie w bada-
niach moézgu, gdyz, jak sie okazato, spektroskopia lokalizacyjna in vivo nie
odnosi sukcesow w diagnostyce choréb takich, jak: MS | Parkinsona, Alzhe-
imera itp., podczas gdy analizy obrazéw opartych na pomiarach czaséw Th
znacznie lepiej ilustruja zmiany charakterystyczne dla tych groznych chorob

[41]. Dlatego metode uzyta w tej pracy nalezy traktowaé jako wartosciowa.



Dodatek A

Spis komunikatow, wystapien

ustnych i publikacji

A.1 ESMRMB Meetings

e (-8 pazdziernika 2011 Lipsk, Niemcy - European Society for Magnetic

Resonance in Medicine and Biology.

Prezentowany plakat: ,Riboflavin (vitamin B2) may be used as a po-

tential chelate in Wilson disease: Magnetic resonance relaxation study”.

Magnetic Resonance Materials in Physics, Biology and Medicine-Magma-
Springer- Vol 24/ Suppl 1/October 2011-DOI:10.1007 /s10333-011-0268-
5 (271-543) ISSN 0968-5243 ISSN,

e 4-6 pazdziernika 2012— Lizbona, Portugalia - European Society for Ma-

gnetic Resonance in Medicine and Biology.

Prezentacja multimedialna (e-poster): ,Blood serum demonstrates an-

tioxidative mechanism: a Magnetic Resonance Relaxation Study”.

Magnetic Resonance Materials in Physics, Biology and Medicine-Magma-
Springer- Vol 25/ Suppl 1/October 2012-DOI:10.1007 /s10334-012-0325-
8 (339-628 ) ISSN 0968-5243,
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e 3-5 pazdziernika 2013— Tuluza, Francja - European Society for Magnetic

Resonance in Medicine and Biology.

Prezentacja multimedialna (e-poster): ,The potential applications of

dispersion profiles method in NMR imaging”.

Magnetic Resonance Materials in Physics, Biology and Medicine-Magma-
Springer- Vol 26/ Suppl 1/October 2013-DOI:10.1007/s10334-013-0385-
4 (405-521) ISSN 0968-5243.

A.2 Ampere NMR Schools

Prezentowane plakaty i wystapienia ustne:

e _ NMR relaxation in solutions of hydrogen peroxide and paramagnetic
ions”, Wierzba, 2008,

e _ NMR relaxation measurements in the study of oxidative processes in

blood serum”, Zakopane, 2009,

e Tj, dispersion profile in presence of paramagnetic ions”, Wierzba,
2010,

e Study of oxidative processes in blood serum using relaxation measu-

rements” ,prezentacja ustna, Wierzba, 2010,

e  NMR relaxation in the rotating frame as a tool to investigations of

molecular dynamics of proteins”, Zakopane, 2011,

e  Riboflavin (vitamin B2) may be used as a potential chelate in Wil-

son disease: Magnetic resonance relaxation study”, prezentacja ustna,
Zakopane, 2011.
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A.3 Seminaria grudniowe Instytutu Fizyki Ja-

dowej w Krakowie

Prezentowane plakaty:

e Badania relaksacyjne roztworéw nadtlenku wodoru”, grudzien 2007,

e  Fenton reaction kinetics in blood serum investigated by NMR relaxa-

tion method”, grudzien 2008,

e NMR relaxation measurements in the hydrogen peroxide solutions”,

grudzien 2008,

e  Whplyw obecnosci jondéw miedzi na relaksacje surowicy krwi”, grudzien

2009,

e  Monitoring of chelation processes using NMR relaxation method”,

grudzien 2010,

e Investigation of paper samples using 7},, dispersion profiles”, gru-
dzien 2010.

A.4 Inne

e  Water molecule contribution to proton magnetic relaxation in rotating
frame in proteins” - Molecular and Physiological Aspects of Regulatory

Processes of the Organism, Krakéw, 2011,

e  Antioxidative properties of blood serum: Magnetic Resonance Rela-
xation” Approach-VI Krakéw-Winnipeg Conference on Advanced Bio-

imaging Technologies, wrzesien 2011,

e  Diagnostic aspects of NMR relaxation measurements” - International
Conference on Medical Physics and Engineering - Physics and Engine-
ering for Health and Wellness of Society, wystapienie ustne, Poznan,

2011,
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,The potential applications of dispersion profiles method in NMR ima-
ging” - Physics and Engineering for Health and Wellness of Society,

Poznan.

A.5 Publikacje

,Badanie proceséw utleniania osocza krwi metodami relaksacyjnymi
(NMR Investigation of oxidative processes of blood serum using NMR
relaxation methods)” Lech W. Skoérski, Bogdan Solnica, Barbara Bli-
charska Praca oryginalna: Diagnostyka laboratoryjna - Journal of La-
boratory Diagnostics, (47):85-89, 2011 - ISSN 0867 — 4043,

»,Molecular dynamics in biological systems observed by NMR relaxation
in rotating Frame” — Lech W. Skoérski, Dorota Wierzuchowska, Barbara
Blicharska, Acta Physica Polonica A — (121):434-438, 2012 - ISSN 0587-
4246

A.5.1 Publikacje w trakcie przygotowania

,Kinetics of oxidation processes in protein solutions observed by NMR
relaxation mesaurements”- Dorota Wierzuchowska, Alex MacKay, Lech
Skorski, Barbara Blicharska,

,Oxidation processes in blood serum, observed by NMR relaxation

method”- Lech W. Skorski, Hartwig Peemoeller, Barbara Blicharska,

,Chemical exchange processes in hydrogen peroxide solution observed
by NMR methods” — Lech W. Skérski, Hartwig Peemoeller, Jan Ko-

bierski, Barbara Blicharska,

»11, dispersion in presence of paramagnetic ions ”- Lech W Skoérski,
Barbara Blicharska,
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e  Riboflavin (vitamin B2) may be used as a potential chelate in Wilson

disease: Magnetic resonance relaxation study” - Lech W. Skorski, Alex

MacKay Barbara Blicharska,

e Dwie publikacje wynikajace ze wspotpracy z Collegium Medicum UlJ:

— Badanie spektroskopowe ptodow,

— Badania dzieci z syndromem , FAS-Fetal Alcohol Syndrom”.
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Dodatek B

Staze 1 praktyki

B.1

ISMRM

Uczestnictwo w ISMRM meetings and exhibitions:

17" Annual Meeting and Exhibition in Honolulu 2009,

18" Annual Meeting and Exhibition in Stockholm 2010 - ,Clinical

Needs and Technological Solutions”,

19" Annual Meeting and Exhibition in Montreal 2011 - ,,Clinical Needs

and Research Promises”,

20" Annual Meeting and Exhibition in Melbourne 2012 - ,, Adapting
MR in Changing World”,

21" Annual Meeting and Exhibition in Salt Lake City 2013 - ,,Disco-
very, Innovation and Application-Advancing MR for Improved Health”.

B.2 Staze

Zaktad Diagnostyki Obrazowej Collegium Medicum Uniwersytetu Ja-
giellonskiego. 13-miesieczny naukowy staz w ramach ktérego zaznajo-

miltem sie z technikami obrazowania: -badanie spektroskopowe MR,
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-badanie czynnosciowe MR (fMRI), -badanie dyfuzyjne i perfuzja MR,
-uczestnictwo w badaniach klinicznych i 2 projektach naukowych, -
analiza wynikéw (obrazowanie MR, fMRI, spektroskopia, DTT), - ba-

dania kliniczne i naukowe,

e Biomedizinische NMR, Forschung GmbH AM Max-Planck-Institut fur
Biophysikalische Chemie 37070 Gottingen, Niemcy, 4- tygodniowy staz
naukowo-badawczy, w ramach ktorego uczestniczytem w badaniach na-

ukowych i klinicznych :

— badaniach na dwéch systemach zwierzecych 2,35 T'i 9,4 T (MR
imaging, spectroscopy, DTI),

— badaniach funkcjonalnych mézgu na systemie ludzkim 3,0 T (fMRI).



Dodatek C
Aparatura badawcza

W trakcie studiéw doktoranckich i na potrzeby niniejszej pracy mia-
tem okazje pracowa¢ na nastepujacych systemach rezonansu magne-

tycznego:

— spektrometr 1,41 T o czestosci 60 MHz dla protondw. Zrédlem
pola magnetycznego byt elektromagnes. Na tym urzadzeniu wy-

konano wiekszo$¢ pomiaréw, w IFUJ (Rys. C.1),

— spektrometr Bruker BioSpec 9,4 T czestosci 400 MHz dla proto-
néw. Zrédlem pola magnetycznego byt magnes nadprzewodzacy,
w Max Planck (Rys. C.2),

— skaner MR 3T Siemens. Zrédlem pola byl magnes nadprzewo-
dzacy, w Max Planck (Rys. C.3),

— skaner 1,5 T General Electric. Zrédtem pola byl magnes nadprze-

wodzacy, w Collegium Medicum UJ (Rys. C.4),

— skaner 0,2 T. Zrédlem pola byl magnes staty, w IF UJ.
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Rysunek C.1. Spektrometr Bruker 60 MHz w IFUJ w Krakowie
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Rysunek C.2. Spektrometr Bruker 9,4 T w Instytucie Maxa Plancka w
Getyndze
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Rysunek C.3. Tomograf MR 3 T w Instytucie Maxa Plancka w Getyndze

Rysunek C.4. Tomograf MR 1,5 T w Collegium Medicum UJ (w czasie

stazu)
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Rysunek D.1. Rezonans czynno$ciowy fMRI dotyku palcéw mojej reki prawej.
Obraz otrzymany na skanerze 3 T firmy Siemens



122 CIEKAWOSTKI

Rysunek D.2. Rekonstrukcja obrazu mojej gtowy - 3d. Obraz otrzymany

na skanerze 3 T firmy Siemens

Rysunek D.3. Rekonstrukcja obrazu mojej glowy - 3d. Obraz otrzymany

na skanerze 3 T firmy Siemens
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