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Abstract

Nell’ambito della risonanza magnetica per immagini alcune tecniche di incre-
mento del segnale di magnetizzazione, definite di “iperpolarizzazione”, hanno
recentemente dimostrato un potenziale rilevante per la loro applicazione in
un contesto clinico. La tecnica definita Polarizzazione Dinamica Nucleare
(DNP) si basa sul trasferimento della polarizzazione tra spin elettronici e
spin nucleari in un campione mantenuto a temperatura criogenica, in ap-
posite condizioni di campo magnetico statico, mediante irraggiamento con
microonde, sintonizzate ad una frequenza prossima a quella di risonanza del-
I’elettrone.

Negli ultimi anni 'iperpolarizzazione DNP di composti basati su eteronuclei
quali 13C e 1N, realizzata mediante i primi sistemi di iperpolarizzazione, ha
consentito di studiare il metabolismo cellulare in vivo in un organo intatto:
oltre a visualizzare il segnale prodotto dal substrato iniettato, possono essere
in questo modo rivelati anche i segnali spettroscopici dei prodotti di conver-
sione. La molecola sinora piti impiegata in studi sperimentali in vitro ed in
vivo & I'acido piruvico, marcato con '3C in posizione 1 (e piil recentemen-
te in posizione 2), che presenta ottime proprieta vetrificanti a temperatura
criogenica (condizione essenziale per un efficace processo di polarizzazione),
e rappresenta un intermedio fondamentale nel meccanismo della glicolisi cel-
lulare.

Oltre a questo composto sono stati utilizzati per studi in vivo molti altri sub-
strati metabolici arricchiti in [1*C|. Nell'ambito di questo lavoro di Tesi &
stato selezionato il [13C]-acetato per il notevole interesse biochimico e meta-
bolico: esso subisce infatti lo stesso processo di ossidazione degli acidi grassi
a catena corta, e risulta quindi potenzialmente un tracciante ideale per lo
studio dei processi metabolici complementari a quelli del piruvato ed in par-
ticolare per lo studio del metabolismo cardiaco. Il presente lavoro di Tesi si
propone, dunque, di condurre la caratterizzazione fisico-chimica di alcune for-
mulazioni basate su composti di [**CJ-acetato ed il loro impiego per lo svilup-
po di tecniche di imaging spettroscopico. In particolare sono state studiate le
proprieta di due tipologie di formulazione: tris(idrossimetil)amminometano-
[1-13Clacetato e Na-[1-13Clacetato. Sono state esaminate le caratteristiche
fisiche di queste formulazioni a stato solido in condizioni criogeniche e a stato
liquido e sono state valutate le prestazioni di ciascuna preparazione in ter-
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mini di livello di polarizzazione raggiunto e di tempo impiegato ad ottenere
I’amplificazione del segnale DNP e la loro applicazione in vivo mediante la
spettroscopia del 13C. E’ stato quindi messo a punto un metodo per la prepa-
razione di una dose idonea all'impiego nell’animale di grossa taglia (maiale)
sfruttando un sistema di iperpolarizzazione commerciale. Sulla base della
migliore formulazione ottenuta, e delle procedure sperimentali ottimizzate,
é stato condotto uno studio di fattibilita in vivo nel maiale da esperimento,
finalizzato alla localizzazione del [1-13Clacetato iperpolarizzato nel tessuto
miocardico, e alla corrispondente conversione nel prodotto metabolico [1-13C]
acetilcarnitina impiegando uno scanner clinico a 3 T. Con questo approccio,
per mezzo di un modello cinetico apposito, che tiene conto anche delle equa-
zioni di Bloch per il decadimento della magnetizzazione e della conversione
apparente in vivo, sono state stimate le costanti di conversione enzimati-
che nel tessuto. I diversi valori ottenuti per la costante sono stati impiegati
come un indicatore delle condizioni fisiologiche dell’animale in un modello
basale/stress indotto farmacologicamente nel maiale.



Obiettivi del lavoro di Tesi

Nell” ambito del presente lavoro di Tesi viene messa a punto ed ottimizzata
una procedura per la polarizzazione di miscele arricchite in '3C per I'impie-
go della Risonanza Magnetica Spettroscopica nell’animale di grossa taglia,
usando come tracciante metabolico il [13C]-acetato. Gli obiettivi specifici del
lavoro di Tesi sono di seguito elencati:

e Caratterizzazione fisico chimica di diverse formulazioni di [1-13C]acetato
allo stato solido e allo stato liquido (analisi dello spettro DNP e messa
a punto della formulazione ottimale);

e Scale-up della dose per lo studio in vivo su modello porcino;

e Messa a punto della procedura di Risonanza Magnetica Spettroscopica
per 'acquisizione dei segnali metabolici e ’estrazione delle curve me-
taboliche di conversione di [1-13Clacetato in [1-1?Clacetil carnitina in
vivo;

e Analisi della cinetica dell’agente di imaging iniettato e stima delle
costanti di conversione enzimatiche apparenti.
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Capitolo 1

Introduzione

1.1 Principi di Risonanza Magnetica:
polarizzazione e rapporto segnale-rumore

La Risonanza Magnetica é una delle tecniche diagnostiche attualmente pitu
utilizzate nella pratica clinica. Si tratta di una tecnica che permette di ot-
tenere immagini con un’elevata risoluzione spaziale, e si basa sull’impiego
di campi magnetici statici ed a radiofrequenza. Il principio della risonanza
magnetica si basa sull’interazione di nuclei atomici con un campo magnetico
esterno, e la grandezza fondamentale ¢ lo spin nucleare, (I). Vi sono nuclei
che hanno spin uguale a zero, come ad esempio il 12C e 160, e nuclei in cui
la somma degli spin portati da protoni e neutroni da un valore complessivo
diverso da zero. Ad esempio I’'H ha un numero di spin /=1/2 (in unita di
h, costante di Plank), come i nuclei di ®H, 13C, N, 19F, mentre i nuclei con
I>1/2 sono ad esempio ?H e N con =1, "Li e ''Be con [=3/2, e cosi via.
Per il fatto di possedere un valore di spin diverso da zero, tali nuclei possie-
dono un momento di dipolo magnetico dato dalla relazione:

i=nT (1.1)

dove ~ ¢ il fattore giromagnetico, grandezza caratteristica di ogni nucleo.
Applicando un campo magnetico statico By ad un dipolo magnetico, esso
compira un moto descritto dall’equazione:

W in By (1.2)
Questa relazione individua un moto di precessione del momento di dipolo
magnetico attorno alla direzione di EO con una frequenza, detta di Larmor,
pari a

gl

= —RB 1.3
v 2 0 ( )

Per campi comunemente utilizzati in clinica (1.5 T e 3 T) la frequenza di
Larmor del protone, del '3C e degli altri nuclei citati in precedenza ricade nel
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range delle radiofrequenze. Secondo un modello quantistico, uno spin sotto-
posto a campo magnetico, per via dell’effetto Zeeman, pud assumere 27 + 1
livelli di energia, dati dai possibili valori I, (I, =1, I, =1—1,...., I, = —1I).
Se ci limitiamo al caso di I = 1/2, un nucleo sottoposto a campo magne-
tico ha solo due possibili livelli energetici. Classicamente questa proprieta
corrisponde a due sole possibili orientazioni del dipolo magnetico rispetto al
campo applicato: una parallela al campo, l'altra antiparallela. Un sistema
di spin 1/2 sottoposti ad un campo magnetico statico avra dunque al suo
interno una parte della popolazione di spin orientata in maniera antiparal-
lela (corrispondente al livello energetico pin alto) e l’altra parte orientata in
maniera parallela (corrispondente al livello di energia piu basso). Il numero
degli spin che si dispongono sui due livelli ¢ dato dal modello statistico di
Boltzmann:

— =exp 24T (1.4)

dove T' ¢ la temperatura del sistema, k ¢ la costante di Boltzmann, e N1,N»
sono i corrispondenti numeri della popolazione dei sottolivelli magnetici. In
condizioni di equilibrio termico, la popolazione dei nuclei nei due livelli ener-
getici ¢ diversa e quindi si ottiene una prevalenza di spin orientati in una
certa direzione rispetto all’altra. Nel caso dell’idrogeno e del *C si ha una
prevalenza di spin orientati parallelamente al campo applicato, e di conse-
guenza € possibile rilevare un vettore magnetizzazione, somma vettoriale dei
singoli momenti magnetici. La differenza di energia tra i due livelli ¢ molto
piccola, quindi la magnetizzazione sara anch’essa molto piccola (dell’ordine
di 10 ppm a 1.5 T).

La tecnica di risonanza magnetica si basa essenzialmente sulla perturbazione
e sull’osservazione del successivo ripristino di questo equilibrio termico. La
perturbazione avviene applicando un campo magnetico, generalmente defi-
nito 51, oscillante alla frequenza di risonanza della transizione tra i livelli
energetici (pari alla frequenza di Larmor del nucleo di interesse). Visto da
un sistema di riferimento rotante alla frequenza di Larmor del nucleo, e sup-
posto di avere orientato il campo go in direzione +z, questo corrisponde a
spostare la magnetizzazione M dall’asse z al piano x-y. Una volta rimosso il
campo B}, le popolazioni degli spin nucleari tenderanno a ristabilirsi secondo
la condizione di equilibrio termico (1.4), ossia classicamente la magnetizza-
zione M comincera a precedere intorno all’asse z fino a tornare parallela a z.
Vi sono due grandezze caratteristiche che descrivono il ripristino dell’equi-
librio termico una volta cessata la perturbazione (campo él) La prima é
il cosiddetto tempo di rilassamento spin-reticolo o longitudinale, chiamato
anche 771, che é la costante di tempo con cui la magnetizzazione, vista dal
sistema rotante, torna ad essere allineata all’asse z; microscopicamente que-
sto avviene grazie a scambi termici degli spin eccitati con il reticolo in cui
sono immersi. La seconda é il cosiddetto tempo di rilassamento spin-spin o
trasversale, chiamato anche T5, che rappresenta invece la costante di tempo
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con cui si ha 'annullamento della magnetizzazione sul piano x-y. Questo
avviene perché a livello microscopico si ha uno scambio di energia tra gli
spin eccitati, e di conseguenza si produce uno sfasamento nel loro moto di
precessione, che, se si osserva il sistema da un riferimento rotante, porta alla
perdita della magnetizzazione sul piano orizzontale. Generalmente questo
secondo processo & pitl veloce del primo, per cui si ha che Tb < T;. Locali
effetti di disomogeneita del campo magnetico possono portare ad uno sfasa-
mento piu veloce degli spin: di questo effetto si tiene conto definendo una
costante di tempo, il 75

1 1 1

T + 7] (1.5)
I1 T3 tiene conto sia del defasamento dovuto al T sia degli effetti di disomo-
geneita del campo descritti nella costante 7.
L’osservazione del recupero della magnetizzazione verso il valore previsto
dall’equilibrio termico viene dunque effettuato misurando il segnale sul pia-
no trasverso una volta che la perturbazione é cessata, grazie ad una bobina a
radiofrequenza posta in direzione perpendicolare sia a go che a Bj. Si tratta
di un segnale che ha la forma caratteristica di un FID, cioé di un segnale
oscillante alla frequenza di Larmor del nucleo smorzato secondo una legge
esponenziale con costante di tempo T5.
Definito quindi il principio di funzionamento della risonanza magnetica, resta
da chiarire come viene costruita un’immagine. Si pud ottenere una calibra-
zione spaziale a partire dal FID applicando i gradienti, cioé si varia il campo
linearmente nello spazio nelle tre direzioni, cosicché i nuclei situati in diverse
regioni risuonano a frequenza leggermente diversa e sono quindi identifica-
bili. In questo modo con una trasformata di Fourier del segnale acquisito
é possibile valutare il peso di ogni singola frequenza e quindi costruire una
mappa spaziale del segnale. Su questa base, vengono costruiti opportuni
protocolli definiti sequenze, che contengono la successione degli impulsi e dei
gradienti da applicare per costruire una particolare immagine. All’interno
di una sequenza molti parametri tipici possono essere variati. I pit impor-
tanti sono il flip angle, che rappresenta macroscopicamente di quanti gradi
spostiamo il vettore magnetizzazione dall’asse z, ed ¢ direttamente propor-
zionale all’intensita del B e al tempo di applicazione dell’impulso (di solito
ms), il field of view (FOV), la larghezza di banda e la forma dell’impulso
in frequenza, il tempo di ripetizione della sequenza (T'R), ed eventualmente
il TE, che in sequenze che prevedono il refocusing degli spin sul piano x-y
rappresenta l'inizio della lettura del segnale.
Oltre che per la realizzazione di immagini anatomiche, la risonanza magne-
tica puod essere utilizzata per fare misure di spettroscopia. Il principio di
funzionamento della risonanza magnetica spettroscopica (RMS) si basa sul
fatto che ogni nucleo avverte un campo magnetico leggermente diverso a
seconda del suo intorno chimico. Questo é dovuto al cosiddetto effetto di
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schermo o di shielding: il campo go induce a livello microscopico delle cor-
renti elettroniche che si oppongono al campo stesso, attenuando in tal modo
il campo realmente sperimentato dai vari nuclei. L’intensita del campo locale
effettivamente percepito da un nucleo pud essere scritta come

Beps = Bo(1—o0), (1.6)

dove il parametro o é definito costante di shielding, ed & caratteristico dei
diversi intorni chimici. I nuclei, anche della stessa specie, che hanno un
intorno chimico diverso risuonano quindi a frequenze leggermente diverse
e possono quindi essere identificati dalle varie componenti in frequenza del
segnale. In risonanza magnetica spettroscopica si definisce per comodita la
grandezza chemical shift, che é una unitd adimensionale indipendente dal
campo B} applicato:

Vs — Up

6:

6

” x 10° . (1.7)
Questa grandezza viene espressa in parti per milione (ppm), e rappresenta
lo scostamento in frequenza tra il nucleo di interesse e lo stesso nucleo nella
molecola di tetrametilsilano (7'MS) [1], allo stesso campo magnetico. Per
convenzione il chemical shift & definito negativo se il nucleo di interesse ri-
suona a frequenza pit bassa del riferimento.
Naturale evoluzione delle tecniche spettroscopiche é il cosiddetto chemical
shift imaging. In questo caso si combinano imaging anatomico tradizionale e
spettroscopia: utilizzando particolari sequenze di impulsi é possibile suddi-
videre il campo di vista in una matrice di elementi (vozel) e ottenere segnali
spettroscopici simultaneamente da ognuno di essi. Questa matrice di spettri
puo essere sovrapposta all'immagine protonica anatomica. Questa tecnica
¢ molto utile soprattutto per quantificare composti endogeni, ad esempio i
metaboliti presenti in una determinato volume di interesse di un organo se-
lezionato [2].
Il grande svantaggio di fondo dei vari ambiti della risonanza magnetica ¢ che
questa ¢ una tecnica con SNR intrinsecamente basso. Si puo dimostare che
3]

SNR x ~ycP (1.8)

in cui ¢ é la concentrazione del nucleo di interesse e P é la cosiddetta pola-
rizzazione, cioé la differenza percentuale tra spin orientati parallelamente e
antiparallelamente al campo B}. Per nuclei di spin 1/2 il valore della pola-
rizzazione dipende dalla temperatura e dal campo applicato secondo la legge
di Brillouin [3]

’V;go) . (1.9)
A temperatura ambiente e a campo pari a 1.5 T il valore di P per I'idrogeno
¢ dell’ordine di 1072, cioé la differenza tra il numero di nuclei nelle due
orientazioni ¢ di circa 10 ppm (10 nuclei su un milione [4]). Vista la relazione

P = tanh(
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Figura 1.1: Rappresentazione schematica della orientazione dei nuclei all’equilibrio
termico e nello stato iperpolarizzato.

(1.8), quello che fa si che 'idrogeno sia il nucleo cardine della risonanza
magnetica ¢ la sua elevata abbondanza all’interno del corpo umano. Il corpo
umano € costituito principalmente di acqua, proteine e grassi che contengono
un elevato numero di atomi di idrogeno. Altri nuclei interessanti, come ad
esempio il 13C o il 3'P, sono caratterizzati da un segnale inferiore rispetto a
'H a causa del minore valore del fattore giromagnetico (rispettivamente pari
a circa 1/4 e 1/5 di quello dell’idrogeno) e della scarsa abbondanza isotopica
all’interno del corpo umano.

1.2 Iperpolarizzazione

Al fine di migliorare il valore di SNR nelle applicazioni spettroscopiche, nel
corso degli anni sono state messe a punto alcune tecniche in grado di elevare
il valore di polarizzazione. Questi approcci realizzano una condizione di
non-equilibrio in cui il valore della polarizzazione non corrisponde a quello
dettato dalla legge di Boltzmann, ma puo essere aumentato anche di svariati
ordini di grandezza [3]. Queste tecniche, soprattutto negli ultimi quindici
anni, hanno dato un notevole impulso a studi di spettroscopia con nuclei
diversi dall’idrogeno, superando in questo modo il limite del valore inferiore
del fattore giromagnetico. Esempi dei nuclei impiegati sono 2?Xe e 3He [5],
13¢C 16], °N [7], OLi [8].

1.2.1 Forza bruta

La tecnica prevede ’esposizione del campione ad un campo magnetico By
di elevata intensita e a temperatura di frazioni di grado kelvin: data I’equa-
zione della polarizzazione di Boltzmann (1.4), gli spin nucleari acquisiranno
dopo un certo tempo una polarizzazione dettata dal nuovo equilibrio termi-
co. Questa tecnica é stata messa a punto per la polarizzazione di gas nobili:
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in [9] & messa a punto una procedura di polarizzazione di *He allo stato soli-
do a temperatura prossima al mK e campo 15 T, seguita da una successiva
fusione e vaporizzazione ad una temperatura di circa 7 K, a cui conservare
il gas iperpolarizzato prodotto; in [10] si valuta la polarizzazione dello 12?Xe
ottenuta mediante la solidificazione del gas ad un campo di 14.7 T e a tem-
peratura dell’ordine dei mK su una matrice di silicio. Il solido viene messo
in contatto con 3He liquido che accelera il processo di polarizzazione aumen-
tando il rilassamento dei nuclei dello 1??Xe verso ’equilibrio termico con la
temperatura di mK. Una volta che lo 1?*Xe ¢ polarizzato, viene aggiunto
4He al sistema che istantaneamente smorza l'effetto del rilassamento, suc-
cessivamente viene vaporizzato 1’elio con un veloce riscaldamento e lo Xenon
ottenuto pud essere conservato alla temperatura dell’azoto liquido (77 K),
ad un campo di 50 mT. Per via del lungo tempo di polarizzazione necessario
(anche di diverse ore) e per la complessita dei dispositivi necessari le tecniche
di forza bruta non hanno mai avuto impiego in ambito biomedico.

1.2.2 Pompaggio ottico

Questa tecnica permette la polarizzazione di gas nobili (12?Xe) e sfutta le
proprieta elettroniche di alcuni elementi allo stato gassoso come i metalli
alcalini (tipicamente Cs e Rb). Essi sono caratterizzati dalla disponibilita di
un solo elettrone sul livello elettronico piu alto. Tramite riscaldamento ad
un temperatura di circa 160 °C, il metallo viene vaporizzato. Il vapore cosi
ottenuto viene confinato in una zona in cui € presente un campo magneti-
co statico dell’ordine delle decine di gauss, e su di esso viene fatta incidere
luce polarizzata circolarmente (A=784.7nm), che si propaga parallelamente
al campo magnetico. Sfruttando le proprieta delle transizioni tra i livel-
li iperfini del vapore, & possibile forzare gli atomi in un ben preciso livello
energetico F' della struttura iperfine! [11]. La polarizzazione ottenuta viene
quindi trasferita tramite collisioni atomiche o interazioni Wan Der Waals
ad un gas nobile miscelato con i vapori del metallo, in genere 1?*Xe. Nella
miscela viene di solito aggiunta una certa quantita di azoto per limitare i de-
cadimenti tramite fluorescenza degli atomi del metallo e *He per migliorare
’assorbimento della radiazione laser. La pressione dello ??Xe ¢ tipicamente
dell’odine delle centinaia di torr. Una volta ottenuto lo 12?Xe polarizzato, un
rapido raffreddamento della camera consente di rimuovere tramite solidifica-
zione il metallo alcalino, e successivamente il gas iperpolarizzato puo essere
conservato allo stato solido alla temperatura dell’azoto liquido (77 K) in ap-

!Per struttura iperfine si intende lo schema, dei livelli energetici di un atomo prodotto
dall’interazione degli spin nucleari con gli spin elettronici e il loro moto orbitale. Il pa-
rametro F' é definito ' = [ 4+ J, dove I é la somma dello spin nucleare e del momento
angolare portato da ogni nucleone, mentre J ¢ definito nello stesso modo per gli elettroni.
Come per lo spin nucleare o elettronico, a partire dal valore di F' si possono definire sotto-
livelli energetici caratterizzati dal numero quantico my, che pud assumere valori compresi
tra +F e —F.
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Figura 1.2: Schema della polarizzazione dello 12°Xe. a) Polarizzazione di vapori
di rubidio e b) successivo trasferimento della polarizzazione ai nuclei di '**Xe [5].

positi contenitori, sottoposto ad un campo magnetico di qualche centinaio
di millitesla: in questo modo la costante di decadimento della polarizzazione
puo essere di svariati giorni [5],[12],[13].

(a) Collisional Mixing (b)

X

Metastability
Exchange

Cell

- =
experiment/
He storage

Figura 1.3: Schema della polarizzazione dell’?He tramite il metodo metastability
exchange [5]. a) Livelli energetici coinvolti nella polarizzazione di *He metastabile.
b) Collisioni con atomi nello stato fondamentale che permettono la polarizzazione.
c¢) Descrizione schematica dell’apparato sperimentale.
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Anche il 3He puod essere polarizzato mediante il metodo metastability ex-
change [5]. In pratica una piccola frazione di *He (a pressione dell’ordine
di qualche mbar) viene confinata in una camera in cui, analogamente al ca-
so precedente, é presente un debole campo magnetico statico. Il gas viene
qundi irraggiato con un campo a radiofrequenza che crea una frazione di
atomi metastabili nello stato 2357 2. Tramite pompaggio ottico con una
sorgente laser a A = 1083 nm, gli atomi cosl ottenuti che si trovano sui li-
velli della struttura iperfine con my = —3/2 e my = —1/2 sono forzati nello
stato 23P). Da esso possono decadere liberamente in uno dei quattro stati
di 2351 con F = 3/2, ma gli stati con my = —3/2 o my = —1/2 vengono
comunque depopolati dalla radiazione. Si ottiene quindi che gli atomi meta-
stabili sono fortemente polarizzati, e tramite collisioni questa polarizzazione
viene trasferita agli atomi nel ground state 1'S,. Questo approccio ¢ stato

CF COPD Asthma Healthy

RILI

Figura 1.4: Imaging di 12 Xe sovrapposto a immagini protoniche della zona polmo-
nare di soggetti sani (Healty), pazienti con asma (Asthma), broncopneupatia croni-
ca ostruttiva (COPD), fibrosi cistica (CF), danno polmonare indotto da radiazioni
(RILI) [15].

?In fisica atomica ¢ consuetudine esprimere lo stato energetico di un atomo con la nota-
zione n 21 L;: n ¢ il numero quantico principale, S identifica lo stato di spin elettronico,
L identifica il momento angolare orbitale (pud assumere valori compresi tra 0 e n — 1) e
J & la somma di S e L. Il termine 2s 4 1 viene a volte omesso.
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impiegato per la messa a punto di tecniche di imaging in vivo su animali e
sull'uvomo (Figura 1.4) [14]-[17]|. In questo modo ¢é stato possibile studiare la
morfologia e la funzionalitd polmonare tramite misure di diffusione alveolare
[16]. Recentemente anche il 83Kr & stato impiegato per lo studio morfologico
di tessuti polmonari espiantati da ratto [18].

1.2.3 Polarizzazione indotta da paraidrogeno (PHIP)

Questa metodica si basa sull’'uso di paraidrogeno, che é un particolare stato
della molecola di idrogeno per cui la somma dei due spin nucleari ¢ uguale
a zero (cioé la somma dei due spin 1/2 da luogo allo stato di singoletto).
Lo stato di paraidrogeno € prevalente ad una temperatura inferiore a quella
dell’azoto liquido. La tecnica prevede ’apposizione dei due protoni del-
la molecola di paraidrogeno su un opportuno substrato organico mediante
I'impiego di catalizzatori, generalmente basati su rubidio: in genere, si va a
saturare nella molecola di partenza un doppio legame C'=C', nelle vicinanze
del quale ¢ presente un nucleo di C o di N. A questo punto I'ordine
derivante dallo stato di spin del paraidrogeno puod essere trasferito al nu-
cleo da polarizzare sfruttando gli accoppiamenti tra i due protoni e il nucleo
marcato. Bowers e Weitekamp hanno dimostrato per primi la fattibilita di
questo processo [19],[20]. 1l trasferimento dell’ordine derivante dal parai-
drogeno puod avvenire mediante tecniche di field-cycling diabatico-adiabatico
[21]: il substrato da polarizzare, una volta avvenuta 'idrogenazione, viene
sottoposto inizialmente ad un campo magnetico dell’ordine delle decine di
mT; successivamente si ha uno spegnimento veloce del campo magnetico se-
guito da una lenta (dell’ordine di alcuni minuti) riaccensione dello stesso.
L’apparato deve essere progettato in maniera tale per cui la zona dove si
raccoglie il substrato sia il piti possibile schermata dal campo magnetico ter-
restre, in quanto € importante che nella fase di spegnimento I'intensita del
campo sia quanto pitl possibile vicina a zero. Altre tecniche di trasferimento
di polarizzazione dal paraidrogeno al substrato prevedono invece I'utilizzo di
un campo statico e costante nel tempo (dell’ordine del mT) e una serie di
impulsi rf con frequenza vicina a quella del protone [22].

Il principale vantaggio di questa tecnica € la possibilita di ottenere una ele-
vata disponibilita di mezzo di contrasto iperpolarizzato in pochi minuti, a
fronte pero della scarsita di substrati metabolici polarizzabili con questa
tecnica, a causa della mancanza di un doppio legame C'=C' da saturare.
Ciononostante negli ultimi anni sono stati effettuati numerosi studi in vi-
vo con 'utilizzo di molecole biologiche polarizzate con paraidrogeno. Nei
primi studi é stata iniettata la soluzione iperpolarizzata cosi prodotta nel
modello animale come puro mezzo di contrasto, andando ad acquisire in ri-
sonanza alla frequenza del nucleo iperpolarizzato: vengono in questo modo
visualizzati gli organi in cui 'agente di imaging si localizza [3],[23],[24]. Suc-
cessivamente, con 1'uso del mezzo di contrasto ['3C]|dietil-succinato in vivo
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Figura 1.5: Rappresentazione schematica del processo di polarizzazione di una
molecola contenente 2C tramite a) idrogenazione con paraidrogeno e b) successivo
trasferimento dell’ordine di spin al nucleo di carbonio [3].

su topo si ha I'evidenza, attraverso la Risonanza Magnetica Spettroscopica,
della conversione del substrato iniettato nei metaboliti successivi all’interno
del ciclo di Krebs nel tessuto cerebrale [25]. Nello stesso studio ¢ stato valu-
tato il cambiamento del metabolismo indotto inibendo farmacologicamente
I’enzima succinato-deidrogenasi, e si € valutata la localizzazione dei metabo-
liti mediante chemical shift imaging sul >C. Recentemente & stata messa a
punto una procedura per polarizzare composti in cui ¢ presente un gruppo
carbossilico come [!3C]acido piruvico o [**Clacido acetico [26], e questo pre-
sumibilmente portera ad uno sviluppo ulteriore della tecnica per applicazioni
in vivo.
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Figura 1.6: A),C) Spettri registrati in due animali diversi dopo 'iniezione di una
soluzione di ['3C]dietil-succinato iperpolarizzato. I tempi indicati sono misurati a
partire dal momento dell’iniezione. B),D) Particolare dello spettro acquisito al tem-
po indicato delle serie A) e C) rispettivamente, in cui si notano i diversi metaboliti

[25].

A.

tail tail
kidneys

head head

C.
tail tail

head head

Figura 1.7: Imaging di [**C]dietil-succinato iperpolarizzato in vivo su topo. Nelle
figure A e B I'agente di imaging ¢ iniettato dalla vena della coda, nelle immagini C e
D direttamente intra-peritoneo. Ogni immagine rappresenta una diversa iniezione.
I tempi riportati indicano quanti secondi sono trascorsi tra 'iniezione e 'imaging

[25].
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1.3 Polarizzazione Dinamica Nucleare (DNP)

La tecnica DNP ¢ stata usata a partire dagli anni 50 del secolo scorso, inizial-
mente per la produzione di target polarizzati per esperimenti di fisica delle
particelle [4],[27]-[29], e solo negli ultimi dieci anni ha trovato una applicazio-
ne in ambito biomedico. Questa tecnica permette di ottenere un significativo
aumento della polarizzazione nucleare: nelle moderne applicazioni si posso-
no ottenere valori di polarizzazione dell’ordine di 10* volte il valore dettato
dalla statistica di Boltzmann [30]. Overhauser per primo nel 1953 teorizzo il
possibile aumento della polarizzazione dei nuclei su metalli andando ad irrag-
giare il materiale con microonde sintonizzate sulla frequenza dell’elettrone
[31], teoria confermata poi su litio metallico da Carver e Slichter [32]. Nel
1955 Abragam estese il concetto a sostanze diamagnetiche [33]. Da allora
sono stati compiuti grandi progressi sia sul numero di molecole polarizzabili
mediante questa tecnica sia sulla comprensione dei meccanismi microscopici
per cui i nuclei diventano polarizzati.

Con questo approccio un materiale opportuno, drogato con impurezze pa-
ramagnetiche che forniscono elettroni spaiati (solitamente definite radicali),
viene posto in una zona ad alto campo magnetico statico (generalmente > 3
T) e temperatura dell’ordine del grado kelvin.

Uno spin elettronico (S = 1/2) posto in un campo magnetico statico si
comporta in maniera simile ad uno spin nucleare: anch’esso pud assume-
re due possibili orientazioni, parallela o antiparallela. Anch’esso infatti ¢
assimilabile ad un dipolo magnetico:

—

i =S (1.10)
dove 7, ¢ il fattore giromagnetico dell’elettrone, pari a

b
Ny = _96: , (1.11)

nella quale g. ¢ una quantita adimensionale, pari circa a 2 per l'elettrone
libero, e puo variare leggermente a seconda dell’intorno chimico, ug € il ma-
gnetone di Bohr. Quantisticamente vi sono due livelli di energia possibile
per lelettrone. La differenza principale con il caso nucleare consiste nel fatto
che il momento magnetico dell’elettrone ¢ molto pit grande di quello del nu-
cleone (ad esempio pre = 660y,) [4]. Da cio deriva che la polarizzazione degli
elettroni & molto alta, pari a quasi 'unita, mentre i nuclei sono polarizzati
in minima parte (circa 10 ppm per campi clinici). L’elevato grado di po-
larizzazione degli elettroni € trasferito ai nuclei attraverso un irraggiamento
a microonde ad una frequenza vicina a quella di Larmor dell’elettrone. E’
importante che il composto sia in uno stato amorfo (cio¢ privo di strutture
cristalline) perché il trasferimento della polarizzazione sia efficace.

In letteratura sono riportati tre modelli diversi che spiegano il processo di po-
larizzazione dei nuclei. Ognuno di essi ¢ valido condizioni diverse. In base alla
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Figura 1.8: Schema dei livelli energetici di a) uno spin elettronico (S) e uno spin
nucleare (I) nel processo di solid effect; b) due spin elettronici e uno spin nucleare
nel processo di cross effect; ¢) un ensemble di spin elettronici e uno spin nucleare
nel processo di thermal mixing. Le linee tratteggiate evidenziano le transizioni che
vengono eccitate con l'irraggiamento a microonde. Si suppone che il fattore v del
nucleo sia maggiore di 0 [35].

larghezza della linea EPR dell’impurezza paramagnetica usata rispetto alla
frequenza di Larmor del nucleo da polarizzare, si pud schematizzare il pro-
cesso come una interazione tra un singolo elettrone e un singolo nucleo (solid
effect), una interazione tra due elettroni e un nucleo (cross effect), oppure
una interazione globale tra elettroni e nuclei (thermal mizing) [34],[35]. Una
rappresentazione schematica degli stati energetici esplorati e delle transizioni
coinvolte nei tre processi di trasferimento della polarizzazione é riportata in

figura (1.8).

1.3.1 Solid effect

I1 modello del solid effect considera predominante l'interazione iperfine tra
un singolo spin elettronico e un singolo spin nucleare rispetto agli accop-
piamenti dipolari elettrone-elettrone. Attraverso questa interazione si ha un
mixing tra il livello |1 > e il livello |3 > e tra il livello |2 > e il livello |4 >
(figura 1.8a). Questo mixing rende possibile I'eccitazione delle transizioni
double quantum, alla frequenza vs — v; (transizione |4 > — |1 > in figura
8a), oppure single quantum, alla frequenza v + v; (transizione |2 > — |3 >
in figura 1.8a), altrimenti proibite dalle regole di selezione della meccanica
quantistica [27]. I massimi di polarizzazione in funzione della frequenza delle
microonde applicate distano dunque tra loro 2v,,.

Le interazioni con il reticolo fanno si che I'elettrone rilassi piu velocemente
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Figura 1.9: Profilo della polarizzazione di LMN:Nd34 al variare del campo ma-
gnetico (espresso come differenza tra la risonanza elettronica e campo applicato),
con irraggiamento a microonde di A = 4 mm, con diversi valore di attenuazione
(db). Si noti 'equidistanza dei massimi della polarizzazione dallo zero [27].

di quanto possa fare il nucleo (di un ordine di 10® volte [27]), e quindi in
definitiva questo elettrone puo essere usato per guidare una nuova transizio-
ne con un altro nucleo vicino. In questo modo ¢ possibile forzare, almeno in
principio, tutti i nuclei in una direzione fissata. In realta questo non avvie-
ne perché vi sono comunque dei processi di rilassamento non descritti dalla
semplice interazione elettrone-nucleo.

I primi studi di DNP a stato solido che hanno confermato la robustezza
di questo modello sono stati effettuati su nitrato di lantano e magnesio
(LagMg3(NOg),5 * 24H20, LMN) drogato con cerio [28] o neodimio[29]. I
nuclei polarizzati erano i protoni dell’acqua di idratazione.

1.3.2 Cross effect

Pochi anni dopo gli esperimenti citati in precedenza, nuovi studi su polimeri
plastici, principalmente polistirene e toluene, mettono in crisi il modello del
solid effect [36],[37]: in particolare, gli autori si accorgono che nei materiali
studiati i massimi di polarizzazione in funzione della frequenza di irraggia-
mento non sono spaziati di due volte la frequenza di Larmor dell’idrogeno.
Il modello proposto per spiegare questo risultato sperimentale € quello del
cross effect, che consiste in un processo a tre spin. In figura (1.8b) é rappre-
sentato lo schema dei livelli energetici di un sistema composto da due spin
elettronici e uno spin nucleare. In presenza di allargamento della riga EPR
dovuto ad anisotropie locali del fattore g (allargamento disomogeneo [35]),
é possibile trovare due elettroni accoppiati tra loro con interazione dipolare.
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Essi hanno una frequenza di Larmor leggermente diversa tra loro. Se vale
Vg1 — Vs2 = V5, (112)

dove v e vy sono le frequenze di Larmor dei due elettroni e v; € la frequenza
di Larmor del nucleo, é possibile polarizzare i nuclei andando ad irraggiare
con microonde ad una delle due frequenze elettroniche. In questo caso si ha
in particolare la degenerazione dei livelli indicati con |2 > e |7 > nella figura
(1.8b) [35].

Recentemente in letteratura sono riportati alcuni esperimenti in cui il ma-
teriale da polarizzare viene dopato con un cosiddetto biradicale, cioé con un
radicale che contiene due elettroni spaiati che verificano automaticamente la
condizione (1.12) [38],[39].

1.3.3 Thermal mixing

Nei casi in cui la concentrazione di impurezze paramagnetiche é piu alta, e
quindi le interazioni dipolari degli spin elettronici non possono essere trascu-
rate, il modello di polarizzazione proposto in letteratura ¢ il thermal mixing.
In questo caso si ha un allargamento omogeneo della linea EPR [35] e quindi
una interazione tra un ensemble di spin elettronici e uno spin nucleare. Co-
me schematizzato in figura 1.8c, non € piu possibile definire un sistema con
dei livelli di energia discreti, ma piuttosto si ha un gruppo di stati quasi-
continui.

Il processo DNP ¢ spiegato in questa situazione attraverso una descrizione
termodinamica [27],[40]. Si teorizza esistenza di un sistema di interazione
spin-spin elettronico, con una propria temperatura Tgs, che, in assenza di
processi di rilassamento, é indipendente dal sistema Zeeman e dal reticolo.
Le popolazioni nelle varie bande sono descritte da una distribuzione di Bol-
tzmann con le temperature Tss e T, che sono la temperatura del sistema
di interazione spin- spin elettronico e la temperatura del sistema Zeeman
elettronico, rispettivamente. Solo all’equilibrio termodinamico, cioé senza
irradiazione con microonde e dopo processi di rilassamento, Tss e Tz so-
no identiche alla temperatura del reticolo T7. Secondo questo modello di
temperatura di Spin, la DNP consiste di due fasi.

e Raffreddamento del sistema spin-spin

Nella prima fase un quanto di energia h(v, — J) viene assorbito dal campo di
microonde. L’energia ¢ divisa in due parti: una parte (hv,) viene utilizzata
per modificare I'energia del sistema Zeeman elettronico e una parte (hd) viene
assorbita dal sistema di interazione spin-spin elettronico. L’applicazione delle
microonde corrisponde nel riferimento rotante ad una riduzione del campo
effettivo visto dagli elettroni, e quindi ad un raffreddamento del sistema
Zeeman elettronico, secondo la legge

o

T, —
Ze 2Ty,

T, . (1.13)
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Contemporaneamente, essendo delta dell’ordine della larghezza EPR, si crea
I’accoppiamento con il sistema di interazione spin-spin elettronico, che quindi
si raffredda.

e Contatto termico tra il sistema di interazione spin-spin elettronico e il
sistema Zeeman nucleare (thermal mizing)

Questo processo consiste nel flip flop di due spin elettronici, insieme ad un
flip di uno spin nucleare. L’energia del sistema Zeeman elettronico rimane
invariata, mentre quella del sistema Zeeman nucleare cambia di hv,. In que-
sto caso la conservazione dell’energia é garantita dal sistema di interazione
spin spin elettronico, dato che questo meccanismo di rilassamento dovrebbe
avvenire senza la partecipazione del reticolo. In tale processo vi é uno scam-
bio di energia hy, tra i due sistemi, e di conseguenza Tss e Tz, diventano
uguali. A questo punto, secondo la legge di Brillouin, diminuendo 7, au-
menta la polarizzazione dei nuclei. Nuovi studi teorici negli ultimi quattro
anni hanno approfondito il ruolo dei tre meccanismi nella DNP, con lo svi-
luppo di modelli basati su Hamiltoniane di interazione tra spin elettronici e
nucleari [35],[41]-[47].

1.3.4 Spin diffusion

Per tutti i processi appena esaminati un ruolo importante viene svolto dalla
spin diffusion. Secondo il modello di Bloembergen e Abragam, i nuclei piu
vicini all'impurezza paramagnetica risentono di un campo locale prodotto
dall’impurezza stessa, ed hanno quindi una frequenza di risonanza diversa
dai nuclei pit lontani. Questo comporta la creazione di una diffusion barrier,
cioé una zona vicino all’impurezza paramagnetica entro la quale il nucleo é
fortemente accoppiato con l’elettrone, e una zona esterna in cui i nuclei
sono liberi di interagire tra loro: qui la polarizzazione viene trasportata
attraverso mutue interazioni tra vicini, mediate dai nuclei che sono sul bordo
della barriera. Si puo trovare una relazione approssimata [48| che descrive il
variare della polarizzazione nel tempo e nello spazio all’interno del materiale
che viene polarizzato

—gi) = DAp, (1.14)
dove D & il coefficiente di diffusione (dell’ordine di Wa?, con a distanza
media tra gli spin nucleari e W probabilita di transizione flip-flop). Anche
per questo aspetto, ancora non del tutto chiarito, sono stati sviluppati dei
modelli numerici che tengono conto delle interazioni tra spin elettronici e

nucleari, oltre che della loro densita e localizzazione nel sample [49].

1.3.5 DNP e rapida dissoluzione

Una ulteriore evoluzione della tecnica DNP per la polarizzazione di substrati
di interesse biologico é stata messa a punto nei primi anni 2000: nel 2003
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Figura 1.10: Rappresentazione schematica del primo prototipo di polarizzatore
per dissolution-DNP [30]. 1: Polarizzatore 2: Sistema di pompaggio 3: Camera di
polarizzazione 4: Generatore di microonde 5: Trasduttore (misuratore di pressione)
6: Foro di ingresso del campione 7: Camera di contenimento delle microonde 8:
Portacampione 9: Contenitore del campione (nella zona di massima unformita del
campo) 10: Sistema di dissoluzione.

J. H. A. Larsen [30] mette a punto un sistema (HyperSense®, Oxford In-
struments) in grado di polarizzare allo stato solido e a bassa temperatura
un campione contenente composti metabolici arricchiti con C oppure PN,
e successivamente operare su di esso una dissoluzione con una opportuna
soluzione riscaldata e pressurizzata in un tempo molto rapido, dell’ordine
di pochi secondi. Si ottiene in questo modo una soluzione a temperatura
ambiente. La tecnica viene definita per questo Dissolution DNP.

Il polarizzatore consiste in un magnete superconduttore caricato a 3.35 T,
con annesso criostato (Magnex, Oxford). Il magnete é dotato di 8 bobine di
shimming per migliorare 'uniformita del campo (0.1 ppm in un cilindro di
diametro 10 cm e altezza 10 cm). Il criostato & stato modificato in modo tale
da ricavare un alloggiamento per un tubo di acciaio inossidabile di diametro
70 mm, con parete spessa 0.01 pollici. Il tubo termina con uno scambiato-
re di calore in rame, collegato ad un dewar di elio liquido da un capillare.
Questo sistema costituisce la camera di polarizzazione (figura 1.10). Il flusso
di elio é gestito da una valvola a spillo controllata dall’esterno. La camera
di polarizzazione € a contatto termico con un dewar di azoto liquido. La
distanza tra il centro del magnete e la flangia superiore é di 80 cm.
L’inserto DNP ¢ costituito da un tubo in fibra di vetro, di diametro interno
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18 mm, che guida il campione verso il centro del magnete, dove troviamo un
cilindro metallico, di diametro 38 mm e altezza 50 mm. Questo serve a confi-
nare le microonde, che giungono attraverso una guida d’onda. Le microonde
entrano nel cilindro metallico attraverso un’apertura sul fianco. Dentro il
contenitore metallico troviamo una coppia di bobine a sella per la misura del
segnale NMR. Le bobine sono collegate ad una linea di trasmissione coassia-
le che termina con un circuito di tuning e matching. La circuiteria risuona
alla frequenza di Larmor del 13C di 35.89 MHz a 3.35T. Il generatore di mi-
croonde ha una potenza massima di uscita 200 mW a 94 GHz, una gamma
di sintonia di 500 MHz, e uno step di regolazione di 10 KHz. La potenza in
uscita puo essere attenuata in maniera continua fino a 60 dB.

Un transduttore che si affaccia al di sotto dello schermo della radiazione
misura la pressione di vapore dell’elio. L’afflusso di elio nella camera di
polarizzazione € regolato automaticamente, il livello & controllato misuran-
do la tensione su tre resistenze Allen Bradley da 100 2. Le resistenze sono
attraversate sequenzialmente da una corrente definita, e viene misurata la
tensione ai loro capi. I profili di tensione sono tipici della fase liquida e del-
la fase gassosa dell’elio. La tre resistenze sono poste 50 mm, 60 mm e 70
mm sopra il centro del magnete. Un motore passo-passo apre e chiude la
valvola a spillo a seconda del livello di elio presente nell’inserto, livello che
di solito ¢ mantenuto tra la prima e la seconda resistenza (tipicamente al
55% della capienza massima della camera). La camera ¢ accoppiata ad un
sistema pompante in grado di mantenere una pressione di vapore dell’elio di
0.8 mbar, corrispondenti a ad una temperatura di 1.2 K, con le microonde
accese. Il sistema puo essere isolato dalla camera tramite la chiusura di una
valvola a farfalla. La struttura del portacampione é costituita da un tubo
di teflon disegnato per mantenere il campione in posizione nel campo ma-
gnetico e permetterne il sollevamento subito prima della dissoluzione. Da
un’apertura nella camera di polarizzazione un’apposita capsula contenente
una certa quantita di soluzione da iperpolarizzare viene caricata nel porta-
campione, che viene poi abbassato al centro del magnete. La camera viene
sigillata con un setto di gomma, la pressione viene abbassata nel nostro caso
a 2.8 mbar (valore di pressione dell’elio corrispondente alla temperatura di
1.4 K) e le microonde vengono accese.

Durante la polarizzazione il campione é immerso nell’elio liquido. Poco prima
della dissoluzione, le microonde vengono spente, la camera di polarizzazio-
ne viene pressurizzata con elio e il campione viene sollevato di 10 cm dal
centro del magnete (il campo in questo punto é circa 3 T) affinché rimanga
fuori dall’elio liquido. Un piccolo serbatoio (capacita massima 12 ml) viene
riempito con una soluzione acquosa. Il volume di soluzione inserito varia in
base alle dimensioni del campione polarizzato. L’ambiente viene pressuriz-
zato con elio fino a raggiungere una pressione di 10 bar e scaldato fino ad
una temperatura di 200 °C. Il serbatoio & collegato ad un sistema di iniezione
costituito da due tubi di Teflon aperti alle estremita contenuti in un tubo di
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fibra di vetro. Uno dei due tubi pesca direttamente nel serbatoio. Il sistema
viene inserito nella camera ermeticamente. La soluzione soprariscaldata &
iniettata direttamente nel campione da uno dei due tubi. Il campione viene
sciolto velocemente e la soluzione ottenuta viene recuperata in un piccolo
contenitore di vetro all’esterno attraverso il secondo tubo.

Nel corso degli ultimi dieci anni sono stati sviluppati da diversi centri di
ricerca altri modelli di polarizzatori per Dissolution-DNP, che si basano sul
medesimo principio di funzionamento [50]-[52].

1.4 Applicazioni della Dissolution DNP

’ Molecola H Modello sperimentale H Ambito medico interessato H Fonti ‘
[BCIHMCP topo angiografia [54]
ratto perfusione
fusi 60
[Clurea ratto angiografia, perfusione [55]
topo perfusione [59], [60]
[13C-N]urea ratto angiografia [56]
[3CJt-butanolo ratto, topo perfusione [58],[60]
[5-13Clglutamina ratto oncologia [65]
[1-13Clisocaproato ratto oncologia |66]
topo neurologia [79]
1-BC]glutammato topo oncologia 67
[ g g
[2-13C]fruttosio topo oncologia [68]
[1-3C|DHA topo oncologia [69]
['3C]bicarbonato topo oncologia [70]
ratto cardiologia [88]
[1,4-13Cs]fumarato topo oncologia [73]
[U-2H, U-13C]glucosio topo oncologia [74]
[5-13C|glutamina cellule ex vivo oncologia [75]
[1-13C]etil-piruvato ratto neurologia [76]
[1-13C]piruvato ratto,topo,uomo oncologia [61]-64]
[71],[72]
topo,ratto neurologia [77],|78|
maiale cardiologia [81]-[87]
[2-13C]piruvato ratto neurologia [78]
maiale cardiologia [89],190]
[1-13CJacetato topo neurologia [96],[80]
ratto cardiologia [97]-[100]

Tabella 1.1: Principali lavori pubblicati riguardanti studi in vivo con agenti
metabolici arricchiti in '3C, polarizzati tramite DNP.
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Figura 1.11: Imaging di [**C]urea nel ratto, durante I'iniezione (a) e trascorsi 2
secondi (b). Si noti come aumenta il contrasto dell’intero sistema vascolare fino ad
evidenziare la zona renale [55].

Dopo l’arrivo sul mercato dell’HyperSense® é stato possibile utilizzare dei
probe isotopicamente arricchiti con '3C per studi biodinamici in vivo. Il nu-
mero di molecole che sono state polarizzate mediante DNP per questo scopo
¢ estremamente vasto [53]: nella tabella (1.1) sono elencati gli studi piu si-
gnificativi effettuati in vivo.

In parte di questi, effettuati subito dopo la messa a punto del macchinario,
si dimostra la possibilita di ottenere delle immagini angiografiche ad elevata
risoluzione sfruttando I’iniezione di una soluzione iperpolarizzata su modello
di piccolo animale. Mediante 'iniezione di un composto iperpolarizzato a
base di ['3Clidrossimetil-ciclopropano (HMCP) nel topo, vengono effettuate
una serie di acquisizioni angiografiche, in cui risulta ben evidente il sistema
vascolare dell’animale nella zona dell’addome [54], mentre una soluzione di
[3Clurea iperpolarizzata ¢ stata impiegata per fare imaging angiografico su
ratto, ottenendo in pochi secondi delle immagini con elevato SNR. del sistema
vascolare e della zona renale [55|. Piu recentemente ¢ stato ripreso il concetto
con uno studio di imaging con [**C-15NJurea iperpolarizzata [56]. L’arricchi-
mento in 1°N ha l'effetto di un aumento del valore del T della ['3C] urea,
e questo permette agli autori di ottenere un migliore SNR nelle immagini
acquisite. Inoltre in questo studio si evidenzia la possibilita di distinguere
i diversi tessuti dal valore di 75 dell’urea iperpolarizzata che vi si localizza.
Un altro lavoro del 2014 evidenzia per la prima volta la possibilita di fare
imaging angiografico su ratto utilizzando I’idrogeno come nucleo iperpolariz-
zato: lo studio sfrutta I’iniezione in vivo di un bolo di acqua iperpolarizzata
per esaltare il segnale proveniente dal sistema vascolare dell’animale [57].

I mezzi di contrasto iperpolarizzati offrono anche I'opportunita di generare
mappe di perfusione, cioé immagini in cui 'intensita del segnale vascolare é
direttamente proporzionale alla quantita di mezzo di contrasto perfuso nel-
'organo di interesse. 11 [!3C]t-butanolo deuterato ¢ stato usato come agente
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di imaging per valutarne la diffusione a livello cerebrale su ratto [58], mentre
[$3Clurea ¢ stata impiegata per lo studio della perfusione epatica su ratti,
valutando le differenze tra tessuto sano e tumore [59]. E’ stata dimostrata
inoltre la possibilita di polarizzare una miscela contenente diverse molecole
arricchite in 13C. Questo ha permesso di valutare contemporaneamente la
perfusione cerebrale impiegando tre mezzi di contrasto diversi su modello
murino in vivo con l'iniezione di una soluzione di [**Clurea, ['*C]JHMCP e
[3CJt-butanolo [60].

34.2s 41.8s

Figura 1.12: 13C imaging in vivo su tessuto cerebrale murino dopo l’iniezio-
ne di una soluzione contenente tre differenti molecole iperpolarizzate. Si noti la
localizzazione del mezzo di contrasto t-butanolo all’interno dei tessuti cerebrali
[60].

Tuttavia I’aspetto piti innovativo é rappresentato dalla possibilita di condurre
studi metabolici, cioé di stimare in modo dinamico e in vivo la localizzazione
di un tracciante metabolico iperpolarizzato e la conversione nei suoi meta-
boliti nell’organo di interesse. Negli ultimi anni questa possibilita & stata
sfruttata intensamente per studiare vari ambiti della medicina.

1.4.1 Applicazioni in ambito oncologico

Mezzi di contrasto iperpolarizzati sono stati utilizzati pitt volte in esperi-
menti atti a identificare in vivo la presenza di lesioni tumorali. In parti-
colare, vari studi su piccolo animale hanno evidenziato come la conversione
da [1-33C]piruvato in [1-13C]lattato e in [1-!3*CJalanina possa essere usata
in vivo per evidenziare le sedi interessate dalla malattia [61]-[63]. Recente-
mente ¢ stato pubblicato il primo (e finora unico) studio in vivo su esseri
umani con l'utilizzo di mezzo di contrasto iperpolarizzato [64]. Nel lavoro,
effettuato su volontari affetti da tumore alla prostata, tramite ’'iniezione di
[1-13C]piruvato iperpolarizzato si & potuto confermare la presenza di am-
massi tumorali prostatici o addirittura identificare piccole zone tumorali non
rilevate con indagini radiologiche standard.
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Anche altre molecole iperpolarizzate sono state impiegate per l'identifica-
zione di lesioni tumorali: in studi con piccolo animale é stato dimostrato
come la conversione di [5-13C]glutamina in [5-*CJglutammato avvenga so-
lo nel tessuto epatico malato e non nel tessuto sano [65], mentre 1'uso del
tracciante 2-cheto-|[1-'3Clisocaproato dimostra come nei tessuti tumorali si
abbia un incremento di sette volte della conversione in [*3C] leucina rispetto
al tessuto sano [66]. Altri substrati metabolici arricchiti in *C sono stati
usati in studi in vivo su piccolo animale per il medesimo scopo. Tra questi
troviamo ad esempio il [1-13C]glutammato [67] e il [2-13C]fruttosio [68] e il
[1-13C]deidroascorbato (DHA) [69].

Intestine
KIC

190 180 170 160 3'°C ppm 190 180 170 160

Figura 1.13: Imaging del [**C]chetoisocaproato in vivo su topo: la conversione in
[3CJleucina avviene solo nel tessuto tumorale (delimitato da una linea tratteggiata
nell'immagine anatomica)[66].

Un’altra applicazione dei mezzi di contrasto iperpolarizzati in oncologia é il
calcolo del pH in vivo: grazie a questo tool particolare si possono individuare
eventuali lesioni o aree malate. L’imaging del pH é stato effettuato dopo inie-
zione di ['3C]bicarbonato su un modello di linfoma murino [70]. Il pH viene
calcolato voxel per voxel sulla base del rapporto tra i segnali del substrato
iniettato e della '3CO, prodotta. Nel lavoro si dimostra che il valore del pH
calcolato nella zona di tessuto interessata dal tumore ¢ minore rispetto ai
tessuti sani, e questo permette di discriminare zone malate da zone sane.

Esperimenti in vivo con agenti di contrasto iperpolarizzati possono essere
rivolti al monitoraggio della risposta del tumore alle terapie. Una ridotta
produzione di [1-13C]lattato a partire da [1-13C]piruvato puo essere usata
come marcatore della risposta del tumore ad un farmaco antitumorale in
un modello murino [71], oppure la risposta a dicloroacetato su modello di
glioma di ratto [72], mentre il [1,4-13Cs]fumarato ¢ stato impiegato come in-
dicatore della necrosi cellulare valutando la conversione nel metabolita [1,4-
13Cy]malato [73]: si riporta un aumento di 2.4 volte di questo metabolita per
cellule tumorali trattate con etoposide rispetto a cellule non trattate. Per
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valutare la risposta a terapia chemioterapica é stato effettuato uno studio
con [U-2H, U-'3C|glucosio: dopo l'iniezione in topi con un particolare tipo di
linfoma, si € vista la formazione di lattato solo nel tessuto tumorale, e una
sua netta diminuzione dopo 24 ore di trattamento con etoposide |[74]. Infine,
con la [5-13C]glutamina ¢é stato possibile monitorare la risposta alle terapie
di linee di cellule tumorali prostatiche |75].

1.4.2 Applicazioni in ambito neurologico

In ambito neurologico I'impiego degli agenti di imaging iperpolarizzati ha
trovato minore applicazione, anche a causa della lenta diffusione del sub-
strato metabolico iniettato attraverso la barriera emato-encefalica. Il primo
studio in cui si impiega un mezzo di contrasto iperpolarizzato ¢ avvenuto nel
2010 su ratto [76]. Gli autori sono riusciti, tramite l'iniezione di [1-'3C]etil-
piruvato iperpolarizzato, a rilevare la conversione del metabolita iniettato
in lattato per la prima volta in vivo dalla zona cerebrale. In uno studio
successivo di imaging [77], dopo l'iniezione di [1-'3C]piruvato iperpolarizza-
to, si rileva come il [I-'3C|lattato sia localizzato in prevalenza nel tessuto
cerebrale, a differenza del piruvato, che rimane in larga parte nei vasi san-
guigni. Contemporaneamente un altro studio ha evidenziato la conversione
di [1-13C]piruvato iperpolarizzato in [1-3C]lattato e in [**C]bicarbonato ad
un livello tale da permettere la stima delle costanti enzimatiche di conver-
sione in vivo su ratto, oltre a rilevare la conversione di [2-'3C]piruvato in
[2-13C]lattato [78]. Anche altri substrati metabolici iperpolarizzati come 2-
keto[1-13Clisocaproato [79] e [1-13Clacetato [80] sono stati impiegati per lo
studio di aspetti del metabolismo cerebrale in vivo su topo.

1.4.3 Applicazioni in ambito cardiologico

Lo studio del metabolismo cardiaco é stato uno degli ambiti pitu investigati
attarverso agenti di imaging iperpolarizzati. Normalmente il cuore utiliz-
za acidi grassi, carboidrati e chetoni come substrati per la produzione di
energia. Nelle malattie come cardiomiopatia, ipertensione o diabete, cosi
come ischemie e infarti, si riscontra un alterato utilizzo di questi substrati.
Con il [1-13C]piruvato si possono valutare cambiamenti metabolici indotti
da ischemia e successiva riperfusione tramite Risonanza Magnetica Spettro-
scopica [81]-[83]. Nel cuore sano si osservano i metaboliti lattato, alanina, e
soprattutto bicarbonato, che, essendo in equilibrio con la CO4, rappresenta
il flusso attraverso l'enzima piruvato deidrogenasi (PDH), come riportato in
figura (1.14). Tramite I'imaging spettroscopico [84]-[86] si possono localizza-
re i metaboliti, con il substrato iniettato che compare principalmente nelle
camere, mentre il bicarbonato si manifesta nel miocardio, e il lattato piu dif-
fusamente nel muscolo ma anche nel sangue. Una diminuzione sensibile del
segnale del bicarbonato subito dopo 'occlusione dimostra la compromissione
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[1-13C]piruvato iniettato

lattato deidrogenasi (LDH) alanina aminotransferasi (ALT)
[1-13C]lattato [1-13C]Alanina citoss
piruvato deidrogenasi (PDH) mitocondrio
Y

acetilCoA + 13C0O2

iandras carbonica

[13C]bicarbonato

Figura 1.14: Schema dei processi di conversione del [1-'3C| piruvato nel citosol e
nel mitocondrio. In rosso sono evidenziati gli enzimi coinvolti.

(b) v (c)

[1-13C]lactate

(@) | [1-3C]bicarbonate
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RE
[1-3C]pyruvate map

Figura 1.15: Distribuzione spaziale di a) [1-'*C|piruvato, b) [1-'*C|bicarbonato e
¢) [1-13CJlattato su cuore porcino in vivo dopo iniezione in vivo di piruvato [86].

della via metabolica della PDH.

Con questi set up sperimentali sono stati effettuati anche studi di misura del
pH in vivo [81],[87]; in uno studio su ratto viene usato per questo scopo il
[$3CC]bicarbonato iperpolarizzato [88]. L’utilizzo del [2-13C]piruvato, prima
nel cuore porcino perfuso [89] e poi direttamente in vivo [90], ha permesso
di fare un ulteriore passo in avanti nello studio del metabolismo cardiaco, in
quanto il carbonio in posizione 2 del piruvato entra direttamente nel ciclo
di Krebs nell’acetil-CoA, invece di essere rilasciato come COs. Questo per-
mette di valutare ad esempio cambiamenti nel flusso della PDH misurando
la variazione del segnale del [5-'3C|glutammato tramite MRS, ad esempio
nel modello di cardiomiopatia dilatativa. Mediante l'iniezione di piruvato
marcato con 3C sia in posizione 1 che in posizione 2 si riesce a valuta-
re la conversione del piruvato in alanina, lattato e bicarbonato ed anche
glutammato nella medesima sessione sperimentale [91].
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1.5 ['C]Acetato: la via degli acidi grassi

Gli acidi grassi sono il principale nutrimento del miocardio [92], [93] e in ge-
nerale del muscolo scheletrico [94], almeno in condizioni basali. Il prodotto
finale dell’ossidazione degli acidi grassi é, analogamente alla glicolisi, 1’acetil
coenzima A, prodotto tramite I'enzima acetilCoA sintetasi (ACS) in presen-
za di ATP. L’acetilCoA & una molecola importante perché é la base per la
sintesi del colesterolo e degli acidi grassi. Inoltre, attraverso la condensazione
con ossalacetato che produce citrato, questa molecola € il principale substra-
to del ciclo di Krebs. Attraverso l’enzima carnitina acetil-transferasi (CAT)
viene prodotta una molecola di acetil carnitina e liberata una molecola di
coenzima A. Questo processo serve alla cellula per mantenere in equilibrio il
rapporto acetilCoA:CoA e soprattutto per il trasporto di un gruppo acetile
allinterno del mitocondrio, dove poi il processo inverso forma nuovamente
acetilCoA, che é utilizzato appunto nel ciclo di Krebs.

CH3;COOH

acetic acid

m -

CoASH Carnitine .
AMP +PPi CYTOSOL

Acetylcarnitine u Acetyl-CoA

CoASH Carpitine
Acetylcarnitine M Acetyl—CoA
. 2CO,+ 12 ATP

' Electron Transport |
__ Chain__

MITOCHONDRIA

Figura 1.16: Rappresentazione schematica del destino metabolico dell’aceto
allinterno della cellula [95]. CoASH: coenzima A libero (ridotto H'), PPi:
pirofosfato.

Alternativamente alla via della glicolisi tramite il piruvato, negli ultimi anni
altri studi hanno tentato di caratterizzare la via degli acidi grassi tramite
I'iniezione in vivo di [1-13CJacetato iperpolarizzato. Nel 2008 si ha per la
prima volta la visualizzazione tramite Risonanza Magnetica Spettroscopica
del picco dell’acetato e di un picco secondario dal tessuto cerebrale di ratto
[96], e successivamente, mediante uno studio spettroscopico in vivo sul cuore
del ratto, il picco secondario individuato in precedenza viene attribuito alla
[1-13Clacetil-carnitina [97]. Gli autori riescono a valutare il metabolismo del-
I’acetato nel modello di occlusione e riperfusione: durante I’occlusione non vi
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¢ la produzione di [1-'3CJacetil-carnitina, mentre dopo un’ora di riperfusione
si nota di nuovo la presenza di [1-!3C]acetil-carnitina, anche se in misura
significativamente minore rispetto al basale. In un lavoro successivo, ancora
una volta con spettroscopia in vivo su cuore di ratto, si riesce a visualizzare
anche il segnale dovuto al ['3C|citrato [98], e sullo stesso modello animale
gli autori riescono a stimare la costante di conversione da [1-!3Clacetato a
[1-13Clacetil-carnitina [99]. Infine, in un recente studio per la prima volta
viene effettuato l'imaging di [1-13C] acetato e di [1-'3C] acetil carnitina su
settori di cuore e di muscolo scheletrico del ratto [100].



Capitolo 2

Materiali e metodi

2.1 Strumentazione

2.1.1 Polarizzatore e misure a stato solido

Il polarizzatore utilizzato nell’ambito del presente lavoro di tesi € la versione
commerciale del’HyperSense® (Ozford Instruments). Al fine di poter stu-
diare uno scale up della dose di campione da polarizzare, sono state apportate
alcune modifiche all’apparecchio (la macchina in origine era stata progettata
per la polarizzazione di una quantitd massima di 200 pL di formulazione).
In particolare sono state usate delle capsule di 800 pL di capacita, ma con
dimensioni esterne uguali a quelle di fabbrica per mantenere la compatibilita
con il sistema, ed € stato cambiato il tubo che porta il liquido sovrariscalda-
to al campione con uno di diametro minore, in modo tale che sia maggiore
la pressione con cui il solvente viene a contatto con il campione allo stato
solido. Questa scelta permette di ottenere un processo di dissoluzione pit
veloce ed efficiente.

Al polarizzatore & accoppiato uno polarimetro NMR, MQC (Ozford Instru-
ments Molecular Biotools) con il quale, attraverso il software di controllo
RINMR v.5.7.1 (Ozford Instruments Molecular Biotools) & possibile effet-
tuare misure sul campione allo stato solido. Attraverso degli script ad hoc
vengono calibrate con precisione la frequenza NMR per il 13C e la durata in
ms dell’impulso a 90°. La frequenza di irraggiamento delle microonde viene
scelta in base ad una procedura di calibrazione che prevede la polarizzazione
per 1 minuto del campione ad una certa frequenza seguita dall’applicazione
di un impulso a 90° e dalla lettura del segnale acquisito. Questo procedi-
mento viene ripetuto per un certo intervallo di frequenze. Al termine, viene
scelta la frequenza che ha prodotto il segnale maggiore.

La polarizzazione avviene irraggiando con le microonde il campione inserito
per un tempo tale da raggiungere la massima polarizzazione possibile. Du-
rante il processo di polarizzazione viene letto ogni 200 s il segnale proveniente
dai nuclei di 3C del campione dopo l'applicazione di un impulso a 5°. In

27
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questo modo si ottiene la curva dv build up,cioé un andamento del segnale di
magnetizzazione in funzione del tempo, che viene fittata con una legge mo-
noesponenziale e da cui si ricava la costante di tempo della polarizzazione,
7, e il valore massimo del plateau (in unita arbitrarie), II.

M{(#) = TI(1 — emp(—é)) (2.1)

11 valore di plateau viene valutato per ogni campione dividendo per il numero
di spin di C presenti. Il numero di spin di C in ogni campione viene cal-
colato sulla base della percentuale in peso del substrato arricchito in C sul
totale, calcolando da questo valore le millimoli e successivamente il numero
di spin corrispondenti tramite il numero di Avogadro. Il valore della potenza
delle microonde ¢ stato fissato a 100 mw dopo aver testato diversi valori di
potenza su un campione standard di Na-[1-!3CJacetato ed aver valutato la
costante di build up e il valore di plateau raggiunto.

Mediante il polarizzatore é stata effettuata anche una misura di 77 su N=3
campioni di massa 400 mg di una soluzione di acetato alla temperatura di
1.4 K. La misura consiste nel polarizzare il campione per 40 minuti, e suc-
cessivamente, dopo che aver terminato l'irraggiamento con le microonde, si
acquisiscono dei FID tramite una procedura implementata in RINMR. La
routine prevede 1'utilizzo della sequenza FID con TR=300 s e FFA=5° (con
F A si intende il flip angle). In pratica si segue il decadimento della mgne-
tizzazione nel tempo del campione iperpolarizzato. Dopo una procedura di
correzione della baseline e apodizzazione, si effettua una trasformata di Fou-
rier del segnale ottenuto. Si rappresenta poi in funzione del tempo la media
del segnale su 100 punti intorno al massimo del picco ottenuto. Da un fit
monoesponenziale viene stimato il tempo caratteristico di decadimento T'. 11
valore di 17 si ottiene correggendo il valore di T" per l'ulteriore decadimento
indotto dagli impulsi RF.

Applicando una successione di impulsi a radiofrequenza si introduce infatti
una ulteriore perturbazione del sistema di spin. Ad ogni impulso applicato
corrisponde una riduzione del valore della magnetizzazione lungo ’asse z. Il
valore della magnetizzazione subito dopo ogni impulso é

Mpost = Mprecos(FA) . (2.2)

Questa frazione di magnetizzazione persa non ¢ piu recuperabile: il sistema
tende infatti a rilassare verso I’equilibrio termico. Il parametro 1" rappresenta
quindi una sottostima del T7. Si corregge dunque il valore di T" ottenuto dal
fit mediante la relazione [101]-[103]

1 1 1
—_ = =4 — FA 2.
7T TRlncos( ), (2.3)
da cul invertendo T x TR
T - (2.4)

T TR+T x Incos(FA)
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2.1.2 Polarimetro e misure a stato liquido

Negli esperimenti di dissolution DNP, 1 ml circa di soluzione viene trasfe-
rito ad un polarimetro (Minispec M), Bruker BioSpin GmbH, Germany),
per valutare la polarizzazione e il tempo caratteristico di rilassamento 7T7. Il
sistema & costituito da una consolle contenente un elettromagnete caricato
a 1.05 T e da una unita di controllo contenente 1’elettronica che si interfac-
cia con un PC. Attraverso una guida nella consolle un apposito tubo NMR
di diametro 9.5 mm contenente la soluzione iperpolarizzata viene posto al
centro del magnete. La temperatura dell’alloggiamento del tubo NMR é
mantenuta fissa a 40°C. Attraverso I'interfaccia sul PC ¢ possibile modificare
i parametri delle sequenze utilizzate, e in particolare regolare la frequenza
NMR (impostabile tra 2 MHz e 65 MHz) per il 3C e la durata degli impulsi
a 90° e 180° per la soluzione da analizzare con apposite procedure di cali-
brazione. Una volta inserita la soluzione iperpolarizzata nel Minispec, viene
fatta partire un’acquisizione con una sequenza pulse and acquire, FFA=5°
TR=5 s, durata=200 s, receiver gain=40 dB. Tramite questa acquisizione é
possibile seguire in tempo reale il rilassamento della magnetizzazione, e tra-
mite un fit monoesponenziale é possibile stimare il T}, sempre tenendo conto
della correzione per il flip angle definita in precedenza. Dopo che la ma-
gnetizzazione si ¢ completamente rilassata, il campione viene sottoposto ad
acquisizioni con una sequenza di tipo Carr-Purcell [104], modificata secondo
lo schema di Meiboom e Gill [105] (T'"R—=180 s, n°® scans—16, n° echi=600,
echo time=2 ms, receiver gain=94 dB): il segnale ottenuto rappresenta il se-
gnale termico del campione. Prima dell’inizio di ogni sessione sperimentale
viene effettuata una misura a vuoto con la sequenza usata per la misura del
termico, con i medesimi parametri: in questo modo otteniamo un segnale
di background che viene sottratto dal segnale termico. Con questi parame-
tri viene calcolato il cosiddetto fattore di enhancement, cioé il rapporto tra
segnale iperpolarizzato e segnale termico:

EF - normalizedhyper 7 (2.5)
thermal — backgroung
nella quale normalizedhyper é pari a
normalizedhyper = measuredhyper X € . (2.6)

Il parametro € é un fattore di normalizzazione. Esso puo essere espresso dalla
formula

J— GC
‘T FE xFA,
Il termine indicato con G, ¢ il gain correction. Esso tiene conto del fatto che
le acquisizioni del segnale termico e del segnale iperpolarizzato sono avvenute
con due receiver gain diversi. Questo fattore viene espresso come

(2.7)

gaintherm—gainhyper

G.=10 20 . (2.8)
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Il termine F'E, esprime il FID/echo correction, & un parametro del macchi-
nario ed ¢ fissato a 1.05. Il termine F A, ¢ la correzione per il flip angle, pari
a sen(5°) nel nostro caso.

Una volta ottenuto il fattore di enhancement viene calcolata la polarizzazione
del campione a stato liquido:

-Pliquid = Piherm X EF ) (29)

dove Pjperm € la polarizzazione termica calcolata secondo la relazione (1.9).

2.2 Formulazioni di ["*C|acetato iperpolarizzato

2.2.1 Tris-[1-"*C]acetato

I sale tris-[1-'3C]acetato viene sintetizzato dissolvendo 1 g di [1-'*CJacido
acetico (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) in una soluzione 0.54 M di
tris(idrossimetil)aminometano (TRIZMA base pH 8.5, Sigma-Aldrich), otte-
nendo una miscela a pH compreso tra 7.4 e 7.8. La soluzione viene lasciata
liofilizzare per circa 24 h, dopodiché viene raccolto il sale formatosi.

Viene testata una formulazione basata sulla ricetta riportata in [106]. II
campione viene formulato miscelando 44.03 mg di tris-[1-'*Clacetato, 4.63
mg di una soluzione 139 nmol/g di radicale tris8-carboxyl-2,2,6,6-benzo(1,2-
d:5-d)-bis(1,3)dithiole-4-ylmethyl sodium salt (OX063, Ozford Instr. Ltd)
e 1 puL di una soluzione 50 mM di Gd3* chelato (Dotarem, Guebert) in 6
uL di acqua ultrapura (m@), Millipore). Sulla base di questa formulazione,
nuovi campioni sono stati preparati con 'aggiunta ulteriore di glicerolo in
ragione del 10% in peso del singolo campione. Altri campioni vengono in-
vece preparati impiegando, oltre al glicerolo, una soluzione di OX063 di 181
nmol/g, con un aumento quindi del 30% della quantita di radicale sciolto
nel campione: tris-[1-13C]acetato, radicale OX063 e Gd** chelato sono mi-
scelati in una soluzione 65:35 peso:peso di acqua ultrapura e glicerolo. Le
concentrazioni finali nel composto sono: [¥C-acetato]= 4.7 M, [0X063]=
15.5 mM, [Gd3T]= 0.93 mM. Per questultima formulazione, si confrontano
le prestazioni del sistema tra campioni ottenuti da una semplice miscela delle
sostanze chimiche elencate ed altri per i quali la soluzione viene resa omoge-
nea tramite una procedura di sonificazione a 60°C per 10 minuti. Il riepilogo
delle caratteristiche chimiche delle formulazioni di tris-[1-13C]acetato esami-
nate ¢ mostrato nella tabella (2.1).

Campioni con massa compresa tra 50 mg a 800 mg vengono poi prelevati di
volta in volta e subito inseriti nel polarizzatore all’interno di capsule appo-
site per evitare cristallizzazioni che comprometterebbero irrimediabilmente
il processo di polarizzazione. Per ogni formulazione sono state effettuate
prove di polarizzazione e successive dissoluzioni su svariati campioni, e sono
stati registrati la costante di tempo di build up, il valore di plateau (nor-
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’ Formulazioni H [B3C acetato] (M) H [OX063] (mM) ‘
1 4.8 12.8
2 4.7 11.8
3 4.7 15.5
4 (3 + sonicatore) 4.7 15.5

Tabella 2.1: Formulazioni di tris-[1-13Cacetato testate.
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Formulazioni | Arricchimento (%) || [*C acetato] (M) || [0X063] (mM) |

1 20 1.5 25
2 50 3.6 25
3 100 7.3 25
4 100 7.3 21
) 100 7.3 16

Tabella 2.2: Formulazioni di Na-[1-13C]acetato testate.

malizzato per il numero di spin di '*C), il valore del T} e la percentuale di
polarizzazione a stato liquido.

2.2.2 Na-[1-¥C]acetato

Viene testata una formulazione in cui ¢ mantenuto uguale il rapporto spin
13C-spin elettronici rispetto alla formulazione standard del tris-[1-'3CJacetato.
Il campione da polarizzare ¢ ottenuto miscelando Na-[1-13CJacetato (Cam-
bridge Isotope Laboratories Inc.), radicale OX063 e Gd3* chelato in una so-
luzione 60:40 peso:peso di acqua ultrapura e glicerolo. La soluzione ottenuta
viene resa omogenea grazie a una procedura di sonificazione per 20 minuti a
60°C. Le concentrazioni finali sono: ['3C-acetato]= 7.3 M, [0X063]= 25 mM,
[Gd3T]= 1.4 mM. Come & evidente da questi dati, la concentrazione di *C
di questa nuova formulazione é maggiore rispetto alla preparazione del tris-
[1-13CJacetato. Per valutare inoltre il comportamento della preparazione a
stato solido e a stato liquido, sono stati fatti studi sia variando la concentra-
zione di OX063 nella miscela (16 mM, 21 mM, 25 mM) con concentrazione
fissa di '3C, sia variando la concentrazione di '3C (1.5 M, 3.6 M, 7.3 M),
miscelando sale arricchito in >C e non arricchito, lasciando fissa la concen-
trazione di radicale a 25 mM. Il riepilogo delle caratteristiche chimiche delle
formulazioni di Na-[1-'3CJacetato esaminate ¢ mostrato nella tabella (2.2).
Per ogni formulazione sono state effettuate prove di polarizzazione e succes-
sive dissoluzioni su svariati campioni, e sono stati registrati la costante di
tempo di build up, il valore di plateau (normalizzato per il numero di spin
di 13Q), il valore del T} e la percentuale di polarizzazione a stato liquido.
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2.2.3 Mezzo di dissoluzione

Per tutte le formulazioni di [1-!3CJacetato proposte, la dissoluzione & avvenu-
ta caricando nell’apposito serbatoio nel polarizzatore una quantita opportuna
(in base al peso del sample polarizzato) di mezzo di dissoluzione ottenuto
sciogliendo in acqua ultrapura TRIZMA pH 7.6 (Sigma-Aldrich) 40 mM, eti-
lendiamminotetraacetato (EDTA, Sigma-Aldrich) 0.27 mM e NaCl 50 mM.
Per gli studi in vivo, dovendo usare 21 mL complessivi di mezzo di dissolu-
zione, si caricano 10 mL nel serbatoio e 11 ml nel vaso esterno.

La temperatura della soluzione ottenuta ¢ 37+2 °C, ed é controllata tenendo
il recipiente di raccolta in un bagno di acqua e ghiaccio. In ogni studio viene
raccolto il valore di plateau normalizzato, la costante di tempo di polarizza-
zione, e dopo la dissoluzione il valore del 77 e della polarizzazione a stato
liquido. Essi sono poi paragonati in base alla formulazione.

2.3 Misure in vivo

Lo scopo principale del lavoro di tesi ¢ utilizzare la soluzione di [1-3C]acetato
iperpolarizzato prodotta per studi di risonanza magnetica spettroscopica in
vivo. L’approccio usato ¢ la sperimentazione su animale di media taglia (mi-
nipig, massa circa 40 Kg). Sulla base della letteratura esaminata, per la pri-
ma volta si ha uno studio in vivo su animale di media taglia con [*3*CJacetato
iperpolarizzato. Il protocollo sperimentale é conforme alle normative italia-
ne vigenti (DL 116/92). Vengono usati suini maschi, di peso circa 40 Kg.
Gli animali vengono prima sedati con una miscela di tiletamina cloridrato e
zolazepam cloridrato (8 mg/Kg) e medicati con solfato di atropina. Durante
lesperimento I'animale ¢ sedato con una infusione continua di propofol (1
mg/Kg/h) ed ¢ lasciato in respiro spontaneo. La pressione e il battito car-
diaco sono monitorati per tutta la durata dell’esperimento.

Lo scanner usato € uno scanner clinico a 3 T in dotazione alla Fondazione
Toscana Gabriele Monasterio (GE Excite HDXt, GE HealthCare). Per prima
cosa viene eseguita una sessione di imaging protonico per la visualizzazione
degli organi interni dell’animale, tramite una sequenza SSFP (steady sta-
te free precession) triggerata sul battito cardiaco (FOV =35 cm, FA=45°
TE=1.71 ms, TR=3.849 ms). Successivamente, 20 ml di una soluzione di
[1-13CJacetato iperpolarizzato (150 mM, equivalenti a 0,08 mmol/Kg) vengo-
no iniettati manualmente all’animale tramite un catetere posizionato nella
vena dell’orecchio destro. Mediante una sequenza pulse and acquire (soft
pulse, slice thickness= 40 mm assiale, FFA=10°, 2048 pt, bandwidth=2200
Hz, TR=2 s, durata scansione=120 s, frequenza dell’impulso aggiustata su
un fantoccio contenente '3C acetato) si misura il segnale derivante dall’a-
cetato e dell’acetil carnitina su una fetta di spessore 40 mm localizzata sul
cuore dell’animale. Per la trasmissione dell’impulso RF alla frequenza del
13C ¢ la ricezione del segnale spettroscopico viene impiegata una bobina bir-
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dcage (Rapid Biomedical) sintonizzata sulla frequenza del 13C a 3 T (32.13
MHz). Sono stati effettuati N=4 studi preliminari di infusione di una so-
luzione di [1-13Clacetato, in cui si ¢ studiata la fattibilita dell’impiego di
13C acetato e la forma caratteristica dei segnali ottenuti. Successivamente
sono stati eseguiti N=>5 studi per effettuare un confronto tra stato basale
e stato di stress inotropo indotto farmacologicamente nell’animale. Dopo
una prima iniezione di una dose di [1-!3C]acetato iperpolarizzato, I’animale
viene lasciato a riposo per circa 40 minuti nell’attesa che una nuova dose
sia polarizzata. Successivamente 10 ug/Kg/min dobutamina vengono in-
fusi all’animale per 5 minuti, a cui segue immediatamente 'iniezione della
soluzione di ®*C-acetato iperpolarizzato.

2.3.1 Post processing

Il segnale raccolto viene processato mediante il programma JMRUI 3.0 [107].
Si ha una rappresentazione di 60 spettri, uno ogni 2 secondi, per ogni inie-
zione nell’animale. Agli spettri viene applicata una procedura di rifasa-
mento. Successivamente, attraverso I'algoritmo AMARES implementato nel
programma vengono identificati i picchi dell’acetato e della acetil carnitina
[108]. L’algoritmo da la possibilita di inserire delle prior knowledge: per
questi studi vengono definiti la forma della linea spettrale (Gaussiana), le
larghezze di riga dei picchi (da 0 a 20 Hz), e lo shift in frequenza tra [1-
13Clacetato e [1-13CJacetil carnitina (276 Hz). Per ogni spettro si registrano
i massimi dei due picchi. Successivamente questi valori vengono rappresenta-
ti in funzione del tempo, ottenendo in questo modo delle curve metaboliche.
Per i primi N=4 esperimenti, la time course di ogni curva di acetato ottenuta
viene fittata suddividendo la curva in due parti. La seconda parte della curva
viene modellizzata secondo un andamento monoesponeziale della forma

t

So(t)y=he Tresf (2.10)

che descrive il rilassamento della magnetizzazione e la conversione del [1-
13Clacetato in [1-13CJacetil carnitina.

La prima parte della curva, una volta corretto il segnale per il 17 o¢f tro-
vato in precedenza, viene modellizzata secondo una funzione gamma-variata
[83],[109], della forma

t—to)

Sit)=s (t—t)* e ) (2.11)

che descrive I'arrivo del bolo nella regione di interesse. Il parametro s é un
fattore di scala, i parametri a e b determinano la forma della curva e ty rap-
presenta il tempo di arrivo del bolo nellla regione di interesse. Nelle nostre
misure abbiamo sempre supposto che tg = 0, cioé che quando la scansione
ha inizio il mezzo di contrasto & gia presente nella fetta selezionata.
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Per i successivi N=5 studi in vivo vengono confrontati i valori dei rate pres-
sure product (RPP), parametro definito come il prodotto tra il numero di
pulsazioni al minuto e la pressione sistolica, espressa in mmHg, dell’animale,
e delle costanti di conversione enzimatiche efficaci tra stato basale e stato di
stress inotropo. Le time courses metaboliche di entrambi i metaboliti sono
esaminate mediante la funzione sbioparamestim del tool [110], secondo il mo-
dello di conversione descritto dal seguente sistema di equazioni differenziali,
mutuato dalle equazioni di Bloch per il rilassamento della magnetizzazione
[101]

dMace — _ Mace _ k X Mace
v e (2.12)
2r-carn — — —Lcarn
dt - 1 carn + k X Mace

dove Myee € Mgy, indicano i segnali dovuti al [1-!3CJacetato e alla [1-
13Cacetil carnitina, rispettivamente, e analogamente i tempi di rilassamento
in vivo T7. Il parametro k indica la costante di conversione enzimatica ef-
ficace, valore registrato per ogni iniezione. Le time courses sono esaminate
partendo dall’istante di tempo corrispondente al massimo del segnale del [1-
13Clacetato, e sono ottenute separatamente per i due metaboliti mediante
I’algoritmo AMARES implementato in JMRUI: in particolare, la time course
della [1-13C]acetil carnitina é stata ottenuta eliminando il segnale dell’ace-
tato da ogni spettro con il tool HLSVD in JMRUI (Hankel Lanczos singular
value decomposition [111]), cancellando negli spettri i segnali nel range +6
ppm rispetto al picco dell’acetato.

Nel modello si trascura il valore della magnetizzazione all’equilibrio termi-
co, perché di svariati ordini di grandezza minore del valore dato dall’iper-
polarizzazione, e i possibili processi inversi che potrebbero coinvolgere una
conversione della acetil-carnitina appena prodotta di nuovo in acetil CoA,
in quanto si suppone che la finestra temporale dell’acquisizione sia troppo
breve per assistere alla reazione inversa.
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Risultati ottenuti e discussione

3.1 Misure a stato solido

La preparazione di un sample contenente un substrato metabolico arricchito
in 3C deve garantire che la soluzione ottenuta sia il pitt possibile omoge-
nea. In particolare la formulazione deve risultare essere allo stato vetroso a
temperature criogeniche (circa 1 K). Solo in questo modo viene assicurata
una distribuzione omogenea all’interno del campione degli spin elettronici
ed & garantita la possibilita dell’allineamento degli spin nucleari lungo la
direzione del campo magnetico. Generalmente per substrati che non presen-
tano proprieta vetrificanti a temperature criogeniche si ricorre all’aggiunta
nella preparazione di particolari solventi, come DMSO (dimetilsolfossido)
oppure glicerolo, che hanno le proprieta vetrificanti richieste [112],[113]. Nel
presente lavoro di tesi, la scelta del substrato metabolico ['3C]acetato com-
porta la necessita di disporre di questi solventi. Polarizzare una soluzione di
acido acetico e radicale tritile, come avviene regolarmente per il ['3Clacido
piruvico, é impossibile a causa dell’estrema instabilita e volatilita di questo
composto. Si ricorre generalmente ad una soluzione di sali di acetato in ac-
qua, che purtroppo pero non presenta le proprieta vetrificanti richieste per
una efficace polarizzazione. Si é scelto dunque di aggiungere alla matrice da
polarizzare il glicerolo per le sue note proprieta vetrificanti e la sua compa-
tibilita biologica per gli studi in vivo [113]. Altro aspetto importante nella
formulazione dei campioni iperpolarizzati & 'aggiunta di piccole quantita
(dell’ordine complessivamente del mM) di chelati di Gadolinio. Come ripor-
tato in letteratura, ’aggiunta di ioni gadolinio sembra esaltare il processo
di polarizzazione. Anche se non ¢ ancora del tutto chiaro il motivo per cui
questo avviene, sembra che 'impurezza paramagnetica abbia effetto sul 75
elettronico: una sua riduzione sembra decisiva per permettere un efficiente
trasferimento della polarizzazione ai nuclei circostanti [114]-[117].

Per valutare le prestazioni delle diverse formulazioni vengono valutati i para-
metri II e 7. Il plateau normalizzato é un parametro che descrive la polariz-

35
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Figura 3.1: Esempio di spettro ottenuto durante la polarizzazione. Il valore del
massimo costituisce un punto della curva di build up.
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Figura 3.2: Esempio di curva di build up sperimentale ottenuta in laboratorio.

zazione a stato solido. Per calcolare questo valore direttamente andrebbero
confrontati gli integrali dei picchi del campione iperpolarizzato e del campio-
ne all’equilibrio termico a 1.4 K, ma quest’ultima misura, per avere un SNR
accettabile, richiederebbe un tempo di acquisizione di molte ore, e non pud
essere effettuata per ragioni logistiche nel laboratorio. Il plateau normalizza-
to, cosi come é stato definito, é indipendente dal numero di spin presenti nei
campioni e permette di confrontare le varie formulazioni e campioni di massa
diversa, essendo del tutto uguali i parametri di acquisizione. La costante 7
invece puo essere misurata direttamente dal fit della curva di salita in funzio-
ne del tempo, e da una misura della velocita del processo di polarizzazione.
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3.1.1 Calibrazioni

L’'HyperSense® permette di misurare la frequenza NMR del composto con-
tenente *C da polarizzare, cosi come la durata dell’impulso a 90°(P90). La
procedura che determina la migliore frequenza NMR viene eseguita su un
campione di Na-[1-!3Clacetato preparato secondo la formulazione 3 in tabel-
la (2.2). Il risultato & 35.9731 MHz. Questo valore viene mantenuto costante
per tutte le successive misure.

Sullo stesso campione viene effettuata la calibrazione della durata dell’impul-
so a 90°. Dopo aver irraggiato il campione per un certo tempo con microonde
di frequenza presumibilmente prossima al valore che da la massima polariz-
zazione dei nuclei di 3C, il sistema produce un treno di impulsi di lunghezza
prefissata, e poi va a contare quanti impulsi sono serviti per annullare la ma-
gnetizzazione. Il risultato ottenuto & 276.012 us per il P90, e anche questo
valore viene tenuto fisso per le successive misure.

Il valore della potenza delle microonde che da la polarizzazione maggiore é
stato scelto effettuando varie polarizzazioni sullo stesso campione a potenze
diverse. I risultati ottenuti in termini di segnale normalizzato al numero di
spin e al tempo di build up sono riportati nelle figure (3.3) e (3.4). Conside-
rando i valori ricavati, si nota come il range di potenza ottimale sia tra gli 80
e i 100 mW. Presumibilmente potenze piti basse non riescono a saturare le
transizioni elettroniche e quindi a trasferire la polarizzazione dall’ elettrone
al nucleo, mentre a potenze piu alte si ha forse un indesiderato aumento di
temperatura del sample e un conseguente peggioramento della performance
della polarizzazione.

La potenza delle microonde durante il processo di polarizzazione é stata
dunque fissata a 100 mW, valore consigliato dal produttore.

3.1.2 Polarizzazione di large doses per studi in vivo

Nell’ottica di effettuare studi in vivo su modello suino é necessario riuscire a
polarizzare dosi adeguate di campione. L’HyperSense® era stato progettato
in origine per polarizzare fino a circa 50 mg di soluzione. Con l'ausilio di
nuove capsule di aumentata capacita si é proceduto alla polarizzazione di
dosi via via maggiori di soluzione. In figura (3.5) é riportato il confronto
tra le prestazioni di N=6 small doses (massa pari 50 mg) e N=8 large doses
(massa variabile tra 400 e 800 mg) della formulazione 3 di Na-[1-13CJacetato.
Si nota dalla figura che i parametri caratteristici 7 e Il non cambiano in ma-
niera significativa passando da piccola massa a grande massa. Dunque si
puo affermare che, almeno a stato solido, la macchina riesce a polarizzare in
misura confrontabile una quantita di soluzione ben maggiore di quanto ini-
zialmente previsto dalle specifiche tecniche dell’apparecchio. Questo implica
anche che per il confronto tra le prestazioni di polarizzazione delle varie for-
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Figura 3.3: Valori di IT ottenuti variando la potenza delle microonde.
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Figura 3.5: Confronto delle prestazioni a stato solido del sistema polarizzante
tra small doses (N=6) e large doses (N=8) per campioni di Na|l-'3C|acetato. I
campioni usati sono preparati secondo la formulazione 3 in tabella 2.2.

mulazioni si puod prescindere dalla massa del campione polarizzato, ossia ogni
considerazione puo essere fatta semplicemente sui valori di 7 e II ricavati.

3.1.3 Tris-[1-13C] acetato

I valori di 7 e II ottenuti dalle prove di polarizzazione per le miscele di tris-
[1-13Clacetato sono riportati nella tabella (3.1) e nelle figure (3.6) e (3.7).

Dal confronto dei valori ottenuti per le formulazioni 1 e 2 in tabella, si nota
come 'aggiunta di glicerolo risulta decisiva nel migliorare le prestazioni del
sistema. In particolare, la variazione del plateau & significativa (p < 0.05,
t test a due code) rispetto alla ricetta pubblicata in [106]. Questo com-
portamento indica che I’aggiunta di glicerolo ha aumentato 'uniformita del
campione, permettendo dunque una migliore interazione tra spin elettronici
e spin nucleari. Come si nota in figura (3.6), la costante di build up aumenta
pero considerevolmente (+15%) nel caso dell’aggiunta di glicerolo (p < 0.05).
Questo effetto puo forse essere dovuto alla diluizione degli spin nel sample,
che si riflette in un rallentamento della dinamica del processo della spin dif-
fusion. Il meccanismo della spin diffusion puod essere invocato per i sample

| Formulazioni | 7 (s) | I (au) |
1 1652 £297 || 6.6 £1.4
2 2257+ 317 || 7.7 £0.3
3 1468 +331 | 6.3+ 1.4
4 1340 £ 56 | 8.6 £0.7

Tabella 3.1: Valori di 7 e II ottenuti per le formulazioni di tris-[1-13C]acetato
testate.
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Figura 3.7: Valori di II ottenuti per le formulazioni di tris-[1-13C]acetato.
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analizzati in questo lavoro in quanto la distanza tra i nuclei di *C & minore
della distanza tra le impurezze paramagnetiche [112].

In generale, un aumento della distanza tra gli spin nucleari diminuisce il
meccanismo della spin diffusion. Come riportato nell’introduzione, nel 1949
Bloembergen [48] ha sviluppato un modello della spin diffusion che prevede
un ruolo importante della distanza spin-spin (a) nel coefficiente di diffusione:
D = Wa?. Questo modello funziona se trascuriamo eventuali moti di vibra-
zione degli spin: a 1.4 K questa assunzione puo dirsi verificata. Considerando
gli spin disposti su una matrice cubica, questo comporta una dipendenza dal
parametro a all'incirca della forma 1/a (W o« ¢~3) [112]. Quindi, un aumento
della distanza degli spin aumenta comporta una diminuzione del coefficiente
di diffusione, e quindi ad una diminuzione dell’efficienza del processo di spin
diffusion.

L’aggiunta contemporanea di OX063 (+30%) e di glicerolo (formulazione 3)
ripristina un valore di 7 compatibile con la formulazione 1, anche se purtrop-
po a scapito di una diminuzione delle prestazioni di polarizzazione. Confron-
tando invece il valore di II per le formulazioni 3 e 4 notiamo che esso aumenta
di quasi il 40% sulla medesima composizione del campione, con un 7 che non
cambia in maniera significativa. La procedura di sonificazione della soluzione
prima della polarizzazione permette I’eliminazione di eventuali bolle d’aria e
fa in modo che si abbia una distribuzione uniforme del radicale e degli spin
di 13C allinterno del campione: i dati ottenuti dimostrano dunque come
I'uniformita del campione sia un requisito essenziale per procedere alla po-
larizzazione, e il trattamento con il sonicatore diviene quindi una procedura
standard per la preparazione dei campioni.

La formulazione in questione di tris-[1-13C]acetato viene usata come standard
per il confronto con le successive preparazioni di Na-[1-13CJacetato.

3.1.4 Na-[1-13C]acetato

Per quanto riguarda le formulazioni di sodio acetato, il primo tentativo che
¢ stato fatto & stato quello di testare una formulazione che avesse lo steso
rapporto tra spin elettronici e spin '3C rispetto alla formulazione 3 di tris-
[1-13CJacetato (circa 285). La scelta di testare una formulazione di sodio
acetato deriva dal fatto che la preparazione € pitt semplice, visto che il sodio
acetato viene fornito direttamente come sale gia formulato, e non c¢’é¢ quindi
bisogno di avviare una lunga sessione al liofilizzatore. Inoltre, la massa mole-
colare del sodio acetato é significativamente minore di quella del tris-acetato.
Questo fatto permette, a parita di massa del sample iperpolarizzato, di otte-
nere una concentrazione maggiore di spin '3C, e quindi in linea di principio
di aumentare il segnale ricavato negli studi in vivo.

Dalla figura (3.8) si nota come le prestazioni del tris acetato siano migliori
di quelle del sodio acetato in termini di plateau normalizzato. Il risultato é
in linea con quanto riportato in precedenza in [106]. Interessante notare la
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Figura 3.8: Confronto delle perfomance di polarizzazione tra la preparazione 4 di
tris-[1-13Clacetato e la formulazione 3 di Na-|[1-'3*Clacetato.

’ Formulazioni H 7 (s) H IT (a.u.) ‘
1 1207 £17 || 5.6 £0.5
2 841 +62 | 5.0+ 0.8
3 437+ 18 || 5.7£0.6
4 52886 || 5.9+0.6
5 992 £67 || 6.8+£0.4

Tabella 3.2: Valori di 7 e II ottenuti per le formulazioni di Na-[1-'3*Clacetato
testate.

netta diminuzione della costante di build up (di circa tre volte): questo puo
essere imputato al fatto che la concentrazione di OX063 nella formulazione di
Na-[1-13C]acetato é maggiore rispetto alla formulazione di tris-[1-'3CJacetato
(25 mM contro 16 mM), e questo fatto contribuisce ad accorciare significati-
vamente il tempo di polarizzazione. Questo aspetto gioca molto a vantaggio
dell’utilizzo della formulazione di sodio acetato per gli studi in vivo: in que-
sto caso € necessario attendere meno tempo tra una iniezione e laltra, e
quindi diminuisce anche il tempo in cui ’animale deve rimanere sedato.
Data la maggiore facilita con cui si riesce a preparare i sample di Na-[1-
13Clacetato, sono state testate varie misture di questo sale di acetato. In
particolare, sono state effettute prove su campioni con arricchimento diverso
di BC (20%, 50%, 100%, formulazioni 1-3) con concentrazione fissa di radi-
cale (25 mM), e concentrazione diversa di OX063 (16 mM, 21 mM, 25 mM,
formulazioni 3-5) con arricchimento fissato al 100%. Queste prove hanno lo
scopo di valutare le caratteristiche fisiche delle varie formulazioni, e in par-
ticolare indagare sui meccanismi di polarizzazione. I valori di 7 e II ottenuti
per le varie formulazioni sono riassunti nella tabella (3.2).

I risultati delle prove effettuate con diverso arricchimento sono riportati nelle
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figure (3.9) e (3.10).

Dalla figura (3.9) si nota come il valore di 7 scenda al crescere della concen-
trazione di spin 3C. 11 valore della costante di build up per i campioni a
pieno arricchimento risulta 2.7 volte minore del caso dei campioni arricchi-
ti al 20%, e la decrescita & statisticamente significativa (p < 0.05, t-test a
due code). Come nel caso del tris acetato, anche per il sodio acetato sem-
bra che questo comportamento sia dovuto ad una peggiorata efficienza del
meccanismo della spin diffusion dovuta all’aumentata distanza tra gli spin
13C. Nessuna differenza statisticamente significativa si riscontra invece nel
valore del plateau normalizzato tra le varie formulazioni, come evidenziato in
figura (3.10). Questo fatto indica dunque che la spin diffusion agisce preva-
lentemente come trasportatore della magnetizzazione all’interno del sample,
ma non va a influenzare il valore della polarizzazione finale. Secondo al-
cuni modelli sviluppati negli ultimi anni, i nuclei piti vicini all’impurezza
paramagnetica sono racchiusi in una zona di alta disomogeneita del campo
[44],]45]. Si crea una zona intorno alla impurezza in cui i nuclei sono forte-
mente accoppiati con lo spin elettronico (accoppiamento iperfine). I nuclei
che stanno sul bordo di questa zona (anche definita diffusion barrier) sono
accoppiati, grazie all’interazione dipolare, con i nuclei pit lontani (bulk).
Il trasporto della magnetizzazione all’interno del sample verso i nuclei del
bulk sarebbe mediata proprio dai nuclei che stanno sulla diffusion barrier,
mentre i nuclei del core non giocherebbero alcun ruolo [114],[117]. Il segnale
osservato in risonanza sarebbe poi dovuto solo ai nuclei del bulk. Una dimi-
nuita concentrazione di nuclei di *C, a parita di impurezze paramagnetiche,
puo significare una diminuzione di mediatori, e di conseguenza una mino-
re velocita di incremento della polarizzazione. Un comportamento simile &
stato riscontrato anche in [112] con una soluzione di [1-13C] acido piruvico
e OX063 in 13C DMSO/H50, e in [118] con una mistura di *C acetato e
radicale TEMPO in D20 /etanolo.

Nelle figure (3.11) e (3.12) ¢ riportato 'andamento dei valori di 7 e II in
funzione della diversa concentrazione di radicale presente nei campioni pola-
rizzati (formulazioni 3-5). Si evince per prima cosa che ad una aumentata
concentrazione di OX063 corrisponde una diminuzione di 7. La diminuzio-
ne é statisticamente significativa tra le formulazioni con 16 mM e 21 mM
di radicale (p < 0.05). L’andamento ottenuto € coerente con quanto vi-
sto in letteratura [30],[106],[118]. Anche la polarizzazione perd diminuisce
all’aumentare della concentrazione di OX063. Questo indica che una ecces-
siva quantita di radicale non favorisce il processo di polarizzazione, come
nel caso precedente con tris[1-13C| acetato. Probabilmente in questo caso
si ha un rilassamento eccessivo degli spin di 3C dovuto all’elevato numero
di impurezze paramagnetiche. Questo effetto puo dipendere anche dal tipo
di radicale impiegato: la diversa disposizione degli orbitali elettronici pud
creare un campo magnetico locale peculiare, con una notevole influenza sul
rilassamento dei nuclei di 13C [119].
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Figura 3.9: Valori di 7 ottenuti per le formulazioni 1-3 di Na-[1-13Clacetato.
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Figura 3.10: Valori di IT ottenuti per le formulazioni 1-3 di Na-[1-1*Clacetato.
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Figura 3.11: Valori di 7 ottenuti per le formulazioni 3-5 di Na-|[1-13Clacetato.
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Figura 3.12: Valori di II ottenuti per le formulazioni 3-5 di Na-[1-'?>Clacetato.
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Figura 3.13: Confronto tra i profili di polarizzazione in funzione della frequenza di
irraggiamento per i tre diversi arricchimenti in '*C delle misture di sodio acetato.
Ogni profilo é normalizzato per il proprio massimo del segnale, e la frequenza ¢
espressa come distanza dal minimo di polarizzazione tra i due picchi.

I risultati ottenuti indicano che nella scelta della preparazione da utilizzare
per gli studi in vivo € necessario un compromesso tra il valore massimo di
polarizzazione ottenibile e la rapidita con cui questa si raggiunge.

3.1.5 Spettri DNP: alcune considerazioni sulla fisica della
DNP

Altri elementi di discussione sulla fisica della DNP possono essere offerti da-
gli spettri DNP, cioé dalla rappresentazione del segnale ottenuto in funzione
della frequenza di irraggiamento. Gli spettri DNP per i campioni con diverso
arricchimento di '3C sono riportati in figura (3.13). Nella figura si possono
individuare due picchi, corrispondenti alla situazione in cui gli spin '3C sono
forzati a disporsi in maniera parallela (primo picco) o antiparallela (secondo
picco) al campo applicato. Si nota un allargamento della forma dei picchi
al crescere della percentuale di spin '*C nei campioni. Questo effetto puo
essere spiegato con un cambiamento nel contributo relativo dei meccanismi
di polarizzazione descritti in precedenza. Non & semplice definire a priori il
ruolo di ciascun processo nelle misure effettuate, ma i risultati ottenuti pos-
sono offrire degli spunti di riflessione. Una minore larghezza del profilo di
polarizzazione pud indicare un ruolo preminente di un meccanismo rispetto
agli altri, mentre una banda piu larga una sovrapposizione di pitt meccanismi
[43],[120]. Inoltre, la separazione tra il massimo dei picchi ¢ 54 MHz, 60 MHz,
63 MHz al crescere dell’arricchimento in C contro i circa 72 MHz previsti
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Figura 3.14: Confronto tra i profili di polarizzazione in funzione della frequenza di
irraggiamento di una mistura di tris-[1-13Clacetato (preparazione 1 in tabella 2.1) e
Na-[1-13CJacetato (formulazione 3 in tabella 2.2). Ogni curva ¢ stata normalizzata

per il rispettivo massimo, la frequenza € espressa come distanza del minimo di
polarizzazione tra i due picchi.

dal modello del solid effect (il doppio della frequenza di Larmor dei nuclei
di 13C a 3.35 T). Da cio si puo dedurre che i processi di interazione a piil
nuclei come cross effect e thermal mixing hanno un ruolo preminente rispet-
to al solid effect. L’allargamento dei picchi e la aumentata separazione dei
massimi all’aumentare dell’arricchimento possono indicare un overlapping di
pitt meccanismi, forse per il modificato rapporto spin *C/elettroni. Si puo
ipotizzare che vi sia un maggior contributo della componente del solid effect
per i campioni con una maggiore concentrazione di spin '3C, in aggiunta alla
presenza maggioritaria di cross effect e/o thermal mixing per i campioni a
bassa concentrazione di "*C. Da notare come questo fatto possa avere un
ruolo, insieme al meccanismo della spin diffusion, nella diminuzione del pa-
rametro 7 all’aumentare del numero di spin *C. Naturalmente sarebbero
necessarie ulteriori misure per valutare in maniera dettagliata queste ipotesi.
La tendenza sembra confermata se esaminiamo la figura (3.14), in cui é ripor-
tato il confronto tra uno spettro DNP di un campione di Na-[1-13C]acetato
(formulazione 3) e quello di un campione di tris-[1-13Clacetato (formulazione
riportata in [106]). Ad una concentrazione minore di spin *C (4.8 M per il
13C tris-acetato contro 7.3 M per il 13C Na-acetato) sembra corrispondere
una minore larghezza complessiva dello spettro; la separazione dei massimi
per il tris-acetato ¢ 54 MHz, compatibile con il campione di Na-acetato ad
arricchimento minore.
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Figura 3.15: Esempio di una curva di rilassamento della magnetizzazione in
funzione del tempo ottenuta per la misura del T3 a stato solido.

3.1.6 Misura di 7} a stato solido

Un interessante aspetto che si ¢ potuto valutare con il set up sperimentale
proposto ¢ il tempo di rilassamento 77 della soluzione standard di sodio ace-
tato (formulazione 3) a temperatura criogenica. Come descritto nella parte
di materiali e metodi, il 77 viene misurato dal fit monoesponenziale del de-
cadimento della magnetizzazione nel tempo. In figura (3.15) ¢ riportato un
esempio di una curva ottenuta. Dal fit monoesponenziale si ricava un valore
di 71, su una media di 3 campioni, di (1551 £+ 11) s. Questo risultato & di
un ordine di grandezza minore rispetto al valore di 10300 s ottenuto in un
esperimento analogo [119]. Il valore ricavato dal fit puo essere probabilmente
spiegato tenendo presente che ¢ diverso il tipo di radicale impiegato nei due
esperimenti (25 mM OX063 in questo caso contro 33 mM TEMPO). Inoltre,
la matrice & diversa tra i due studi: nello studio in [119] la concentrazione
di Na-[1-'3CJacetato ¢ 3 M, contro 7.3 M di queste misure. Infine, la tem-
peratura a cui viene svolto ’esperimento pud giocare un ruolo: nelle misure
effettuate per questo lavoro di tesi € pari a 1.4 K, mentre nello studio citato é
di 1.2 K. Probabilmente si ottiene un valore minore di T} in quanto la misura
viene effettuata ad una temperatura leggermente maggiore, e di conseguenza
si ha un rilassamento pitt veloce degli spin di 1*C [9]. Da considerare infine la
presenza degli ioni Gd®>* nella preparazione esaminata (non presenti invece
nella formulazione impiegata nello studio citato), che contribuisce alla dimi-
nuzione del 77 . Un valore di T} pit simile a quello misurato in laboratorio
viene ricavato in [115] per il [1-!3C]piruvato (range tra 2200 e 2900 s al va-
riare della concentrazione di ioni Gd3* nella mistura fino a 3 mM). In questo
caso si tratta di una formulazione completamente diversa, in quanto ’acido
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piruvico vetrifica spontaneamente, quindi non ¢’¢ bisogno di aggiungere alla
preparazione un solvente vetrificante come il glicerolo. La concentrazione di
radicale OX063 ¢ in questo caso piu bassa (15 mM contro 25 mM), e questo
puo spiegare il valore maggiore di 77 riscontrato nello studio.

3.2 Misure a stato liquido

Una volta che il campione ¢é polarizzato allo stato solido, € necessario operare
una dissoluzione dello stesso per ottenere una soluzione iniettabile. La fase
di dissoluzione é un momento critico del processo di produzione del mezzo
di contrasto iperpolarizzato: il campione, inizialmente a temperatura crio-
genica, viene sollevato dalla zona di massima intensita di campo e messo
a contatto con un liquido sovrariscaldato. In questo momento il campo a
cui € sottoposto il campione é circa 1 T. Una volta effettuata la dissolu-
zione, la soluzione viene espulsa al di fuori del polarizzatore e raccolta in
un contenitore esterno, quindi passa a campo zero. Gia in questo momento
é presumibile che il campione abbia perso una parte della magnetizzazione
creata dal processo di iperpolarizzazione. E’ importante dunque eliminare
ogni possibile fattore che possa incrementare il rilassamento durante la dis-
soluzione: ¢ importante che vengano rimosse eventuali impurezze metalliche
che possono essere raccolte dal serbatoio del mezzo di dissoluzione e dalla
linea di uscita, dunque ¢ per questo che il mezzo di dissoluzione contiene
una quota di EDTA, composto chimico dalle proprieta chelanti; inoltre, &
importante che il circuito di dissoluzione venga pulito prima di ogni sessione
sperimentale con acqua milliQ) e successivamente con etanolo. Una volta che
la soluzione si trova all’esterno del polarizzatore, la magnetizzazione prodot-
ta dall’iperperpolarizzazione rilassa secondo il T} del composto: per questo
occorre la massima rapidita nella raccolta e nel collocamento nel polarime-
tro per le misure. C’¢ da considerare inoltre che a basso campo aumenta
drammaticamente il rilassamento del 3C [121],[122]. Mediamente il tempo
che intercorre tra l'arrivo della soluzione iperpolarizzata nel contenitore di
raccolta e I'inizio della misura con il polarimetro, in cui si inserisce circa 1
ml di soluzione, o di iniezione in vivo nell’animale ¢ di 12 s. Importante é
anche il controllo del pH della soluzione, che deve rimanere intorno al valore
di 7.5 per essere compatibile con I’iniezione in vivo, ma anche per evitare una
diminuzione indesiderata del valore del 77. La temperatura della soluzione
iperpolarizzata deve essere quanto piul prossima alla temperatura fisiologica
di 37 °C per essere compatibile con l'iniezione in vivo.

Per effettuare esperimenti in vivo su animale di media taglia é importante
massimizzare il numero di spin '3C iniettati: per questo occorre polarizzare
una quantita opportuna di agente di contrasto. Nello scale up della dose non
¢ possibile far crescere in maniera correlata anche il volume di mezzo di dis-
soluzione impiegato. Vi ¢ un limite alla capacita del circuito riscaldante, che
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Figura 3.16: Confronto delle prestazioni a stato liquido a 1.05 T tra small doses
(N=6) e large doses (N=8) per campioni di Na-[1-13C]acetato, formulazione 3.

non permette di aumentare a piacere questo volume. Negli studi effettuati
I’aumento di volume del mezzo di dissoluzione per le large doses necessarie
per l'iniezione in vivo & di quattro volte rispetto alle small doses (da 5 ml a
20 ml), mentre la dimensione del sample aumenta di un ordine di grandezza
o pitt. Questo fatto comunque contribuisce ad aumentare la concentrazione
di spin 3C nella soluzione finale, ma come effetto collaterale aumenta anche
la concentrazione di radicale. Vedremo tra poco cosa comporta questo fatto.
Come gia evidenziato nel capitolo dedicato alle misure a stato solido, nell’ot-
tica di effettuare studi in vivo su modello di grosso animale, é importante che
I'HyperSense® riesca a sciogliere dei campioni di volume maggiore e produr-
re dunque una adeguata quantita di soluzione iperpolarizzata. Per verificare
le prestazioni del sistema di dissoluzione dell’ HyperSense®si esaminano i
valori di 77 e di percentuale di polarizzazione degli stessi campioni usati per
il confronto della polarizzazione a stato solido tra small doses e large doses
(formulazione 3 di Na-[1-!3C]acetato). I risultati ottenuti sono riportati in
figura (3.16).

A differenza di quanto accade a stato solido, a stato liquido si nota un netto
peggioramento dei parametri caratteristici: il 77 varia da una media di (58
+ 3) s per le small doses (N=6) a una media di (44 + 4) s (N=8) per le
large doses, e analogamente la polarizzazione cambia da (24 + 2) % a (14.2
+ 4.0) %. Questo comportamento puo essere dovuto principalmente a due
fattori: un campione grande richiede un tempo maggiore per la dissoluzione
completa, quindi una maggiore permanenza del sample iperpolarizzato fuori
dalla zona in cui é presente il campo, e questo comporta una perdita netta di
segnale iperpolarizzato, senza contare tutti i possibili effetti delle turbolenze
che possono intervenire durante il processo di dissoluzione. In secondo luogo
bisogna considerare che la concentrazione di radicale nella soluzione finale é
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Figura 3.17: Confronto delle percentuali di polarizzazione ottenute a 1.05 T per
le formulazioni di tris-[1-'*Clacetato.

maggiore nella large rispetto alla small dose, visto che é aumentato il rap-
porto tra volume del campione e volume di mezzo di dissoluzione usato. Nel
caso di queste misure i valori finali di concentrazione di radicale sono (0.22
+ 0.05) mM per le small doses e (0.56 £ 0.09) mM nelle large doses. Dato
che i valori di 7 e II sono paragonabili, queste diminuzioni non derivano da
differenze tra i campioni allo stato solido.

Confrontiamo i valori di polarizzazione a stato liquido delle formulazioni di
tris-[1-13CJacetato, confrontando le small doses, riportati in figura (3.17):
queso confronto viene effettuato su campioni di massa simile, per evitare er-
rori di valutazioni dovuti alle differenti dimensioni dei campioni polarizzati.
Nella figura vengono confrontate le prestazioni delle tre formulazioni stu-
diate, privilegiando per I'ultima formulazione i campioni omogeneizzati con
il sonicatore prima dell’inserimento nel polarizzatore (per problemi tecnici
non €& stato possibile effetture misure a stato liquido sui sample preparati
secondo la formulazione 3). Si nota come effettivamente vi sia una differenza
significativa tra la formulazione 1 e la formulazione 2 , in cui viene aggiunto
il glicerolo. Per queste due formulazioni viene mantenuto dunque cio che si
é visto a stato solido. Per quanto riguarda la formulazione 4 invece non si
ripete quanto visto a stato solido, essendo la polarizzazione ottenuta a stato
liquido in linea con la formulazione 2. Questo risultato si puo spiegare con la
differente concentrazione di radicale tra le formulazioni, come riportato nel-
la tabella (2.1): nella formulazione 4 'aumentata concentrazione di OX063
effettivamente diminuisce il valore di polarizzazione ottenuto.

Il radicale va ad influenzare pesantemente la relassivita dei nuclei di '3C [109],
come si pud evincere dalla figura (3.18), in cui viene riportato ’'andamento
del 77 in funzione della concentrazione di radicale nei campioni preparati
secondo la formulazione 4 in tabella (2.1), raggruppati per classi omogenee
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Figura 3.18: Valore di 77 misurato a 1.05 T in funzione della concentrazione di
radicale presente nella soluzione finale per la formulazione 4 di tris-[1-'3C] acetato.
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Figura 3.19: Valore di T} misurato a 1.05 T in funzione della concentrazione di
radicale presente nella soluzione finale per le formulazioni di Na-[1-1?Clacetato.
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Figura 3.20: Valore di percentuale di polarizzazione misurato a 1.05 T in funzione
della concentrazione di radicale presente nella soluzione finale per le formulazioni
di Na-[1-13C]acetato.

di concentrazione. In particolare il 77 della soluzione iperpolarizzata dimi-
nuisce in maniera lineare con la concentrazione di radicale in essa presente.
Lo stesso andamento del T in funzione della concentrazione di radicale &
confermata anche per i campioni di Na-[1-13C]acetato, come si puo vedere
nella figura (3.19). L’aspetto fondamentale dell’andamento evidenziato nelle
figure (3.18) e (3.19) & che questo ¢ indipendente dalla formulazione pola-
rizzata: il parametro fondamentale che detta il valore di T; della soluzione
iperpolarizzata nelle misture testate é la concentrazione di radicale. Questo
fatto si va a riflettere sulla percentuale di polarizzazione ottenuta, come si
puo vedere dalla figura (3.20). Si vede come la percentuale di polarizzazione
diminuisca sensibilmente all’aumentare della concentrazione di radicale, fino
a che non si raggiunge un limite per cui non si hanno variazioni significative.
Di questi effetti dunque si deve tenere di conto quando si vanno ad effettuare
le prove in vivo: il valore di T} e di percentuale di polarizzazione sono dunque
limitati dal fatto che dobbiamo usare delle large doses per massimizzare il
numero di spin 13C iniettati. Ciononostante si ottengono dei valori di T} (al
minimo 40 s) e di percentuale di polarizzazione (almeno 15%) che consentono
di poter effettuare degli studi in vivo.

3.3 Misure in vivo

Una volta definita la possibilita di ottenere un buon grado di polarizzazione
per le formulazioni di tris e sodio acetato proposte, siamo in grado di af-
frontare degli studi in vivo, seguendo gli esempi gia proposti in letteratura
con [1-13C] piruvato [83],[86],]90] e con lo stesso [1-13Clacetato [96],[97],[99],
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Figura 3.21: Esempio della serie di spettri >C in vivo ottenuti durante una sessione
sperimentale.

perd questa volta con esperimenti su modello animale di media taglia. Lo
studio sull’animale di media taglia si rende preferibile in quanto vi & una
piu accurata somiglianza, rispetto al modello di piccolo animale, dell’anato-
mia e dei processi metabolici che riguardano 'uomo. Questo studio rientra
nell’ottica della cosidetta medicina traslazionale, il cui scopo é quello di uni-
re le conoscenze scientifiche e cliniche per implementare nuove metodologie
diagnostiche e cliniche al servizio del malato. In particolare il modello suino
viene spesso utilizzato per studi in vivo come rappresentativo del sistema
cardiovascolare umano. Questi studi con [1-13C]acetato sono stati effettuati
per la prima volta sull’animale di grossa taglia nei laboratori della Fondazio-
ne Regione Toscana Gabriele Monasterio. La mistura scelta per questi studi
¢ la formulazione 3 di Na-[1-13Clacetato (concentrazione di OX063 pari a 25
mM), in modo da massimizzare il numero di spin 3C iniettati e minimizzare
il tempo di attesa per ottenere una dose iperpolarizzata. Negli studi effettua-
ti il valore di concentrazione di spin *C nella soluzione finale & pari a circa
150 mM (3 mmol *3C in 20 mL), valore che comunque rimane nettamente
inferiore a studi con *C acetato iperpolarizzato riportati sul piccolo animale:
la dose efficace iniettata ¢ pari a 0.08 mmol/Kg (peso dell’animale), mentre
negli studi con ¥C acetato effettuati su piccolo animale sono riportati valori
da 1.5 (0.123 mmol/Kg) fino a 5.5 volte (0.44 mmol/Kg)[97],[99].

In figura (3.21) ¢é riportato un tipico esempio della successione degli spettri
in funzione del tempo ottenuti durante uno studio in vivo. In essa distin-
guiamo un picco dovuto al [1-13CJacetato e a destra di questo, spostato di
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Figura 3.22: Con riferimento allo studio in figura 3.21, somma degli spettri ottenuti
da 20 s a 36 s dopo l'inizio dell’iniezione.

circa 8.6 ppm (276 Hz a 3 T), un picco dovuto alla [1-13C]acetil carnitina.
La presenza di due picchi distinti viene evidenziata nella figura (3.22), in
cui ¢ riportata la somma degli spettri di 13C ottenuti tra t =20 s e t =36 s
dopo l'inizio dell’iniezione. L’attribuzione del picco trovato proprio a questo
metabolita é giustificata da un confronto con i risultati ottenuti in altri studi
presenti in letteratura [96],[97],[99].

La comparsa del picco dovuto alla [1-13Clacetil carnitina indica che effettiva-
mente avviene una conversione del [1-'3C] nelle cellule del tessuto cardiaco,
e giustifica 'assunzione fatta in precedenza che durante il passaggio da una
molecola all’altra il nucleo di '3C mantenga la sua polarizzazione, e poi ri-
suoni a una diversa frequenza in relazione al mutato intorno chimico. Va
sottolineato come si riesca ad apprezzare una conversione metabolica anche
sul’animale di media taglia, sebbene evidenziata da un segnale che, con-
frontato sul massimo del picco, & minore di circa due ordini di grandezza di
quello del mezzzo di contrasto iniettato.

Gli spettri vengono acquisiti ogni 2 s per 120 s. In ogni spettro, tramite 1’al-
goritmo AMARES implementato in JMRUI, sono stati individuati i massimi
dei picchi e sono stati riportati in un grafico in funzione del tempo (un esem-
pio si puo trovare in figura (3.23). In questo modo si ottengono delle curve
metaboliche, che rappresentano ’evoluzione del segnale in funzione del tem-
po. Si nota come sia quasi immediata la comparsa del picco del 3C acetato
(941 s dall’inizio dell’iniezione negli N=4 esperimenti effettuati), con una
forma della time course che ricalca nella prima parte ’arrivo del bolo nella
regione di interesse, mentre nella seconda parte si evidenzia una diminuzione
del segnale dovuta alla conversione e al rilassamento della magnetizzazione.
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Figura 3.23: Un esempio dell’andamento dei segnali di [1-'*Clacetato e
[1-13CJacetil carnitina in vivo in funzione del tempo.

Il segnale della [1-13CJacetil carnitina appare successivamente: il massimo si
trova a 2443 s dall’inizio dell’iniezione (media di N=4 studi), come ci aspet-
tiamo trattandosi di un prodotto di conversione.

Una volta ottenute le curve metaboliche, é possibile caratterizzare la cinetica
del [1-'3CJacetato. In particolare si nota un andamento bifasico della curva
dell’acetato, e per questo viene eseguito un fit su queste curve suddividendole
in due parti. Dalla seconda parte della curva, con un fit monoesponenziale
si ricava il T3 in vivo del [1-13C]: in realta questo & un valore efficace, nel sen-
so che il valore di questo parametro ¢ influenzato anche dalla contemporanea
conversione in [1-13C]acetil carnitina. II valore ottenuto per il T} efficace da
una media sugli N=4 studi & di 17.6£1.7 s, ed ¢ interessante rilevare che &
un valore compatibile con quello ottenuto da uno studio su piccolo animale
di 16.2+1.4 s [99].

Il valore del T} ricavato viene usato per correggere la prima parte della curva
e, tramite un fit con la curva y-variata (2.11), ottenere dei parametri relativi
alla velocita di comparsa del bolo nel tessuto cardiaco.

In figura (3.24) si puo vedere un esempio del fit ottenuto. Il grafico riporta,
oltre ai valori sperimentali, le time courses calcolate usando i parametri rica-
vati dal fit. Nella tabella (3.3) sono riportati i valori ricavati dei parametri
a e b della curva. Bisogna evidenziare che i coefficienti di variazione dei
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Figura 3.24: Un esempio di time course metabolica di [1-'*Clacetato con relativo
fit come descritto nel testo.

’ Parametro H Valori ottenuti (mediatst.dev) ‘

a(u.a.) 45+1.1
b(s) ~1.6+0.2

Tabella 3.3: Valori dei parametri della curva gamma variata ottenuti dal fit su
N=4 curve di [1-13C] acetato in vivo.

parametri trovati sono 9.7, 25 e 12.5 %: ¢io & un valore accettabile per espe-
rimenti in vivo, se consideriamo la variabilita fisiologica che pud intercorrere
tra un animale e un altro. Da considerare inoltre che la curva dell’acetato
mostra una certa somiglianza con la curva metabolica ottenuta in vivo in un
esperimento PET effettuato su un intervallo di tempo di 3 minuti a seguito
dell’iniezione di 'C [123|. Sulla base di questo lavoro si puo ipotizzare che
la prima parte della curva rifletta ’arrivo del bolo nella regione di interesse,
mentre la seconda parte rifletta un internalizzazione all’interno delle cellula
per la successiva conversione. Da notare che 1'uso di acetato iperpolarizzato
evidenzia questo comportamento e in pit identifica una conversione metabo-
lica.

C’¢ da sottolineare pero che per ottenere un segnale quantificabile dalla zona
cardiaca vi & I'obbligo di selezionare una fetta abbastanza spessa (40 mm di
spessore) di tessuto. Con una fetta di tale spessore probabilmente si raccoglie
il segnale del mezzo di contrasto iperpolarizzato presente non solo nel tessuto
del miocardio, ma anche nel flusso sanguigno. Non é possibile allo stato at-
tuale separare i contributi delle due diverse zone. Questo puo introdurre un
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Figura 3.25: Attivita del 'C-acetato nel tessuto flusso sanguigno e nel tessuto
miocardico, ricavati da uno studio PET sul cuore umano.

errore importante nelle curve metaboliche soprattutto nella seconda parte,
in cui il segnale é minore, e in parte mascherare 'effetto di internalizzazione
appena discusso. Questo problema potrebbe essere superato dalla messa a
punto di particolari sequenze che permettano di discriminare segnali prove-
nienti da zone diverse all'interno del tessuto cardiaco.

Purtroppo non sembra possibile con il set up sperimentale a disposizione
identificare altri metaboliti oltre ai due descritti in precedenza. Per quanto
riguarda il metabolita [1-13C]acetil-CoA, dal quale poi ha inizio il ciclo di
Krebs cellulare, il fatto che non sia presente nello spettro un picco ad esso
associato puo dipendere dalla velocita delle reazioni di conversione che lo
coinvolgono, che con una risoluzione di 2 s forse non vengono individuate.
Il suo ruolo di intermedio nel metabolismo cellulare, come evidenziato nella
figura (1.16) probabilmente lo rende non rilevabile durante ’esperimento:
verosimilmente la permanenza del C nella molecola di acetil CoA & ve-
ramente limitata nel tempo, in quanto si attiva subito una bufferizzazione
del [1-13CJacetil CoA in [1-13C]acetil carnitina [99],|97],[124], oppure si attua
subito I'ingresso nel ciclo di Krebs con la formazione di altri substrati meta-
bolici. Alcuni gruppi sono riusciti a visualizzare il [1-'3Clacetil CoA [96],[97]
durante studi di spettroscopia effettuati su piccolo animale mediante I’appli-
cazione di un impulso a 90° dopo un certo intervallo di tempo dall’iniezione
(in genere si applica I'impulso dopo un intervallo di tempo corrisponden-
te al presunto raggiungimento del massimo del segnale dei metaboliti che si
vogliono visualizzare). Con questa modalita di acquisizione si perde pero 'in-
formazione temporale collegata al metabolismo, visto che la magnetizzazione
derivante dall’iperpolarizzazione viene in questo modo irrimediabilmente di-
strutta.

Per quanto riguarda il [5-13C|citrato e altri metaboliti coinvolti nel ciclo di
Krebs, probabilmente la loro produzione a partire dal [1-*Clacetato inietta-
to ¢ in questo caso troppo lenta, o magari la comparsa di questi metaboliti
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Figura 3.26: Esempi di fit delle time course metaboliche.

avviene in quantita non rilevabili dallo strumento, nonostante il protocollo
sperimentale preveda che la cavia rimanga digiuna (fasted) per le 24 ore pre-
cedenti I'iniezione della soluzione iperpolarizzata, in modo tale da favorire
per le cellule del tessuto cardiaco il pathway metabolico degli acidi grassi, a
discapito della glicolisi. Non siamo in grado di stabilire se vi sia un eventuale
collo di bottiglia nell'uptake del [1-'3Clacetato da parte delle cellule del mio-
cardio, fatto che potrebbe limitare in maniera sostanziale la comparsa dei
metaboliti successivi. Forse la concentrazione del [1-*Clacetato nel flusso
sanguigno rimane troppo bassa, nonostante in questi esperimenti in vivo sia
tra tre e cinque volte piu alta rispetto alle normali condizioni fisiologiche
[125]. Un altro problema potrebbe essere la risoluzione spettrale insufficien-
te a distinguere eventuali picchi di frequenza prossima al picco principale:
per esempio il [5-'3C|citrato, che ha una differenza in frequenza di 2.8 ppm
rispetto al [1-'3Clacetato [106], potrebbe essere localizzato aumentando la
separazione dei picchi.

3.3.1 Confronto tra condizioni basali e sforzo indotto farma-
cologicamente

E’ stata valutata la variazione dei segnali metabolici del [1-13C]acetato in-
crementando il lavoro cardiaco. Per questo é stata somministrata all’animale
dobutamina, un farmaco in grado di aumentare il lavoro inotropo, favorendo
la contrattilita del muscolo cardiaco. E’ stata esaminata la variazione del ra-
te pressure product (RPP) e dei valori della k efficace di conversione ottenuti
dal fit delle curve metaboliche. Un esempio di curve fittate ¢ riporato nella
figura (3.26), in cui la linea continua rappresenta la time course metabolica
stimata con la funzione sbiosimulate del tool Simbiology di MATLAB, sulla
base del sistema di equazioni (2.12), con partenza del fit dal massimo del
segnale dell’acetato.

Nelle figure (3.27) e (3.28) ¢ riportato il confronto tra i valori di RPP e k,

120
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Figura 3.27: Media e deviazione standard dei valori di RPP misurati durante le
iniezioni di [1-13C]acetato, distinti tra caso basale e dobutamina.
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Figura 3.28: Media e deviazione standard dei valori di k efficace stimati dal fit
delle curve metaboliche con il tool Simbiology, distinti tra caso basale e dobutamina.
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ricavati negli studi in vivo, misurati in condizioni basali e dopo lo sforzo
indotto farmacologicamente. Si nota che, a fronte di un aumento del RPP,
che testimonia un incremento del lavoro inotropo, non si ha una variazio-
ne significativa dei valori calcolati della costante di conversione enzimatica,
mentre invece sarebbe stato lecito aspettarsi un aumento dei valori di k,
che rappresenta la velocita con cui avviene la conversione dell’acetato nelle
cellule del miocardio [126]. Sulla base dei dati ottenuti possiamo affermare
che il protocollo usato non descrive in maniera adeguata i cambiamenti delle
condizioni fisiologiche dell’animale in condizioni di stress.

I1 modello esplicitato nelle equazioni (2.12) non riesce a fittare in maniera
appropriata ’andamento bifasico della time course metabolica dell’acetato.
Inoltre, il segnale derivante dalla [1-13C]acetil carnitina é estremamente basso
(circa due ordini di grandezza minore di quello del [1-*Clacetato), proba-
bilmente a causa di uno scarso oppure lento processo di internalizzazione e
conversione dell’acetato nelle cellule del miocardio, e questo fatto contribui-
sce a rendere difficoltoso il fit.

Inoltre il modello proposto, basato sulle equazioni di Bloch per la magne-
tizzazione, prende in considerazione soltanto una pseudo-conversione del [1-
13CJacetato in [1-13CJacetil carnitina e il rilassamento della magnetizzazione.
In realta, come abbiamo visto, i processi metabolici sono molteplici, il valore
di k ricavato dal fit € in realta una stima di una costante “efficace” che da una
quantificazione di tutte questi passaggi successivi. Probabilmente il parame-
tro k cosi ricavato non é idoneo alla valutazione “fine” di minime variazioni
metaboliche stress inotropo indotto farmacologicamente. Miglioramenti nelle
tecniche di monitoraggio delle condizioni fisiologiche dell’animale, cosiccome
nuovi modelli interpretativi delle cinetiche metaboliche, potrebbero contri-
buire a chiarire la dinamica del processo metabolico e dei cambiamenti dei
parametri fisiologici dell’animale in condizione di stress.
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Conclusioni

Nell’ambito del presente lavoro di Tesi ¢ stata messa a punto una procedura
per liperpolarizzazione di miscele arricchite in 3C, funzionali all'impiego
della Risonanza Magnetica spettroscopica nell’animale di grossa taglia. Du-
rante il lavoro ¢ stata effettuata una caratterizzazione fisico chimica di diverse
formulazioni di [1-13Clacetato allo stato solido e allo stato liquido, finalizzate
alla messa a punto della formulazione ottimale e all’indagine sulla fisica della
DNP.

E’ stato effettuato uno scale-up della dose polarizzata per effettuare degli
studi in vivo su modello porcino, e sono stati valutati gli aspetti negativi
comportati da un incremento della dose da polarizzare.

E’ stata messa a punto una metodica di Risonanza Magnetica Spettroscopica
per 'acquisizione dei segnali metabolici e 'estrazione delle curve metaboli-
che di conversione di [1-13CJacetato in [1-13CJacetil carnitina in vivo.

E’ stata successivamente eseguita un’analisi della cinetica dell’agente di ima-
ging iniettato, ed ¢ stata effettuata una stima delle costanti di conversione
enzimatiche apparenti.

Dai risultati ottenuti in condizioni di stress inotropo, non & possibile rive-
lare variazioni“fini” delle condizioni fisiologiche dell’animale dai valori delle
costanti ottenute. Il limite principale del [1-13C]acetato iperpolarizzato ¢ pro-
babilmente il lento processo di internalizzazione e conversione nelle cellule
del miocardio, che limita il valore di SNR della [1-3CJacetil carnitina.
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Appendice A

Misura del 77 a stato solido

Per la misura del 77 a stato solido si fa uso di una routine implementata al-
I'interno del programma RINMR (v.5.7). Il programma consente di costruire
semplici routine basate su linguaggio Visual Basic, a cui si aggiungono speci-
fici comandi per interfacciarsi con il polarimetro MQC. Ogni routine prevede
inizialmente la dichiarazione delle variabili usate, poi una parte in cui si ri-
chiamano le sequenze usate e i relativi parametri e si procede alla scansione,
e infine una parte in cui si fa post processing del segnale ottenuto.

La misura consiste nel polarizzare il campione per circa quaranta minuti,
poi spegnere le microonde ed eseguire delle scansioni con una sequenza pulse
and acquire (FFA=5°, TR=300 s), in modo da seguire il rilassamento della
magnetizzazione nel tempo.

Viene creato un apposito file di testo nel computer di controllo che definisce
la temperatura a cui avviene la misura e il livello di elio presente nella camera
di polarizzazione. Inoltre vengono fissate la durata dell’irraggiamento delle
microonde, la frequenza e la potenza. Una volta che il campione é stato po-
larizzato per il tempo necessario ad ottenere un segnale di magnetizzazione
sufficiente, le microonde vengono spente. Nel file di testo € specificata una
riga in cui si setta la potenza delle microonde a zero: questo parametro serve
da trigger per l'inizio delle acquisizioni da parte della routine. La routine
acquisisce un FID ogni TR, per il numero di volte specificato dall’utente, e
dopo una procedura di baseline correction e apodizzazione nel dominio del
tempo, trasformata di Fourier e rifasamento dello spettro ottenuto, calcola
il valore del segnale come media di cento punti successivi intorno al massimo
del picco. La routine crea infine un file di testo in cui é riportato l'istante di
tempo in cui avviene ’acquisizione e il valore del segnale.

Di seguito é riportato il file di configurazione del polarimetro. Con il carat-
tere ’ sono evidenziati i commenti.
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Settings
Temperature=1.4
LHeLevel=55

MQC
MACHINE=SPECTROMETER
MeasurementDelay=1000

Sweep

'Durata polarizzazione (s), frequenza di irraggiamento (MHz), potenza (mw)
2400 94.150 100

193.8000

1 93.800 0

N.B. La frequenza viene cambiata dopo la polarizzazione a 93.800 GHz,
quindi molto lontano dalla frequenza di risonanza dell’elettrone, per evitare
che, anche se la potenza ¢ settata a zero, vi sia comunque un irraggiamento
residuo che possa ristabilire la polarizzazione.

Di seguito é riportato il codice per la misura del 77 a stato solido con I'Hy-
perSense ®. Con il carattere ’ sono evidenziati i commenti.

Option Explicit
Pk sk kR ok ok Kook ok ko ko kK Rk ok ok ok ok ok ok ko ok ok Kook ok ok sk ok ok ok K ok
Monitoraggio del rilassamento della magnetizzazione per 13C acetato iperpola-

rizzato
1k sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk sk ok sk s ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok ok sk sk ok ok sk sk sk ok ok

Sub Main()

'Dichiarazione variabili
Dim Scans Dim Delay
Dim FSO

Dim Ftxt

Dim sPipeText

Dim Outfilename
Dim n

Dim Datasize

Dim t

Dim i

Dim P90

Dim tempo

"Collegamento al polarizzatore
NMR.Execute("WAIT PIPE 1 HIDE")
NMR.Execute("WAIT PIPE 1 HIDE")



67

NMR.Execute("WAIT PIPE 1 HIDE")

NMR.Execute("~PMODE")

'Acquisisce da tastiera il nome del file di riepilogo e dei file RIDAT (SOLO DATI
DEL FID)

'Se viene premuto "CANCEL" il programma si ferma
Outfilename=GetDataName(1)

If Outfilename="" Then

Exit Sub

End If

Scans = InputBox("Enter The number of scans to perform")
'Controlla che sia acquisito un numero, oppure

'trasforma la stringa acquisita in numero intero,

"altrimenti esce

If IsNumeric(Scans) Then

Scans = Clnt(Scans)

Else

Exit Sub

End If

'Acquisisce da tastiera il TR
Delay = InputBox("Enter The delay between measurments in seconds")

'Crea il file dei risultati delle scansioni, da usare per il fit
Set FSO=CreateObject("Scripting.FileSystemObject")
Set Ftxt = Fso.CreateTextFile(Outfilename, True)

NMR.Execute("“AMODE") "Acquisition Mode
NMR.Execute("LOAD FID") 'Carica la sequenza FID
NMR.Execute("P90 "& 15.334) "Lunghezza impulso per angolo di 5°
NMR.Execute("RD " & 100000) '"Modifica il ritardo alla fine della scansione
NMR.Execute("SF " & 35.97315769) 'Frequenza NMR 13C Acetate
NMR.Execute("NS "& 1) 'Solo un singolo FID per acquisizione
n=1 'Reset del contatore delle scansioni
NMR.Execute(""PMODE") 'Process Mode

NMR.Execute("XY QUIT") 'Chiude eventuali grafici aperti
NMR.Execute("XY") 'Apre la parte grafica

NMR.Execute("LB " & 2000) 'Larghezza del filtro (Hz) per apodizzazione
Show "Start Polarisation and Press to start"

"Il polarizzatore invia continuamente la stringa corrispondente al comando che
sta eseguendo
'Se la stringa contiene "Power 0", significa che é finita la polarizzazione
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Do

NMR.Execute("WAIT PIPE")

sPipeText = NMR.ReturnValue

If ( Pos("Power 0",sPipeText) > 0 ) Then
Exit Do

End If

If sPipeText = "" Then Exit Sub

Loop

"Acquisisce |'orario di inizio della misura
'Salva nella variabile i I'orario acquisito
NMR.Execute("TIME")
i=NMR.ReturnValue

if Scans>1 then
Do

"Acquisisce |'orario corrente

'Salva nella variabile t I'orario della n-esima scansione
NMR.Execute("TIME")

t=NMR.ReturnValue

'Effettua la scansione

'Crea file .ridat del singolo FID, sovrascrivendo (Y) eventuali file precedenti,
"aggiungendo nel nome file il numero della scansione
NMR.Execute("“AMODE")

NMR.Go

NMR.Execute("WR " & Chr(34) & OutFileName &"." & n & Chr(34)& " Y")

'Post processing
NMR.Execute("“"PMODE") 'Process Mode

NMR.Execute("BC") 'Baseline correction
NMR.Execute("EM") 'Apodizzazione
NMR.Execute("FT") 'Trasformata di Fourier del FID
NMR.Execute("ROT") 'Rifasamento
NMR.Execute("QA") 'Scelta della fase di ordine zero

'Restituisce il valore della media di 100 punti intorno al massimo
'Salva questo valore nella variabile Datasize
NMR.Execute("SIZE 100" )

Datasize=NMR.ReturnValue

"Calcola I'istante della scansione come differenza dei due orari, convertendo
'in secondi e tenendo conto del tempo macchina necessario per |'acquisizione.
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tempo=CDbl((t-i)*24*60*60)+0.00006654

'Mette un punto sul grafico.

'Aggiunge una riga nel file dei risultati con tempo, segnale e i due orari.
NMR.Execute("XY DATA " &tempo &Datasize)
fTxt.WriteLine(tempo & chr(9) & Datasize & chr(9) & t & chr(9) & i)

NMR.Execute("WAIT " & delay) 'Aspetta un TR

n=n+1 'Cambio indice per scansione successiva
Loop Until n=Scans 'Si ferma al numero di scansioni-1
end if

'Ultima scansione, faccio cosi per avere i file .ridat con il numero della scan-
sione vero (da 1 a n), in caso di problemi & piu comodo

NMR.Execute(" TIME")

t=NMR.ReturnValue

NMR.Execute("“AMODE")

NMR.Go

NMR.Execute("WR " & Chr(34) & OutFileName &"." & n & Chr(34) & " Y")
NMR.Execute("~PMODE")

NMR.Execute("BC")

NMR.Execute("EM")

NMR.Execute("FT")

NMR.Execute("ROT")

NMR.Execute("QA")

NMR.Execute("SIZE 100" )

Datasize=NMR.ReturnValue
tempo=CDDbl((t-i)*24*60*60)+0.00006654

NMR.Execute("XY DATA " & tempo & Datasize)
fTxt.WriteLine(tempo & chr(9) & Datasize & chr(9) & t & chr(9) & i)

ftxt.close
MsgBox "Script eseguito correttamente"
End Sub
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