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�Beh, la veritá ha un suo modo di cambiare ogni giorno, ogni secondo. Si resta attaccati

al proprio stile e la veritá cambia intorno a noi. Se hai stile hai il tuo metodo che

continua mentre tutte le cose vacillano. Mi segui? �

Charles Bukowski
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1. Imaging

1. Imaging

Lo scopo principale di una tecnica di imaging, nel campo biomedico, è di fornire una

mappa per visualizzare gli organi interni di un corpo per identi�care irregolarità anato-

miche e �siologiche. Per raggiungere questo obiettivo è necessario creare delle di�erenze

di contrasto. Ci sono diverse modalità per creare questo contrasto, ed esistono quindi

diverse tecniche, ognuna indirizzata all'analisi di determinate strutture. La possibili-

tà di identi�care nelle immagini un numero sempre maggiore di particolari consente di

migliorare le diagnosi. Si capisce quindi l'importanza di ottenere delle immagini che

consentano non solo di visualizzare delle anomalie, ma che possibilmente siano anche,

sicure ed a�dabili. [1] L'imaging consente diagnosi precoci, e quindi maggiori possibilità

di trattamento delle patologie. Sviluppi futuri di queste tecniche sono il trattamento

pre-sintomatico, la terapia mirata mediante targeting e la riduzione di invasività. [2] Le

tecniche di imaging, descritte brevemente nel seguito, richiedono molte volte degli agenti

di contrasto e il presente lavoro di tesi è rivolto alla sintesi di un sistema nanostrutturato

per multiimaging, cioè utile per più tecniche di imaging diverse e complementari. La

tecnica già sviluppata nel laboratorio ospitante è quella che usa segnali SERS (Surface

Enhanced Raman Scattering) sfruttando le proprietà di particelle plasmoniche. Queste

nanostrutture sono poi usualmente funzionalizzate con agenti per targeting come gli an-

ticorpi o le loro parti attive (scFv). Il progetto qui sviluppato è quello di sintetizzare

molecole per altre funzionalizzazioni del sistema plasmonico che così acquisirà funzioni di

contrasto anche per un'altra tecnica come l'MRI (Magnetic Resonance Imaging), ma che

potrebbero essere utili anche per altre tecniche basate sull'emissione di particelle come

per esempio la PET (Positron Emission Tomography).
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1. Imaging

1.1 Principali tecniche di imaging

La maggior parte delle tecniche di imaging sono basate sull'interazione di radiazione

elettromagnetica con tessuti e �uidi del corpo. Gli ultrasuoni sono un eccezione, poiché

basati su ri�essione, scattering e shift della frequenza di onde acustiche. Le frequenze

associate alle radiazioni elettromagnetiche delle principali tecniche sono mostrate in Fi-

gura 1.1. Le radiazioni ad elevata frequenza (raggi γ, raggi-X o luce ultravioletta), sono

de�nite ionizzanti e possono quindi causare danni all'organismo. Particolari attenzioni

all'esposizione di queste radiazioni ionizzanti sono poste nel caso di imaging pediatrico.

Al lato opposto dello spettro ci sono invece tecniche che utilizzano radiazioni a bas-

se frequenze (non ionizzanti), come la tecnica MRI, che non comportano rischi dovuti

all'esposizione. [3]

Figura 1.1: Frequenze delle radiazioni elettromagnetiche utilizzate nelle principali tecniche
di imaging. PET: Positron Emission Tomography, NIRF: Near Infrared Fluorescence, OCT:
Optical Coherence Tomography, PAT: Photoacoustic Tomography, DYNOT: Dynamic Optical

Tomography, CT: Computed Tomography.

La speci�cità, la sensibilità e altre caratteristiche dei vari strumenti impiegati per le

diverse tecniche, sono determinate da come operano. Tuttavia, esse hanno in comune

l'obiettivo di registrare segnali che attraversano o vengono ri�essi oppure di raccogliere

segnali emessi da sonde introdotte con questo �ne. [1] Ogni tecnica ha i suoi vantaggi

e svantaggi (Tabella 1.1 - 1.2). I raggi-X sono economici, veloci e di facile utilizzo,

ma presentano bassa risoluzione e sensibilità. La CT (Computed Tomography) ha una

risoluzione migliore ma non sempre su�ciente (soprattutto nel caso di tessuti molli) e

mantiene una bassa sensibilità. La �uorescenza nel vicino infrarosso ha una sensibili-

tà molto elevata, ma scarsa risoluzione e profondità di penetrazione. [3] PET (Positron
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1. Imaging

Emission Tomography) e SPECT (Single-photon Positron Emission Tomography) hanno

una sensibilità eccezionale, ma presentano una risoluzione spesso troppo bassa. Inol-

tre, queste ultime tecniche richiedono l'iniezione di radionuclidi nell'organismo, con a

volte problemi di reazioni all'agente introdotto. Gli US (UltraSounds), come i raggi-X,

condividono economicità e praticità, ma so�rono di bassa sensibilità e profondità di pe-

netrazione. I principali difetti di queste tecniche, sono in generale assenti nella risonanza

magnetica ad immagini. I suoi punti di forza sono un'ottima risoluzione delle immagini,

una profondità di campo virtualmente illimitata e un segnale raccolto che non sempre

dipende dall'utilizzo di agenti esterni come nel caso dell'imaging con radionuclidi. La

sensibilità è relativamente bassa, ma è comunque più elevata rispetto a CT e US. Il

problema della bassa sensibilità può essere superato mediante l'utilizzo di agenti che

consentono di aumentare notevolmente il contrasto nelle immagini. [4] [5]

In appendice A sono descritte, per il lettore interessato, alcune delle principali tecniche di

imaging, tralasciando la tecnica MRI che verrà descritta nei paragra� successivi essendo

di particolare interesse per questo lavoro di tesi.

Tabella 1.1: Comparazione delle principali tecniche di imaging. Near Infrared Fluorescence (NIRF),
Magnetic resonance imaging (MRI) Positron Emission Tomography (PET) Single Photon Emission

Tomography (SPECT) Computed Tomography (CT) Ultrasound (US). [5] [6]

Tecnica Segnale misurato Risoluzione Profondità Sensibilità * Principali limitazioni

NIRF luce (NIR) 1-3 mm < 1cm 10−12 scarsa profondità di penetrazione

MRI NMR 4-50 µm illimitata 10−9 bassa sensibilità

PET positroni 1-2 mm illimitata 10−15 richiede radioattività

SPECT raggi-γ 1-2 mm illimitata 10−14 richiede radioattività

CT raggi-X 50 µm illimitata 10−6 bassa risoluzione di tessuti molli

US onde sonore 50 µm alcuni cm 10−8 contrasto spesso insu�ciente

* moli rilevabili
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1. Imaging

1.2 Magnetic Resonance Imaging

La tecnica MRI è sicuramente una delle tecniche più importanti tra le varie modalità

di imaging descritte. Essa può mostrare, con elevata qualità, porzioni o immagini 3D

dell'anatomia e �siologia di tessuti, organi e vasi, con una risoluzione in piano anche

inferiore ad 1 mm. Per esempio, può dare contrasto tra tessuti molli radiologicamente

simili (Figura 1.2), il tutto senza esporre il paziente a radiazioni ionizzanti.

Figura 1.2: Vediamo qui due porzioni trasversali di emisfero di un paziente che so�re di
sindrome encefalopatica posteriore reversibile, che si presenta come cambiamenti edematici
nella materia bianca. Come si vede la tecnica MRI mostra l'edema con una risoluzione molto

maggiore rispetto alla tecnica CT. [1]

La tecnica MRI è estremamente �essibile sulle modalità con cui genera il contrasto.

L'imaging usufruisce dei tempi di rilassamento degli spin protonici T1 e T2 e in partico-

lare di quelli delle molecole di acqua presenti nei tessuti. Questi sono in�uenzati dalla

rotazione e dal movimento delle molecole coinvolte e nel modo in cui queste interagisco-

no con l'intorno bio-�sico, che dipende a sua volta dal tipo di tessuto e dal suo stato di

salute. La tecnica MRI crea perciò mappe spaziali dell'intorno dei nuclei di idrogeno di

acqua nei tessuti. Di�erenze in questo intorno possono essere clinicamente correlate con

di�erenze nelle proprietà bio�siche, biochimiche, e �siologiche dei tessuti. [1]

In appendice B sono riportati, per il lettore interessato, dei cenni teorici sulla tecnica di

risonanza magnetica.

1.2.1 MRI con agenti di contrasto

Il naturale contrasto nelle immagini di risonanza magnetica dipende principalmente dalla

densità di spin protonica e dai tempi di rilassamento longitudinale T1 e trasversale T2

5



1. Imaging

(alcuni cenni teorici sui tempi di rilassamento T1 e T2 sono riportati in Appendice B). Nei

tessuti molli sani, le di�erenze nei tempi di rilassamento locali sono spesso abbastanza

marcate per produrre un contrasto signi�cativo nelle immagini T1 e T2. Anche tessuti

patologici possono essere distinti da tessuti sani grazie alle di�erenze intrinseche nei valori

di T1 e T2 nei due casi. Tuttavia, ci sono molte condizioni patologiche che non portano

a signi�cativi cambiamenti morfologici, e non mostrano quindi su�cienti di�erenze nei

tempi di rilassamento. In queste circostanze, la patologia può essere rivelata utilizzando

un agente di contrasto per MRI, con cui si modi�cano localmente i tempi di rilassamento

dei tessuti. La combinazione di MRI e agenti di contrasto può notevolmente incrementare

la sensibilità della tecnica. [7] [8]

Lo sviluppo in anni recenti nel campo dell'imaging cellulare e molecolare, ha incrementato

l'attività di ricerca per nuovi e migliori agenti di contrasto, con l'obiettivo di creare dei

sistemi che possano guidare un agente di contrasto �no al luogo d'interesse. I target

utilizzati includono recettori su membrane cellulari, attività enzimatica ed espressione

genica, consentendo di distinguere una più vasta gamma di processi biologici e �siologici a

livello cellulare e molecolare, collegati per esempio al cancro o altre malattie. L'utilizzo di

agenti di contrasto risolve inoltre il problema della bassa sensibilità della tecnica (Figura

1.3).

Figura 1.3: MRI del cer-
vello. (a) MRI assiale T1

(b) MRI assiale T2 e (c)
MRI assiale T1 con agen-
te di contrasto a base di
Gd. Il liquido cerebrospi-
nale da un segnale bas-
so nell'immagine T1 e un
segnale alto nell'immagine
T2 (freccia). Contrasse-
gnato con (M) si vede una
metastasi dovuta a carci-
noma nel polo occipitale

destro. [9]
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1. Imaging

1.2.1.1 Agenti di contrasto T1

Gli agenti di contrasto T1 hanno in genere, come componente principale, ioni di metalli

paramagnetici. Lo ione più ampiamente utilizzato è il Gd3+, che possiede un elevato

paramagnetismo grazie alla presenza di 7 elettroni spaiati in orbitali f. [10] [11] Il problema

principale di questi ioni è la loro tossicità, e risulta necessaria la loro coordinazione con

agenti chelanti, per formare un complesso non tossico.

In presenza dell'agente di contrasto, la velocità di rilassamento osservata (R1 = 1/T1) può

essere divisa in un contributo intrinseco dei tessuti Rtissue1 e in un contributo derivante

dall'agente stesso Rca1 (Equazione 1.1). Il contributo Rca1 risulta uguale al prodotto

r1 [CA] (con r1 velocità di rilassamento in presenza dell'agente di contrasto, chiamata

anche relassività), indicando che l'aumento della velocità di rilassamento Robs1 è lineare

con la concentrazione di agente di contrasto. L'Equazione 1.2 mostra che il contrasto può

essere creato da un agente con elevata relassività r1 e/o utilizzando elevate concentrazione

locali di agente.

R1
obs = R1

tissue +R1
ca (1.1)

R1
obs = R1

tissue + r1 [CA]
1

T1obs
=

1

T1tissue
+ r1 [CA] (1.2)

Il contributo paramagnetico portato dall'agente è originato dallo scambio tra molecole

d'acqua coordinate allo ione Gd3+ (nella prima e seconda sfera di coordinazione) e l'in-

torno (sfera esterna). L'interazione è un coupling dipolare, e decade velocemente con

la distanza. Il Gd deve avere almeno un sito di coordinazione libero a cui l'acqua può

legarsi, e deve inoltre scambiare velocemente acqua con l'intorno (parametro misurato

dal tempo di correlazione di scambio τm), di modo che un signi�cativo numero di mole-

cole d'acqua risenta dell'intorno (Figura 1.4a). Il tempo di correlazione rotazionale τ r del

complesso è particolarmente importante. La frequenza rotazionale dei complessi di Gd3+

è generalmente elevata, e rallentare la rotazione risulta in �uttuazioni del centro para-

magnetico che genera un incremento di relassività. In�ne la di�usione, caratterizzata dal

tempo di correlazione di di�usione τd, consente l'incremento della relassività nelle mole-

cole dell'intorno . Gli agenti T1 commerciali a base di Gd sono complessi poli(ammino-

carbossilati) a basso peso molecolare tra cui i più noti sono Gd-DTPA (Magnevist),

Gd-DOTA (Dotarem), GdDTPA-BMA (Omniscan) e Gd-HP-DO3A (Prohance) (Figura

1.5). [12] Il reagente Dotarem in particolare, è al giorno d'oggi uno dei più utilizzati ed

esistono in letteratura moltissimi esempi del suo utilizzo come agente. [13] [14] [15] [16] Se

utilizzati come agenti di contrasto ad alto peso molecolare, una concentrazione locale nei

tessuti dell'ordine di 10−7 mol/g è su�ciente per ottenere un buon contrasto nelle im-

magini. Tuttavia, questa concentrazione minima è troppo bassa per consentire l'imaging

di antigeni cellulari presenti con concentrazioni di 10−9 - 10−13 mol/g. C'è comunque

ampio spazio per migliorare questi agenti, sulla base della conoscenza dei parametri che

7



1. Imaging

Figura 1.4: I principi �sici del funzionamento di agenti di contrasto T1 e T2. In (A) è
mostrato l'agente Gd-DTPA. La relassività è e�cacemente sentita dall'acqua coordinata nella
sfera interna dello ione Gd3+. Parametri importanti sono il tempo di correlazione rotazionale
τr del complesso, il tempo di correlazione di scambio τm e il tempo di correlazione di di�usione
τd. In (B) è mostrata la perdita di defasamento indotta dalla suscettibilità, portando ad un
inferiore tempo di rilassamento T2 nelle molecole d'acqua circondanti la particella di FeO

superparamagnetica.

.

in�uenzano la relassività. Questi agenti hanno un solo sito di coordinazione libero per

l'acqua (q = 1), un tempo τr troppo breve in virtù del loro basso peso molecolare e una

velocità di scambio di molecole d'acqua 1/τm in genere troppo bassa per una relassività

ottimale. A causa di queste limitazioni, la relassività ottenuta è solo una piccola frazione

rispetto a quello che sembra teoricamente possibile. Le principali strade per l'ottimiz-

zazione di questi agenti di contrasto sono principalmente due: migliorare la relassività

intrinseca dell'agente r1, ottimizzando i parametri q, τm e τr e aumentare il numero di

ioni Gd3+ contenuti nell'agente. Per l'incremento di r1 le ricerche si sono focalizzate

sull'aumento del numero di molecole d'acqua coordinate [12] e sul tempo di correlazione

rotazionale (per esempio legando i complessi a macromolecole). [11] Tuttavia è l'aumento

del numero di ioni Gd3+ per unità di agente che ha portato a migliori risultati, legan-

do i complessi a nanoparticelle metalliche, catene peptidiche, lipidi e dendrimeri. [12] [17]

Di particolare interesse per il futuro, è la combinazione di queste migliorie, sintetizzan-

do agenti di contrasto con un'elevata concentrazione di Gd3+ e una migliore relassività

intrinseca.

8
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Tabella 1.3: Valori dei parametri principali per alcuni complessi di Gd3+ commercialmente
disponibili. [11] [10]

Complesso r1 (mM−1s−1) kex (106s−1)* τm (ns) τr (ps) T ◦C pH

H2O - 804 0.94 41 - -

DOTA 4.2 4.10 108 56 25 7.4

DTPA 4.3 3.30 130 58 25 7.4

DTPA-BMA 4.39 0.45 1000 66 25

HP-DO3A 3.7 - - - 40 -

* = costante di scambio di molecole d'acqua con il complesso

Figura 1.5: Struttura dei principali agenti di contrasto a base di gadolinio utilizzati per MRI.

1.2.1.2 Agenti di contrasto T2

Similmente a quanto descritto per gli agenti T1, le �uttuazioni locali di campo magnetico

portate da uno ione paramagnetico, danno un contributo anche al tempo di rilassamento

9
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trasversale. Tuttavia, un metodo più e�cace per diminuire T2 si ha mediante l'utilizzo

di agenti di contrasto superparamagnetici. Questi sono composti in genere da nanopar-

ticelle di ossidi di ferro con un diametro nell'ordine di 4-40 nm. Queste nanoparticelle

sono anche riferite come superparamagnetic iron oxide particles (SPIO), ultrasmall su-

perparamagnetic iron oxide particles (USPIO), very small superparamagnetic iron oxide

particles (VSOP), monocrystalline iron oxide particles (MION) e cross-linked iron oxi-

de (CLIO) in dipendenza delle loro dimensioni, struttura cristallina, coating e ordine

di organizzazione. [18] [19] Recentemente, particelle micrometriche con dimensioni di circa

6 µm a base di ossidi di ferro (MPIO), sono state utilizzate per la visualizzazione di

cellule. [20] La particelle di FeOx possono contenere migliaia di ioni ferro con momenti di

dipolo magnetici ordinati, creando un momento magnetico netto molto superiore (�no

a 3 ordini di grandezza) rispetto al caso di un singolo ione paramagnetico isolato. In

presenza di un campo magnetico esterno B0 le particelle possono quindi essere magne-

tizzate. L'in�uenza di questi agenti sul tempo di rilassamento trasversale può essere

spiegato da un e�etto si suscettibilità (Figura 1.4b). Il grande momento magnetico delle

nanoparticelle superparamagnetiche, produce rilevanti gradienti di campo locali, che ac-

celerano la perdita di fase coerente da parte degli spin protonici nelle molecole d'acqua

circostanti. [21] Un aumento del rilassamento può essere osservato anche a considerevoli

distanze, poiché, a di�erenza degli agenti T1, la suscettibilità che induce rilassamento

non è limitata ai soli protoni nelle strette vicinanze. Inoltre, la di�usione in prossimità

delle nanoparticelle, ampli�ca l'e�etto di defasamento. Anche per gli agenti di contrasto

T2, una maggior concentrazione porta ad un incremento della velocità di defasamento

Robs2 come mostrato nella seguente equazione.

1

T 2
obs

=
1

T 2
tissue

+ r2 [CA] R2
obs = R2

tissue + r2 [CA] (1.3)

Uno dei principali problemi di questi agenti, è che spesso, la scarsa mobilità di protoni

in macromolecole e membrane dei tessuti biologici, porta a valori di T2 troppo brevi per

essere usati in MRI.

Tabella 1.4: Caratteristiche di alcuni ossidi di ferro utilizzati in MRI. [18]

Formula Nome Forza magnetica* Cristallogra�a

FeO-Fe2O3 magnetite 4 spinello inverso

γ-Fe2O3 maghemite 4 spinello inverso

α-Fe2O3 ematite 0 - 0.01 Hexagonal close packing

* Bohr magnetoni su unità di formula
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Tabella 1.5: Principali caratteristiche di alcuni ossidi di ferro funzionalizzati in super�cie
con polimeri e impiegati come agenti di contrasto T2 (PEG = polietilen glicole; Dextran =

polisaccaride a base di glucosio). [18]

Nome Super�cie polimerica R2 (mMs−1) r(shell) (nm) r(NPs) (nm)

AMI-227 Dextran 53 4-6 19

MION-37 Dextran T10 35 4.6 16-28

MION-mPEG PEG 240 16-35 4.6

1.2.1.3 Struttura e biocompatibilità di complessi DOTA-Gd

Il gadolinio è un metallo pesante molto tossico e i suoi sali GdX3 hanno un LD50 (nei

topi) di 5 mg/Kg per via orale. [10] Tuttavia, se si scelgono dei leganti opportuni, è

possibile utilizzare lo ione Gd3+ sotto forma di complessi che non rilasciano gli ioni

all'interno dell'organismo. Il primo complesso ad essere approvato per la sperimentazione

(nel 1988) è stato [Gd(DTPA)(H2O)]2− (Figura 1.6). Questo complesso non è idrofobico

ed è quindi improbabile che entri nelle cellule. In esso, lo ione metallico è nascosto, e sarà

improbabile che interagisca con gruppi donatori in proteine o enzimi. Inoltre, non c'è

nessuna possibilità di attacco da parte di un buon nucleo�lo o elettro�lo sul complesso,

che in de�nitiva, può essere considerato solo una piccola sfera idro�lica e non tossica. [11]

Figura 1.6: Struttura del complesso
[Gd(DTPA)(H2O)]2−.

I metalli della serie dei lantanidi han-

no una grande capacità di coordinazio-

ne che dovrà essere bloccata per inibi-

re la reattività del metallo. Il macroci-

lo DOTA (1,4,7,10-tetraazaciclododecano-

1,4,7,10-acido tetraacetico) è sicuramente

uno dei più utilizzati, e possiede 8 siti di

coordinazione utilizzabili per legare il Gd.

Quando complessato con il DOTA, il Gd

mantiene ancora la possibilità di coordina-

re una molecola di acqua, di fondamentale

importanza come visto nei paragra� precedenti (Figura 1.7). Le geometrie di coordi-

nazione più usuali per un complesso enneacoordinato, sono la tricapped trigonal prism

(TTP) e la capped square antiprism (CSAP). Le due geometrie sono strettamente con-

nesse, ed è possibile la presenza di strutture intermedie. La struttura a raggi-X del

complesso Na[Gd(DOTA)(H2O)] [22] mostra una preferenza per la geometria CSAP, dove

i quattro atomi di azoto stanno in un unico piano, così come i quattro ossigeni carbos-

silici, mentre la posizione di capping è occupata dalla molecola d'acqua (Figura 1.8).

L'equilibrio termodinamico con altre specie presenti nell'organismo (metalli, anioni etc)
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Figura 1.7: Struttura del complesso
[Gd(DOTA)(H2O)]−.
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Figura 1.8: Struttura del complesso
[Gd(DOTA)(H2O)]−. Sono qui messi in
evidenza i 9 atomi che coordinano il Gd, con
i 4 ossigeni che stanno su uno stesso piano,
così come i 4 azoti. Colorcode: rosso (O),
fucsia (N), grigio (C) e verde (Gd). Non sono
mostrati in �gura gli atomi di idrogeno. (Fonte:
Cambridge Crystallographic Data Centre)

possono contribuire alla dissociazione del metallo dal complesso. La costante di stabi-

lità termodinamica KGdL (Equazione 1.4) è molto elevata per tutti i principali agenti

di contrasto studiati e l'equilibrio è quindi fortemente spostato dalla parte del comples-

so [GdL]. In Tabella 1.6 sono riportati i valori di KGdL per alcuni complessi, e si può

vedere come la costante per il complesso [Gd(DOTA)]− sia la più elevata, rendendolo

termodinamicamente il complesso più stabile tra quelli commercialmente disponibili. Un

elemento di disturbo alla stabilità dei complessi sono i protoni, che possono compete-

re con il legante L, in particolar modo se il valore di pH è basso. Risulta più utile

quindi andare ad osservare i valori della costante di stabilità dipendente dal pH K∗
GdL

(Equazione 1.5), che tiene conto del valore del pH e delle costanti di acidità del legante

K1,K2...Kn. Il valore di questa costante a pH 7.4 (Tabella 1.6) è inferiore di qualche

ordine di grandezza rispetto al valore di KGdL e diminuisce ancora all'abbassarsi del pH.

A determinati valori di acidità, questi complessi si rompono; il complesso [Gd(DOTA)]−

per esempio, dissocia per valori di pH < 1.5 liberando lo ione metallico. [22] Anche in que-

sto caso comunque, il DOTA presenta la costante K∗
GdL con il valore più elevato. Data la

di�erenza nei valori di KGdL e K∗
GdL la quantità di Gd3+ che dissocia nell'organismo può

essere investigata misurando la %ID (initial dose)/grammo trovata nel femore, a 7 giorni

dall'iniezione del complesso su un topo. Anche in questo caso il complesso del DOTA

mostra i risultati migliori. Termodinamicamente quindi, questo complesso possiede una

stabilità eccezionale.

M + L = ML KML =
[ML]

[M ][L]
(1.4)

K∗
ML =

KML

1 +K1[H+] +K1K2[H+]2 + ...+K1K2...Kn[H+]n
(1.5)

La termodinamica spesso non è però su�ciente per de�nire il comportamento di un com-

plesso, poiché cammini cinetici a bassa energia di attivazione possono in�uenzare il suo
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comportamento. I complessi con macrocicli, rispetto a quelli con leganti aciclici, tendono

ad essere signi�cativamente più inerti. [23] Questo è chiaramente il caso del legante poliam-

minocarbossilato costituente il DOTA, che forma complessi con Gd3+ eccezionalmente

inerti oltre che stabili. Infatti, le reazioni di dissociazione, non intaccano il complesso

nelle condizioni presenti nell'intorno extracellulare. Data la stabilità e inerzia di questi

composti, imputare la tossicità, in alcuni casi riscontrata nell'uso di questi agenti, alla

dissociazione di Gd3+, sembra non sia su�ciente.

Tabella 1.6: Costanti di stabilità e assorbimento osseo di Gd3+ per una serie di agenti
di contrasto con rilevanza clinica. Il complesso con EDTA non è approvato come agente di

contrasto, ed è stato inserito solo a �ni comparativi. [11] [10]

Legante (L) %IDmedia/grammo logKGdL logK∗
GdL (pH 7.4)

EDTA 0.80 17.7 14.70

DTPA 0.005 22.46 17.70

DTPA-BMA 0.03 16.85 14.90

HP-DO3A ND1 23.8 17.21

DOTA ND1 25.3 18.33
1 Non rilevabile con la tecnica strumentale utilizzata

1.2.2 Coniugazione di agenti di contrasto a macrostrutture

La coniugazione di piccole molecole come DTPA-Gd e DOTA-Gd a macromolecole alte-

ra le proprietà della molecola stessa, aumentando il tempo di correlazione rotazionale e

quindi la relassività dell'agente. Un'altra strategia per aumentare la relassività è quella

di legare più unità di complesso di Gd alla stessa macrostruttura, aumentando quindi la

concentrazione locale di gadolinio. L'approccio convenzionale utilizzato è di preparare le

strutture molecolari funzionalizzando complessi di Gd3+ con polimeri, dendrimeri, mo-

lecole biologiche e nanoparticelle metalliche. [24] Recentemente, l'avvento delle reazioni

di click chemistry ha portato facili, nuove e interessanti modalità per la coniugazione

di agenti di contrasto a macromolecole di varia natura. Un interessante esempio è la

polilisina che è commercialmente disponibile con vari pesi molecolari ed è stata e�ca-

cemente derivatizzata con chelanti a base di Gd, facendo reagire i gruppi amminici in

catene laterali con funzioni carbossiliche, presenti nell'agente chelante per formare un le-

game ammidico. Questi coniugati possono contenere �no a 70 atomi di Gd, [25] portando

a relassività 2.5 volte superiore rispetto al solo reagente Gd(DTPA). [26] Anche complessi

coniugati a peptidi di diversa natura portano ad una variazione del tempo di rilassamen-

to rispetto al solo complesso. Peptidi penetranti le cellule, lineari o ciclici aumentano la

velocità di rilassamento, ma con variazioni di r1 non equivalenti (Figura 1.9-1.10).
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Figura 1.9: Immagini T1-MRI in vitro
del sistema peptide-Gd(DOTA) (Figura
1.10) e del riferimento Dotarem alle con-
centrazioni di 0.05, 0.15, 0.5, 1.0 e 2.0 mM

dopo 24h. [27]

Figura 1.10: Struttura di sistemi
DOTA(Gd)-peptide con diverse sequenze

peptidiche. [27]

La natura del peptide può quindi giocare un ruolo importante. [27] Sistemi albumina-(Gd-

DTPA)x sono il prototipo di agenti macromolecolari per MRI. Si legano tipicamente

25-35 complessi per albumina con un peso di circa 92 kDa e un diametro di circa 6

nm. Il reagente ha una relassività 3 volte maggiore rispetto a quella del complesso non

coniugato, ed è stato utilizzato e�cacemente per caratterizzare la vascolarizzazione di

vari tumori. [28] Sistemi misti composti da polimeri naturali e sintetici sono stati altresì

sintetizzati. Un esempio è la sintesi di un sistema composto dal chelante DTPA legato

a nanoparticelle formate da blocchi di poly(L-lactide) e polyethylene glycol (PEG). Il

valore di r1 misurato per questo sistema è di 18.865 mM−1s−1. [29] La stessa polilisina

prima citata è stata modi�cata con polietilen glicole (PEG) per modulare le proprietà

farmaco cinetiche dell'agente, ottenendo dei valori di r1 per ione metallico superiori a 10

mM−1s−1. Un altro esempio è portato dalla sintesi di sistemi proteici contenenti il Gd,

Figura 1.11: Struttura tridimensionale dei sistemi G3-(Gd-DOTA)24 (a) and
G5-(Gd-DOTA)96 (b). [14]
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funzionalizzati con polietilen glicole di varia lunghezza. I frammenti di PEG portano ad

un signi�cativo incremento di r1 e r2 (quasi del 200 %) rispetto al solo sistema proteico,

e ad una maggiore biocompatibilità. [15]

Un'altra classe di composti utilizzati per la coniugazione di agenti di contrasto sono i

dendrimeri, molecole altamente rami�cate con una ben de�nita nanostruttura tridimen-

sionale. I principali vantaggi di questi composti sono una precisa struttura molecolare

e un'ampia super�cie utilizzabile per la coniugazione. Una classe di dendrimeri molto

utilizzata è quella delle poliamidoammine (PAMAM). Ci sono varie generazioni apparte-

nenti a questa classe, in dipendenza delle loro dimensioni e proprietà farmaco cinetiche

(Figura 1.11). Sistemi di Gd-DTPA coniugato con la quinta generazione (G5, Mw =

51kDa) possiedono una relassività 4.7 volte maggiore rispetto al complesso stesso. [30] I

dendrimeri di bassa generazione G2 (3 nm), G3 (5 nm) e G4 (6 nm) hanno dimensioni

su�cientemente piccole da consentire l'accumulo veloce in regioni tumorali rispetto a

generazioni G6 (10 nm) e G8 (13 nm). Il design dell'agente di contrasto porta a modi�-

cazioni della relassività del sistema (Figura 1.12), ed è quindi molto importante per le

applicazioni in MRI. [13] Come nel caso dei copolimeri PLA-PEG, sistemi misti a base di

Figura 1.12: MRI di topi dopo l'iniezione di 0.03 mmolGd/Kg di PAMAM G9 (a), G9 (b),
and G9 (c) coniugate con Gd-DTPA. [30]

dendrimeri e PEG sono stati sintetizzati per sfruttare l'idro�licità e la biocompatibilità

di questo polimero. Complessi di Gd legati a dendrimeri PAMAM di varie generazioni

sono stati coniugati con catene PEG di diversa lunghezza (Figura 1.13). Il primo ruolo

del PEG è di prolungare il tempo di circolazione dell'agente nell'organismo (che altri-

menti viene eliminato prontamente dai reni), che ha così il tempo di accumularsi nelle

zone id interesse. Inoltre, la coniugazione con catene PEG di una certa lunghezza, porta

all'aumento della relassività �no a sei volte il valore del complesso isolato. [31]
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Figura 1.13: Dendrimeri a base di PAMAM coniugati con Gd-DTPA e funzionalizzati con
catene PEG di varia lunghezza. (a) PEG2k-PAMAM (G5), (b) PEG5k-PAMAM (G4), (c)
PEG2k-PAMAM (G4), (d) Ac-PAMAM (G4) non funzionalizzato con PEG (e) Struttura

chimica della modi�cazione super�ciale dei dendrimeri. [31]

1.2.2.1 Coniugazione via click-chemistry

Una sintesi in campo biomedico dovrebbe essere svolta in acqua, in condizioni blande ed

evitare reazioni indesiderate che portino all'utilizzo di gruppi protettori. [32] Le reazioni di

click chemistry soddisfano tutti questi vincoli. Esse sono caratterizzate da elevate rese,

facilità di svolgimento, puri�cazione dei prodotti minima o non necessaria e applicabilità

a diversi substrati senza la necessità di utilizzare gruppi protettori. Tra le reazioni

di click chemistry, le più interessanti sono sicuramente le cicloaddizioni 1,3-dipolari di

Huisgen, [33] che coinvolgono un alchino e un azide per formare 1,2,3-triazolo. La reazione

può avvenire semplicemente scaldando il sistema (≈ 100 ◦C), ottenendo però una miscela

di prodotti 1,4 e 1,5 sostituiti (Figura 1.14).

Figura 1.14: La cicloaddizione 1,3-dipolare di Huisgen catalizzata da sali di Cu(I) forma
esclusivamente il prodotto 1,3-sostituito. La reazione avviene anche scaldando il sistema (≈

100 ◦C) ottenendo però i prodotti 1,4 e 1,5 sostituiti in quantità confrontabili. [33]
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Figura 1.15: Cicloaddizione 1,3-dipolare di Huisgen catalizzata da sali di Cu(I). Il ruolo del
rame è quello di deprotonare l'alchino e allo stesso tempo attivare l'azide. L indica un generico

alogenuro, mentre BH indica la base (in genere il solvente). [32]

La reazione catalizzata da rame (Figura 1.15) avviene per lo più a temperatura ambiente,

può essere fatta in una grande varietà di solventi (nel caso dell'acqua è possibile lavorare

in un ampio range di pH compreso tra 5 e 12), non è in�uenzata da fattori sterici

ed è 107 volte più veloce rispetto alla non catalizzata. Azidi e alchini sono facilmente

introducibili su molecole organiche o complessi, e sono estremamente stabili (in condizioni

standard) in presenza di ossigeno e acqua. Negli ultimi anni, cicloaddizioni di Huisgen

catalizzate da Cu(I) sono state quindi ampiamente utilizzate in vari campi. [32] [33] [34] [35]

Tuttavia, l'utilizzo di rame come catalizzatore può comportare degli svantaggi in alcune

applicazioni, come la sintesi di agenti di contrasto T1 dove il rame può competere con

il gadolinio quando bisogna legare quest'ultimo a macrocicli come il DOTA o il DTPA.

Inoltre, i sali di rame a volte non sono desiderati nei prodotti di reazione, e devono essere

separati comportando un'ulteriore step di sintesi. Per ovviare a questi problemi, negli

ultimi anni sono state sviluppate delle cicloaddizioni senza la mediazione del rame. Click

chemistry Cu-free di�eriscono dalle tradizionali per l'utilizzo di cicloalchini tensionati,

in cui la formazione del prodotto triazolo mitiga la tensione dell'anello, favorendo la

reazione anche a basse temperature. I primi tentativi fatti dal gruppo di Bertozzi [36]

utilizzando cicloottino come alchino tensionato (Figura 1.16), consentivano reazioni in

condizioni blande ma con una bassa velocità, soprattutto se paragonata con la reazione

Cu(I) catalizzata. La cinetica è stata migliorata modi�cando il cicloottino con gruppi

elettron-attrattori e gruppi che aumentano la tensione d'anello (Figura 1.17). Il reagente

dibenzocicloottino (DBCO) in particolare, ha una velocità 104 volte superiore rispetto al
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Figura 1.16: La cicloaddizione 1,3-dipolare di Huisgen con cicloottini tensionati procede in
condizioni blande senza utilizzare Cu(I) come catalizzatore. [33]

Figura 1.17: Cicloottino modi�cati con gruppi elettron-attrattori per migliorare la velocità
di reazione di click chemistry Cu-free. Sono indicate per ogni composto le costanti di velocità

relative alla reazione con acido 5-azidopentanoico. [33]

cicloottino, grazie alla sinergia di e�etti elettronici e una maggiore tensione d'anello. [33]

Lo sviluppo delle reazioni di click chemistry Cu catalizzate e Cu-free è stato subito

sfruttato nella sintesi di agenti di contrasto per T1-MRI. Gruppi azido e alchino sono stati

introdotti su leganti per il complessamento del gadolinio, in particolare il DOTA. [37] [38]

La disponibilità di questi reagenti, al giorno d'oggi commercialmente disponibili, ha

aperto la strada alla facile coniugazione a macromolecole con diverse proprietà (Figura

1.18 - 1.19), ampliando i campi di utilizzo degli stessi agenti. [39] [40] [41]
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Figura 1.18: Struttura del sistema CREKA-Tris(Gd-DOTA)3. La catena peptidica conte-
nente tre gruppi alchino è stata fatta reagire con i DOTA-N3 tramite reazione di click chemistry

Cu catalizzata. [16]

Figura 1.19: Sistema DOTA-biotina sintetizzato facilmente tramite reazione di click chemi-
stry Cu-free. Questa strategia di sintesi o�re un generale e conveniente metodo per legare

agenti di targeting di diverso tipo al macrociclo DOTA-N3. [39]
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1.2.3 Targeting con agenti di contrasto

Negli ultimi anni, gli anticorpi monoclonali hanno portato un grande contributo alle

tecniche diagnostiche. Questi localizzano antigeni prodotti sulla super�cie cellulare e

legandosi ad essi segnalano al sistema immunitario la necessità di intervenire. Anticorpi

monoclonali (ma anche peptidi) speci�ci possono essere coniugati ad agenti di contrasto

per risonanza magnetica, consentendo la localizzazione mirata di patologie. Tuttavia,

la concentrazione degli antigeni è spesso troppo bassa (10−8 - 10−13) per ottenere delle

buone immagini. Per aumentare l'intensità del segnale è quindi necessario aumentare la

concentrazione di Gd3+ nei sistemi per targeting. Agenti di targeting per MRI furono

inizialmente preparati coniugando complessi commercialmente noti come il DTPA e il

DOTA a agenti di targeting speci�ci per il cancro come il peptide ciclico RGD. Questo

peptide ha una buona a�nità per l'integrina αvβ3 espressa da molte cellule tumorali du-

rante l'angiogenesi. Il peptide RGD è stato quindi coniugato con Gd(DOTA). Il sistema

RGD-Gd(DOTA) possiede una maggiore relassività rispetto al solo complesso, dovuta a

minore velocità di rotazione dopo l'introduzione del peptide. L'analisi in vivo (Figura

1.20) su topi con carcinoma che esprime l'antigene αvβ3 ha mostrato un incremento di

relassività del 45 % nella zona tumorale rispetto all'iniezione dell'agente di contrasto

senza target. Tuttavia, per produrre un buon contrasto, è stata necessaria un'elevata

dose (1.43 mmol/Kg) di agente RGD-Gd(DOTA). [42]

Legare agenti di targeting come anticorpi a sistemi proteina-[Gd(complesso)]n consente di

diminuire la dose di agente da iniettare. Artemov et al. [43] hanno sviluppato un sistema

a due componenti avidina-biotina a base di Gd per MRI di recettori della famiglia HER-

2/neu espressi sulla super�cie di molte cellule tumorali. I recettori sono stati legati a

mAb anti-HER-2/neu modi�cati con biotina con cui il sistema avidina-(Gd-DTPA) ha

poi interagito. [43]

Oltre a polimeri, anche vari dendrimeri coniugati ad agenti di contrasto sono stati te-

stati utilizzando come agenti di targeting anticorpi, peptidi e folati. [44] [45] L'acido folico

controlla la proliferazione cellulare, ed è quindi utilizzato come target nel caso di cellule

tumorali che espongono recettori positivi ai folati. Acido folico e Gd(DOTA) sono stati

coniugati a dendrimeri PAMAM di 5◦ generazione per produrre agenti di contrasto se-

lettivi per i folati. La relassività del sistema testata in vivo su topi è risultata più di

6 volte maggiore rispetto al solo Gd(DOTA). L'iniezione di 0.029 mmol Gd/Kg è stata

su�ciente per produrre un contrasto signi�cativo per un periodo di 24-48 h. L'agente

senza acido folico coniugato non solo produce un contrasto minore nella zona tumorale,

ma rimane in circolo per solo 1 h prima di essere eliminato dall'organismo. [45]

Un altro esempio è dato dal sistema (Figura 1.21) formato coniugando il peptide CLT-1

(che fa da agente di targeting) e Gd(DOTA) a nanoglobuli G2 e G3 (dendrimeri a base

20
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Figura 1.20: (a) Struttura del sistema RGD-Gd(DOTA), (b) Intensità normalizzata del
segnale proveniente dal tumore in funzione del tempo per RGD-Gd(DOTA) • e Omniscan
◦, (c)(e) MRI T1 di topo con carcinoma epatocellulare prima, e dopo (d)(f) l'iniezione di

RGD-Gd(DOTA) (in f è stato iniettato il peptide RGD 30 minuti prima). [42]

di lisina). Testato su topi che esprimono l'antigene MDA MB-231 (espresso nel caso di

cancro al seno anche nell'uomo), l'agente mostra un migliore contrasto dei tessuti tu-

morali (Figura 1.22) e un tempo di ritenzione nell'organismo 6 volte superiore rispetto

all'agente senza peptide. [44]
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1. Imaging

Figura 1.21: Sintesi dell'agente di contrasto peptide CLT1-Gd(DOTA)-G2. [44]

Figura 1.22: Immagini 3D a massima intensità di proiezione (a)(b) e immagini assiali
2D spin-echo T1-pesate (c)(d) del tessuto tumorale di un topo esprimente l'antigene MDA
MB-231 a vari tempi dopo l'iniezione di 0.03 mmol Gd/Kg di G2-Gd(DOTA) (a)(c) e CLT1-

G2Gd(DOTA) (b)(d). La freccia indica il tumore. [44]
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2. Imaging con nanoparticelle

2. Imaging con nanoparticelle

Lo sviluppo di nuovi sistemi di contrasto consente alle tecniche di imaging di diveni-

re e�cienti e di migliorare la capacità di individuare particolari signi�cativi. I recenti

avanzamenti nel campo delle nanotecnologie, hanno portato allo sviluppo di agenti ba-

sati su nanoparticelle per sfruttare le loro particolari caratteristiche. Le proprietà di

questi nanosistemi, specialmente al di sotto dei 100 nm, sono molto diverse rispetto al

materiale massivo per diversi motivi, tra cui vale ricordare l'aumento dell'area super�-

ciale, la comparsa di e�etti di con�namento quantico e le dimensioni minori rispetto alla

lunghezza d'onda della radiazione dello spettro del visibile e dell'infrarosso. L'aumento

di area super�ciale, aumenta l'interazione con altri materiali, rendendo i sistemi nano-

strutturati interessanti per la catalisi. L'e�etto di con�namento quantico in�uenza le

proprietà elettroniche delle nanoparticelle e perciò le loro proprietà ottiche e magnetiche.

Il confronto con la lunghezza d'onda della radiazione con cui le particelle interagiscono

consente di poter osservare e�etti come quelli plasmonici, non osservabili per i sistemi

massivi. Nanoparticelle di materiali con proprietà metalliche sono state ampiamente uti-

lizzate in molte tecniche di imaging per le loro proprietà plasmoniche, mentre quantum

dots (nanoparticelle di semiconduttori) sono stati sfruttati come sonde �uorescenti. [46]
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2. Imaging con nanoparticelle

2.1 Funzionalizzazione di NPs con PEG

Poiché hanno dimensioni maggiori rispetto a molecole e molte proteine, ma minori ri-

spetto alle cellule, le nanoparticelle (NPs) agiscono di�erentemente rispetto ai comuni

agenti di imaging, comportandosi in modo caratteristico nelle applicazioni in vivo. Per

esempio, le NPs si accumulano nelle zone tumorali, permettendo di utilizzare terapie

mirate o produrre segnali localizzati. [47] Nonostante questi vantaggi, l'utilizzo di nano-

particelle nell'organismo può comportare delle controindicazioni. Le nanoparticelle, come

altri corpi estranei, sono sequestrate dal sistema reticoloendoteliale (RES), accumulan-

dosi nel fegato, nella milza, nel midollo e quindi in aree che potrebbero non essere quelle

di interesse. Inoltre, fenomeni di aggregazione possono portare ad occlusione capillare,

intrappolando le NPs nel fegato, nei polmoni etc. [48] La coniugazione di PEG (polietilen

glicole) alla super�cie delle nanoparticelle (operazione chiamata PEGylation) può ridurre

molti di questi problemi (Figura 2.1).

Figura 2.1: Monomeri di etilene glicole sono polimerizzati per formare PEG utilizzato per il
coating di NPs. Il PEG contiene in genere un gruppo R1 per legarsi alle NPs e un gruppo R2

per legare altre funzionalità. [47]

Nei campi dell'imaging e del drug delivey, l'aggiunta di PEG alla super�cie delle par-

ticelle riduce il riconoscimento da parte del RES e incrementa il tempo di circolazione

nell'organismo. La passivazione della super�cie, diminuisce l'aggregazione e l'associazio-

ne con proteine non oggetto di targeting, portando ad un comportamento de�nito stealth.

Le catene di PEG inoltre, aumentano la solubilità delle NPs grazie alle loro proprietà

idro�liche e riducono la carica super�ciale riducendo le interazioni elettrostatiche con

proteine e piccole molecole. Grazie a tutti questi attributi, NPs funzionalizzate con PEG

si accumulano in organi quali il fegato e i polmoni in quantità molto inferiori rispetto

a NPs non funzionalizzate, portando quindi ad un maggiore accumulo nelle zone di in-

teresse. L'utilizzo di PEG è economico, versatile ed è approvato dalla FDA (Food and

Drug Administration) in molte applicazioni. [47]
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2.2 Nanoparticelle di oro

Negli ultimi anni, molti agenti di contrasto a base di nanoparticelle, in particolare ossidi

di ferro, sono stati utilizzati per T2 MRI. Questi sono agenti di imaging negativi, e

producono quindi un e�etto di diminuzione del segnale. [49] Nelle immagini, le risultanti

zone scure hanno una risoluzione peggiore rispetto al contrasto positivo ottenibile con T1,

e possono quindi essere confuse con altre condizioni patologiche. In particolare, a causa di

questo, l'applicazione clinica di questi sistemi è stata limitata e al giorno d'oggi, gli agenti

di contrasto più utilizzati a base di nanoparticelle sono agenti T1. [49] Le nanoparticelle di

oro vengono utilizzate per la loro biocompatibilità e perché possono essere il luogo in cui

agenti per T1 MRI vengono concentrati e migliorano la propria relassività. Inoltre, esse

o�rono la possibilità di essere utilizzate per tecniche di imaging complementari a quella

MRI come una tecnica ottica quale il SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) che

risulta avere grande risoluzione spaziale a scapito della scarsa penetrazione, al contrario

di quella MRI che invece ha grande penetrazione ma minore risoluzione spaziale. AuNPs

sono sintetizzabili in un vasto range dimensionale che va da dimensioni subnanometriche

a centinaia di nanometri e possono essere facilmente funzionalizzate per esempio con

tioli, che formano forti legami Au-S. La facilità di funzionalizzazione, permette spesso il

raggiungimento di una sinergia tra proprietà delle AuNPs e delle funzioni ad esse legate.

Inoltre, la formazione di una shell di materiali opportuni sulla super�cie (in genere PEG),

consente di evitare problemi di biocompatibilità.

2.2.1 Sintesi di AuNPs

Le nanoparticelle, per dimensione, si trovano a metà strada tra gli atomi (
◦
A) e il mate-

riale massivo. La sintesi, tramite metodi di bottom up, parte da atomi o loro complessi

e induce un assemblaggio �no alle dimensioni desiderate sfruttando, in genere, reazioni

chimiche come per esempio la riduzione di ioni. La riduzione di complessi di Au per

la formazione di nanoparticelle è sempre accompagnata dalla presenza di specie stabi-

lizzanti che inibiscono una crescita eccessiva dei nuclei consentendo una distribuzione

dimensionale abbastanza stretta. La via di sintesi più utilizzata è sicuramente la ridu-

zione con citrato del complesso HAuCl4 in H2O. In questa sintesi il citrato opera sia da

riducente che da stabilizzante creando, con le sue cariche, una repulsione elettrostatica

tra le particelle. Una variante di questa preparazione consiste nell'introduzione di un

altro agente stabilizzante assieme al citrato, come per esempio il mercaptopropionato

sodico, che si lega più fortemente alla super�cie della particella, contribuendo anch'esso

con delle cariche negative alla repulsione elettrostatica tra particelle. [50] L'uso di agenti

stabilizzanti ingombrati, un maggiore rapporto surfattante/oro e il veloce abbassamento
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2. Imaging con nanoparticelle

della temperatura appena avvenuta la reazione per la formazione delle nanoparticelle,

sono tutti metodi adottati per cercare di controllare la distribuzione di dimensioni delle

particelle. Una classe di agenti stabilizzanti molto utilizzata che interagiscono con grup-

pi funzionali che non siano tioli è quella dei polimeri. Benché sia usualmente preferito

l'utilizzo di stabilizzanti tiolici, polimeri con altri gruppi funzionali coordinanti vengono

utilizzati per favorire una successiva sostituzione. In�ne, metodi �sici come ultrasuo-

ni, irraggiamento laser nell'IR, fotochimica con raggi ultravioletti o trattamenti termici,

vengono a volte accoppiati ai metodi di bottom up nel tentativo di aumentare il controllo

dimensionale delle particelle. [50]

I metodi top down, al contrario di quelli bottom-up, sono tipicamente dei metodi �sici e

sintetizzano nanostrutture partendo dal materiale massivo. Tra le varie tecniche di sinte-

si, va sicuramente citata la Laser Ablation Synthesis In Solvents (LASIS), cioè l'ablazione

di materiali massivi ricoperti da solventi, con impulsi laser usualmente di nanosecondi o

femtosecondi. Alcuni dei vantaggi di questa sintesi sono:

• Sintesi di nanoparticelle senza l'utilizzo di leganti o stabilizzanti;

• Sintesi in vari solventi con la possibilità di una successiva funzionalizzazione in un

singolo step;

• Spettri plasmonici utilizzabili per monitorare la dimensione e la funzionalizzazione

delle particelle;

• Riproducibilità della sintesi;

• Sintesi di leghe di nanoparticelle utilizzando più di un metallo nella sintesi.

Questo metodo è stato utilizzato durante il progetto di tesi e viene quindi riportato con

il dettaglio degli strumenti utilizzati nel laboratorio di ricerca ospitante. La tecnica si

basa sull'irraggiamento di un target di Au ad elevata purezza (99.99 %), con impulsi

laser Nd:YAG (1064nm) di 10 nanosecondi, ad una frequenza di 10Hz e una potenza

media di circa 0.6 W su una super�cie di circa 2 mm2. La strumentazione consiste in

una sorgente laser e un sistema di ottica per focalizzare il fascio su di un target di oro (o

altro materiale) immerso nel solvente (Figura 2.2). I processi che avvengono al momento

dell'ablazione non sono ancora del tutto chiari. Si è ipotizzato che l'ablazione inizi con

l'assorbimento dei fotoni incidenti, a cui consegue un grande riscaldamento localizzato

e la fotoionizzazione della super�cie irradiata. [51] Questi processi, nel tempo di poche

decine di picosecondi, portano all'espulsione di materiale come vapore, gocce di metallo

fuso, frammenti solidi e la formazione di una nube di plasma, ossia materiale ionizzato

ad alta energia. Il fenomeno più importante è proprio l'instaurarsi di questa nube di

plasma che viene contenuta in un'area relativamente piccola dal solvente circostante. In

questo ambiente il materiale appena separato dal bulk viene mantenuto ad energie elevate

per alcune decine di nanosecondi. In funzione della durata dell'impulso si generano,
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2. Imaging con nanoparticelle

quindi, predominanze di di�erenti meccanismi di ablazione. Con impulsi di nanosecondi

il materiale viene espulso mentre è ancora presente l'impulso. Al contrario, nel caso di

impulsi dell'ordine di pico- o femtosecondi, il materiale viene estratto quando l'impulso

si è già esaurito. Nel primo caso si assiste a una più ampia espansione della nuvola di

plasma composta da atomi ionizzati e clusters.

Figura 2.2: Illustrazione schematica
dell'apparato minimo per condurre una

LASIS. [51] [52]

In queste condizioni il plasma può assorbi-

re parte della radiazione incidente, generan-

do un ulteriore riscaldamento della nube e

una omogeneizzazione del materiale ablato

in termini di dimensioni e forma. [51] Per ot-

tenere questi risultati, un laser nel vicino-IR

è il più adatto per l'ablazione di Au perché

previene l'assorbimento della radiazione da

parte delle risonanze plasmoniche del ma-

teriale ablato, che porterebbe a una minor

potenza sul target e a fenomeni di frammen-

tazione fotoindotta. Passato l'istante della

separazione dal materiale massivo, gli atomi

ionizzati e i piccoli frammenti e gocce di Au

si trovano concentrati nelle strette vicinanze

dello spot del laser e formano la nube di pla-

sma. Si instaurano quindi dei veloci processi

di nucleazione dovuti alla elevata energia e

concentrazione delle specie all'interno della nube. Mentre la nucleazione è veloce, la cre-

scita è un fenomeno legato a processi di�usionali. La nube tenderà a disperdersi cedendo

energia e materiale ablato all'intorno e perciò al solvente e ad eventuali soluti se pre-

senti. Questa situazione comporta l'interazione di materiale nanostrutturato con specie

molecolari con le quali possono anche instaurarsi delle reazioni. [51] [52] Le nanoparticelle

ottenute con questo metodo risultano avere delle super�ci cariche e libere da surfattanti.

Questo consente di avere soluzioni colloidali stabili anche senza l'aggiunta di altre mole-

cole. Le nanoparticelle sono poi facilmente funzionalizzabili, date le loro super�ci libere,

senza la necessità di particolari processi di scambio e puri�cazione.

2.2.2 Risonanza plasmonica di super�cie localizzata

Le nanoparticelle di alcuni metalli appaiono intensamente colorate in modo diverso ri-

spetto al metallo in forma massiva, ad esempio quelle di argento hanno un colore giallo

chiaro mentre quelle d'oro sono rosse. Quando le nanoparticelle metalliche interagiscono
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con un campo elettromagnetico (ad esempio la luce visibile) gli elettroni della banda di

conduzione del metallo iniziano ad oscillare coerentemente con esso. Il campo elettrico

incidente induce una polarizzazione degli elettroni di conduzione che comporta una ri-

distribuzione di cariche positive e negative sulla super�cie della nanoparticella. A sua

volta, questa ridistribuzione genera una forza di richiamo detta restoring force, che ri-

porta il sistema alle condizioni iniziali. La conseguenza di tutto ciò è l'instaurarsi di

un'oscillazione dipolare conosciuta come plasmone di super�cie localizzato (LSP). La

frequenza (o lunghezza d'onda) alla quale avviene l'eccitazione degli elettroni viene in-

vece de�nita risonanza plasmonica super�ciale localizzata (LSPR). Per molti metalli, la

risonanza plasmonica risiede nella regione UV dello spettro elettromagnetico e quindi le

rispettive nanoparticelle non mostrano particolari e�etti di colore.

Figura 2.3: L'immagine mo-
stra i colori di AuNPs di varie di-
mensioni in H2O. Per particelle di
piccole dimensioni si ha un colo-
re rosso chiaro, che diventa sem-
pre più scuro all'aumentare delle

dimensioni.

Figura 2.4: Spettro UV-Vis di AuNPs in H2O
con diverse dimensioni. Qui le particelle sono sta-
te aggregate con il colorante NPCySH formando
AuNPs più grandi che presentano quindi un picco a
lunghezze d'onda maggiori. (Fonte di laboratorio).

Le nanoparticelle d'oro invece hanno una LSPR localizzata a circa 520 nm (per AuNP

con diametro di circa 20 nm) che le fa apparire rosse. La LSPR non è situata sem-

pre alla stessa lunghezza d'onda, ma dipende da dimensione (Figura 2.3) e forma delle

nanoparticelle nonché dal tipo di solvente nel quale sono immerse e dal tipo di leganti

presenti sulla super�cie (Figura 2.4). Il �sico tedesco Gustav Mie nel 1908 fu il primo

a razionalizzare la natura del plasmone di risonanza e la sua teoria descrive l'estinzione

(assorbimento e scattering) di nanoparticelle sferiche di dimensioni arbitrarie. [50] La teo-

ria di Mie parte dall'assunzione che la particella e il mezzo nella quale è immersa, siano

omogenei e descrivibili mediante le funzioni dielettriche dei rispettivi bulk. Per mettere

in relazione la frequenza di risonanza del plasmone della nanoparticella con la costante

dielettrica si considera l'interazione della luce con una particella molto più piccola della

lunghezza d'onda della luce incidente, λ� 2R, dove R è il raggio della particella. Sulla

base di ciò, il campo elettrico incidente può essere considerato costante lungo tutta la
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particella. Questo tipo di approssimazione è denominata quasi-statica e prevede una

distribuzione dipolare delle cariche sulla particella. In approssimazione quasi-statica la

sezione d'urto totale σext è descritta dalla seguente equazione:

σext = 9
ω

c
ε

3
2
mV

ε2(ω)

[2εm + ε1(ω)]2 + ε2(ω)2
(2.1)

dove V è il volume della particella, ω è la frequenza angolare della radiazione incidente,

c è la velocità della luce, εm è la costante dielettrica del mezzo mentre ε1 e ε2 sono

rispettivamente la parte reale e immaginaria della costante dielettrica del metallo di cui è

composta la nanoparticella. La condizione di risonanza si veri�ca quando ε1 = −2εm, con

σext che assume in genere valori molto elevati. Questa condizione si ottiene per frequenze

prossime a quella della risonanza plasmonica del metallo. Risulta altresì chiaro come il

solvente o molecole che funzionalizzano la super�cie siano di fondamentale importanza

nel determinare la frequenza di risonanza in quanto mezzi diversi possiedono costanti

dielettriche diverse.

2.2.3 Raman scattering e SERS [53]

Con di�usione o scattering Raman si intende lo studio della luce di�usa da parte di un

mezzo materiale. Lo scattering deriva dalla polarizzazione prodotta nel materiale da un

campo elettrico ~E(ω) con esso interagente. Se il materiale è formato da N molecole con

una polarizzabilità α, la polarizzazione risulta essere:

~P = Nα · ~E(ω) (2.2)

dove α è la polarizzabilità della singola molecola e dipende quindi dalle sue proprietà.

In particolare, poiché dipende dalla posizione di elettroni e nuclei, essa dipenderà anche

dalle vibrazioni molecolari che spostano i nuclei dalle loro posizioni di equilibrio. La

dipendenza della polarizzabilità da una coordinata normale di vibrazione può essere

descritta, dall'espansione in serie:

α(Q) = α0 +

(
∂α

∂Q

)
eq

Q+
1

2

(
∂2α

∂Q2

)
eq

Q2 + · · · (2.3)

dove α0 è la polarizzabilità della molecola nella posizione di equilibrio dei nuclei. Espri-

mendo la coordinata normale come Q = Q0 cos(ωvt) con ωv la frequenza vibraziona-

le del modo normale e il campo elettrico come E = E0 cos(ωt), possiamo scrivere la

polarizzazione come:

P = N

{
α0E0 cos(ωt) +

(
∂α

∂Q

)
eq

E0Q0 cos(ωvt) cos(ωt) + · · ·

}
(2.4)
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Troncando l'espansione al secondo termine e ricordando che cos(α)cos(β) = 1/2cos(α +

β) + 1/2cos(α - β) possiamo scrivere la polarizzazione come:

P = N

{
α0E0 cos(ωt) +

1

2

(
∂α

∂Q

)
eq

E0Q0

(
cos[(ω + ωv)t] + cos[(ω − ωv)t]

)}
(2.5)

Se nell'espansione in serie ci fermiamo al termine α0, la polarizzazione macroscopica è

data da P = Nα0E0 cos(ωt) con le molecole che oscillano solo alla frequenza del cam-

po. In questo caso, la radiazione di�usa dalle molecole è de�nita Rayleigh scattering e

possiede una frequenza ω uguale a quella del campo applicato. Se invece consideriamo il

primo termine dell'espansione, la polarizzazione non oscilla più alla frequenza del campo

incidente, ma a frequenze ω − ωv (Raman Stokes) e ω + ωv (Raman antistokes). Qual-

siasi sistema molecolare possiede una propria polarizzabilità e quindi tutte le molecole

mostreranno uno scattering di Rayleigh in presenza di un campo applicato. Lo scattering

Raman, invece, potrà essere osservato solo per le vibrazioni che modulano il tensore pola-

rizzabilità. Per questa ragione i modi normali di vibrazione possono essere Raman-attivi

o Raman-non attivi. In presenza di plasmoni di super�cie localizzati (LSP) si ottengono

spettri Raman molto più intensi e la tecnica viene chiamata Surface Enhanced Raman

Scattering (SERS). Questa tecnica sfrutta i campi locali molto più intensi generati da

nanostrutture in cui gli LSP vengono eccitati. Una molecola che si trovi a contatto

con una nanoparticella mostra quindi un notevole incremento del segnale Raman. Si

possono raggiungere enhanced factor (EF) ancora maggiori se la specie molecolare ha

un assorbimento nella stessa zona in cui cade l'assorbimento del LSP, in tal caso i tre

sistemi (molecola, plasmone e radiazione) entrano in risonanza tra loro e la tecnica viene

chiamata SERRS (Surface Enhanced Resonant Raman Scattering).

2.2.4 AuNPs per MRI

Agenti di contrasto T1 a base di gadolinio, sono stati incorporati in nanomateriali di varia

natura come silice, nanotubi di carbonio e nanodiamanti ottenendo buoni contrasti dovuti

all'elevato numero di ioni Gd3+ caricati e alla bassa velocità di rotazione dei nanosistemi.

Ulteriori vantaggi di questi sistemi derivano dall'aumento del tempo di circolazione nel

sangue e dalla possibilità di multifunzionalità, consentendo per esempio analisi ottiche e

magnetiche su uno stesso sistema. [54] Per complessi di gadolinio legati a nanodiamanti

sono stati osservati tempi di rilassamento maggiori di un ordine di grandezza rispetto al

complesso isolato. In altri casi, particelle di silice mesoporose sono state funzionalizzate

con agenti T1 formando particelle capaci di operare drug delivery, creando i presupposti

per funzionalità terapeutiche. [5] Un esempio di multifunzionalità si ha nella sintesi di

nanoparticelle magnetiche ibride MHNPs (magnetic lipid-polymer hybrid nanoparticles).
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Il sistema (Figura 2.5) è composto da un core idrofobico di PLGA (polylactic acid-co-

glycolic acid) che contiene ∼ 5% in peso di particelle di ossidi di ferro (USPIO); il lipide

interagisce con il core tramite la coda idrofobica mentre lega sulla testa polare i complessi

di Gd. Il tutto è stabilizzato da uno strato esterno di PEG.

Figura 2.5: Rappresentazione schematica del sistema MHNPs. [55]

Nanoparticelle di oro (AuNP) sono sicuramente una delle basi più interessanti per l'an-

coraggio di agenti di contrasto. AuNP sono facilmente sintetizzabili con un ampio range

dimensionale, biocompatibili e resistenti all'ossidazione. Sono inoltre facilmente funzio-

nalizzabili tramite la reazione con tioli, formando legami stabili Au-S. [56] La dimensione

delle particelle è molto importante, e particelle piccole comportano solo modesti aumenti

di relassività, dovuti ad un'elevata velocità di rotazione. Aumentando le dimensioni delle

particelle da qualche nanometro, a una decina di nanometri è possibile invece aumentare

il tempo di rilassamento, [4] portando ad un aumento del contrasto nelle immagini. Un

altro parametro da valutare è la carica super�ciale delle particelle, che pesa sul tempo

di circolazione nel sangue. Forti cariche positive e negative portano ad una precoce eli-

minazione dell'agente dall'organismo. Per ovviare a questo problema, le nanoparticelle

sono spesso funzionalizzate con polimeri biocompatibili, tra cui il più interessante è sicu-

ramente il polietilene glicole. Grazie alla funzionalizzazione con PEG, le AuNP vengono

celate all'organismo, e hanno quindi il tempo di raggiungere i siti di interesse. [5] [18]

In Figura 2.6 sono mostrate delle AuNPs funzionalizzate con leganti DTDTPA, (analoghi

del DTPA con due tioli per legarsi alle AuNPs). Quello che si forma è una robusta

shell multistrato che assicura una buona stabilità al sistema su un ampio range di pH e

che consente di legare facilmente un grande numero di ioni Gd3+. Nanoparticelle delle

dimensioni di 2nm possono legare �no a 150 ioni ed esibiscono una relassività molto più

elevata (586 nM−1s−1) rispetto al solo complesso (3 nM−1s−1). [57]
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2. Imaging con nanoparticelle

Figura 2.6: Schema illustrativo di AuNPs con shell di DTDTPA. [57]

AuNPs sono state e�cacemente impiegate anche per MRI cellulare. Il sistema è mostrato

in Figura 2.7. Lo scheletro della molecola è un frammento di DNA, con agli estremi un

tiolo e una cianina. Le basi nucleotidiche formanti la catena, sono state modi�cate ad

intervalli regolari con gruppi -N3 utilizzati per legare i complessi DTPA-alchino tramite

reazione di click chemistry (cicloaddizione di Huisgen azide-alchino). In�ne, il siste-

ma DNA-DTPA è stato legato alle AuNPs formando un legame Au-S stabile. Questo

sistema esibisce eccellenti proprietà di biocompatibilità, stabilità, un elevato numero di

ioni Gd3+ per nanoparticella e un'elevata relassività (Tabella 2.1). L'assorbimento nelle

cellule, è 50 volte maggiore se comparato con agenti di contrasto disponibili clinicamen-

te. In particolare, osservazioni tramite microscopia a �uorescenza, mostrano l'accumulo

dell'agente in piccole vescicole della regione perinucleare (Figura 2.8).

Figura 2.7: Illustrazione schematica del sistema Cy3-DNA-Gd(III)-AuNPs. [58]
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2. Imaging con nanoparticelle

Figura 2.8: Microscopia a �uorescenza di cellule incubate con 0.2 nM dell'agente Cy3-DNA-
Gd(III)-AuNPs per 24 h e trattate con DAPI 1 µM per 10 minuti. A sinistra è mostrata
l'unione dei canali blu (DAPI) e rosso (Cy3-DNA-Gd(III)-AuNPs). A destra è mostrata la

sovrapposizione con immagine a luce trasmessa. Scala 50 µm. [58]

Anche sistemi misti Au-Fe presentano proprietà interessanti. Nanoparticelle superpara-

magnetiche di ossidi di ferro (SPIO con un core di silice) ricoperte da nanoshell di oro

(Figura 2.9), mostrano una buona combinazione degli e�etti dei due metalli. L'ossido

di ferro fornisce il magnetismo, mentre la shell consente di sfruttare le proprietà ottiche

dell'oro. Il sistema esibisce un'elevata relassività r2, e può quindi essere utilizzato per

MRI T2. Inoltre, queste particelle ibride mostrano un signi�cativo assorbimento nel-

la regione del vicino infrarosso (NIR), caratteristica che può essere sfruttata in terapie

fototermiche. [59]

Tabella 2.1: Relassività di complessi di Gd3+ coniugati a DNA e AuNPs. [58]

r1 (mM−1s−1)

DOTA-Gd(III) 3.2

DNA-Gd(III) 8.7

13 nm DNA-Gd(III)-AuNPs 16.9

30 nm DNA-Gd(III)-AuNPs 20

Figura 2.9: Immagini TEM di (A) nanoparticelle SPIO con core di silice, (B) nanoparticelle
SPIO con core di silice e nanoseeds di oro in super�cie e (C) SPIO con nanoshell di oro. [59]
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3. Scopo della tesi

Nei paragra� precedenti, abbiamo riassunto brevemente le principali tecniche per aumen-

tare la relassività degli agenti di contrasto commercialmente disponibili, in particolare

per gli agenti T1. Il lavoro di tesi è stato ideato per sintetizzare un nuovo nanosistema

che riassuma in sé tutti questi aspetti positivi. Un precedente progetto, sviluppato nel

laboratorio ospitante aveva permesso la sintesi del sistema schematizzato in Figura 3.1.

Questo sistema prevede la coniugazione del complesso [Gd(DOTA)] ad una catena PEG

di 3000 Da, il tutto coniugato a nanoparticelle di oro. L'analisi MRI in vivo del compo-

sto, ha mostrato assenza di segnali mentre analisi ICP-MS hanno mostrato un rapporto

di circa 6·103 ioni Gd3+/AuNP. Data la mancanza di segnale MRI, il contenuto di Gd3+

è stato ritenuto insu�ciente. Per questo si è pensato di progettare un nuovo polimero

che abbia una maggiore numero di siti leganti.
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O

HH

Figura 3.1: Illustrazione schematica del nanosistema sintetizzato nei nostri laboratori
analizzato con MRI in vivo e ICP-MS.

Il progetto di tesi è stato sviluppato per sintetizzare un nanosistema che consenta di

combinare una tecnica di imaging come MRI o anche PET o CT, con la tecnica SERS.

Quest'ultima è poco penetrante, ma possiede una risoluzione spaziale maggiore rispetto
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alle comuni tecniche di imaging, che sono invece più penetranti ma meno spazialmente

risolte. Il progetto ha centrato l'attenzione sull'utilizzo della tecnica MRI da abbinare

alla tecnica SERS dato che esempi di questo tipo sono ancora pochi. Uno di questi ha

avuto particolare rilievo su Nature Medicine nel 2012 ed è stato prodotto dal gruppo di

Gambhir [60]. In questo lavoro, la tecnica MRI è stata utilizzata per evidenziare un tumore

in profondità nel cervello, mentre la SERS è stata utilizzata per aiutare l'operazione di

asportazione del tumore, evidenziando il con�ne tra tessuto malato e sano. Risulta

perciò chiaro come sia importante combinare, all'interno dello stesso sistema, tecniche

con caratteristiche complementari.

Il principale obiettivo di questa tesi è stato quello di sintetizzare un sistema di contrasto

e�ciente per la tecnica MRI, da accoppiare ad un sistema plasmonico nanostrutturato

con proprietà SERS.

NPs
FunzioneCORPO SPACER

SERS Reporter

Agente di

contrasto

Agente di

contrasto

Agente di

contrasto
Agente di

contrasto

Figura 3.2: Illustrazione schematizzata dei componenti costituenti il sistema da sintetizzare.

In Figura 3.2 è mostrato uno schema illustrativo delle parti essenziali del sistema da

sintetizzare:

• Agente di contrasto. La base essenziale di un sistema per MRI è la presenza di

un agente di contrasto, in questo caso Gd3+. Questo dovrà essere opportunamente

complessato con dei leganti che verranno poi coniugati al resto del sistema;

• Nanoparticelle. Abbiamo visto nel capitolo 2, che agenti di contrasto legati a

NPs mostrano una maggiore relassività e permettono di sfruttare le proprietà delle

stesse NPs nel prodotto �nale. La funzionalizzazione di NPs con complessi di

Gd3+ consente di aumentare anche il numero di ioni per unità di agente. Inoltre, le

AuNPs sono essenziali per sviluppare la tecnica SERS, come descritto nel paragrafo

2.2.3;

• SERS-Reporter Per poter sfruttare la tecnica SERS è necessario avere una specie

che fornisca uno spettro Raman caratteristico;
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• Funzione. La possibilità di coniugare funzioni speci�che amplia i campi di appli-

cazione del sistema sintetizzato. Un esempio è la coniugazione di agenti di targeting

come anticorpi e proteine, che consentono di fare imaging molecolare;

• Spacer. Lo spacer ha il compito di modulare alcune delle proprietà del sistema.

Essendo la parte più esposta una volta all'interno dell'organismo (assieme alla fun-

zione), dovrà possedere proprietà idro�liche per rendere solubile l'agente. Inoltre, il

suo compito è anche quello di aumentarne il tempo di circolazione nell'organismo,

conferendogli proprietà stealth;

• Corpo. Il corpo è forse la parte più importante perché ha il compito di legare a sé

tutti i pezzi del sistema in modo semplice e pratico, mantenendo allo stesso tempo

una buona stabilità.

Questi componenti principali sono stati pensati per rendere possibile la sintesi di sistemi

in cui la tecnica SERS possa essere accoppiata a diverse tecniche di imaging. Durante

il lavoro di tesi abbiamo sviluppato un sistema per MRI e quindi abbiamo utilizzato

come agente di contrasto il Gd3+. Sostituendo il gadolinio con 68Ga o gruppi ioduro

per esempio, è possibile sintetizzare agenti di contrasto rispettivamente per la tecnica

PET e CT. La strategia di sintesi permette quindi, modi�cando un solo componente, di

cambiare la tecnica di applicazione del sistema.
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4. Risultati e Discussioni

Lo scopo del progetto di tesi è quello di sviluppare un sistema multitecnica SERS-MRI

come mostrato in Figura 4.1. Passeremo ora ad analizzare più in dettaglio le varie

componenti del sistema, motivando le decisioni che hanno portato alla scelta dei vari

costituenti.

NPs
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contrasto
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Figura 4.1: Illustrazione schematizzata dei componenti costituenti il sistema da sintetizzare.

L'agente di contrasto scelto è il Gd3+ che, data la sua tossicità, deve essere opportuna-

mente complessato. Nel paragrafo 1.2.1 abbiamo illustrato come il macrociclo DOTA

formi i complessi più stabili termodinamicamente e cineticamente. La nostra scelta è ri-

caduta per cui su questo legante. Il passo successivo è decidere come legare il complesso

al corpo del sistema. Nel paragrafo 1.2.2.1 abbiamo spiegato i vantaggi delle reazioni di

click chemistry, in particolare della cicloaddizione di Huisgen. Abbiamo quindi deciso di

sfruttare questa reazione, in particolare la cicloaddizione di Huisgen Cu-free tra azide e

alchino. Si è scelto di mettere il gruppo alchino sul complesso di gadolinio, che reagirà

con gruppi azido contenuti nel corpo del sistema.

Per quanto riguarda le nanoparticelle (NPs) la scelta è ricaduto sull'oro. AuNPs sono

sicuramente le più indicate per un agente T1 e nel paragrafo 2.2 abbiamo indicato i

diversi vantaggi derivanti dal loro utilizzo. Tra i vari vantaggi, la presenza di LSP

permette di poter sfruttare la tecnica SERS. Funzionalizzare le AuNPs oltre che con

complessi di Gd3+ anche con SERS-Reporter, consente quindi di sviluppare un sistema

che sfrutti la tecnica MRI più penetrante ma poco spazialmente risolta e la tecnica SERS
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meno penetrante ma più spazialmente risolta. Il SERS-reporter scelto per la sintesi è il

colorante NPCySH (Figura 4.2). Grazie alla presenza di due gruppi tiolo, ogni molecola

di colorante può legare �no a due AuNPs, consentendo quindi la loro aggregazione (Figura

2.4). L'aggregazione delle AuNPs è molto importante, in quanto permette la presenza di

Hot Spot che aumentano il campo elettrico locale, ampli�cando l'enhanced della tecnica

SERS.
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OCH2CH2SH

Figura 4.2: Struttura del colorante NPCySH.

Nel paragrafo 2.1 abbiamo visto che la funzionalizzazione della super�cie di NPs con

catene di PEG riduce il loro accumulo nei principali organi e incrementa il tempo di

circolazione nell'organismo. Alla luce di ciò, abbiamo deciso di utilizzare una catena di

PEG come spacer del sistema. Nel nostro caso speci�co il PEG non è direttamente

legato alle AuNPs, ma in ogni caso rappresenta la parte più esposta, che verrà quindi a

contatto con l'organismo. Lo spacer scelto (Figura 4.5) è una catena di PEG da circa

2kDa (PEG2kDa) e funzionalizzata con un gruppo metossi e un gruppo carbossile. Il

gruppo carbossile verrà utilizzato per legare lo spacer al corpo, mentre il gruppo metossi

verrà successivamente sostituito da un gruppo funzionale che consenta l'aggancio della

funzione al nostro sistema. La funzione da attaccare al nanosistema sarà idealmente un

anticorpo che consenta il targeting con determinati recettori cellulari.

L'ultimo pezzo del sistema, il corpo, dovrà unire attorno a sé tutti i frammenti �n qui

visti. Le caratteristiche del corpo dovranno essere:

• Presenza di gruppi azido lungo la struttura per dare reazione di click chemistry

con il complesso del gadolinio;
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• Un gruppo che consenta la coniugazione con lo spacer, nel nostro caso un gruppo

amminico che reagisca con l'acido carbossilico del PEG2kDa;

• In�ne, data la scelta di usare AuNPs, il corpo dovrà avere anche un gruppo tiolo

per legarsi facilmente alla loro super�cie.

Per adempiere a tutte queste funzioni abbiamo deciso di progettare il corpo mediante

sintesi su fase solida. Grazie a questa sintesi è possibile formare una catena di building

blocks (in genere amminoacidi), ognuno con diverse caratteristiche. La funzione tiolo,

necessaria per la coniugazione alle AuNPs, è introdotta tramite l'inserimento in catena

dell'amminoacido cisteina. Seguiranno alternati, un building block contenente un gruppo

azido (BB-Azide) e un building block contenente una catena con 12 unità di glicole

etilenico (BB-PEG12). Il ruolo del BB-PEG12 è quello di creare una certa distanza tra i

complessi di gadolinio, una volta che saranno legati al polimero. Il corpo sarà formato
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Figura 4.3: Il corpo del sistema è sintetizzato tramite sintesi su fase solida, a partire
dall'amminoacido cisteina, alternando building blocks contenenti gruppo azido e PEG12. Lo
spacer è la parte terminale, rappresentata da una lunga catena di PEG (PEG2kDa con circa

40 unità di PEG).

alternando questi due building blocks per un totale di 6 residui. L'ultimo passaggio della

sintesi sarà l'attacco dello spacer (PEG2kDa) che chiuderà quindi la catena. Da questa

sintesi, si ottiene un polimero come mostrato in Figura 4.3.

I complessi del gadolinio verranno legati al corpo, come già detto, tramite cicloaddizione

di Huisgen Cu-free. Gli ultimi step di sintesi del nanosistema saranno l'attacco della

funzione e la funzionalizzazione delle AuNPs tramite la formazione di legami Au-S.

Il sistema sintetizzato e analizzato con MRI durante il periodo di tesi è mostrato in

Figura 4.4.
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4.1 Sintesi su fase solida del polimero funzionalizzato

La sintesi del polimero mostrato in Figura 4.3 è stata fatta col procedimento della sin-

tesi su fase solida. Questa rappresenta un metodo e�cace per sintetizzare oligomeri di

amminoacidi di piccole e medie dimensioni. Rispetto alla sintesi in soluzione presenta

vari vantaggi:

• Possibilità di portare a completezza la reazione, utilizzando un eccesso di reagenti

solubili, facilmente eliminabili per �ltrazione;

• Rimozione dei sottoprodotti indesiderati, sempre per �ltrazione, con conseguente

sempli�cazione della fase di puri�cazione;

• Possibilità di automatizzazione del processo.

Anche se sviluppata per la sintesi di peptidi, può essere utilizzato per costruire oligomeri

di amminoacidi non proteici. La sequenza è sintetizzata dall'estremità C-terminale verso

l'N-terminale, con il gruppo carbossilico dell'ultimo amminoacido legato ad un supporto

solido (resina) tramite un linker. L'ancoraggio ad una matrice insolubile costituisce il

vantaggio principale di questa tecnica, in quanto permette di condurre l'intera sintesi

nello stesso contenitore, con il prodotto che viene isolato dopo ogni ciclo attraverso

semplice �ltrazione. Come supporto insolubile è stata usata una resina di clorometil-

polistirene modi�cato con alcol 4 idrossi-benzilico che fa da linker e consente il rilascio

del prodotto dalla resina, al termine della sintesi, come acido carbossilico. Nel nostro

caso, abbiamo utilizzato una resina Wang precaricata con l'amminoacido cisteina, con le

protezioni Fmoc per la funzione amminica, e tritile per il gruppo tiolico in catena laterale

come mostrato in Figura 4.5. Nella stessa �gura sono mostrati anche gli altri building

blocks (BB) usati per la sintesi del polimero, che contengono agli estremi i tipici gruppi

di un amminoacido, un acido carbossilico e un gruppo amminico qui protetto il gruppo

Fmoc (Fluorenilmetilossicarbonil).

Ogni ciclo di sintesi, che corrisponde all'attacco di un nuovo residuo alla resina, com-

prende tre passaggi fondamentali:

1. La deprotezione del gruppo Fmoc dalla funzione α-amminica dell'amminoacido

resina, che avviene per trattamento della resina con una soluzione di piperidina al

20% in DMF;

2. La condensazione del nuovo Fmoc-amminoacido sulla catena peptidica in crescita

(reazione di acilazione). Gli amminoacidi da inserire in catena sono attivati come

esteri attivi dell'N-idrossibenzotriazolo;
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(100-200 mesh) 0.30 mmol/g.

3. Dopo l'introduzione dell'ultimo residuo, il trattamento con miscela di sblocco per

90 minuti (95% TFA, 2.5% TIS e 2.5% H2O) stacca il peptide dalla resina. Il trat-

tamento con la miscela di sblocco deprotegge anche la funzione tiolo, rimuovendo

il gruppo tritile.

Lo schema di sintesi seguito è illustrato in Figura 4.6. Per la nomenclatura dei prodotti

abbiamo deciso di attenerci al numero di couplings e�ettuati, per cui i prodotti dopo 4, 6

e 7 couplings sono stati denominati 4c, 6c e 7c (Figura 4.6). Il prodotto con 6 couplings

e�ettuati, in cui però il gruppo amminico non è stato liberato dal gruppo protettore

Fmoc è stato denominato 6c-Fmoc.

Nel nostro caso, la sintesi su fase solida si è dimostrata un buon metodo per ottenere

il polimero di interesse. I diversi amminoacidi sono entrati in modo quantitativo sulla

catena in crescita come dimostrato dall'analisi dei prodotti intermedi 4c e 6c. Oltre a

questi intermedi, è stato isolato anche l'intermedio 6c-Fmoc, con il gruppo Fmoc anco-

ra attaccato alla funzione amminica. Infatti, l'intermedio 6c diventa così idro�lico che,

analizzato con HPLC, esce col fronte dell'eluente anche in una colonna con fase inversa

costituita da lunghe catene alchiliche (C18). La presenza del gruppo Fmoc abbassa l'i-

dro�licità dell'intermedio, rendendo possibile l'analisi HPLC. L'ultimo step della sintesi,
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Figura 4.6: Schema di sintesi del polimero costituito da 7 couplings e quindi denominato 7c.
Per veri�care le reazioni di attacco sono stati isolati anche gli intermedi 4c, 6c e 6c-Fmoc.

l'attacco dello spacer, costituito da una lunga catena di PEG con una distribuzione di

massa di circa 800 Da centrata attorno al valore medio di 2000 Da (Figura 6.4), è stato

il più di�coltoso per i seguenti motivi:

• Il componente acilante (PEG) è polidisperso e la lunghezza delle catene potrebbe

ostacolare l'attivazione della funzione carbossilica;

43



4. Risultati e Discussioni

• Come nel caso dell'intermedio 6c, il prodotto risultante dopo l'inserimento dello

spacer PEG2kDa diventa così idro�lico che esce col fronte dell'eluente all'analisi

HPLC. Di conseguenza, l'attacco �nale del polimero è stato stabilito in base al-

l'aumento di peso del prodotto legato al supporto solido (resa 56 %) e in base agli

spettri di massa.

Lo spettro MALDI-TOF del polimero 7c, non presenta il picco dell'oligomero 6c e allo

stesso tempo mostra il picco molecolare con una distribuzione di massa confrontabile

con quella del frammento PEG2kDa (Figura 6.4) e centrata sul valore di massa calcolato

per il prodotto �nale. Lo spettro ESI-MS non presenta il picco molecolare del prodotto,

ma mostra assenza di oligomeri con un numero di couplings inferiore rispetto a quelli

eseguiti. Come ulteriore veri�ca, il polimero è stato caratterizzato mediante NMR.

4.1.1 Analisi NMR del polimero sintetizzato

Con una serie di esperimenti NMR mono e bidimensionali è stata confermata la presenza

di tutti i building blocks nel prodotto �nale 7c. Le analisi e�ettuate sono 1H-NMR,
1H1H-COSY, 1H1H-TOCSY, 1H1H-NOESY, 1H13C-HMQC, 1H13C-HMBC e 13C-NMR

(Figura C.1 - C.7).

La Figura 4.7 mostra la struttura del polimero 7c, in cui sono numerati gli atomi a

cui è stata data un'assegnazione tramite l'analisi NMR. Le informazioni iniziali sono

state ottenute dallo spettro 1H-NMR. I gruppi ammidici del polimero cadono, in questo

spettro, nella zona 6.70 - 7.40 ppm. Il segnale del protone 4 è presente come doppietto

centrato a 7.38 ppm. I restanti segnali dei protoni ammidici si sovrappongono in un

unico segnale. I segnali dei protoni 5 e 10 sono comunque stati assegnati con l'aiuto

degli spettri bidimensionali COSY e TOCSY. Guardando la struttura del polimero ci

si aspetta un unico segnale di singoletto, riferito ai protoni del gruppo metossilico, che

cade a 3.31 ppm nello spettro 1H-NMR (anche il segnale dell'acido carbossilico, che non

è stato riscontrato nello spettro, dovrebbe dare un singoletto, ma a valori di chemical

shift molto più elevati). Un altro segnale facilmente assegnabile è quello dei gruppi etilen

glicole (EG). L'elevato numero di questi gruppi all'interno della struttura, da origine a

un segnale estremamente intenso a 3.58 ppm. In�ne, i protoni 1 e 6 entrambi vicini a

gruppi elettron attrattori (acido carbossilico e ammidi), mostrano un segnale ad elevato

chemical shift nella zona 4.30 - 4.80 ppm. A partire da questi segnali, grazie agli spettri

COSY e TOCSY, è stato possibile fare l'assegnazione di altri segnali protonici (riportati

in Tabella 4.1). Inoltre, gli spettri TOCSY E COSY hanno permesso di studiare in modo

dettagliato le catene laterali che portano i gruppi azido (Figura 4.8). In questa piccola

catena formata da 4 atomi di carbonio, la presenza di un centro chirale (atomo 6) rende
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gli altri atomi della catena dei centri prochirali (atomi 7, 8 e 9). I segnali dei due idrogeni

su ogni centro prochirale non saranno per cui identici, ma avranno valori diversi. Questo

e�etto è meno marcato man mano che ci si allontana dal centro chirale. In e�etti, per

i protoni dell'atomo 7 sono stati registrati due segnali distinti (Figura 4.9c-d), mentre

per i protoni degli altri atomi è stato osservato un singolo segnale.
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Figura 4.7: Viene mostrato in �gura il polimero 7c. Sono numerati gli atomi a cui sono
state date delle assegnazioni con l'analisi NMR, riportate in Tabella 6.4.

Tabella 4.1: Assegnazioni dei chemical shift 1H e 13C e integrazioni dei segnali protonici
del polimero 7c. I numeri dei segnali sono riportati in Figura 4.7. L'area del segnale del
gruppo metossilico è stata normalizzata con un valore pari a 3.0. Le aree degli altri segnali

sono rapportate a questo valore di normalizzazione.

δ 1H (ppm) δ 13C (ppm) Area teorica (1H) Area calcolata (1H)
1 4.74 53.81 1 0.8
2 2.97 26.49 2 1.3
3 1.54 - 1 0.3
4 7.38 - 1 0.8
5 7.10 - - -
6 4.39 52.47 3 2.9

7
1.87

29.60
12 10.21.63

8 1.58 25.00
9 3.25 50.98 6 6.1
10 7.04 - - -
11 3.58 70.51 304 306.5
12 3.31 58.97 3.0 3.0*

* Valore di normalizzazione assegnato

Lo spettro 1H-NMR è stato analizzato anche integrando le aree dei picchi assegnati. Le

aree sono state calcolate rapportandole al valore di normalizzazione (pari a 3.0) assegnato

al picco del gruppo -OCH3. Questo segnale è stato scelto per la normalizzazione perché

non sovrapposto con altri segnali e perché facilmente integrabile, dato che si presenta

come singoletto. Le integrazioni dei segnali hanno permesso di confermare l'attacco di

tutti i building blocks nel polimero sintetizzato, in particolare del PEG2kDa introdotto

con l'ultimo coupling. I composti 6c e 7c infatti, hanno una di�erenza nel numero di

gruppi etilen glicole (EG) di circa 40, che corrisponde a una di�erenza nel numero di
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4. Risultati e Discussioni

protoni per questi gruppi di circa 160. L'area teorica del segnale a 3.58 ppm avrà per cui

un valore notevolmente superiore nel caso del composto 7c. Anche il numero di segnali

ammidici è diverso per i composti 6c (7 idrogeni ammidici) e 7c (8 idrogeni ammidici)

e l'area teorica è quindi diversa nei due casi. I valori delle aree calcolati dallo spettro
1H-NMR, hanno confermato che il prodotto sintetizzato è il composto 7c (Tabella 4.2 -

Figura 4.9b).
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Figura 4.8: Parte centrale del polimero 7c in cui sono messe in evidenza le catene laterali
contenenti i gruppi -N3. Sono mostrati in �gura i valori di chemical shift protonici in ppm per

alcuni atomi di idrogeno.
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Figura 4.9: Spettri NMR del polimero 7c. (a)In alto a sinistra è mostrato la regione a circa
170 ppm dello spettro 13C-NMR che presenta 9 segnali dovuti a carboni carbonilici. (b) In alto
a destra sono mostrati i segnali dei gruppi EG (3.58 ppm) e del gruppo -OCH3 (3.31 ppm), con
rispettive integrazioni nello spettro 1H-NMR. (c− d) In basso sono mostrati gli spettri COSY
(a sinistra) e 1H-NMR (a destra), che evidenziano due segnali distinti a 1.87 e 1.63 ppm per i

protoni legati all'atomo di carbonio 7 della catena laterale del polimero (Figura 4.8).
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4. Risultati e Discussioni

Dalle assegnazioni dei segnali protonici è stato possibile grazie agli spettri 1H13C-HMQC,
1H13C-HMBC fare delle assegnazioni nello spettro 13C-NMR (riportate in Tabella 4.1).

In questo spettro, i segnali dei gruppi carbonilici cadono a circa 170 ppm e il loro numero

conferma ulteriormente che il composto analizzato è il prodotto 7c (Tabella 4.2 - Figura

4.9a).

Tabella 4.2: Dati dell'analisi NMR del polimero 7c. Le aree sono rapportate all'area del
segnale del gruppo -OCH3 normalizzata con un valore pari a 3.0.

Valori teorici Valori sperimentali
Composto 6c Composto 7c Polimero sintetizzato

Gruppi di EG* 36 76 76.5
Protoni dei gruppi EG* 144 304 306
Idrogeni ammidici 7 8 8
Gruppi carbonili 8 9 9
* Etilen Glicole
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4.2 Sintesi di DOTA-DBCO
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Figura 4.10: Sono mostrati in �gura il DOTA-NH2 e DBCO-NHS che reagiscono in pre-
senza di base DIPEA per dare DOTA-DBCO. Tra i sottoprodotti della reazione, oltre a

idrosuccinimide si possono formare anche DBCO-OH E DBCO-OCH3.

Come già anticipato nella parte introduttiva, per ancorare il complesso DOTA(Gd) al

corpo del sistema, si è scelto di utilizzare la reazione di cicloaddizione di Huisgen tra azide

e alchino. Avendo deciso di introdurre il gruppo azide nel polimero, sintetizzato su fase

solida, il legante DOTA è stato funzionalizzato con un dibenzocicloottino (DBCO-NHS)

secondo lo schema di Figura 4.10. Le diverse caratteristiche chimico �siche dei reagenti

(DBCO-NHS poco polare e DOTA-NH2 polare) hanno creato delle di�coltà nella scelta

del solvente di reazione. Alla �ne, si è dovuto optare per la DMF, anche se la solubilità

del DOTA-NH2 in questo solvente non era ottimale. La reazione di acilazione sul DOTA-

NH2 è risultata, in base all'analisi HPLC, estremamente lenta e dopo 5 giorni il prodotto

si era formato per il 50-60 %. Fortunatamente, il DBCO non reagito, che potrebbe

competere col prodotto DOTA-DBCO nella successiva reazione di cicloaddizione, è stato

facilmente rimosso dalla soluzione acquosa della miscela di reazione, per estrazione con

acetato di etile. Il prodotto DOTA-DBCO, impuro per la presenza di DOTA-NH2, è

stato usato nella successiva reazione di complessamento con gadolinio senza ulteriore

puri�cazione.
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4.3 Complessazione del macrociclo DOTA con Gd3+

Per la complessazione del DOTA con Gd3+ sono stati seguiti i protocolli riportati in

letteratura, [61] [62] con la reazione che viene svolta in acqua, a temperatura ambiente o

scaldando leggermente e con un eccesso di gadolinio. Bisogna considerare che il complesso

risultante è negativo (Figura 4.11), in quanto quattro dei nove atomi che si legano al

metallo per formare il complesso portano con sé una carica negativa (ossigeni dei gruppi

carbossilici). Lo ione Gd3+ controbilancia solo tre di queste cariche, lasciando una carica

formale negativa sul complesso.
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Figura 4.11: Struttura dei complessi [DOTA(Gd)-NH2]− e [DOTA(Gd)-DBCO]−

La complessazione del DOTA-DBCO con Gd3+ è stata veri�cata con l'analisi MALDI-

TOF in negativo. Data la presenza di un atomo di Gd, che possiede una distribuzione

isotopica caratteristica, l'assegnazione può essere supportata paragonando la distribu-

zione isotopica del picco sperimentale con quella teorica (Figura 4.12). Nel nostro caso,

le due distribuzioni risultano perfettamente equivalenti, confermando l'assegnazione del

picco e dimostrando qualitativamente la complessazione del DOTA-DBCO.

Per fare delle valutazioni quantitative è invece stata e�ettuata una retrotitolazione com-

plessometrica, utilizzando come complessante l'acido etilendiamminotetraacetico (ED-

TA) e come indicatore complessometrico lo Xylenol Orange (XO) (Figura 4.13 - 4.14).
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Figura 4.12: Viene mostrato nell'immagine in alto il picco del complesso [DOTA(Gd)-
DBCO]− derivante dall'analisi MALDI-TOF in negativo del precipitato. La distribuzione

isotopica del complesso risulta uguale a quella teorica mostrata nella �gura in basso.

 

Spectrophotometry and Color 
 

 As we discussed in Experiment 10, molecules are colored because they absorb certain wavelengths of 
visible light while allowing other wavelengths to pass through.  Thus for a particular molecule, the molar 
extinction coefficient will be different at different wavelengths.  You recall that one can plot the molar extinction 
coefficient as a function of wavelength to obtain an absorption spectrum for a molecule.  Here is an example of an 
absorption spectrum for a simple molecule: 
 

 
 

Spectrophotometry of the Xylenol Orange / Al3+ Reaction 
 
 Xylenol orange is an organic molecule containing four acidic –COOH groups attached to a system of three 
benzene-like carbon rings.  It is yellow in color: 
 

 
 
 A molecule of xylenol orange can wrap around an aluminum ion.  The xylenol orange acts as a 
hexadentate chelating ligand, which reacts with the aluminum to form a complex ion.  The six atoms shown in 
boldface type are used to bind to the aluminum ion.  In the process, the four protons attached to the –COOH groups 
are released from the molecule.  This causes the color of the molecule to change from yellow to red: 
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Figura 4.13: Struttura dell'indica-
tore complessometrico Xylenol Orange

(XO).

Figura 4.14: Struttura del le-
gante acido etilendiamminotetraacetico

(EDTA).
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Figura 4.15: Schema della retrotitolazione complessometrica utilizzata per determinare
l'eccesso di ioni Gd3+ in soluzione.

I principali passaggi della retrotitolazione, illustrati in Figura 4.15, sono:

• Preparare una soluzione del legante DOTA con un eccesso di Gd3+, e porla a reagire

nelle condizioni di reazione che si stanno testando;

• Aggiungere a una quantità nota di soluzione l'indicatore complessometrico XO, che

legherà gli ioni Gd3+ non complessati;

• Titolare con aggiunte di EDTA a concentrazione nota;

• Registrare lo spettro UV-Vis dopo ogni aggiunta di EDTA;

• Dalle variazioni degli spettri UV-Vis, ricavare il punto di �ne della titolazione.

Un punto su cui so�ermare l'attenzione è la diversa stabilità dei tre complessi in soluzione.

Le costanti di complessamento (riportate di seguito) mostrano una stabilità dei complessi

nell'ordine DOTA >> EDTA >> XO.
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logK[DOTA(Gd)] = 25.3 � logK[EDTA(Gd)] = 17.7 � logK[XO(Gd)] = 5.2

Pertanto, l'EDTA sottrarrà Gd3+ all'indicatore XO, che sarà via via sempre meno com-

plessato �no ad arrivare alla sua forma libera al punto di �ne titolazione. La forte stabilità

del complesso DOTA(Gd), evita che l'EDTA estragga da lui ioni metallici, portando ad

una sovrastima della quantità di gadolinio in soluzione. Saranno descritti di seguito gli

indicatori XO e EDTA per capire meglio il loro ruolo nella retrotitolazione.

L'indicatore XO (Figura 4.13) è utilizzato per la determinazione di ioni metallici in solu-

zione, tra cui anche il Gd3+. [63] Nella sua forma non complessata l'indicatore si presenta

in soluzione (a pH 7) di colore giallo [64]. Una molecola di XO può complessare diversi

ioni metallici Mn+, comportandosi da legante esadentato. Sono usati per la formazione

del complesso i 4 atomi di ossigeno dei carbossili (che si deprotonano) e due atomi di

azoto. Il colore dell'indicatore cambia da giallo a rosso/viola quando complessato. Il

legante EDTA (Figura 4.14) possiede 6 equilibri acido-base e la forma completamente

deprotonata presenta la massima e�cienza di coordinazione, con tutti gli ossigeni e azoti

disponibili per la coordinazione di ioni metallici. Questa forma è prevalente per valori di

pH circa 10 (pK6
a = 10.37). Per questo motivo abbiamo preparato le soluzioni di EDTA

a concentrazione nota in NH3 0.1 M (pH ≈ 11), di modo da avere l'indicatore con la

massima e�cienza di coordinazione.

Per testare la linearità del metodo, abbiamo inizialmente titolato soluzioni di solo Gd3+.

Abbiamo preparato 6 soluzioni a titolo noto di Gd3+ in H2O bidistillata. Dopo aver

aggiunto lo XO, le soluzioni sono state titolate con EDTA 30.04 mM in NH3 0.1 M. Il

punto di �ne è stato calcolato in base alle variazioni degli spettri UV-Vis registrati dopo

ogni aggiunta di EDTA. Dalle sei titolazioni, considerando la concentrazione di Gd3+ e

il volume di EDTA a �ne titolazione, è stata costruita una retta di calibrazione (Figura

4.16). Dopo aver veri�cato la linearità del metodo, abbiamo e�ettuato un'ulteriore prova

inserendo il DOTA in soluzione. Abbiamo preparato una soluzione mescolando DOTA-

NH2 (1 eq) e GdCl3 (4.5 eq) e abbiamo lasciato ad agitare per una notte. La soluzione è

stata quindi titolata con EDTA. La quantità di Gd3+ libero in soluzione che sarà titolato

dipende dalla % di complessamento del DOTA-NH2. Anche qui il punto di �ne è stato

calcolato in base alle variazioni degli spettri UV-Vis registrati dopo ogni aggiunta di

EDTA. Dalle moli di EDTA al punto di �ne è stata calcolata una % di complessamento

per il DOTA-NH2 pari all'84 %.

Dopo i test preliminari, la retrotitolazione complessometrica è stata condotta sulla mi-

scela DOTA-DBCO e DOTA-NH2 a cui era stato aggiunto un eccesso di ioni Gd3+. È

da rilevare che i complessi risultanti sono facilmente separabili grazie alla loro diver-

sa solubilità in acqua, con il [DOTA(Gd)-DBCO]− che precipita come sale sodico e il

[DOTA(Gd)-NH2]− che rimane in soluzione. Dalla titolazione si è ottenuto un valore di
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Figura 4.16: Correlazione lineare fra µmol di Gd3+ e µl di EDTA al punto di �ne. Pendenza:
33.85479 ± 0.21787. Intercetta: -0.20822 ± 0.66114.

complessamento pari al 98.6 % rispetto alle µmol di DOTA-NH2 utilizzate per la reazio-

ne col DBCO-NHS. I risultati della titolazione sono riportati in Tabella 4.3 e in Figura

4.18.
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Figura 4.17: Viene mostrata in �gura la reazione di complessamento del DOTA-DBCO con
GdCl3 in soluzione acquosa.
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Tabella 4.3: Sono mostrati in tabella i dati della retrotitolazione complessometrica utilizzata
per calcolare la % di complessamento del DOTA-DBCO.

Miscela di reazione DOTA-DBCO, DOTA-NH2 e Gd3+

DOTA-NH2 + DOTA-DBCO GdCl3· 6H2O

V (ml) µmol massa (mg) µmol
16 96.6 287.8 774.3

Retrotitolazione complessometrica con EDTA 10.01 mM

PF teorico PF sperimentale
µl EDTA µmol EDTA µl EDTA µmol EDTA

212 2.12 209 2.09
% di complessamento calcolata

98.6
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Figura 4.18: Sono mostrate in alto le variazioni di lunghezza d'onda e assorbanza dello
spettro UV-Vis (in particolare della banda a 500-600 nm) per la miscela di reazione DOTA-
DBCO e DOTA-NH2 con Gd3+ in funzione dei µl di EDTA aggiunti. Per il calcolo del punto
di �ne è stata gra�cata la derivata delle variazioni di lunghezza d'onda e assorbanza (mostrate

in basso) in funzione dei µl di EDTA aggiunti.
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4.4 Attacco del complesso di Gd3+ al polimero tramite ci-

cloaddizione di Huisgen
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Figura 4.19: Reazione di click chemistry tra polimero 7c e DOTA(Gd)-DBCO. Viene qui
evidenziata la formazione del 1,2,3-triazolo.

Le condizioni di reazione sono state inizialmente veri�cate mescolando tra loro in meta-

nolo il dibenzociclottino DBCO e una piccola porzione di oligomero 6c contenente tre

gruppi azide. Dopo 24 h è stato osservata completa formazione del prodotto di cicload-

dizione. Quando la reazione è stata ripetuta tra il complesso [DOTA(Gd)-DBCO]− e il

polimero 7c si sono incontrate notevoli di�coltà poiché il complesso ha dimostrato di

essere insolubile nella maggior parte dei solventi comunemente utilizzati (MeOH, EtOH,

CHCl3, H2O, DMF, THF, benzene). Tra i solventi testati, quello che ha dato i risultati

migliori è stata una soluzione leggermente acida, condizioni di pH che non dovrebbero

intaccare il complesso che dissocia a pH < 1.5. [22] Abbiamo deciso di lavorare, in via

precauzionale a pH = 3 senza ottenere comunque completa dissoluzione del complesso.

Dopo 24 h di reazione il complesso residuo (indisciolto) è stato separato dalla soluzione

e su entrambi è stato eseguito uno spettro di massa. Il solido è risultato essere, secondo

l'analisi di massa, il complesso [DOTA(Gd)-DBCO]− rimasto indisciolto nella miscela di

reazione. L'analisi di massa della soluzione invece, non ha mostrato né traccia del poli-

mero 7c né del prodotto desiderato. L'assenza di segnale riferito al prodotto superDOTA

può essere imputata alle cariche negative introdotte dalla coniugazione di tre complessi

negativi, che comportano una di�cile visualizzazione all'analisi di massa in negativo, già

di per sé meno sensibile rispetto a quella in positivo.

I problemi di solubilità presentati dal complesso [DOTA(Gd)-DBCO]−, ci hanno portato
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a valutare un di�erente approccio. In particolare, è stata provata la reazione tra il solo

DOTA-DBCO non complessato e il polimero 7c nell'ipotesi di introdurre il gadolinio

dopo la reazione di cicloaddizione. La reazione è stata condotta in acqua, solvente in

cui erano solubili sia il polimero 7c che il DOTA-DBCO (tuttavia ancora impuro per

la presenza di DOTA-NH2). Già dopo 24 h di reazione, l'analisi ESI-MS evidenziava la

scomparsa del DOTA-DBCO e la comparsa di una distribuzione di massa. Questa analisi

sembra indicare che il DOTA-DBCO ha reagito quantitativamente con il polimero. Per

motivi di tempo, questa via di reazione non è stata ulteriormente sviluppata durante il

periodo di tesi.
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4.5 Analisi MRI

L'analisi MRI è stata e�ettuata sul composto superDOTA (Figura 4.4) in soluzione ac-

quosa. Da una soluzione madre sono state preparate delle soluzioni diluite e per ogni

soluzione è stato misurato un valore di T1. Gra�cando i valori di 1/T1 sulla concentra-

zione delle soluzioni, è stata ottenuta una retta, il cui valore di pendenza corrisponde

alla relassività r1 del sistema (Figura 4.20). Per avere un riferimento, le soluzioni sono

state e�ettuate anche su delle soluzioni di GdCl3.

Tabella 4.4: Valori 1/T1 e r1 della soluzione di SuperDOTA 112.5 µM e di una soluzione di
GdCl3 utilizzata come riferimento.

SuperDOTA GdCl3

C (µM) 1/T1 (s−1) r1 (mM−1s−1) C (µM) 1/T1 (s−1) r1 (mM−1s−1)

Diluizione 1 112.5 2.60

19.5

500 8.20

16.8

Diluizione 2 56.3 1.58 250 4.52

Diluizione 3 28.1 0.99 50 1.29

Diluizione 4 14.1 0.72 25 0.76

Diluizione 5 7.0 0.54 10 0.56
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Figura 4.20: Gra�ci di 1/T1 (s−1) in funzione della concentrazione di SuperDOTA e GdCl3
(mM). Dalla pendenza delle rette è stato calcolato il valore di relassività r1.

I dati dell'analisi MRI si basano sul presupposto che gli 1.3 mg ottenuti dalla reazione di

click chemistry tra polimero 7c e [DOTA(Gd)-DBCO]− siano costituiti di solo prodotto

superDOTA. Il valore di relassività r1 ottenuto dall'analisi MRI è pari a 19.5 mM−1s−1.

Il confronto con dati di letteratura richiede un po' di cautela, in quanto il valore è

in�uenzato dalla frequenza di lavoro dello strumento, che nel nostro caso è di 200 MHz.

Per paragone, nelle stesse condizioni operative, il Dotarem ha un valore di r1 pari a
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4.2. [11] Nonostante il risultato ottenuto sia molto buono, non è possibile trascurare il

fatto che il prodotto non è stato su�cientemente caratterizzato.

MRI T1 Curva taratura
Gd Cl3 in H2O Phantom liquidi
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Figura 4.21: Dai valori di T1 (ms) misurati per soluzioni di GdCl3 a diversa concentrazione
(500, 250, 50, 25, 10 µM) è stata fatta una curva di taratura. L'equazione del �tting è
y = a−bx + c−dx (con y = [Gd3+] in µM , x = T1 in ms, a = 352.5007, b = 0.0020, c =

1926.4039 e d = 0.0280)

Oltre ad ottenere un valore di relassività, l'analisi MRI consente di calcolare una stima

della quantità di Gd3+ all'interno del nostro sistema. Dal �tting dei valori di T1 (in

ms) registrati per le soluzioni di GdCl3 a diversa concentrazione è stata costruita una

curva di calibrazione (Figura 4.21). Inserendo il valore di T1 misurato per la soluzione

di superDOTA nell'equazione della curva, si ottiene una concentrazione di Gd3+ pari a

110.6 µM. Questo valore è molto simile alla concentrazione di superDOTA della soluzione

analizzata pari a 112.5 µM. Sembra quindi che il sistema analizzato all'MRI contenga un

solo Gd3+ per unità di superDOTA. Questo dato potrebbe indicare che un solo complesso

[DOTA(Gd)-DBCO]− ha reagito via click chemistry per legarsi al polimero 7c. Secondo

questa ipotesi, migliorando il procedimento di sintesi ed ottenendo il sistema completo

di 3 unità [DOTA(Gd)-DBCO]−, è possibile ottenere risultati ancora migliori all'analisi

MRI.
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5. Conclusioni

Questo progetto di tesi si è occupato della sintesi di un sistema nanostrutturato, adatto

a ricoprire il ruolo di agente di contrasto per T1-MRI. Il sistema è composto da nano-

particelle di oro (AuNPs) funzionalizzate con una struttura molecolare formata da due

componenti principali:

• Complessi di Gd3+ con il legante DOTA;

• Un corpo polimerico che lega a sé i complessi di gadolinio;

La struttura molecolare è stata sintetizzata tramite sintesi su fase solida, tecnica che ha

permesso di inserire nel polimero diversi gruppi funzionali. Ad una estremità è presente il

gruppo tiolo, che consente l'attacco della struttura a AuNPs, mentre la parte centrale del

corpo contiene tre gruppi azido. In�ne, per chiudere la catena è stato inserito uno spacer

(costituito da una lunga catena di PEG), per rendere più biocompatibile il sistema. La

resa della reazione (56 %) non è risultata particolarmente elevata, ma le caratterizzazioni

del polimero �nale indicano la formazione del solo prodotto desiderato.

Il componente del sistema che svolge la funzione di contrasto è il complesso di Gd3+

con il legante DOTA. Per legare i complessi di gadolinio al corpo del sistema è stata

scelta la reazione di cicloaddizione di Huisgen tra azide e alchino. Per permettere questa

reazione, il complesso è stato funzionalizzato con un gruppo ciclottino, che reagisce con

i gruppi azido presenti nella catena polimerica. Questa reazione ha comportato qualche

di�coltà inerente alla scarsa solubilità del reagente DOTA-NH2 nel solvente di reazione.

Per questo motivo la reazione è risultata molto lenta (5 giorni) e non quantitativa, con

entrambi i reagenti presenti nella miscela di reazione �nale.

Il legante funzionalizzato è stato fatto reagire con GdCl3 ed il complesso risultante è stato

analizzato con l'analisi di massa MALDI-TOF e con una retrotitolazione complessome-

trica, mostrando una reazione di complessamento quantitativa. Il complesso formato è

stato poi legato al polimero tramite cicloaddizione di Huisgen, tuttavia, le analisi di mas-

sa e�ettuate hanno mostrato la scomparsa dei reagenti senza però mostrare il prodotto

di reazione. Per questo motivo sono stati e�ettuati diversi step di puri�cazione al �ne di
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isolare, per esclusione dimensionale, il solo prodotto superDOTA (un polimero con MM

circa 7300 Da).

L'analisi MRI del prodotto superDOTA ha dato buoni risultati, mostrando una relassività

quasi 5 volte maggiore rispetto al Dotarem. Il prodotto superDOTA è stato legato anche

ad AuNPs formando il sistema AuNPs-superDOTA, tuttavia, questo sistema analizzato

con MRI non ha mostrato segnali.

Per concludere, la struttura molecolare superDOTA, ha dimostrato di poter ricopri-

re e�cacemente il ruolo di agente di contrasto per T1-MRI.Il progetto proseguirà con

una migliore caratterizzazione del polimero e con la sua successiva reazione con AuNPs

funzionalizzate con SERS-reporter per formare un sistema per tecnica multi-imaging

SERS-MRI.

60



6. Protocolli sperimentali

6. Protocolli sperimentali

In questa sezione vengono riportati i protocolli sperimentale, con descrizione delle pro-

cedure e corrispondenti caratterizzazioni dei vari step che hanno portato a sintetizzare

il nanosistema. Alcuni degli spettri e cromatogrammi a cui si fa riferimento, non sono

riportati direttamente in questa sezione, ma possono essere trovati in Appendice C.

6.1 Strumenti e tecniche di caratterizzazione

Le analisi HPLC sono state e�ettuate utilizzando il cromatografo Dionex, serie P680,

dotato di autocampionatore Dionex ASI-100, camera per degasare i solventi e rivelatore

Dionex UVD170U operante a 215, 254 e 420 nm. Lo strumento è interfacciato ad un

computer. È stata utilizzata la colonna analitica Vydac C18 218TP104 a fase inversa

(250 x 4.6 mm, �usso di 1.5 ml/min, particelle di 5 µm di diametro) e come eluente si

è fatto uso di una miscela dei solventi A (H2O con 0.1 % TFA v/v) e B (90 % CH3CN,

10 % H2O e 0.1 % TFA v/v/v). Se non diversamente indicato le condizioni generali di

eluizione sono state: 3 min 10 % B; gradiente lineare da 10 % a 90 % di B in 30 min. I

cromatogrammi sono stati elaborati con il programma Chromeleon versione 6.60.

Le analisi di massa ESI-MS sono stati registrati con lo spettrometro di massa a tempo di

volo Mariner modello ESI-TOF, Perseptive Biosystem, utilizzando l'ESI come tecnica di

ionizzazione. Se non diversamente indicato lo strumento è stato utilizzato con rilevazione

in positivo.

Lo spettrometro utilizzato per raccogliere gli spettri UV-Vis è un Varian Cary 5. Gli

spettri sono stati registrati in cuvette in quarzo con cammino ottico di 2mm.

Le analisi MRI sono state svolte nei laboratori del Dipartimento di Patologia, Sezione di

Immunologia del Policlinico GB. Rossi di Verona, dal gruppo di ricerca del Prof. Marco

Colombatti. Lo strumento opera a 200 MHz (4.7 T).
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Le analisi NMR sono state fatte su uno strumento Bruker Avance DMX 600 operante a

600 MHz. Il solvente utilizzato per l'analisi è CDCl3 99.99 % con TMS come riferimento

interno. Le analisi sono state registrate a temperatura ambiente.

Lo spettrometro di massa MALDI-TOF/TOF utilizzato è un Ultra�eXtreme prodotto

dalla Bruker Daltonik. Gli ioni sono generati con un laser a Nd:YAG (λ = 335 nm),

analizzati con un tempo di volo della lunghezza di un metro e rivelati con un multichannel

plate. Le analisi per la determinazione del polimero sono state e�ettuate in modalità

re�ectron con rivelazione di ioni positivi, mentre le analisi dei complessi con rivelazione

di ioni negativi. Per la preparazione del campione sono stati depositati su un target di

acciaio 1 µl di soluzione satura in matrice seguita da 1 µl di soluzione di analita (0.5 - 5

mM). Per le analisi in positivo è stata utilizzata la matrice 2,5-DHAP (soluzione satura

in H2O/ACN con 0.1 % TFA), mentre per le analisi in negativo è stata utilizzata la

matrice HCCA (soluzione satura in H2O/ACN con 0.1 % TFA). Se non diversamente

indicato gli spettri MALDI-TOF sono stati registrati in positivo.

I principali reagenti utilizzati nella sintesi sono riassunti nella seguente Tabella.

Tabella 6.1: Reagenti utilizzati per la sintesi del nanosistema superDOTA.

Sigla MM (g/mol) CAS Casa produttrice
Fmoc-NH-PEG12-COOH 839.98 867062-95-1 Irish Biotech

(S)-5-Azido-2-(Fmoc-amino)pentanoic acid 380.40 1097192-04-5 Sigma Aldrich
Dibenzocyclooctyne-N-hydroxysuccinimidyl ester 402.20 - Sigma Aldrich
Fmoc-Cys(Trt)-Wang resin LL (100-200 mesh) 0.30 mmol/g - Merk Millipore

NH2-DOTA-GA 518.56 306776-79-4 Chematech
CH3O-PEG-NHCO-C2H4-COOH ≈ 2000 - Rapp Polymer
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6.2 Sintesi e aggregazione di AuNPs

Per ottenere le soluzioni colloidali di AuNPs abbiamo utilizzato la Laser Ablation Syn-

thesis in Solvent (LASIS). Lo strumento utilizzato in questo lavoro di tesi è un laser a

Nd:YAG, (modello YG-981E−10 della Quantel) in cui il mezzo attivo è un cristallo di gra-

nato di ittrio e alluminio (yttrium aluminium garnet, Y2Al5O12) drogato con ioni Nd3+.

Si utilizza la riga fondamentale (λ = 1064 nm), con impulsi della durata di 9ns e una

frequenza di ripetizione di 10Hz; la potenza utilizzata è di circa 600 mW, che si traduce

in una �uenza di circa 10 J/cm2 sul campione. Il target consiste in un disco di Au 99.9%

dello spessore di circa 1-0.5 mm, posto circa 0.6 cm prima del fuoco della lente (focale 100

mm) che focalizza il fascio. La provetta di polietilene, sul fondo della quale è posizionato

il dischetto d'oro, è riempita con circa 15 mL di una soluzione 10−5 M di NaCl in H2O

bidistillata. L'ablazione è monitorata da periodiche misure di assorbanza della soluzione

di AuNPs. Si decide di considerare terminato il processo di sintesi quando il picco di

assorbimento del plasmone super�ciale delle AuNPs raggiunge un valore di assorbanza

Abs(520nm) ≥ 0.4 registrata in cuvetta di quarzo con cammino ottico di 0.2 cm. In Figura

6.1 è riportato lo spettro UV-Vis di AuNPs sintetizzate tramite LASIS in NaCl 10−5 M.

Una volta sintetizzate, le AuNPs sono state aggregate con il colorante NPCySH (Figura
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Figura 6.1: Spettro UV-Vis di AuNPs sintetizzate tramite LASIS in NaCl 10−5 M (linea
nera) e spettro UV-Vis delle stesse AuNPs aggregate con il colorante NPCySH (linea rossa).

Gli spettri sono stati normalizzati per evidenziare le di�erenze.

4.2). Per l'aggregazione sono stati mescolati 2 ml di AuNPs 3.73 nM 100 µl di NaOH

0.06 M e 100 µl di NPCySH in MeOH. La soluzione è lasciata per 30' sotto agitazione
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magnetica dopodiché, è stata centrifugata per 15 minuti a 15.000 rcf. Il surnatante viene

separato e le AuNPs riprese in 500 µl di acqua. In Figura 6.1 è riportato lo spettro

UV-Vis delle particelle aggregate. Le AuNPs aggregate con il colorante NPCySH sono

state depositate su un vetrino e analizzate con spettrometria Raman (Figura 6.2).
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Figura 6.2: Spettro SERS delle AuNPs aggregate con il colorante NPCySH.

64



6. Protocolli sperimentali

6.3 Sintesi del polimero 7c

Il polimero è stato sintetizzato seguendo il protocollo della sintesi su fase solida descritta

nel paragrafo 4.1. Abbiamo messo in una siringa 100 mg di resina Wang (0.30 mmol/g,

30 µmol, 1eq) e 2 ml di DMF. Abbiamo lasciato agitare 1 h per far rigon�are la resina.

A questo punto abbiamo iniziato con la reazione di attacco del primo building block

(BB). In totale abbiamo eseguito sette reazioni, equivalenti all'aggiunta di sette BB. In

Tabella 6.2 sono riassunte le quantità utilizzate per ogni coupling con il relativo building

block inserito. Ogni step della sintesi segue il medesimo protocollo, che viene di seguito

illustrato. Il frammento di catena ancorato alla resina viene trattato con piperidina al

20 % in DMF per 5 minuti, poi il solvente viene drenato e si ripete il trattamento con

piperidina al 20 % in DMF della durata di 20 minuti. La resina viene lavata con 2 ml

di DMF per sei volte e si aggiunge quindi l'aliquota del relativo BB insieme a 150 µl di

HBTU/HOBT 0.5M, 150 µl di DIPEA 1M e 700 µl di DMF. La reazione viene mantenuta

in agitazione per 1h30'. In�ne, il solvente viene drenato e si eseguono sei lavaggi con 2ml

di DMF. La procedura si ripete �no al settimo coupling.

Tabella 6.2: Sono riportati in tabella i sette building blocks utilizzati nella sintesi su fase
solida.

Reagenti

Building Block mg Solvente V (µl) MM (g/mol) µmol eq

Resina - 100 DMF - - 30 1

1◦ Coupling BB-PEG12 67,1 DMF 700 839.98 80 2.7

2◦ Coupling BB-Azide 29.0 DMF 700 380.4 76 2.5

3◦ Coupling BB-PEG12 70.2 DMF 700 839.98 84 2.8

4◦ Coupling BB-Azide 30.0 DMF 700 380.4 79 2.6

5◦ Coupling BB-PEG12 67.5 DMF 700 839.98 80 2.7

6◦ Coupling BB-Azide 30.0 DMF 700 380.4 79 2.6

7◦ Coupling PEG2kDa 163.0 DMF 700 ≈ 2000 82 2.7

Prodotti sintetizzati

Prodotto Coupling e�ettuati Caratterizzazioni e�ettuate

4c 4 MALDI-TOF, ESI-MS, HPLC

6c 6 MALDI-TOF, ESI-MS

6c-Fmoc 6 ESI-MS, HPLC

7c 7 ESI-MS, MALDI-TOF, NMR

A questo punto, il polimero viene staccato dalla resina mediante il seguente procedimento

di sblocco. Si eseguono due trattamenti con piperidina 20 % in DMF di 5 e 20 minuti.

A questo punto la resina viene lavata con DCM e posta in essiccatore per circa 10'.

La resina asciutta è stata trattata con la miscela di sblocco (95% TFA, 2.5% TIS e
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Figura 6.3: Schema delle operazioni eseguite dopo lo sblocco con TFA per ottenere i prodotti.

2.5% H2O) per 1h 30'. Abbiamo quindi travasato la miscela di sblocco in una falcon, e

abbiamo fatto evaporare il TFA sotto un leggero �usso di azoto. Una volta evaporato il

solvente, si nota un olio giallo sul fondo della �ala. Il residuo viene quindi disperso in

etere etilico freddo, al �ne di solubilizzare gli scarti della reazione di sblocco dalla resina

e cristallizzare meglio il prodotto di reazione. Lasciando la falcon per 30' in un bagno

di ghiaccio si forma un precipitato giallo chiaro mentre la soluzione diventa limpida.

Questa operazione è stata ripetuta altre tre volte, poi il solido è stato essiccato sotto

�usso di azoto ottenendo un solido giallo chiaro. Il prodotto è stato lasciato ad asciugare

in essiccatore per una notte. In Figura 6.3 sono schematizzate le operazioni di sintesi

eseguite dopo lo sblocco del polimero dalla resina. Per la nomenclatura degli oligomeri,
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abbiamo deciso di attenerci al numero di couplings e�ettuati. Con lo sblocco dopo 4, 6 e

7 couplings abbiamo quindi ottenuto i prodotti 4c, 6c e 7c. Anche il prodotto 6c-Fmoc

è stato ottenuto con la stessa procedura, ad eccezione del trattamento con piperidina per

sbloccare il gruppo protettore della funzione amminica.

Tabella 6.3: Dati delle caratterizzazioni svolte sugli intermedi 4c, 6c e 6c-Fmoc.

Caratterizzazione degli intermedi di reazione

4c (MM calcolata 1600.75 Da)
HPLC (Figura C.8) tempo di ritenzione 25.0 minuti
MALDI (Figura C.10) 1601.34 m/z [M(H)]+, 1623.33 m/z [M(Na)]+

ESI-MS (Figura C.11) 1601.86 m/z [M(H)]+, 800.92 m/z [M(H2)]2+, 534.28 [M(H3)]3+

6c (MM calcolata 2340.73 Da)
MALDI (Figura C.12) 2342.01 m/z [M(H)]+, 2364.02 m/z [M(Na)]+

ESI-MS (Figura C.13)
2341.43 m/z [M(H)]+, 1171.64 m/z [M(H2)]2+

781.10 m/z [M(H3)]3+ e 586.07 m/z [M(H4)]4+

6c-Fmoc (MM calcolata 2563.52 Da)
HPLC (Figura C.9) tempo di ritenzione 35.6 minuti

ESI-MS (Figura C.14)
2564.49 m/z [M(H)]+, 1282.17 m/z [M(H2)]2+

855.12 m/z [M(H3)]3+, 641.59 m/z [M(H4)]4+

Caratterizzazione del prodotto 7c

Resa: 56 %.

A causa dell'elevata idro�licità non si è potuto analizzare il prodotto in HPLC.

MALDI-TOF: il building block PEG2kDa attaccato al polimero con il 7◦ coupling è poli-

disperso, e analizzato con MALDI-TOF mostra una una distribuzione di picchi centrata

a circa 2000 Da (Figura 6.4). Alla luce di ciò, anche il prodotto �nale 7c presenterà una

polidispersione, centrata a circa 4340 Da. Lo spettro MALDI (Figura 6.4) mostra una

distribuzione di picchi centrata a circa 4300 m/z.

ESI-MS (Figura C.17): distribuzione di massa nella zona 600-800 m/z e una distribuzione

di massa centrata a 1100 m/z. Assenza del segnale dell'intermedio 6c.
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Figura 6.4: MALDI-TOF del building block PEG2kDa inserito con il 7◦ coupling con una
distribuzione di massa centrata a 2000 Da (spettro in alto) e MALDI-TOF del polimero 7c

con una distribuzione di massa centrata a 4300 Da (spettro in basso).
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Il polimero 7c è stato caratterizzato con 1H-NMR, 1H1H-COSY, 1H1H-TOCSY, 1H1H-

NOESY, 1H13C-HMQC, 1H13C-HMBC e 13C-NMR (Figura C.1-C.7). In Tabella 6.4

sono riassunte le assegnazioni 1H-NMR e 13C-NMR derivanti da queste analisi.
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Figura 6.5: Viene mostrato in �gura il polimero 7c. Sono numerati gli atomi a cui sono
state date delle assegnazioni con l'analisi NMR mostrate in Tabella 6.4.

Tabella 6.4: Assegnazioni dei chemical shift 1H e 13C e integrazioni dei segnali protonici
del polimero 7c. L'area del segnale del gruppo metossilico è stata normalizzata con un valore
pari a 3.0. Le aree degli altri segnali sono rapportate a questo valore di normalizzazione.

δ 1H (ppm) δ 13C (ppm) Area teorica (1H) Area calcolata (1H)
1 4.74 53.81 1 0.8
2 2.97 26.49 2 1.3
3 1.54 - 1 0.3
4 7.38 - 1 0.8
5 7.10 - - -
6 4.39 52.47 3 2.9

7
1.87

29.60
12 10.21.63

8 1.58 25.00
9 3.25 50.98 6 6.1
10 7.04 - - -
11 3.58 70.51 304 306.5
12 3.31 58.97 3.0 3.0
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6.4 Sintesi di DOTA-DBCO

Abbiamo messo ad agitare in un pallone 50.1 mg di DOTA-NH2 (96.6 µmol, 1eq), 32.8 mg

di DBCO-NHS (81.5 µmol, 0.84 eq), 75 µl di DIPEA (d = 0,755 g/ml, 438 µmol, ≈ 4,5

eq) e 8 ml di DMF anidra (Figura 4.17). La soluzione presenta del solido non disciolto in

soluzione. Dopo 5 giorni la reazione viene fermata. Abbiamo quindi evaporato la DMF

e ridisciolto il prodotto (resta sul pallone un olio giallo) in MeOH.

Tabella 6.5: Reagenti utilizzati nella sintesi del prodotto DOTA-DBCO.

Reagenti utilizzati nella sintesi di DOTA-DBCO

reagente MM (g/mol) massa (mg) volume (µl) eq
DOTA-NH2 518.56 50.1 - 1
DBCO-NHS 402.40 32.8 - 0.84
DIPEA 129.24 - 75 4.5

Le analisi ESI-MS e HPLC della soluzione mostrano che la reazione non è quantitativa,

con presenza di reagenti non reagiti oltre che di prodotto di reazione. Per puri�care la

soluzione, abbiamo sfruttato la scarsa solubilità del DBCO in H2O rispetto al prodotto

e al DOTA-NH2 eseguendo un'estrazione con AcOEt. Abbiamo eseguito un totale di 4

estrazioni separando di volta in volta la fase organica dalla fase acquosa. In�ne, abbiamo

posto la soluzione acquosa sotto �usso di azoto per eliminare eventuali tracce di acetato

di etile. Fase acquosa e organica sono state analizzate con HPLC (Figura C.23, Figura

C.24, e Tabella 6.6) e ESI-MS.

ESI-MS fase organica (Figura C.19): 403.15 m/z [DBCO-NHS(H)]+, 306.14 m/z [DBCO-

OH(H)]+ e 320.14 m/z [DBCO-OCH3(H)]+.

ESI-MS fase acquosa (Figura C.20): 519.30 m/z [DOTA-NH2(H)]+, 260.13 m/z [DOTA-

NH2(H2)]2+, 806.36 m/z [DOTA-DBCO(H)]+.

Il prodotto �nale DOTA-DBCO (contaminato per la presenza di DOTA-NH2) è stato

usato senza ulteriore puri�cazione.
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Tabella 6.6: Sono riassunti in tabella i tempi di ritenzione (in minuti) delle analisi HPLC
relative agli step di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO-NHS.

OSu DOTA-NH2 Prodotto DBCO-NHS DBCO-OCH3 DBCO-OH

Miscela in MeOH dopo 5 gg di reazione
2.26 2.76 14.21 15.73 17.82 19.64

Acetato di etile
- - - 15.81 17.87 19.67

H2O
- 2.79 14.34 - - -
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6.5 Complessazione del DOTA-DBCO con Gd3+

Abbiamo messo in un pallone 16 ml di H2O contenenti la miscela non meglio puri�cata

di DOTA-DBCO e DOTA-NH2. Tale miscela deriva dalla reazione tra DBCO-NHS e

DOTA-NH2. Non siamo a conoscenza delle concentrazioni delle specie in soluzione,

ma tutte le moli di DOTA-NH2 (96.6 µmoli) aggiunte come reagente nella reazione

precedente sono presenti in questa miscela come reagente non reagito o come prodotto

DOTA-DBCO. Alla luce di questa osservazione, per complessare la miscela serviranno

almeno 96.6 µmoli di Gd3+. Abbiamo quindi aggiunto ai 16 ml di soluzione 287.8 mg

di GdCl3·6H2O (MM 371.70 gmol−1, 774.3 µmoli, ≈ 8 eq). Il pallone è stato posto in

agitazione magnetica e, dopo 3 giorni di reazione, si forma in soluzione una sospensione

rosa. Il pH è leggermente acido (4-5 con cartina tornasole). Sono stati prelevati 50 µl di

questa soluzione per eseguire la titolazione complessometrica. Abbiamo quindi aggiunto

NaOH �no a neutralizzare la soluzione. Con l'aggiunta di base si deposita sul fondo

un precipitato rosa chiaro. Il solido è stato �ltrato e posto in essiccatore ad asciugare

ottenendo 15.3 mg di prodotto.

Tabella 6.7: Reagenti utilizzati nella complessazione di DOTA-DBCO.

Reagenti utilizzati nella complessazione di DOTA-DBCO con GdCl3

reagente MM (g/mol) massa (mg) µmol eq
DOTA-NH2 518.56

- 96.6 1
DOTA-DBCO 805.36
GdCl3 ·6H2O 371.70 287.8 774.3 8

Sono stati caratterizzati con l'analisi MALDI-TOF sia il solido precipitato che la solu-

zione acquosa.

MALDI-TOF in negativo del precipitato: 959.21 m/z [DOTA(Gd)-DBCO]−.

MALDI-TOF in negativo della soluzione: 672.43 m/z [DOTA(Gd)-NH2]−.

La soluzione di reazione è stata analizzata anche con una retrotitolazione complessome-

trica. Per l'analisi abbiamo prelevato 50 µl di soluzione prima dell'aggiunta di NaOH

e aggiunto 3 ml di H2O bidistillata con una punta di spatola di Xylenol Orange. La

soluzione è stata titolata con aggiunte sequenziali di EDTA 10.01 mM. Dopo ogni ag-

giunta è stato registrato lo spettro UV-Vis. Dal punto di �ne titolazione, calcolato a

209 µl di EDTA, abbiamo trovato una percentuale di complessamento di DOTA-DBCO

e DOTA-NH2 pari al 98.6 %.
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6.6 Attacco del complesso di Gd3+ al polimero tramite ci-

cloaddizione di Huisgen

Per testare la reazione di click chemistry abbiamo fatto reagire 0.8 mg di 6c (0.34 µmol,

1 eq) e 1.1 mg di DBCO-NHS (2.73 µmol, 8 eq) in 2 ml di MeOH. In questo solvente

l'estere attivo DBCO-NHS si trasforma nel corrispondente estere metilico DBCO-OCH3,

ma questo è inin�uente per la reazione che vogliamo seguire. La reazione è stata lasciata

in agitazione magnetica per un giorno. Questa soluzione è stata analizzata con MALDI-

TOF.

MALDI-TOF (Figura C.34): calcolata 6c-(DBCO-OCH3)3 3297.38 m/z. Trovata 3298.44

m/z [M(H)]+

Non sono presenti nello spettro prodotti di condensazione parziale o 6c non reagito

(2340.8 Da).

Per la reazione di click chemistry tra [DOTA(Gd)-DBCO]Na e il polimero 7c (Figura

4.19) non è stato possibile riprodurre la prova e�ettuata in MeOH a causa dell'insolubilità

del complesso. Abbiamo quindi messo in un pallone 340 µl di HCl 29.0 mM, 9.66 ml di

H2O (pH = 3), 4.2 mg di polimero 7c (MM ≈ 4340 Da, 0.97 µmol, 1 eq) e 7.4 mg di

[DOTA(Gd)-DBCO]Na (MM = 959.58 Da, 7.71 µmol, 8 eq). Abbiamo lasciato mescolare

scaldando a T = 30-35 ◦C per favorire la solubilità del complesso. Dopo 24 h di agitazione

la soluzione presenta ancora del solido sul fondo, ma in quantità sensibilmente inferiore.

Abbiamo quindi fermato l'agitazione ed eseguito dei passaggi di centrifuga grazie ai quali

sono stati separati il solido non reagito e la soluzione (surnatante). Il precipitato è stato

analizzato con MALDI-TOF e corrisponde al reagente.

Tabella 6.8: Reagenti utilizzati per la reazione di click chemistry tra il polimero 7c e il
complesso DOTA(Gd)-DBCO.

Reagenti usati per la click chemistry tra 7c e DOTA(Gd)-DBCO.

reagente MM (g/mol) massa (mg) (µmol) eq
Polimero 7c 4340 4.2 0.97 1

DOTA(Gd)-DBCO 958.58 7.4 7.71 8

MALDI-TOF in negativo precipitato: 959.32 m/z [DOTA(Gd)-DBCO]−.

La soluzione separata dal solido è stata centrifugata su Eppendorf con membrana ad

esclusione dimensionale, con un cut-o� di 2000 Da per 2 volte (Figura 6.6). Dopo la
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puri�cazione sono stati ottenuti 1.3 mg di prodotto che è stato analizzato con MALDI-

TOF in positivo e in negativo. Purtroppo in entrambe le condizioni gli spettri non hanno

mostrato né presenza del reagente 7c né del prodotto.

Figura 6.6: Passaggi di puri�cazione del prodotto di reazione tra DOTA(Gd)-DBCO e
polimero 7c.

6.6.1 Prova di funzionalizzazione del polimero 7c con DOTA-DBCO

Abbiamo testato un altra via di reazione facendo reagire il polimero 7c con DOTA-

DBCO non complessato. Abbiamo aggiunto 5.2 mg di polimero 7c (1.20 µmol, 1eq) a 2

ml di soluzione acquosa contenenti 7.34 µmol di DOTA-DBCO (6.1eq). Dopo un giorno

abbiamo fermato la reazione e caratterizzato la soluzione con ESI-MS.

ESI-MS (Figura C.35): 519.27 m/z [DOTA-NH2(H)]+, 260.15 m/z [DOTA-NH2(H2)]2+,

una distribuzione di massa centrata a 720 Da [7c-DOTA-DBCO(Hn]n+.
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6.7 Analisi MRI del sistema SuperDOTA

L'analisi MRI è stata e�ettuata su una soluzione acquosa 112.5 µM in SuperDOTA (MM

≈ 7220 Da, 1.3 mg in 1.6 ml di H2O). I tempi di rilassamento sono stati misurati su questa

soluzione e su le rispettive diluizioni 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. Come riferimento sono stati

misurati i tempi di rilassamento di una soluzione di GdCl3 500 µM e le sue rispettive

diluizioni 1:2, 1:10, 1:20 e 1:50. I risultati dell'analisi sono riportati in Tabella 6.9.

Tabella 6.9: Valori 1/T1 e r1 della soluzione di SuperDOTA 112.5 µM e di una soluzione di
GdCl3 utilizzata come riferimento.

SuperDOTA GdCl3

C (µM) 1/T1 (s−1) r1 (mM−1s−1) C (µM) 1/T1 (s−1) r1 (mM−1s−1)

Diluizione 1 112.5 2.60

19.5

500 8.20

16.8

Diluizione 2 56.3 1.58 250 4.52

Diluizione 3 28.1 0.99 50 1.29

Diluizione 4 14.1 0.72 25 0.76

Diluizione 5 7.0 0.54 10 0.56
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6.8 Analisi MRI del sistema AuNPs-SuperDOTA

Abbiamo mescolato 800 µl di superDOTA 112.5 µM, 1 ml di AuNPs 13.2 nM e lasciato

agitare per 2h. Dopodiché, abbiamo centrifugato la soluzione per 10' a 15.000 rcf, tolto

il surnatante e ripreso le AuNPs precipitate in 800 µl di H2O (Figura 6.7).

3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 2 0 0
0 , 0

0 , 2

0 , 4

0 , 6

0 , 8

1 , 0

A

W a v e l e n g h t  ( n m )

 A u N P s - s u p e r D O T A
 A u N P s  d a  L A S I S

Figura 6.7: Spettri UV-Vis di AuNPs sintetizzate tramite LASIS e del sistema AuNPs-
superDOTA dopo centrifuga e ripreso in H2O. Gli spettri sono stati normalizzati per

evidenziare le di�erenze.

Paragonando lo spettro UV-Vis del surnatante tolto dopo la centrifuga e lo spettro

UV-Vis della soluzione di superDOTA 112.5 µM (Figura 6.8) abbiamo calcolato una

percentuale di funzionalizzazione sulle AuNPs del 63 %, che corrisponde ad una concen-

trazione di superDOTA in soluzione pari a 70.9 µM. La soluzione di AuNPs-superDOTA

è stata analizzata con MRI senza tuttavia mostrare segnale.
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Figura 6.8: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis di superDOTA 112.5 µM in H2O e del
surnatante ottenuto dopo la centrifuga della soluzione di AuNPs e superDOTA. Paragonando
le diverse intensità degli spettri è stata calcolata una percentuale di funzionalizzazione pari al

63 %.
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Appendice A. Principali tecniche di imaging

Radiogra�a convenzionale e Tomogra�a computerizzata

La radiogra�a convenzionale sfrutta la di�erente capacità di penetrazione dei raggi X

attraverso le diverse parti del corpo umano. La visibilità delle strutture sane rispetto a

quelle malate dipende dalla loro di�erente capacità di assorbire i raggi. Con la radiogra-

�a convenzionale, ci sono quattro livelli base di densità: gas, grassi, tutti gli altri tessuti

molli e le strutture calci�cate. I raggi che passano attraverso l'aria sono poco attenua-

ti e causano l'oscuramento della radiogra�a, mentre le ossa, formate principalmente da

composti del calcio, assorbono bene i raggi, e quindi appaiono bianche. I tessuti molli

come muscoli, viscere, sangue, �uidi in generale, intestino etc, hanno una capacità di

assorbimento simile, e appaiono con la stessa tonalità di grigio. I grassi assorbono in

misura leggermente minore, e appaiono un po' più scuri rispetto agli altri tessuti molli.

Le immagini, sono registrate in forma digitale, e visualizzate direttamente al computer.

L'immagine con i raggi-X è bidimensionale ed è perciò necessario registrare da due pun-

ti per avere informazioni circa la terza dimensione. Questa tecnica, oltre ad utilizzare

radiazione ionizzante presenta bassa risoluzione e sensibilità, limitandone di le applica-

zioni. La tomogra�a computerizzata (CT) sfrutta la trasmissione dei raggi-X come nella

radiogra�a convenzionale, ma la sorgente di raggi-X e il detector ruotano attorno al pa-

ziente. Con questa tecnica, il range di densità registrate è ampli�cato di circa 10 volte

rispetto alla radiogra�a convenzionale. Con la CT è possibile distinguere non solo i grassi

dagli altri tessuto molli, ma si distinguono di�erenze di densità anche tra i diversi tessuti

molli, e questo consente di distinguere i tumori dai tessuti sani circostanti. Il valore di

attenuazione è espresso su scala arbitraria (Figura A.1). Il range ed i livelli di densità che

possono essere selezionati consentono di percepire di�erenze molto informative (Figura

A.2). In radiogra�a e in CT possono essere utilizzati degli agenti di contrasto, come

il bario per il tratto gastrointestinale o lo iodio utilizzato per ampli�care le di�erenze

in urogra�a e angiogra�a. [9] Nonostante la CT abbia una risoluzione molto più elevata

rispetto alla radiogra�a classica, la bassa sensibilità e l'utilizzo di radiazioni ionizzanti,

ne limitano in parte l'applicabilità.
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Ultrasuoni

La tecnica ad ultrasuoni utilizza onde sonore ad elevata frequenza, in genere nel range

dei 2-10 MHz. Le onde sono dirette attraverso il corpo da un trasduttore a contatto con

la pelle, il quale registra l'eco in uscita che viene poi elettronicamente ampli�cato Nei

tessuti molli, la velocità di propagazione è ≈ 1540 m/s, abbastanza indipendente dalla

sua frequenza. Il tempo impiegato dall'eco per tornare al trasduttore è proporzionale

alla distanza percorsa nel mezzo. [9] Risulta particolarmente utile nello studio di tessuti

molli troppo simili per dare un adeguato contrasto con l'analisi radiologica. La tecnica è

ampiamente utilizzata per imaging ginecologico, ostetrico, cardiaco, vascolare e addomi-

nale. Poiché anche i �uidi conducono bene gli ultrasuoni, la tecnica è applicabile per la

diagnosi di cisti e strutture contenenti liquidi come la vescica, il sistema biliare e il feto

nel sacco amniotico. L'imaging con ultrasuoni so�re tuttavia molti svantaggi come una

bassa sensibilità, risoluzione e profondità.

Immagini con radionuclidi

Tre componenti sono necessarie per un'analisi in medicina nucleare: (i) un agente che si

accumuli principalmente su determinati organi o componenti biologiche di interesse; (ii)

un radionuclide che possa essere legato a questo agente per produrre fotoni con energia

su�ciente per uscire dal corpo; (iii) un mezzo per rivelare i fotoni ad elevata energia. [1]

Figura A.1: Scala rappre-
sentante le densità, in unità
Houns�eld, di varie strutture
del corpo umano nella CT. [9]

Figura A.2: CT del torace, addome e ba-
cino. È presente una massa retroperitoneale
(freccia) sovrapposta al rene sinistro che causa

idronefrosi. [9]
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Figura A.3: Scansione con radionucli-
di dello scheletro, utilizzando un agente
a base di 99mTc. Il maggior assorbimento
di agente nel femore del paziente è dovuto

alla malattia di Paget. [9]

Gli isotopi radioattivi utilizzati in questo

ambito emettono raggi γ prodotti dal de-

cadimento radioattivo dei nuclei. Esistono

molti isotopi radioattivi naturali, come il

potassio-40 e l'uranio-235, tuttavia il lo-

ro tempo di decadimento è troppo elevato

(emivita di centinaia di anni) per applica-

zioni mediche. Per questo motivo sono sta-

ti ottenuti degli isotopi arti�ciali con tem-

pi di dimezzamento di alcune ore o, al più,

giorni come il tecnezio-99m, l'indio-111, il

gallio-67, lo iodio-123 e il tallio-201. [9] La

risoluzione spaziale di questa tecnica è ab-

bastanza bassa, tuttavia, se una parte del

tessuto manca o è sovrapposta a del tessu-

to anormale, se ne hanno delle chiare in-

dicazioni nell'immagine risultante (Figura

A.3). In alcuni casi è possibile utilizzare la

Tomogra�a ad Emissione, in cui la camera

gamma si muove attorno al paziente, regi-

strando immagini a sezioni, analogamente

a quanto avviene nella tomogra�a computerizzata. In questo modo, sono rilevabili le-

sioni non visibili con la tecnica standard. Un'altra tecnica di diagnosi correlata è la

Tomogra�a ad emissione di positroni (PET) che utilizza isotopi emettitori, prodotti da

un ciclotrone immediatamente prima dell'uso. Grazie al ciclotrone, 11C, 13N, 15O e 18F

possono essere prodotti direttamente in loco. Usando isotopi di elementi importanti bio-

logicamente, come quelli citati, la PET può essere utilizzata per lo studio di processi

�siologici come l'irroramento di sangue nei tessuti, la metabolizzazione di sostanze come

il glucosio o l'immagazzinamento di neurotrasmettitori. L'agente più utilizzato è il 18F-

�uorodeoxyglucose (FDG). [9] Questo è un analogo del glucosio, e viene assorbito dalle

cellule nel normale metabolismo. Poiché le cellule tumorali mostrano un maggiore me-

tabolismo, esse assorbiranno una quantità maggiore di agente, e saranno visibili al PET.

Gli svantaggi delle tecniche di imaging con radionuclidi sono però molte, a partire dalla

bassa risoluzione spaziale, ma certamente anche per l'utilizzo di radionuclidi.
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Principi della risonanza magnetica [65]

La spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) si basa sulla interazione tra

una radiazione elettromagnetica nel campo delle radiofrequenze (1-1000 MHz) e un cam-

pione di nuclei atomici che possiedono momento di spin (I), inseriti all'interno di un

campo magnetico uniforme.Una particella carica dotata di momento di spin I possiede

anche un momento magnetico µ. I due vettori sono paralleli tra di loro e, nel caso del pro-

tone, diretti nello stesso verso. La costante di proporzionalità tra I e µ è detta rapporto

giromagnetico nucleare (γN ), ed è una costante caratteristica di ogni nucleo (Equazione

B.1). Nel Sistema Internazionale il campo magnetico è misurato in Tesla, e per l'ato-

mo di idrogeno γN vale 2.675·108 s−1T−1. Il numero quantico di spin nucleare I per il

protone(1H) vale 1/2. Il vettore momento di spin possiede un modulo il cui quadrato è

de�nito dall'operatore I2 (Equazione B.2) con σ che è la funzione di spin. Il momento di

spin può avere 2I+1 orientazioni rispetto ad una direzione di riferimento (asse z in gene-

re). Queste orientazioni sono gli autovalori dell'operatore di proiezione secondo l'asse di

riferimento, Iz, de�nite dal numero quantico mI , che può assumere i valori da −I a +I

con intervalli unitari (Equazione B.3). Nel caso del protone (I = 1/2) le proiezioni del

momento angolare di spin sono +1/2 e −1/2, e le corrispondenti autofunzioni vengono

indicate con α e β (Equazione B.4).

~µ = γN · ~I (B.1)

I2σ = I · (I + 1)~2σ (B.2)

Izσ = mI~σ mI = −I,−I + 1, ...,+I (B.3)

Izα = +1
2~α µzα = +1

2γN~α
Izβ = −1

2~β µzβ = −1
2γN~β

(B.4)

Queste informazioni si possono sintetizzare con una rappresentazione vettoriale del mo-

mento angolare di spin nucleare, come mostrato in Figura B.1. Il prodotto γN~ può
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Figura B.1: Rappresentazione vettoriale del momento angolare di spin nucleare.

essere espresso in termini di fattore g nucleare (gN ) e del magnetone nucleare βN , per i

quali vale la relazione:

γN~ = gNβN βN =
e~

2mpc
(B.5)

I due autostati α e β sono degeneri in assenza di un campo magnetico esterno, ed avranno

uguali popolazioni. In presenza di un campo magnetico statico la degenerazione viene

rimossa, i due livelli si separano in energia ed avranno popolazioni diverse. L'energia

di interazione di un momento magnetico con un campo magnetico B0 diretto lungo una

direzione che possiamo assumere essere l'asse z è:

E = −~µ ~B = −µzB0 (B.6)

per cui l'energia dei due livelli diventa:

Eα = −1

2
gNβNB0 = −1

2
γ~B0 (B.7)

Eβ = +
1

2
gNβNB0 = +

1

2
γ~B0 (B.8)

∆E = Eβ − Eα = gNβNB0 = γ~B0 (B.9)

dove gli spin α (paralleli a B0) hanno un'energia inferiore agli spin β (antiparalleli a

B0. La di�erenza di energia ∆E dipende dal valore del campo magnetico. All'equilibrio

termico le popolazioni dei due livelli (Nα eNβ) sono regolate dalla legge di Boltzmann:

Nα

Nβ
= e

gNβNB0
kBT ∼= 1 +

gNβNB0

kBT
(B.10)

dove kB è la costante di Boltzmann e T è la temperatura assoluta. Nelle condizioni

sperimentali normalmente utilizzate negli spettrometri NMR, il campo magnetico è di

alcuni Tesla e risulta gNβNB0 � kBT , quindi il rapporto Nα/Nβ è di poco superiore ad

1. Si ha cioè un piccolo eccesso di spin nello stato a minore energia (stato α). Questa
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piccola di�erenza di popolazione genera un momento magnetico netto (magnetizzazione)

in un insieme di spin nucleari immersi in un campo magnetico. La magnetizzazione,

rappresentata da un vettore M diretto lungo la direzione z, è proporzionale alla di�erenza

di popolazione ∆N tra i livelli α e β, e quindi al valore del campo magnetico B0. Le

componenti dei momenti magnetici secondo le direzioni x e y sono presenti con uguale

probabilità in tutte le direzioni, dunque le magnetizzazioni Mx e My sono nulle. Per

indurre transizioni tra i due livelli di spin nucleare si deve applicare al sistema un campo

elettromagnetico oscillante ad una frequenza che soddis� la condizione di risonanza.

Lo scambio di energia, avviene tra il campo magnetico B1 oscillante della radiazione

elettromagnetica ed il momento magnetico nucleare, e la probabilità di transizione è

diversa da zero solo se la direzione del campo magnetico B1 è perpendicolare al campo

magnetico statico B0. Questa regola deriva dalla de�nizione di probabilità di transizione,

che dipende dal quadrato del modulo del momento di transizione µ tra due stati a e b

(stato iniziale e stato �nale), de�nito come:

µ =

∫
Ψ∗
b µ̂Ψadτ (B.11)

Dove µ indica l'operatore momento di dipolo, che nel caso della risonanza magnetica è il

momento di dipolo magnetico descritto dall'operatore µ̂ = γN Î. In generale, perché possa

esserci un assorbimento di radiazione occorre che il momento di dipolo di transizione sia

diverso da zero. Se si considera uno spin con I = 1/2, le due funzioni a e b corrispondono

ad α e β. Il momento di transizione è diverso da zero solo se la radiazione ha una

componente ortogonale a Z (ad esempio è una radiazione polarizzata planarmente, con la

componente magnetica oscillante lungo X). Inoltre, risulta che le transizioni indotte dalla

radiazione possono far avvenire transizioni solo tra stati che di�eriscono nel loro numero

quantico mI (proiezione lungo l'asse di quantizzazione) di una unità, cioè ∆mI = ±1,

che rappresenta la regola di selezione per le transizioni di spin.

Descrizione di un esperimento ad impulsi

Nelle spettroscopie di assorbimento quali UV-VIS il campione in esame viene attraver-

sato da un raggio di radiazione monocromatica e viene misurato l'assorbimento della

radiazione ad ogni lunghezza d'onda. Nel caso di una spettroscopia ad impulsi quale

l'NMR invece si invia sul campione un breve, intenso impulso di radiazione e si misura la

variazione di magnetizzazione del campione. Il breve impulso in realtà equivale ad una

eccitazione a larga banda, contenente cioè un gran numero di lunghezze d'onda intorno

al valore nominale di frequenza della radiazione. L'impulso eccita o viene assorbito da

molte transizioni NMR, ed il sistema, terminato il breve impulso, rilassa verso lo stato

iniziale. In questo modo si ha il vantaggio di non dover fare una lenta scansione delle

83



Appendice B. Teoria dell'MRI

lunghezze d'onda, come nell'UV-VIS, ottenendo lo stesso e�etto con un solo impulso.

Per la descrizione dei processi che avvengono nell'esperimento NMR ad impulsi si può

ricorrere ad una descrizione vettoriale dell'insieme degli spin, esaminando il moto del

vettore magnetizzazione risultante dalla somma vettoriale di tutti i momenti magnetici

degli spin presenti nel sistema. Consideriamo un insieme di spin nucleari I = 1/2, ed il

vettore della magnetizzazione totale, che indicheremo con M, dato dalla somma vettoriale

di tutti i momenti magnetici associati a ciascuno spin. Come detto precedentemente, in

assenza di campo magnetico esterno tutte le componenti di M sono nulle. Se l'insieme

di spin (il campione) viene immerso in un campo magnetico B0 diretto lungo l'asse Z, si

genera una magnetizzazione netta solo nella direzione Z. Il moto di un sistema dotato di

momento magnetico e di momento angolare all'interno di un campo magnetico uniforme

è simile a quello di una trottola con l'asse di rotazione inclinato rispetto alla perpendi-

colare. Per la trottola, si ha una precessione dell'asse di rotazione attorno alla verticale,

indotto dalla forza gravitazionale che fa variare la direzione del momento angolare, cioè

dell'asse di rotazione. In modo simile, se la magnetizzazione ha componenti Mx ed My

non nulle, inizia un moto di precessione attorno alla direzione del campo magnetico, co-

me descritto in Figura B.2. La frequenza del moto di precessione attorno all'asse Z, che

Figura B.2: Rappresentazione vettoriale della magnetizzazione M di un sistema posto
all'interno di un campo magnetico uniforme diretto lungo l'asse z.

viene sempre considerato parallelo al campo magnetico statico esterno, si può calcolare

risolvendo le equazioni del moto del vettore magnetizzazione. Si ottiene:

ω0 = γB0 (B.12)

Durante l'impulso di radiazione la magnetizzazione si sposta sul piano XY. Quando la

componente lungo Z diventa nulla si parla di un impulso π/2. Dopo un tale impulso

il vettore M inizia un moto di processione attorno a Z a cui si associa una progressiva

scomparsa della magnetizzazione XY e ricomparsa della magnetizzazione Z, secondo i

tempi caratteristici T2 e T1. La misurazione della componente My fornisce il segnale

detto FID (Free Induction Decay), cioè un segnale di evoluzione della magnetizzazione
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non soggetto a radiofrequenze, che decade verso lo stato di equilibrio My = 0 (Figura

B.3). La componente My e quindi il FID, hanno un'intensità che tende a zero con

costante di tempo T2. In presenza di più nuclei con diversa frequenza di risonanza, si

può descrivere la magnetizzazione come somma di magnetizzazioni derivanti dai diversi

insiemi di nuclei uguali. La My di ciascun insieme procede con diversa frequenza e il FID

appare come una somma di oscillazioni smorzate.

Figura B.3: Rappresentazione del moto di processione della magnetizzazione in seguito ad
un impulso π/2 di radiazione con componente B1 parallela ad X.

.

Misura dei tempi di rilassamento T1 e T2

Dopo che un sistema di spin è stato eccitato da un impulso, va incontro ad una se-

rie di processi di rilassamento che prendono il nome di rilassamento longitudinale e

rilassamento trasversale. I tempi con cui questi due rilassamenti avvengono (rispet-

tivamente T1 e T2) e la densità di spin protonica sono i principali fattori di contrasto

tra i vari tessuti e organi del corpo umano. Per l'MRI in ambiente biomedico, il primo

è il rilassamento longitudinale dei protoni, che avviene con il rilassamento del segnale

Mz(t) verso il valore iniziale M0. La funzione che descrive questo processo ha un anda-

mento esponenziale (Equazione B.13). Dopo l'impulso di eccitazione, T1 è il tempo in

cui la magnetizzazione lungo z (Mz) ha un valore di 0.63 M0, quindi più T1 è piccolo, e

più la magnetizzazione torna velocemente all'equilibrio termico.

Mz(t)/M0 = 1 − e−t/T1 (B.13)

Il rilassamento viene fortemente in�uenzato dall'interazione degli spin eccitati con l'in-

torno e quindi nel caso dell'MRI di sistemi biologici dall'interazione, in particolare delle

molecole di acqua, con biomolecole e/o membrane cellulari. In FiguraB.4 sono riportati

i valori di T1 per i principali tessuti e organi. Processi �siologici normali e anormali,

lo stato di salute di un tessuto e molti altri fattori in�uenzano le quantità di acqua che

risiede entro e tra i tessuti, in�uenzando quindi il valore T1. Questo è il motivo per cui

variazioni spaziali nel valore di T1 sono interessanti. Il secondo processo di rilassamento

è chiamato rilassamento trasversale. In questo caso la magnetizzazione diminuisce,
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sopo il termine dell'impulso, sul piano XY. Anche questo processo, come nel caso del

rilassamento longitudinale, ha un andamento esponenziale (Equazione B.14). Il para-

metro T2 può essere espresso dalla somma di due contributi distinti: uno è lo stesso

parametro T1 già visto, mentre l'altro è un distinto fenomeno di rilassamento chiamato

componente secolare e descritto da T ∗
2 (Equazione B.15). Questo rilassamento quindi

accelera il decadimento di Mxy(t) nel tempo.

Mxy(t)/Mxy(0) = e−t/T2 (B.14)

1

T 2
=

1

2T 1
+

1

T ∗
2

(B.15)

Il contributo secolare coinvolge lente e casuali variazioni del campo magnetico locale,

derivanti da lenti movimenti delle molecole circostanti.

Figura B.4: Tipici valori di densità protonica, di T1 (a 1 T, 1.5 T e 3 T) e di T2. T1 è
dipendente dal campo esterno ed aumenta con l'aumentare di B0. T2 al contrario è per lo più

indipendente dal campo esterno. [1]

Il movimento molecolare risulta quindi molto importante per questo processo. In un

solido, il movimento nucleare è molto ridotto, e i lenti cambiamenti del campo locale

determinano un T2 che sarà più breve di T1. Nel caso opposto, in liquidi non viscosi

come l'acqua (FiguraB.4), il movimento molecolare e le risultanti �uttuazioni nei campi

locali sono troppo rapide per causare defasamento. In questo caso particolare avremo

T2 ≈ T1. I tessuti molli hanno un comportamento intermedio tra questi due casi limite,

con T2 che sarà più breve di T1 di un fattore 3-10 volte. [1]

Strumentazione per MRI

Un moderno sistema per MRI consiste di 3 principali componenti collegate ad un com-

puter (FiguraB.5):
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• Un campo magnetico uniforme (generato da un magnete superconduttore o da un

elettromagnete) in cui il paziente viene immerso;

• Tre bobine su cui viene indotta una corrente oscillante per produrre gradienti di

campo elettromagnetico;

• Dei controlli elettronici che generano tramite le bobine impulsi di energia elettro-

magnetica. Le stesse bobine in genere, raccolgono il debole segnale.

Figura B.5: Strumentazione di base per l'analisi MRI.

.

La durata dell'impulso a radiofrequenza e il gradiente dei campi sono determinati da un

sistema computerizzato. Il magnete principale produce un campo magnetico B0 compre-

so tra 0.3 e 3.0 T. Il campo deve inoltre essere costante nel tempo, e altamente uniforme

su un volume abbastanza grande per accomodare buona parte del corpo del paziente. Il

magnete utilizzato può essere superconduttore oppure un semplice elettromagnete. Ma-

gneti superconduttori a base di leghe Niobio-Tallio possono condurre la corrente senza

nessuna resistenza, ma richiedono un ra�reddamento del sistema alla temperatura del-

l'elio liquido. I gradienti di campo in x, y e z sono prodotti da tre bobine indipendenti,

che sono attivate ad intermittenza dai sistemi di controllo. [1]
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Appendice C. Spettri e cromatogrammi

Appendice C. Spettri e cromatogrammi

1. Sono riportate di seguito le analisi NMR e�ettuate sul polimero 7c.

Figura C.1: Spettro 1H-NMR del polimero (7c).
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Figura C.2: Spettro 13C-NMR del polimero (7c).

Figura C.3: Spettro 1H1H-COSY del polimero (7c).
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Figura C.4: Spettro 1H1H-TOCSY del polimero (7c).

Figura C.5: Spettro 1H1H-NOESY del polimero (7c).
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Figura C.6: Spettro 1H13C-HMBC del polimero (7c).

Figura C.7: Spettro 1H13C-HMQC del polimero (7c).
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2. Sono riportate di seguito le analisi HPLC, MALDI-TOF e ESI-MS dei prodotti 4c,

6c, 6c-Fmoc e 7c.

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

150

300

450

600

750

900

1050

1200

1350

V
al

ue
 (m

A
U

)

Time (min)

 Cys-(PEG12-Azide)2Polimero 4c

Figura C.8: Cromatogramma del polimero dopo 4 coupling (4c).
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Figura C.9: Cromatogramma del polimero dopo 6 coupling con il gruppo Fmoc attaccato
alla funzione amminica (6c-Fmoc).
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Figura C.10: Spettro MALDI-TOF del polimero dopo 4 coupling (4c) .
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Acquired: M ar 05 13:27:00 2014
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Figura C.11: Spettro ESI-MS del polimero dopo 4 coupling (4c).
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Acquired: 
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Figura C.12: Spettro MALDI-TOF del polimero dopo 6 coupling (6c).
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Acquired: M ar 05 13:25:00 2014
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Figura C.13: Spettro ESI-MS del polimero dopo 6 coupling (6c).
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Acquired: M ar 05 13:23:00 2014
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Figura C.14: Spettro ESI-MS del polimero dopo 6 coupling con il gruppo Fmoc attaccato
alla funzione amminica (6c-Fmoc).
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Acquired: 
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Figura C.15: Spettro MALDI-TOF del building block PEG2kDa.
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Acquired: 
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Figura C.16: Spettro MALDI-TOF del polimero dopo 7 coupling (7c).
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Acquired: M ar 12 13:52:00 2014
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Figura C.17: Spettro ESI-MS del polimero dopo 7 coupling (7c).

100



Appendice C. Spettri e cromatogrammi

3. Sono riportate di seguito le analisi HPLC e ESI-MS della reazione tra DOTA-NH2 e

DBCO.
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Figura C.18: ESI-MS della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO dopo 5 giorni di
reazione.
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Acquired: M ay 21 13:36:00 2014
C:\...\PROVA-B001.dat
M ariner M ass Spectrum

100 280 460 640 820 1000
M ass (m /z)

0

293.6

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 In
te
ns
ity

M ariner Spec /6:6 (T /0.44:0.44) -3:4 (T -0.44:0.44)  ASC[BP = 306.1, 294]

306.1367

333.1847
375.2219 462.2193

420.1802

347.1929

421.1838321.1502 463.2485
220.0953 363.1717 823.3045558.3220154.1359 635.2969279.3540 730.2777772.2791 948.4543507.2142 888.3492681.5784101.4663

280 324 368 412 456 500
M ass (m /z)

0

293.6

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 In
te
ns
ity

M ariner Spec /6:6 (T /0.44:0.44) -3:4 (T -0.44:0.44)  ASC[BP = 306.1, 294]

306.1367

333.1847320.1445
375.2219 462.2193

403.1541

420.1802

347.1929

307.1388 334.1819
376.2266 421.1838321.1502 404.1580 463.2485348.2037 448.2108391.2035 435.1880 484.2471288.1213 363.1717335.2021307.6316 473.3885

Figura C.19: ESI-MS dell'estrazione con acetato di etile della miscela di reazione tra DOTA-
NH2 e DBCO dopo 5 giorni di reazione.
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Figura C.20: ESI-MS dell'estrazione con acqua della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e
DBCO dopo 5 giorni di reazione.
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Figura C.21: HPLC della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO dopo 2 giorni di
reazione (solvente dell'analisi DMF).
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Figura C.22: HPLC della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO dopo 5 giorni di
reazione (solvente dell'analisi MeOH).

104



Appendice C. Spettri e cromatogrammi

0 5 10 15 20 25 30 35

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

m
A
U

Time(min)

 Miscela di reazione DOTA-DBCO estratta con EtAc

Figura C.23: HPLC della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO dopo 5 giorni di
reazione estratta con acetato di etile (solvente dell'analisi EtAc).
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Figura C.24: HPLC della miscela di reazione tra DOTA-NH2 e DBCO dopo 5 giorni di
reazione estratta con H2O (solvente dell'analisi H2O).
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Figura C.25: Sovrapposizione delle analisi HPLC della miscela di reazione tra DOTA-NH2

e DBCO dopo 5 giorni di reazione (solvente dell'analisi MeOH, cromatogramma verde), delle
estrazioni con H2O (solvente dell'analisi H2O, cromatogramma blu) e EtAc (solvente dell'a-
nalisi EtAc, cromatogramma rosso) e del reagente DBCO (solvente dell'analisi ACN/H2O 1:1,

cromatogramma nero).
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4. Sono riportati di seguito gli spettri UV-Vis inerenti alle retrotitolazioni complesso-

metriche.
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Figura C.26: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 1
(0.5 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.27: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 2
(1.0 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.28: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 3
(2.0 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.29: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 4
(3.0 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.30: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 5
(4.0 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.31: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione 6
(5.0 µmol di Gd3+) con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata

corretta per tenere conto delle diluizioni.

109



Appendice C. Spettri e cromatogrammi

350 400 450 500 550 600 650 700
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16
A

 (u
.a

.)

wavelenght (nm)

Figura C.32: Sovrapposizione degli spettri UV-Vis inerenti alla titolazione della soluzione A
con EDTA 30.04 mM in presenza dell'indicatore XO. L'assorbanza é stata corretta per tenere

conto delle diluizioni.
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Figura C.33: La soluzione della reazione di complessazione del DOTA-DBCO con Gd3+ é
stata titolata con con EDTA 10.01 mM in presenza dell'indicatore XO. Sono qui riportati gli
spettri UV-Vis sovrapposti. L'assorbanza é stata corretta per tenere conto delle diluizioni.
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Figura C.34: Spettro MALDI-TOF del prodotto della reazione di click chemistry tra poli-
mero 6c e DBCO-OCH3. La massa calcolata e veri�cata con l'analisi MALDI-TOF è di 3298.1
Da. Sono qui mostrati i picchi molecolari 3298.44 m/z [M(H)]+, 3321.40 m/z [M(Na)]+ e

3337.38 m/z [M(K)]+.
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Figura C.35: Spettro ESI-MS della reazione di click chemistry tra la miscela DOTA-DBCO
e DOTA-NH2 e il polimero 7c. Sono assegnati i picchi 519.27 m/z [DOTA-NH2(H)]+ e 260.15
m/z [DOTA-NH2(H2)]2+. La distribuzione di massa centrata a 718.68 m/z è assegnata al

prodotto 7c-DOTA-DBCO.
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