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Περίληψη. Το παρόν άρθρο αποτελεί ανα

σκόπηση των εφαρμογών που ευρίσκει ο Πυρη

νικός Μαγνητικός Συντονισμός in vivo στην Ια

τρική έρευνα και κυρίως στην Κλινική Παθολο

γία. Η κατακευή μαγνητών υψηλού μαγνητικού 

πεδίου άνοιξε το δρόμο για τη μελέτη μεταβο

λικών οδών ουσιών μεγάλης βιολογικής σημασί

ας που ευρίσκονται στον οργανισμό σε μικρές 

συγκεντρώσεις. Αυτοί οι μεταβολίτες για πρώ

τη φορά μπορούν να δώσουν χρήσιμες πληρο

φορίες για τη de novo σύνθεση τους. Επίσης 

μηχανισμοί που προετάθησαν με κλασσική βιο

χημεία και σε παθολογικές καταστάσεις που ο

φείλονται σε δυσχέρειες καλής λειτουργίας 

κάποιων μεταβολικών οδών μπορούν να μελε

τηθούν με τη φασματοσκοπία Πυρηνικού Μα

γνητικού Συντονισμού in vivo. 

Send reprint requests to: Dr T. Mavromoustakos, 
National Hellenic Research Foundation, Institute of 
Organic and Pharmaceutical Chemistry, Vas. Constanti-
nou 48, 11635 Athens, Greece 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

To 1885 στα εγκαίνια της Royal Society ο 

τότε πρόεδρος της Τ.Η. Xuxley είχει ειπεί τα ε

ξής προφητικά λόγια: θα ήτο μεγάλη επανά

σταση στη Βιολογία, αν η Φυσική ή η Χημεία 

έδιδε στους φυσιολόγους μέσα για τη μελέτη 

της δομής των ζώντων ιστών συγκρίσιμα με ε

κείνα που ο φασματοσκόπος χρησιμοποιεί για 

τη μελέτη βαρέων ουσιών. Σήμερα ο συνδυα

σμός των δύο επιστημών μέσω του Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) παρέχει πράγ

ματι τα εφόδια στους φυσιολόγους και ιατρούς 

για τη μελέτη ζώντων οργανισμών και ιστών σε 

μοριακό επίπεδο. Έτσι, αφ' ενός μεν η Φυσική 

εβοήθησε στην ανακάλυψη της μεθόδου και βο

ηθά στη βελτίωση των δυνατοτήτων της και 

αφ' ετέρου η Χημεία προάγει τη μέθοδο δίδο

ντας την υποδομή για εξερεύνηση των χημικών 

ουσιών και του μεταβολισμού τους στα βιολογι

κά συστήματα. 
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Η μέθοδος του Πυρηνικού Μαγνητικού Συντο

νισμού ευρίσκει ποικίλες εφαρμογές στους 

κλάδους της Ιατρικής, της Φυσικής, της Χημεί

ας, της Βιοχημείας, της Βιοφυσικής και της 

Μοριακής Βιολογίας. Πρόσφατα ο Πυρηνικός 

Μαγνητικός Συντονισμός χρησιμοποιείται για 

τη μελέτη της βιοχημικής ενεργητικής ανθρώ

πινων ιστών και οργάνων με μη καταστροφικό 

τρόπο. Η μέθοδος αυτή έχει ήδη συμβάλλει 

στην κατανόηση μερικών ασθενειών των μυών 

και του μεταβολισμού τους. Επίσης έχει βοηθή

σει στη διασαφήνιση των αιτιών των ασθε

νειών και στον τρόπο αντιμετώπισης με χρήση 

Φασματοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού Συντο

νισμού in vivo. Μελέτες στη Βιοχημεία του 

ανθρώπινου εγκεφάλου, της καρδίας και των 

νεφρών έχουν ήδη αρχίσει και περαιτέρω με

λέτες σε επιλεγμένους ασθενείς θα φέρουν α

κόμη περισσότερο πλησίον τη Βιοχημεία με την 

Κλινική Πράξη. 

Η φασματοσκοπία NMR in vivo μπορεί να δια

κρίνει μαγνητικούς πυρήνες σε ενώσεις που 

παρουσιάζουν υψηλή κινητικότητα και που πε

ριστρέφονται ισοτροπικά σε ρυθμό ταχύτερο α

πό τη συχνότητα του μαγνητικού συντονισμού. 

Αυτό συμβαίνει σε μικρά μόρια που ευρίσκονται 

σε διάλυμα ή μεγαλύτερα μόρια με ελεύθερη ε

σωτερική κίνηση. Οι θέσεις των σημάτων συ

ντονισμού δεδομένου μορίου είναι μοναδικές 

και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δακτυλικά 

αποτυπώματα προς ταυτοποίηση. Η ένταση 

των σημάτων συσχετίζεται με τη συγκέντρωση 

του παρατηρούμενου μορίου. Επιπρόσθετα, ε

πειδή το φάσμα κάποιων μορίων εξαρτάται από 

το pH του περιβάλλοντος, αυτά τα σήματα 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ενδοκυτταρικά 

πεχάμετρα. Η φασματοσκοπία Πυρηνικού Μα

γνητικού Συντονισμού in vivo είναι ικανή να διε

ρευνήσει ρυθμούς αντίδρασης μεταβολικών ο

δών (1 ms έως 100 s). 

Η βιβλιογραφική αυτή ανασκόπηση στοχεύει 

να εισαγάγει τον αναγνώστη στη φασματοσκο

πία NMR in vivo παρέχοντας μια επισκόπηση 

των δυνατοτήτων και περιορισμών της μεθό

δου. Σε αυτή θα αναφερθούν παραδείγματα α

πό τη σύγχρονη βιβλιογραφία, που δείχνουν τη 

μεγάλη της συνεισφορά στην γνώση παθολογι

κών καταστάσεων, λόγω βλάβης μεταβολικών 
οδών, καθώς και στο μηχανισμό λειτουργίας 
της de novo σύνθεσης ουσιών βιολογικής σπου
δαιότητας. 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ 
ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ IN VIVO 

Αρχή και χαρακτηριστικά της μεθόδου 

Ο Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισμός (NMR) 

είναι μία μορφή φασματοσκοπίας απορρόφησης 

όπου υπό κατάλληλες συνθήκες το δείγμα α

πορροφά ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία σε συ

χνότητες χαρακτηριστικές αυτού. Η απορρό

φηση είναι συνάρτηση του παρατηρούμενου 

πυρήνα. Ένα φάσμα NMR είναι ένα διάγραμμα 

των κορυφών απορρόφησης σε συνάρτηση με 

τη συχνότητα. 

Τα πειράματα NMR εκμεταλλεύονται σταθε

ρούς πυρήνες που έχουν μαγνητική ροπή και 

δεν είναι ραδιενεργοί. Αν αυτοί οι πυρήνες ει

σαχθούν μέσα σε ένα πολύ ισχυρό στατικό μα

γνητικό πεδίο και διεγερθούν με παλμό ραδιο

συχνότητας, εκπέμπουν ραδιοκύματα μιας συ

χνότητας, η οποία είναι ανάλογη με την έντα

ση του μαγνητικού πεδίου και σχετίζεται με το 

είδος και το μοριακό περιβάλλον των παρατη

ρούμενων πυρήνων. 

Οι κυριότεροι πυρήνες οι οποίοι είναι οι κα

ταλληλότεροι για μελέτες in vivo είναι του υ-

δρογόνου-1 (1Η), του φθορίου-19 (19F), του 

φώσφορου-31 (31Ρ) και του άνθρακα-13 (13C). Οι 

συχνότητες συντονισμού των προαναφερθέ

ντων πυρήνων διαφέρουν σημαντικά. Η ποικιλία 

στη συχνότητα του ίδιου πυρήνα σε διαφορετι

κά μοριακά περιβάλλοντα εκφράζεται σε ppm. 

Η ποικιλία αυτή απορρέει από διάφορες προα

σπίσεις των πυρήνων από το στατικό μαγνητικό 

πεδίο μέσω των ηλεκτρονίων του μορίου και 

καλείται χημική μετατόπιση. Αυτή η ιδιότητα 

είναι σταθερή για τον ίδιο πυρήνα και στο ίδιο 

μοριακό περιβάλλον και χρησιμοποιείται για την 

ταυτοποίηση των μορίων με τη χρήση φασμα

τοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού. 

Η χημική μετατόπιση εκφράζεται σε μονάδες δ 

(ppm) σε σχέση με τη θέση που συνήθως εμ

φανίζεται η κορυφή απορρόφησης των πρώτο-
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νίων του τετραμεθυλοσιλανίου (TMS) στην ο

ποία αυθαίρετα προσδίδεται η τιμή δ=0 ppm. 

Το δ είναι αδιάστατο μέγεθος, ανεξάρτητο του 

οργάνου που χρησιμοποιείται και ορίζεται σαν 

το πηλίκο της συχνότητας σε Hz του συγκεκρι

μένου πρωτονίου προς τη συχνότητα σε Hz του 

φασματογράφου NMR πολλαπλασιαζόμενο επί 

106. Καθώς το pH στο περιβάλλον μεταβάλλε

ται, ορισμένα μόρια πρωτονιώνονται ή αποπρω-

τονιώνονται. Αυτές οι μεταβολές προκαλούν α

ντίστοιχα αλλαγές στην κατανομή ηλεκτρονίων 

του μορίου και μεταβάλλουν τη χημική μετατό

πιση. Τέτοιες αλλαγές μπορούν να βαθμονομη

θούν κατάλληλα και να χρησιμοποιηθούν για τη 

μέτρηση του pH. 

Οι χρόνοι αντίδρασης μελετώνται με φάσμα

τα Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού in vivo. 

Για χαμηλούς ρυθμούς (- 0,1 s"1) οι μεταβολές 

στη συγκέντρωση των μεταβολιτών μπορούν να 

μελετηθούν με φάσματα τα οποία λαμβάνονται 

κατά διαστήματα. Σε ενδιάμεσους ρυθμούς (~ 

5 s"1) πειράματα κορεσμού-μεταφοράς (1,2) ή 

χημικής ανταλλαγής δύο διαστάσεων (3), φα

νερώνουν ποια ποσότητα επισημασμένου μορί

ου έχει μετατραπεί σε μια νέα χημική ένωση 

μέσα σε δεδομένο χρονικό διάστημα. Τέλος για 

ταχείς ρυθμούς (~ 1000 s1) οι κορυφές συντονι

σμού των μορίων που συμμετέχουν στην αντί

δραση διαπλατύνονται ανάλογα με το ρυθμό α

ντίδρασης (4). 

Η περισσότερα υποσχόμενη εφαρμογή του in 

vivo NMR φαίνεται ότι είναι η ιατρική διάγνωση 

μέσω της διερεύνησης ενός αντικειμένου με 

συνδυασμό Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού 
1Η απεικόνισης για μια περιοχή που παρουσιά

ζει ενδιαφέρον και κατόπιν διερεύνησης της 

χημικής σύνθεσης και μεταβολισμού του με in 

vivo φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συ

ντονισμού. Το απλούστερο μέσο για να λη

φθούν χημικές πληροφορίες από εντοπισμένο 

ευαίσθητο όγκο είναι το επιφανειακό σπείρωμα 

(5). Αυτό αποτελείται από συρμάτινο βρόγχο, ο 

οποίος τοποθετείται στην επιφάνεια του υπό 

εξέταση αντικειμένου και λειτουργεί ως κεραία 

ραδιοκυμάτων που διεγείρει τους πυρήνες και 

αργότερα συλλέγει τα τυπικά ραδιοσήματά 

τους. Ο βρόγχος συλλέγει σήματα από πυρή

νες που ευρίσκονται μέσα στο αντικείμενο και 
σε περιοχή προσεγγιστικά ενός ημισφαιρίου 
που έχει περίπου ίση διάμετρο με αυτή του 
σπειρώματος. Για περιοχές που ευρίσκονται 
βαθιά μέσα σε ένα αντικείμενο, το επιφανειακό 
σπείρωμα δεν παρουσιάζει καμμιά ευαισθησία. 
Εδώ μπορούν να εφαρμοσθούν συνδυαστικά 
πειράματα απεικόνισης και φασματοσκοπίας 
(φασματοσκοπική απεικόνιση) τα οποία ιδεω-
δώς δίδουν ένα χάρτη όλων των μεταβολιτών 
σε όλο τον όγκο του αντικειμένου. 

Η φασματοσκοπική απεικόνιση βασίζεται στο 
γεγονός ότι η συχνότητα του ραδιοκύματος 
που εκπέμπεται από δεδομένο πυρήνα σχετίζε
ται με την ένταση του στατικού μαγνητικού πε
δίου και το μοριακό του περιβάλλον. Η μεν φα
σματοσκοπία χρησιμοποιεί το σήμα συντονι
σμού ενός δεδομένου πυρήνα σε ένα ομογενές 
πεδίο για χημική ταυτοποίηση, ενώ η απεικόνι
ση εκμεταλλεύεται τη γραμμική βαθμίδα ενός 
στατικού πεδίου το οποίο υπέρκειται ενός κατά 
τα άλλα ομογενούς ισχυρού στατικού μαγνητι
κού πεδίου. Υπό αυτές τις συνθήκες οι πυρή
νες με εντελώς όμοιο μοριακό περιβάλλον θα 
εκπέμψουν συχνότητες ανάλογα με τις θέσεις 
τους μέσα στη βαθμίδα. Αυτό επιτρέπει να 
προσδιορισθούν οι θέσεις των πυρήνων από τις 
συχνότητες συντονισμού τους. Η φασματοσκο
πία απεικόνισης συνδυάζει τις δύο τεχνικές σε 
ένα πολυδιάστατο πείραμα, κατά τη διάρκεια 
του οποίου οι πυρήνες πρώτα μεταδίδουν τη 
θέση τους σε μία ή διάφορες βαθμίδες του πε
δίου και αργότερα στο μοριακό τους περιβάλ
λον. Από μια τέτοια σειρά δεδομένων, η κατα
νομή ενός χημικού μίγματος μέσα σε ένα αντι
κείμενο ή η χημική σύνθεση οποιουδήποτε ό
γκου που ενδιαφέρει μπορεί να υπολογισθεί κα
τά βούληση (6,7). Αυτές οι χρήσιμες πληροφο
ρίες μειώνονται από τη σχετική χαμηλή ευαι
σθησία και τις αυστηρές απαιτήσεις για την 
ομοιογένεια του στατικού μαγνητικού πεδίου. 
Τροποποιήσεις της τεχνικής αυτής βελτίωσαν 
την ευαισθησία, αλλά επέφεραν μείωση σε 
πληροφορίες άλλων χαρακτηριστικών (6-12). 

Αν η χημική σύνθεση μιας μόνης περιοχής 
γνωστής από την απεικόνιση της παρουσιάζει 
ενδιαφέρον, μπορούν να ληφθούν φάσματα με 
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τη μέθοδο της επιλεκτικής διέγερσης όγκων 

(VSE, Volume Selective Excitation) με απλούστε

ρο τρόπο και μεγαλύτερη ευαισθησία. Η επιλε

κτική διέγερση όγκων συνδυάζει τις τεχνικές 

Απεικόνισης και Φασματοσκοπίας Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισμού σε ένα και μόνο πεί

ραμα. Είναι γνωστό από την απεικόνιση Πυρηνι

κού Μαγνητικού Συντονισμού ότι κατά την πα

ρουσία γραμμικής βαθμίδας πεδίου ένας εκλε

κτικός παλμός ραδιοσυχνότητας επιδρά απο

κλειστικά σε πυρήνες μέσα σε ένα επίπεδο κά

θετο στην κατεύθυνση της βαθμίδας, αφού η 

συνθήκη συντονισμού πληρούται μόνο σε αυτό 

το επίπεδο. Με το πείραμα επιλεκτικής διέγερ

σης όγκων εκτελείται διαδοχική επιλογή επιπέ

δων σε τρεις κατευθύνσεις ορθογώνιες μεταξύ 

τους και τότε με υψηλή επιλεκτικότητα χώρου 

παρατηρείται το φάσμα των πυρήνων που υ

πάρχουν στον όγκο, ο οποίος είναι κοινός στα 

τρία ορθογώνια επίπεδα με βέλτιστη ευαισθησί

α (13,14). Για πυρήνες με μεγάλο εύρος χημικών 

μετατοπίσεων, π.χ 1 3C, η διαδικασία εντοπι

σμού μπορεί να αποβεί ανακριβής, αφού οι πυ

ρήνες με διαφορετικές συχνότητες συντονι

σμού θα διεγερθούν σε διαφορετικούς όγκους. 

Στην περίπτωση του 1 3C, το πείραμα διεκπε

ραιώνεται με επιλογή όγκων στα πρωτόνια που 

έχουν μικρό εύρος χημικών μετατοπίσεων και 

κατόπιν μεταφοράς της πρωτονιακής μαγνήτι

σης στους πυρήνες 1 3C. Έτσι βελτιώνεται η 

ευαισθησία λήψης του φάσματος (15,16). 

Προκειμένου να πραγματοποιηθούν πειράμα

τα Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού in vivo 

χρειάζεται επαρκής εξοπλισμός. Σε αντίθεση 

με τους συμβατικούς αναλυτικούς φασματο

γράφους Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού οι 

οποίοι χειρίζονται δείγματα μέχρι και 20 mm 

σε διάμετρο, οι σύγχρονοι in vivo NMR φασμα

τογράφοι μπορούν να δεχθούν μικρά ζώα, αν

θρώπινα άκρα ή ακόμη και ολόκληρους ανθρώ

πους. Σε ένα φάσμα οι συχνότητες συντο

νισμού, οι οποίες διαφέρουν κατά κλάσματα 

του ppm, μπορούν να διακριθούν μόνο αν η ανο

μοιογένεια του στατικού μαγνητικού πεδίου 

επάνω από τον όγκο που ενδιαφέρει δεν υπερ

βαίνει το 10~7 Τ. Διαφορετικά, ισοδύναμοι πυρή

νες σε διαφορετικές θέσεις στο μαγνήτη συ

ντονίζονται σε διαφορετικές συχνότητες, γεγο

νός που οδηγεί σε διεύρυνση των φασματο-

γραμμών και συνεπώς σε απώλεια της διακριτι

κής τους ικανότητας. Επίσης, το μαγνητικό πε

δίο πρέπει να είναι το υψηλότερο δυνατό, κατά 

προτίμηση υψηλότερο από 1,5 Τ, καθ' όσον για 

μεγάλα δείγματα τόσο η ευαισθησία όσο και η 

διακριτική ικανότητα στο πείραμα του Πυρηνι

κού Μαγνητικού Συντονισμού βελτιώνονται 

γραμμικά με το μαγνητικό πεδίο. Για τον Πυρη

νικό Μαγνητικό Συντονισμό απεικόνισης, φα

σματοσκοπικής απεικόνισης και της επιλεκτι

κής διέγερσης όγκων, το σύστημα του μαγνήτη 

πρέπει να περιλαμβάνει ανθεκτικά σπειρώματα 

για να παράγονται γραμμικές βαθμίδες του μα

γνητικού πεδίου μιας ελάχιστης ισχύος της τά

ξης του 1 G/cm, έτσι ώστε να εξασφαλίζεται ο 

εντοπισμός (του δείγματος). Η ραδιοσυχνότητα 

και οι ηλεκτρονικές απαιτήσεις της φασματο

σκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού in 

vivo είναι κατ' αρχή ίδιες με αυτές της σύγ

χρονης αναλυτικής φασματοσκοπίας Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισμού. Ωστόσο, χρειάζονται 

δύο επιπρόσθετα εξαρτήματα: ένας διαμορ

φωτής ραδιοσυχνοτήτων που διαμορφώνει τις 

εκπεμπόμενες παλμοσειρές και ένα ενδιάμεσο 

σύστημα προσαρμογής το οποίο επιτρέπει ηλε

κτρονικά κατευθυνόμενες ταχείες μεταβολές 

των γραμμικών βαθμίδων. Οι in vivo φασματο

γράφοι Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού, 

που διατίθενται σήμερα στο εμπόριο, συνδυά

ζουν και τις δύο τεχνικές. 

Ακολουθούν ορισμένα παραδείγματα από τη 

βιβλιογραφία στα οποία καταφαίνεται η χρησι

μότητα της μεθόδου αυτής (17-19). 

Επιλεκτική διέγερση όγκων.- Η επιλεκτική διέ

γερση όγκων είναι η προτιμώμενη μέθοδος για 

τη λήψη φάσματος Πυρηνικού Μαγνητικού Συ

ντονισμού με υψηλή ευαισθησία κάποιας καλώς 

καθορισμένης περιοχής ενδιαφέροντος βαθιά 

σε ένα αντικείμενο. Η εκλεκτικότητα χώρου 

της μεθόδου παρουσιάζεται με φάσμα 31Ρ σε 

ήπαρ ποντικού in vivo στο σχήμα 1, όπου η α

πεικόνιση Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού 
1Η προς τα άνω, που έχει ληφθεί στον ίδιο φα

σματογράφο, δείχνει μια διασταυρούμενη τομή 
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διά μέσου της κοιλιακής χώρας του ποντικού 
στο ύψος του ήπατος. Υψηλή υδρογονική πυ
κνότητα με υψηλή κινητικότητα, π.χ. ύδωρ ή λί
πος, φαίνεται ανοικτόχρωμη, ενώ χαμηλή υ
δρογονική πυκνότητα ή υδρογόνο με περιορι
σμένη κινητικότητα φαίνονται φαιά. Ανατομι
κές λεπτομέρειες μπορούν ευκρινώς να διακρι
θούν. Ο νωτιαίος μυελός, η αορτή, το υποδόριο 
λίπος και ο λιπώδης ιστός είναι λευκοί, ενώ ο 
στόμαχος, ο οποίος κατά κύριο λόγο είναι πλή
ρης με αέρια, καθώς και ο νωτιαίος μυελός 
είναι φαιοί. Στο κάτω μέρος του σχήματος 1 
δεικνύονται δύο φάσματα 3 1Ρ που έχουν λη
φθεί από τον ίδιο ποντικό. Το δεξιό φάσμα έχει 
εξαχθεί από ολόκληρο τον ποντικό (εξωτερικός 
σκελετός) και παρουσιάζει ίχνη τριφωσφορικής 
αδενοσίνης (ΑΤΡ) στα -2,4, -7,7 και -16,2 ppm, 
φωσφοκρεατίνη (PO) στα 0 ppm, ανόργανες 
φωσφορικές ομάδες (Pi) στα 5,1 ppm, καθώς 
και φωσφομονοεστέρα (ΡΜ) στα 6,4 ppm. Επι
λεκτική διέγερση του όγκου στον εσωτερικό 
σκελετό παρήγε το φάσμα στα αριστερά, το ο
ποίο δεικνύει αποκλειστικά και μόνο σήματα 
του ήπατος του ποντικού. Για μια ακόμη φορά 
αναγνωρίζονται τα σήματα από ΑΤΡ και Pi κα
θώς και ηυξημένες ποσότητες του φωσφομονο
εστέρα. Επιπρόσθετη κορυφή εμφανίζεται στα 
2,1 ppm από φωσφοδιεστέρες (PD). Η κορυφή 
της φωσφοκρεατίνης είναι απούσα, κάτι που α
ποδεικνύει την καθαρή επιλογή του φάσματος 
επιλεκτικής διέγερσης όγκων για ηπατικό ιστό, 
που δεν περιέχει καθόλου φωσφοκρεατίνη. 

Χρήση Φασματοσκοπίας φώσφορου-31 για τη 
μελέτη του μεταβολισμού του εγκεφάλου κονί
κλου υπό υποθερμική ισχαιμία: Σε βρέφη και 
μικρά παιδιά, η εγχείριση ανοικτής καρδίας 
πραγματοποιείται συχνά με ολική διακοπή της 
κυκλοφορίας υπό βαθεία υποθερμία. Ερώτηση 
ζωτικής σημασίας είναι η επιρροή της διαδικα
σίας αυτής στον ενεργειακό εγκεφαλικό μετα
βολισμό. Προκειμένου να δοθεί απάντηση εξε-
τάσθη η θερμοκρασιακή εξάρτηση του ισχαιμι
κού μεταβολισμού σε εγκεφάλους άθικτων κο
νίκλων σε 21 °C, 24 °C και 35 °C χρησιμοποιώ
ντας φασματοσκοπία 3 1Ρ (20). 

Απεικόνιση αρουραίου 

Στόμαχος 

Ήπαρ 

ΦΑΣΜΑ ΦΟΣΦΟΡΟΥ-31 ΜΕ ΧΡΗΣΗ VSE 

/ 
ΑΠΛΟ ΦΑΣΜΑ ΦΟΣΦΟΡΟΥ-31 

\ 

15 0 -15 

ppm 

-30 15 0 -15 
ppm 

-30 

Σχήμα 1: Απεικόνιση πρωτονίου και φάσματα 
φώσφορου-31 in vivo που ελήφθησαν με χρήση του ί
διου φασματογράφου 

Δώδεκα άρρενες κόνικλοι Νεοζηλανδίας αναι-
σθητοποιήθησαν και ετραχειοτομήθησαν. Τέσ
σερα ζώα την ίδια στιγμή εψύχθησαν έξω από 
το μαγνήτη σε θερμοκρασίες 21 °C και 24 °C α
ντιστοίχως. Μια τρίτη ομάδα εμετρήθη στους 
35 °C. Μετά την είσοδο στο μαγνήτη, ένα φά
σμα ελέγχου επεβεβαίωσε τη φυσιολογική ε
νεργειακή κατάσταση των εγκεφάλων και για 
τις τρεις ομάδες. Η διακοπή της κυκλοφορίας 
προεκλήθη με τη φλεβοτόμηση των ζώων. 

Έπειτα από τη διακοπή της κυκλοφορίας του 
αίματος, παρετηρήθη αποσύνθεση της φωσφο
κρεατίνης και τρφωσφορικής αδενοσίνης και 
συνακόλουθη σύνθεση των ανόργανων φωσφο
ρικών ομάδων. Οι τρεις συγκεντρώσεις περιε-
γράφησαν επιτυχώς με εκθετικές συναρτήσεις 
σε σχέση με το χρόνο. Εξετιμήθησαν για τις 
σταθερές χρόνου τους με μη γραμμική εφαρμο
γή τριών παραμέτρων της οποίας τα αποτελέ
σματα δίδονται στον πίνακα 1. Εποπτεία του πί
νακα αυτού αποκαλύπτει δύο χαρακτηριστικά. 
Πρώτον, ότι σε όλες τις θερμοκρασίες η φω
σφοκρεατίνη αποσυντίθεται με περίπου διπλά
σιο ρυθμό από αυτό της τριφωσφορικής αδενο
σίνης. Κατά δεύτερο λόγο, οι χρόνοι ημιζωής 
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της τριφωσφορικής αδενοσίνης και φωσφοκρε-

ατίνης εξαρτώνται, σε μεγάλο βαθμό, από τη 

θερμοκρασία: αυξάνονται σε περίπου τριπλάσια 

τιμή με τη μείωση της θερμοκρασίας του εγκε

φάλου από 35 °C σε 21 °C. Σε απλό χημικό σύ

στημα η θερμοκρασιακή εξάρτηση των ρυθμών 

αντίδρασης ακολουθεί το νόμο του Arrhenius 

για τη χημική κινητική: dln(1/T1/2)/d(1/T) = -Ea/R 

Πίνακας 1 
Ρυθμός πτώσης του ημίσεος χρόνου (τ1/2) των 
μεταβολιτών φωσφόρου στον εγκέφαλο κονίκλου 
μετά τη διακοπή της κυκλοφορίας του αίματος 

Θερμοκρασία 

(°C) 
35 

24 

21 

PCr 

19±8 

48+6 

63±19 

τ1/Ρ (min) 

ATP Pi 

35±10 36±19 

69±14 79±26 

112+19 105±32 

Ν 

4 

4 

4 

In (τ'/,)"' 

-3 

-5 
135-C 

3.25 3.37 3Λ0 Τ"1 

ιο·3·°κ 

Σχήμα 2: Ημιλογαριθμικά διαγράμματα του ρυθμού 
πτώσης του ημίσεος χρόνου (τν2)

 ΤΠς φωσφοκρεατί-
νης (PCr), τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) και φω
σφόρου (Pi) σε συνάρτηση με την αντίστροφη θερμο
κρασία. Τα μοναδικά σημεία που ελήφθησαν σε κάθε 
θερμοκρασία παριστάνονται ως μέσες θετικές τιμές 
μιας τυπικής απόκλισης 

Οι πειραματικές τιμές του πίνακα 1 αποδίδο

νται στο σχήμα 2, στο οποίο οι λογάριθμοι των 

ρυθμών αντίδρασης παρουσιάζονται σε συνάρ

τηση με την αντίστροφη απόλυτη θερμοκρασία. 

Το γεγονός ότι τα σημεία των δεδομένων κατά 

καλή προσέγγιση κείνται σε ευθείες γραμμές, 

δηλώνει ότι ο ενεργειακός μεταβολισμός στον 

εγκέφαλο ενός ισχαιμικού κονίκλου υπακούει 

στους κλασσικούς νόμους της χημικής κινητι

κής. Επιπρόσθετα, τουλάχιστον στο εύρος θερ

μοκρασιών που έχει μελετηθεί, δεν υπάρχει 

κρίσιμη θερμοκρασία κάτω από την οποία ο με

ταβολισμός να διακόπτεται εξ ολοκλήρου. Από 

την κλίση των ευθειών μπορεί να υπολογισθεί η 

ενέργεια ενεργοποίησης κατά Arrhenius (Ea)-

αυτή ευρέθη ότι είναι 17+3 kcal/mole για τη φω-

σφοκρεατίνη, 15±2 kcal/mol για την τριφωσφο-

ρική αδενοσίνη και 15±4 kcal/mol για τον ανόρ

γανο φώσφορο. Αυτές οι in vivo ενέργειες ε

νεργοποίησης προσεγγίζουν αυτές που μετρώ

νται για ενζυμικές αντιδράσεις in vitro. 

~~̂ Α. ULMJ\-
2 Ο 0 1 5 0 5 0 Ο ppnrî 

Σχήμα 3: Σύγκριση δύο φασμάτων 13C in vivo ήπατος 
αρουραίου που ελήφθησαν σε μαγνητικό πεδίο έντα
σης (Α) 1,9 Testa και (Β) 7 Testa, περίπου 1 ώρα μετά 
ενδοπεριτονάίκή ένεση (Α) ή έγχυση ορού [1-θ2]-γλυ-
κόζης (Β) σε ζώα που είχαν λάβει προηγουμένως 
τροφή. Τα φάσματα περιέχουν κυρίως κορυφές που 
οφείλονται στη φυσική αφθονία του 13C των λιπιδίων 
[10: -C(0)-, 11: -C=C-, 12: γλυκερολικό μέρος των γλυ-
κερολικών εστέρων, 13: συντονισμοί από χολίνη, 14: -
Cht? 15: -CH^. Οι νέοι συντονισμοί που σχετίζονται 
με την έγχυση της [1-1302]-γλυκόζης δείχνονται στα 
100,4 ppm (1: γλυκογόνο C1), 96,7 ppm (2: γλυκόζη 
C1ß), 92,8 ppm (3: γλυκόζη C1a) και 70-76 ppm (4: 
γλυκογόνο C2-C5). Στο φάσμα Β εμφαίνονται επιπρό
σθετοι συντονισμοί στα 63,5 ppm (5: γλυκερόλη 
C1+C3) και 61,2 ppm (6: γλυκογόνο C6) 

De-novo σύνθεση γλυκερόλης: Την τελευταία 

τριετία ανεπτύχθησαν φασματογράφοι υψηλού 

πεδίου με βελτιωμένη ευαισθησία και φασματι

κή διαχωριστική ικανότητα, κατάλληλοι για με

λέτες ζώων. Αυτοί ανοίγουν νέους ορίζοντες 

για μελέτες με μη καταστρεπτικό τρόπο μετα

βολισμού άθικτων οργανισμών. Ιδιαίτερα ο Πυ-
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ρηνικός Μαγνητικός Συντονισμός 13C in vivo ε-

πωφελήθη από αυτή την τεχνολογική ανάπτυ

ξη. Προς απόδειξη των προλεχθέντων στο σχή

μα 3 περιγράφονται δύο αντιπροσωπευτικά φά

σματα 13C in vivo με όργανα διαφορετικού πεδί

ου. Το φάσμα Β, που ελήφθη με μεγαλύτερο 

πεδίο, είναι εμφανές ότι περιέχει επιπρόσθε

τους συντονισμούς. Στο σχήμα 4 δεικνύονται 

διάφορα φάσματα που ελήφθησαν από ήπαρ α

ρουραίου ευρισκόμενου σε νηστεία μετά από 

έκχυση ορού γλυκόζης. Τα φάσματα, που ελή

φθησαν σε διάφορες χρονικές στιγμές μετά 

την έκχυση της γλυκόζης, καλούνται φάσματα 

διαφοράς. Αυτό σημαίνει ότι λαμβάνονται από 

διαφορά με φάσμα ελέγχου που δεν υπέστη 

έκχυση επισημασμένης 1-13Ογλυκόζης. Το ση

μαντικότερο αποτέλεσμα στο πείραμα αυτό 

είναι ότι παρετηρήθη συντονισμός στα 63,5 

ppm του οποίου ηύξανε χρονικά η ένταση. Ο 

συντονισμός αυτός ταυτοποιήθη ότι οφείλεται 

στους άνθρακες C1, C3 της γλυκερόλης. 

Γλυκερόλη C1+C3 

Ι 

40 ppm 

Σχήμα 4: Η χρήση του Πυρηνικού Μαγνητικού Συντο
νισμού 13C in vivo στον έλεγχο του φάσματος εγχυ-
μένης [1-13 CJ-γλυκόζης σε ήπαρ αρουραίου υπό νη
στεία κατά διάφορες χρονικές περιόδους. Τα φάσμα
τα που δείχνονται είναι φάσματα διαφοράς. Οι αριθ
μοί άνω των κορυφών δείχνουν την ταυτοποίηση 
τους. 1: γλυκογόνο C1, 2: γλυκόζη C1ß, 3: γλυκόζη 
C1a, 4: γλυκογόνο C2-C5, 5: γλυκερόλη C1+C3, 6: 
γλυκογόνο C6, 7: γλουταμικό οξύ/γλουταμίνη C2 

Σχήμα 5: (Α) Φάσμα που παρατηρείται από επιση
μασμένους γειτνιάζοντες άνθρακες ηνωμένους ομοιο
πολικός. (Β) Φάσμα που παρατηρείται από δύο επιση
μασμένους άνθρακες που δεν είναι ηνωμένοι μεταξύ 
τους ομοιοπολικώς 

Η γλυκερόλη είναι ένας καλά χαρακτηρισμέ

νος μεταβολίτης που εμπλέκεται στο μεταβολι

σμό των λιπιδίων. Επισημασμένη γλυκερόλη, 

χορηγούμενη εξωγενώς, εχρησιμοποιήθη στο 

παρελθόν ως μεταβολικό υπόστρωμα για τη με

λέτη της γλυκονεογένεσης με χρήση 13C 

(21,22). Λόγω της μικρής της συγκεντρώσεως 

(140 μΜ) η ενδογενής ηπατική γλυκερόλη δεν 

ήτο δυνατό να ανιχνευθεί. Εφέτος όμως με 

χρήση υψηλού μαγνητικού πεδίου και Πυρηνι

κού Μαγνητικού Συντονισμού 1 3C in vivo επε

τεύχθη η ανίχνευση της de novo συνθετικής 

γλυκερόλης (23). 

Ας εξετασθεί αναλυτικά πως επετεύχθη 

αυτή η ανίχνευση της. Στο σχήμα 5Α εμφαίνε

ται ζεύγος διπλών συντονισμών με σταθερά 

σύζευξης 1 J C C που λαμβάνει τιμές μεταξύ 25-

70 Hz, ανάλογα με τον υβριδισμό που έχουν τα 

γειτνιάζοντα επισημασμένα άτομα άνθρακα τα 

οποία είναι ηνωμένα μεταξύ τους με ομοιοπολι

κό δεσμό. Αν ο δεσμός αυτός υποστεί θραύση 

κατά τη διάρκεια του μεταβολισμού, η spin σύ

ζευξη χάνεται και οι συντονισμοί καταλήγουν 

σε απλές κορυφές (σχήμα 5Β). Πολλαπλή λοι

πόν επισήμανση ενός μεταβολίτη παρέχει πλη

ροφορίες για το μεταβολισμό του, γιατί, αν κα

τά το μεταβολισμό του σχασθεί, η επισήμανση 



124 ΕΠΙΘΕΩΡΗΣΗ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΦΑΡΜΑΚΟΛΟΓΙΑ! ΚΑΙ' ΦΑΡΜΑΚΟΚΙΝΗΤΙΚΗΣ, ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΚΔΟΣΗ 1997 

π.χ. δύο γειτονικών επισημασμένων ανθράκων 

δεν θα δώσει δύο διπλέτες, αλλά δύο άπλετες 

όπως ήδη προαναεφέρθη. Τα πλεονεκτήματα 

της χορήγησης ουσιών πολλαπλά επισημασμέ

νων δείχνεται στο παρακάτω σχήμα 6 όπου έ

γινε χορήγηση σε ήπαρ αρουραίων [1-1 30]-γλυ-

κόζης (Α) ή [1,2-1 302]-γλυκόζης (Β). Κατά τη 

χορήγηση του ορού της [1,2-1 302]-γλυκόζης πα-

ρετηρήθησαν επιπρόσθετοι συντονισμοί (π.χ 

02β-συντονισμός 8 και συντονισμός 9). Μερικοί 

συντονισμοί ενεφανίσθησαν ως διπλέτες, λόγω 

της παρουσίας του επισημασμένου ομοιοπολι

κού δεσμού μεταξύ δύο γειτονικών ανθράκων. 

[1,2-1 3C2] γλυκερόλη C1+C3 

[1- 0]γλυκερόλη C1+C3 

ppm 100 80 60 40 

Σχήμα 6: Σύγκριση δύο φασμάτων διαφοράς 13C ή
πατος αρουραίων που ελήφθησαν 125 λεπτά από έγ
χυση [1-1302]-γλυκόζης (Α) και [1,2-1302]-γλυκόζης 
(Β). Οι παρατηρούμενοι συντονισμοί αντανακλούν την 
ενσωμάτωση του επισημασμένου 13C στους ηπατι
κούς μεταβολίτες. Στην περίπτωση της χορήγησης 
[1,2-1302]-γλυκόζης παρατηρούνται ζεύγη διπλέτων 
που δείχνουν ότι οι επισημασμένοι γειτνιάζοντες άν
θρακες που ενώνονται με ομοιοπολικό δεσμό παραμέ
νουν άθικτοι. Οι κύκλοι δείχνουν σε μεγέθυνση τη 
φασματική περιοχή που εντοπίζονται οι συντονισμοί 
C1+C3 της γλυκερόλης. Οι ταυτοποιήσεις εξηγήθη-
σαν σε προηγούμενα σχήματα. Οι επιπρόσθετες κο
ρυφές αντιστοιχούν: 8: γλυκόζη C2ß, 9: C2 α-γλυκό-
ζης/γλυκογόνου/γλυκερόλης 

Ο διπλός συντονισμός που παρετηρήθη για 

τη γλυκερόλη C 3 (φαίνεται στους δύο κύκλους 

του σχήματος 6) αξ ίζε ι ιδιαίτερης προσοχής. Η 

spin σύζευξη δεικνύει ότ ι το επισημασμένο ζεύ

γος των ανθρακοατόμων της [1,2-1 302]-γλυκό-

ζης συνεχωνεύθη στη γλυκερόλη C 2 -C 3 μέσω 

μεταβολικής· οδού που διατηρεί το ζεύγος αν

θράκων στην ίδια θέση. Επίσης η έλλειψη α-

πλέτας σε αυτή τη θέση δηλώνει ότ ι η de novo 

συνθετική γλυκερόλη προέρχεται αποκλειστικά 

από τ η γλυκόζη μέσω της μεταβολικής πορείας 

που περιέχει τ η γλυκολυτική ενδιάμεση [2,3-
1 3 C] φωσφορική διυδροξυακετόνη. Παρ' όλο 

που αυτή η μεταβολική οδός έ χ ε ι επεξηγηθεί 

με κλασσικές βιοχημικές μεθόδους (σχήμα 7), 

με τ α πειράματα αυτά έ χ ε ι επαληθευθεί με ά

μεσο τρόπο. 

CHzOP 

Η OH 

[1.2-ΐ302]-γλυκόζη 

ψ-4 
Η Ν rCHzOH 

[1,2-ΐ3θ2]-6-φωσφορική-

φρουκτόζη 

Η—C—OH 
Ι 

Η—C—ΟΡ 

[2,3-13θ2]-3-φωσφορική-

γλυκεραλδεϋδη 

HO—C— Η 
Ι . 

Η—C—ΟΡ 

[2,3-13θ2ί-3-φωσφορο-

γλυκερικό 

Ό Η Η Ν 

OHI [ OH 

Η OH 

[1,2-!3θ2]-6-φωσφορική-

γλυκόζη 

CH20P0 OH 

CH20P 

OH Η 

[1,2-13θ2]-1,6-διφωσφορική-

φρουκτόζη 

H—C—OH 
I. 
c=o 
I. 

H—C—OP 
I 

H 

[2,3-13θ2]-3-φωσφορική-

διυδροξυακετόνη 

Η—C—OH 
Ι· 

Η—C—OH 
I. 

H—C—OH 
I 
H 

[2,3-ΐ3θ2]-γλυκερόλη 

Σχήμα 7 Μεταβολική οδός της γλυκονεογένεσης 
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Οι τρεις ανωτέρω περιγραφείσες εφαρμογές 

της φασματοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού 

Συντονισμού in vivo τεκμηριώνουν τα ελκυστικά 

χαρακτηριστικά της νέας αυτής τεχνικής. Τε

λειώνοντας αυτή την εργασία, κρίνεται ανα

γκαίο να υπογραμμισθούν εκ νέου περιληπτικά 

τα ακόλουθα. 

(ι) Η in vivo φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνη

τικού Συντονισμού, ως μη καταστρεπτική τεχνι

κή, αποτελεί τη μέθοδο επιλογής για βιοχημική 

έρευνα ευπαθών ιστών και οργάνων (π.χ. εγκέ

φαλος), όπου άλλες μέθοδοι θα ήτο δυνατό να 

προξενήσουν βλάβη. Για μετρήσεις σε ασθενείς 

ο Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισμός μπορεί 

να εφαρμοσθεί επανειλημμένα για την παρακο

λούθηση της εξέλιξης θεραπειών. Υγιείς εθελο

ντές μπορούν να εξετασθούν χωρίς ηθικούς 

φραγμούς. 

(ιι) Εφ' όσον η φασματοσκοπία Πυρηνικού Μα

γνητικού Συντονισμού αποφέρει άμεσες χημι

κές πληροφορίες (π.χ. φάσματα ως δακτυλικά 

αποτυπώματα), επιτρέπει ενδιάμεσες ποιοτικές 

και ποσοτικές μετρήσεις in vivo, γεγονός που 

είναι μεγάλης σημασίας για ασταθείς μεταβο

λίτες. Το πλεονέκτημα έναντι των ραδιενεργών 

ιχνηθετών είναι ότι ενεργοί πυρήνες στον Πυ

ρηνικό Μαγνητικό Συντονισμό δίδουν χημικές 

πληροφορίες, ενώ ραδιενεργοί πυρήνες όχι. Έ

τσι, λοιπόν, οι ραδιενεργές έρευνες πρέπει να 

ακολουθούνται από χημική ανάλυση των μορί

ων που περιέχουν το ραδιενεργό δείκτη, 

(ιιι) Ένα άλλο πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου 

είναι ότι ο όγκος που ενδιαφέρει, από τον οποί

ο είναι δυνατό να συλλέγουν χημικές πληροφο

ρίες, μπορεί να σκιαγραφηθεί ευκρινώς και να 

συσχετισθεί με μια απεικόνιση Πυρηνικού Μα

γνητικού Συντονισμού, η οποία είχε προηγουμέ

νως ληφθεί στην ίδια συσκευή. Αυτό επιτρέπει 

να υποβληθεί ταχέως σε σάρωση ένας ασθε

νής για μια περιοχή που ενδιαφέρει με ένα φά

σμα 1Η απεικόνισης και μετά να ταυτοποιηθεί ο 

επιλεγόμενος όγκος με εντοπισμένη φασματο

σκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού. 

Η μόνη επιφύλαξη για το μη καταστρεπτικό 

Πυρηνικό Μαγνητικό Συντονισμό είναι η εγγε

νής χαμηλή ευαισθησία η οποία ακολουθεί άμε

σα από τις πιο χαμηλές ενέργειες ακτινοβολίας 

που χρησιμοποιούνται στο πείραμα Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισμού (FM ραδιοκύματα). Με 

όριο συγκέντρωσης το 1 mM, περίπου, για το in 

vivo πείραμα, οι έρευνες είναι τουλάχιστον για 

την ώρα περιορισμένες σε συμπυκνωμένους με

ταβολίτες όπως Per, ATP, Pi, ΡΜ, PD, τριγλυκε-

ρίδια, γλυκογόνο και λακτάση. Παρ' όλα αυτά 

με τους νέους μαγνήτες υψηλής διαχωριστικό

τητας, η ευαισθησία αυτή αυξάνεται και μικρό

τερες συγκεντρώσεις (mM) επισημασμένων με

ταβολιτών μπορούν να ανιχνευθούν. Η απ' ευ

θείας παρατήρηση φαρμάκων σε φυσιολογικές 

τιμές φαίνεται να είναι μελλοντικός στόχος. 
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The use of in vivo Nuclear Magnetic 
Resonance as a Diagnostic Tool in 

Medicine 

T. Mavromoustakos, C. Dimitriou and 
A. Papadopoulos 

National Hellenic Research Foundation, Institute of 
Organic and Pharmaceutical Chemistry, Vas. Constanti-
nou 48, 11635 Athens, Greece 

SUMMARY. This review article gives the princi

ples and the important implications from the use 

of in vivo Nuclear Magnetic Resonance (NMR). 

Some examples from the literature point out its 

significant contibution in the understanding of the 

role of metabolism under physiological or patho

logical conditions. In addition, the labelling of vari

ous molecules leads to the knowledge of their 

metabolic route. Thus, the metabolic pathways, 

that are proposed by classic biochemical meth

ods, can be tested and completed. It appears that 

in vivo NMR spectroscopy soon will serve as a di

agnostic tool in Medicine and more specifically in 

Clinical Practice. 
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