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ANOTACE

Diagnostika jaternich lézi u laboratornich potkani pomoci magnetické

rezonance

Cilem nasi préace je naucit se pracovat s magnetickou rezonanci a pochopit jeji
fungovani a princip. Dalsim cilem je naucit se vyhodnocovat snimky jater laboratornich
potkanti. Snimky jsou pofizovany pomoci magnetické rezonance a budeme
je vyhodnocovat pomoci programu ImagelJ, diky kterému spocitame pfesny objem nami
vyznacenych 1ézi. Pfi méfenich podavame potkaniim kontrastni latku MultiHance, ktera
zvySuje kontrast pofizenych MRI snimkii. Potkanim byly do jater implantovany
pankreatické ostriuvky. Léze potom vznikaji kvili potravé s obsahem metforminu u prvni
skupiny potkanil a s obsahem cyklosporinu u druhé skupiny. Vysledkem této prace tedy

budou volumetrie jaternich 1ézi.

Klic¢ova slova

Imagel, kontrastni latka, magneticka rezonance, jaterni léze



ANNOTATION

Diagnosis of liver lesions in laboratory rats using magnetic resonance
imaging

The goal of our work is to learn how to work with magnetic resonance
and to understand its operation and principle. Another goal is to learn how to evaluate
liver images of laboratory rats. The images are taken using magnetic resonance
and we will evaluate them using the ImageJ program, thanks to which we will calculate
the exact volume of the lesions we have marked. During the measurements, we give
the rats the contrast agent MultiHance, which increases the contrast of the MRI images
taken. Rats were implanted with pancreatic islets in their livers. Lesions then arise
due to metformin-containing food in the first group of rats and cyclosporine-containing
food in the second group. The result of this work will be the volumetry of liver lesions.

Keywords

ImageJ, contrast agents, magnetic resonance, liver lesions
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Seznam symboli a zkratek

CSx  Oznaceni pro potkany ze skupiny cyklosporin

FA Sklopny uhel
FOV Field of view (oblast zajmu)
IKEM Institut klinické a experimentalni mediciny

MFx  Oznaceni pro potkany ze skupiny metformin

MR Magneticka rezonance

MRI  Magnetic Resonance Imaging

NMR  Nuclear Magnetic Resonance

RF Radiofrekvencni

T Casova konstanta spin-spinové relaxace
T, Casova konstanta spin-miizkové relaxace
T,* Efektivni relaxacni Cas

TE Echo cas

TR Repeticni ¢as
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1  Uvod

V této bakalarské praci se zaméfime na hledani a vyhodnocovani jaternich 1ézi
U laboratornich potkanti pomoci magnetické rezonance. Zaméfime se na dvé skupiny
laboratornich potkand. VSem témto potkanim byly do jater implantovany
pankreatické ostrivky. Snimky jsou pofizovany magnetickou rezonanci znacky Bruker

(magnetické pole 4,7 T).

Prvni skupinu tvoii osm potkanid a maji dietu na bazi metforminu, druhou skupinu
tvoii sedm potkand a ti dostavaji potravu na bazi cyklosporinu. Prvni skupina potkant
(metformin) byla métena hlavné v roce 2022. Kazdy potkan z prvni skupiny se méfil

jednou za ¢étyti tydny, vSichni tedy prodélali celkem devét méteni.

Druhé skupina (cyklosporin) byla métfena od fijna 2022 do dubna 2023, kazdy
potkan byl opét méfen jednou za Ctyfi tydny, ale tentokrat kazdy potkan prodélal jen
Sest méfeni. Jaterni 1éze u druhé skupiny byly po 6 mésicich tak rozsahlé, ze byl projekt

ukondéen o tfi mésice diive.

Pfi méfeni podavame potkaniim kanylou kontrastni latku MultiHance. Proto
se V teoretické Casti prace zaméfime 1 na kontrastni latky, které se pouZzivaji pifi MRI

vySetienich.

Snimky pak budeme vyhodnocovat pomoci pocitacového programu Imagel,
ve kterém vyznadime objem nami vymezenych 1ézi a pomoci programu excel pak

prevedeme na milimetry krychlové.
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2 Teoreticka Cast

Magneticka rezonance, také znama pod zkratkou MR nebo MRI (anglicky
Magnetic Resonance Imaging), patii mezi neinvazivni zobrazovaci metody. Jedna se také
informace jak o vnitini stavbé sledovaného organu, tak i o probihajicich biochemickych

procesech.

vvvvvv

metody. To je dano hlavné schopnosti velmi dobie zobrazovat meékké tkané
i bez kontrastnich latek (napf. oproti rentgenu). MRI je také jedna z nejlepSich

zobrazovacich metod pro zobrazovani jater.

Fungovani nukledrni magnetické rezonance, zkracené¢ NMR (anglicky Nuclear
Magnetic Resonance), spociva v interakci radiofrekvenéniho magnetického pole
s magnetickymi momenty atomu ve vnéj$im statickém magnetickém poli. Projevem této
interakce je elektromagneticky signal, ze kterého je nasledné skladan vysledny obraz.
(Benes, Jirdk a Vitek, 2015; Sedlat, Staffa a Mornstein, 2014; Ferda, 2015; gedivy etal.,
2021)

2.1 Historie MRI

K sestrojeni a pouzivani magnetické rezonance tak, jak ji zndme dnes, bylo
potfeba ucinit nékolik vyznamnych objevl. Prvni dilezity objev, ktery vedl ke vzniku
magnetické rezonance, u¢inil Wolfgang Pauli. Ten v roce 1924 piisel na to, Ze nukleony
(protony a neutrony Vv jadfe atomu) se neustale utaceji kolem své vlastni osy a tomuto
pohybu se tika spin. (Rosina, 2013; Sedlaf, Staffa a Mornstein, 2014)

Dalsim dualezitym milnikem pro MRI byl rok 1938. Vtomto roce
se Isodoru Isaacu Rabimu podatilo vyslat paprsek molekul skrze magnetické pole a tim
tyto molekuly pfimét k vyzafovani radiovych vin o specifickych frekvencich. Za tento

objev obdrzel v roce 1944 Nobelovu cenu za fyziku.

Po objeveni nuklearni magnetické rezonance I. I. Rabim se tento jev vyuZzival
hlavné v chemii. Felix Bloch a Edward Mills Purcell rozsitili vyuziti NMR na kapaliny

a pevné latky, za coz také obdrzeli Nobelovu cenu za fyziku v roce 1952.
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Prvni ¢lanek, ktery obsahoval v ndzvu vyraz magnetickd rezonance se objevil
v americkém casopise Radiology vroce 1972. Tento clanek se ale zabyval

elektro-spinovou rezonanci, nikoli NMR jako takovou. (Edelman, 2014)

V medicing, tedy zejména v diagnostice, se NMR zacala vyuzivat az v 70. letech
20. stoleti. V roce 1971 zacal Ameri¢an arménského ptivodu Raymond Vahan Damadian
aplikovat NMR pii diagnostice nddorovych onemocnéni. Ten zkoumal Sest vzorkl
normdlni zdravé tkané¢ a dva vzorky tkan€ z malignich nadorG. Tyto vzorky tkani

pochézeli z laboratornich potkanii.

R. V. Damadian si v§iml, ze tkan malignich nadortu se da od té zdravé rozlisit
podle relaxa¢nich ¢ast T; a T,. Tyto dva parametry byly totiZ v porovnani se zdravou
tkani mimo rozsah téchto hodnot. Relaxa¢nim ¢asiim se budeme v této praci jest¢ vénovat

podrobnéji, a to v kapitole Fyzikdlni princip MRI.

R. V. Damadian se do historie MRI zapsal jesté jednou, a to Vv roce 1977, kdyz

se mu podatilo zkonstruovat prvni celotélové MRI zatizeni.

Jesté predtim, v roce 1973, dokézal Paul Lauterbur, Ze je mozné z NMR vytvofit
obraz (obr.1). Diky tomu pfisel s napadem tomografického NMR zobrazeni. V roce 1975
zavadi Richard Robert Ernst fazové a frekvencni kodovani pro urceni pozice NMR
signalu. Zavedl také pouZivani Fourierovy transformace pro analyzu NMR signalu.
Vroce 1977 Peter Mansfield tuto matematickou analyzu signalu jeste¢ vylepsil

a pro kédovani pozice pouzil gradienty magnetickych poli.

Prvni komeréni MRI systém vyrobila firma FONAR v roce 1980. V roce 1982
publikovali Steyn a Smith své prvotni ndlezy z MRI vySetieni prostaty u 25 muzi. PouZzili
k tomu magneticky kruh se statickym magnetickym polem o sile 0,04 T. Ziskané
obrazové fezy mély tloustku 17,53 mm. Roku 1987 se poprvé objevuje zobrazeni toku

krve pomoci MRI angiografie. (Sedlaf, Staffa a Mornstein, 2014; Giganti et al., 2019)
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Obr. 1 Prvni MRI obrazek z roku 1973 vytvoteny Paulem Lauterburem, jedna se o projekci dvou
zkumavek s vodou. Zdroj: Clin Orthop Relat Res. 1989 Jul;(244):3-6. PMID: 2663289.

2.2 Fyzikalni princip

Jadra atomu jsou tvofeny protony a neutrony. Tyto ¢astice tvorici atomové jadro
lze souhrnné nazvat nukleony. Protony se neustdle otaceji kolem své vlastni osy. Této
rotaci se fikd spin. Dalsi dualezitou vlastnosti kazdé pohybujici se nabité Castice

je magneticky moment (protony se chovaji jako magnety, tedy maji magnetické dipoly).

MRI funguje na principu interakce jader atomi s radiofrekvenénim magnetickym
polem. Radiofrekven¢ni magnetické pole ptesnéji interaguje s magnetickymi momenty
jader atomti. Ve vn¢j$im statickém magnetickém poli 1ze tuto interakci detekovat jako
absorpci kvant radiofrekven¢niho magnetického pole. Aby vSak mohlo dojit k této
absorpci, je nutné mit izotop s nenulovym neboli s nevykompenzovanym magnetickym
momentem. Izotopy s takovymto magnetickym momentem jsou nejcastéji ty, u kterych
je spinové kvantové Cislo nasobkem jedné poloviny. lzotopy s nulovym magnetickym
momentem maji sudy pocet Castic v atomovém jadfe a jejich magnetické momenty

se tedy navzajem vyrusi.

Nejlepsim piikladem izotopu s nevykompenzovanym magnetickym momentem
je vodik, tedy 'H. Vodik je zastoupeny ve vodé, takZe ho nalezneme ve viech
organickych slougeninach a diky tomu se v klinické praxi nejéastéji pouziva *H MRI.
V pfipad€é experimentdlni praxe se hojné pouZivaji i1 jiné izotopy s nenulovym
magnetickym momentem, a to napt. 13C, *°F, 23Na, 3'P. (Benes, Jirdk a Vitek, 2015;

Rosina, 2013)
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2.2.1 Spin

Spin je jednou z elementarnich vlastnosti kazdé castice. Jak uz bylo feceno,
spinem je nazyvana rotace Castice kolem své vlastni osy. To je pon¢kud zjednoduSena
predstava. Pokud bychom chtéli spin definovat pfesnéji, mtizeme ho vyjadrfit jako soucin

jaderného spinového ¢isla | a Diracovy konstanty [1] (Benes, Jirak a Vitek, 2015)
S=1I1-h [1]
Kde S je velikost spinu, | je jaderné spinové ¢islo a h je Diracova konstanta.

Jaderné spinové ¢islo miiZze nabyvat kladnych 1 zapornych celo¢iselnych hodnot.
Pokud je jaderné spinové ¢islo | > 0, pak miiZeme pozorovat jevy NMR. Obecné plati,
ze jadra s lichym pocétem neutronti a lichym poctem protonti maji celo¢iselné spinové
¢islo, zatimco jadra s lichym po¢tem neutroni a sudym poc¢tem protonit maji polociselné
spinové ¢islo. Jadra se sudym poctem neutroni a lichym poctem protont maji spin rovnéz
celociselny. Vyjimkou jsou jadra s neparovym protonem nebo neutronem, kterd maji

polociselny spin.

Diracova konstanta se pouziva v kvantové mechanice a rovna Planckoveé
konstant¢ délené 2m. Ma hodnotu 1,05 x 107-34 J-s. (Benes, Jirak a Vitek, 2015;
Collins English Dictionary, 2014)

2.2.2 Magnetické pole

Magnetické pole miiZeme v zasadé rozdélit na 2 druhy: stacionarni magnetické

pole a nestacionarni magnetické pole.

Jako stacionarni magnetické pole oznacujeme takové magnetické pole, jehoz
vlastnosti se neméni v ¢ase. Znacime ho By a mé v urc¢itém bod¢ pole stalou velikost
I smér. Zdrojem stacionarniho magnetického pole jsou napf. permanentni magnety nebo

nepohybujici se vodic¢, ve kterém protéka konstantni elektricky proud.

Jako nestacionarni magnetické pole oznacujeme takové magnetické pole, které
méni své vlastnosti v ¢ase (meéni se magnetickd indukce). Zdrojem staciondrniho
magnetického pole jsou napi. vodice s proménnym elektrickym proudem nebo pohybujici

se permanentni magnety &i elektromagnet. (Lepil a Sedivy, 2000)
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2.2.3 Magneticky moment

Jak uz bylo feceno, magneticky moment je dilezitou vlastnosti atomového jadra.
Kazda pohybujici se a zaroven nabita Castice generuje kolem sebe magnetické pole
(obr. 2). U protonii v jadrech atomi vznika toto magnetické pole v disledku spinového
momentu hybnosti (tedy kviili rotaci kolem své osy). Takto generované magnetické pole
lze popsat pomoci spinového magnetického dipdlového momentu, ktery se znaci p.
Velikost magnetického momentu se da vypocitat podle tohoto vztahu [2] (Sedlat, Staffa
a Mornstein, 2014):

p=yS [2]

Kde p je velikost magnetického momentu, y je gyromagneticky pomér a S je

velikost spinu. (Sedlaf, Staffa a Mornstein, 2014)

V pfirozeném stavu protony Vv jadie atomu rotuji kolem své osy nahodile. Latka,
napt. tkan, se tak zvenci jevi jako magneticky neutralni. Pokud ale vystavime protony
silnému magnetickému poli, jejich rotacni osy se usporadaji rovnobézné se silo¢arami
vnéjsiho magnetického pole. VétSina protonti se natoci tak, aby jejich magneticky
moment byl orientovan paralelné, neboli souhlasnég, s vektorem vnéjSiho magnetického
pole. Mens§i ¢ast protonil se vSak natoci opacné (antiparaleln€ o 180°) k vektoru vnéjsiho
nez paralelni orientace. Energetickd naro¢nost je také diivod, pro€ se antiparalelné vzdy
uspordda méné nez polovina protond. Pravé takovéto nerovnomeérné uspotradani protonti

Vv latce zplsobuje, Ze se dand latka chova navenek magneticky.

Razné latky obsahuji rizny pocet protonti. To zpiisobuje, ze se ve vnéjSim
magnetickém poli projevuji rizné velkymi magnetickymi momenty. Diky tomu ndm pfii

NMR poskytuji informaci o svém slozeni. (Rosina, 2013)

JORSCE

Obr. 2 Céstice s nenulovym magnetickym momentem se chovaji jako maly magnet a mohou byt
ovlivnény vnéjsim magnetickym polem. Zdroj: (Sedlar, Staffa a Mornstein, 2014)

16



2.2.4 Precesni pohyb

Jak uz bylo nékolikrat fe¢eno, protony maji tzv. spin, tedy rotuji kolem své vlastni
osy. Pokud je vlozime do vnéjSiho magnetického pole, zacnou vykonavat jesté jeden druh
pohybu, a to precesni pohyb. Precesni pohyb, neboli precese, je druh pohybu, pii kterém
magneticky moment protonu za¢ne opisovat pomyslny plast’ rota¢niho kuzele (obr. 3).
Precesni pohyb protonu je dan jeho nabojem, hmotnosti a spinovym kvantovym ¢islem.
Frekvence precesniho pohybu se oznacuje jako Larmorova frekvence a dd se spocitat

pomoci tohoto vzorce [3] (Benes, Jirak a Vitek, 2015):
w,=2-mwv,=|y|'By [3]

Kde w; je uhlova Larmorova frekvence, v, je Larmorova frekvence, y je

gyromagneticky pomér a By je velikost statického magnetického pole.

Gyromagneticky pomér je pomér mezi momentem hybnosti a magnetickym
momentem Castice. Je konstantni pro jednotlivé druhy ¢astic, kazdy izotop ma tedy svij

dany gyromagneticky pomér. (Benes, Jirdk a Vitek, 2015)

Z A
B°TC

Hs

Obr. 3 Precesni pohyb magnetického momentu p ¢astice zplsobeny vlivem vnéjsiho
magnetického pole B, Zdroj: (Sedlaf, Staffa a Mornstein, 2014)

Diky Larmorové frekvenci mizeme detekovat i malé zmény ve vektoru
magnetizace dané latky (nejcastéji tkan¢€). Vektor magnetizace se znaci M a je orientovan
podle silo¢ar vnéjsiho magnetického pole, kviili tomu ho nemtizeme zmétit. Abychom ho
mohli zméfit, musime tento vektor sklopit do roviny XY, kterd je kolma k roviné Z.
Poté aplikujeme vysokofrekvenéni magneticky impulz, ktery musi byt shodny
s Larmorovou frekvenci, tedy s frekvenci precesniho pohybu protonti v jadrech atomd.
Nasledkem takovéhoto impulzu shodného s Larmorovou frekvenci pro dany izotop

vznika magneticka rezonance. (Rosina, 2013)
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2.2.5 Jev magnetické rezonance

Vyse jsme uz zminili, ze pti vlozeni protont do silného magnetického pole dojde
k pfeorientovani jejich magnetického momentu podle silo¢ar vnéjsiho magnetického pole

a také zacnou vykonavat precesni pohyb.

Z kvantového pohledu se vsak zacne dit jesté dal$si nezbytny d¢&j, kterého
vyuzivame pi1 MRI. Tim je §t€peni piivodni jedné energetické hladiny, ke kterému dojde
pii vlozeni jadra atomu do silného statického magnetického pole. To je dano tim,
ze magnetické momenty jader jsou vzhledem k vnéjSimu magnetickému poli prostorové
orientovany riznymi sméry. Pii takovémto rozstépeni puivodni energetické hladiny

zaujmou protony dva nové energetické stavy.

Stépeni energetickych hladin atomd kvili pfitomnosti vngjsiho magnetického
pole se nazyva Zeemaniv jev (obr. 4). Tyto energetické hladiny atomd maji
bez pfitomnosti magnetického pole stejnou energii. Pokud se ale objevi néjaké vné&jsi
magnetické pole, energie na energetickych hladinach se za¢nou liSit. Pravdépodobnost
rozlozeni atomil do obou energetickych stavii se fidi podle Boltzmannova rozdéleni.

To je definovano timto vztahem [4] (Benes, Jirak a Vitek, 2015):
Ng_INg, =eE/ T [4]

Kde Njy_ ptedstavuje pocet protont, které jsou na nizsi energetické hlading,
Ng, predstavuje pocet protont, které se nachdzi na vysSi energetické hlading,
AE vyjadifuje energeticky rozdil mezi energetickymi hladinami, T vtomto vzorci
predstavuje termodynamickou teplotu a K je Boltzmannova konstanta. Ta ma pfesnou
hodnotu 1.380649 x 102 m? kg s K. (Newell a Tiesinga, 2019; Benes, Jirak a Vitek,
2015)
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Obr. 4 Rozstépeni energetickych hladin pii Zeemanové jevu. Zdroj: (Benes, Jirdk a Vitek, 2015)

Obsazenost jednotlivych energetickych hladin se od sebe navzajem 1isi podle sily
vnéjsiho magnetického pole. Plati zde pfima timérnost, tedy ¢im siln€j$i magnetické pole,
tim v¢Etsi rozdil v obsazenosti mezi energetickymi hladinami. Z toho plyne, Ze ¢im silnéjsi

mame magnetické pole, tim mame vyssi citlivost pii MRI.

Aby nastal jev magnetické rezonance, je nutné splnit dvé zdkladni podminky.
Prvni podminkou je aplikace vnéj$iho magnetického pole B, (kratky radiofrekvencni
pulz) na skupinu jader. Tento radiofrekven¢ni pulz musime aplikovat kolmo na statické
magnetické pole By. Slozka tohoto radiofrekvenéniho pulzu, kterd ma stejny smér
i frekvenci, jako Larmorova frekvence, zplsobi pfechod jader mezi energetickymi

hladinami. Pfechod z jedné energetické hladiny na druhou se nazyva excitace.

Druhou podminkou pro jev magnetické rezonance je to, Ze magnetické pole

Bymusi mit takovou frekvenci, ktera odpovida t¢ Larmorove.

Jev  magnetick¢é rezonance je tedy v podstat¢ absorpce energie
z vysokofrekvenéniho magnetického pole B;. Tento jev se zacne projevovat na vektoru

celkové magnetizace M.

Pii téchto podminkéach se jaderné spiny pieklapéji a tim dochazi k nucenym
pfechodiim mezi energetickymi hladinami obéma sméry, tedy z niz$i na vySsi a obracené.
Jelikoz je vice jader za ustdleného stavu na té nizsi energetické hlading, tak je Castéjsi
prechod do vyssiho energetického stavu. Diky tomu pii MRI dochazi k absorpci energie.

(Benes, Jirdk a Vitek, 2015)

19



2.2.6 Vektor celkové magnetizace

Na vektoru celkové magnetizace se makroskopicky projevuje jev magnetické
rezonance. Vektor celkové magnetizace vznika tak, Ze v ustaleném stavu je vzdy vice
protond, které maji paralelni orientaci vuci magnetickému poli By. To je opét dano
Boltzmannovym rozdélenim. ProtoZze je vice protont s paralelni orientaci, tak celkovy

vektor magnetizace je také orientovan paraleln€ s vnéjSim magnetickym polem Bi.

Vektor celkové magnetizace se kvuli absorpci energie z vysokofrekvencniho
paprsku zacne sklapét do roviny, ktera je kolmo ke statickému magnetickému poli B,.

V této roving se pak zacne otacet podle Larmorovy frekvence.

Miru sklopeni v této kolmé roviné k By ndm udava tzv. thel sklopeni ¢. Ten

mizeme vyjadiit timto vztahem [5] (Benes, Jirak a Vitek, 2015):

@=ly|l"B;y-t [5]

Kde |y| - B; vyjadiuje amplitudu vné&j$iho magnetického pole B, a t piedstavuje
¢as, po ktery B, pusobi na soubor jader.
V praxi se nejCastéji pouziva sklopny thel 90° (obr. 5), ale pfi rychlejsSich

sekvencich se daji pouzit 1 menSi sklapéci thly. Sklopny thel se znaci jako FA

(z anglického flip angle). (Benes, Jirak a Vitek, 2015)

Obr. 5 Sklopeni vektoru magnetizace M o 90° do kolmé roviny ke statickému magnetickému poli
B, ptisobenim vnéjsiho pole By, které je generovano elektrickym proudem ve vysilaci civce Zdroj: (Benes,

Jirdk a Vitek, 2015)
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2.3Relaxaéni procesy

Relaxace je proces, pii kterém se vybuzena jadra vraceji do ustalené¢ho stavu.
Tento proces nastava ihned po ukonceni radiofrekvencniho pulzu, ktery jadra vybudil
a uvedl do stejné faze. Béhem relaxac¢niho procesu se uvoliluje absorbovana energie, napf-.
formou tepla. Déle se také pii relaxaci vytraci fazové koherence. Fazova koherence
se v kontextu magnetické rezonance tyka zachovani faze mezi signaly ze stejného zdroje
v prib¢hu Casu. Energetické hladiny se znovu obsazuji az do ustalené¢ho stavu. Tento
navrat do ustdleného stavu je zpiisoben nucenymi piechody jader a rozptyluje se pfitom

energie.

Jak rychle probéhne relaxacni proces zavisi na nckolika faktorech. Zalezi
to napt. na velikosti magnetického pole, chemickém slozeni a vlastnostech zkoumané
latky, teploté atd. V piipad€ organickych tkani se relaxacni Casy pohybuji v fadech

mikrosekund az nékolika sekund.

Relaxacni procesy délime na dva na sobé nezavislé zakladni procesy,
atonaT; relaxaci a T, relaxaci. Oba tyto procesy popiSeme podrobnéji nize. (Benes,
Jirak a Vitek, 2015; Dale et al., 2015; Malikova et al., 2019)

2.3.1 T, relaxace

Tuto relaxaci mizeme té€Z nazyvat jako podélna nebo spin-mtizkova relaxace.
Béhem T; relaxace se celkovy vektor magnetizace M vraci do ustaleného stavu. Obnovi
se podélnd slozka, ktera je paralelné orientovdna s vnéjSim magnetickym polem By .
Pti Ty relaxaci se excitovana jadra vraceji do ptvodnich energetickych hladin. Pokud
T; relaxace trva dostatetné dlouhou dobu (alespont pétinasobek trvani samotné

T; relaxace) jsou energetické hladiny znovu obsazeny podle Boltzmannova rozdélent.

Pro T, relaxaci je charakteristick¢ pieklopeni jadernych spin. Systém
excitovanych jader pii T; relaxaci ztraci energii a predava ji do okolniho prostiedi (okolni
atomové miizky). Pokud bychom chtéli ovliviiovat prubéh T; relaxace, fluktuace
magnetickych sil musi mit Larmorovu frekvenci. (Benes, Jirdk a Vitek, 2015; Sedlar,

Staffa a Mornstein, 2014; Seidl, 2012)
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T, relaxace ma exponencialni pribeh (obr. 6). Jeji rychlost je dana konstantou T .
Navrat vektoru magnetizace do ustaleného stavu lze vyjadrit nasledujicim vzorcem [6]

(Benes, Jirdk a Vitek, 2015):

M =My (1—eT) [6]

Kde M je vektor magnetizace, M, je velikost magnetizace v ustaleném stavu,

t znaci Cas a T je relaxacni Cas.

T; se zvétsuje s rostoucim magnetickym polem. T; se da také definovat jako doba
potiebna k obnové 63 % vektoru magnetizace M ve sméru vnéjsiho magnetického
pole B, od ukonceni radiofrekvenéniho pulzu. (Benes, Jirak a Vitek, 2015; Vassiliou
etal., 2018)
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Obr. 6 Ktivka prubéhu T, relaxace Zdroj: (Vassiliou et al., 2018)

2.3.2 T, relaxace

Tuto relaxaci miZeme nazvat téZ jako pificnou nebo spin-spinovou. Béhem
T, relaxace dochazi ke ztrat¢ fazové koherence jader. Tuto ztratu zpisobuje magneticka
nehomogenita uvniti tkané. T, relaxaci je charakterizovana dobou T, ktera nam udava,
jak rychle zanikd méfitelna makroskopickd magnetizace. Pii1 této relaxaci nedochazi
k Zadnym zménam energie u excitovanych atomu. Relaxa¢ni doba T, bude vzdy kratsi,

nez relaxacni doba Tj.

Relaxa¢ni dobu T, lze definovat jako cas, za ktery makroskopicka magnetizace

v roviné kolmé k vné&j§imu magnetickému poli B klesne piesné na 37 % své plvodni
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hodnoty (obr. 7). Tento pokles miizeme vyjadfit nasledujicim vztahem [7] (Benes, Jirak
a Vitek, 2015);

t
Mxy:MxyO e Tz [7]
Kde M,, je pokles magnetizace v pfi¢né rovin€, M,,, je maximélni velikost

magnetizace pii ukonceni RF pulzu, t pfedstavuje ¢as a T, je relaxacni Cas.

Relaxacni casy T, nejsou tolik zavislé na rychlych zménach vnéjSiho
magnetického pole By. Ovliviuji je ale pomalé zmény B, které maji vliv na Larmorovu

frekvenci. (Benes, Jirak a Vitek, 2015; Vassiliou et al., 2018)
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Obr. 7 Ktivka prubéhu T, relaxace Zdroj: (Vassiliou et al., 2018)

Existuje jesté tzv. efektivni T,* relaxacni Cas, ktery bere v ivahu nejen spin-
spinovou relaxaci, ale také nehomogenitu vnéjsiho magnetického pole. Vztah mezi
efektivni T,* a spin-spinovou relaxaci T, l1ze vyjadfit takto [8] (Benes, Jirak a Vitek,
2015):

L =11yAB [8]

Kde T, * je efektivni relaxa¢éni cas, T, je spin-spinova relaxace, y je
gyromagneticka konstanta a AB je pfispévek nehomogenity vnéjsiho magnetického

pole B,. (Benes, Jirak a Vitek, 2015)
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2.4 Vznik MR obrazu

Kvalita MR obrazu je zavisla na relaxac¢nich procesech a na poctu excitovanych
atomtl. MR obrazy se tak mohou li$it vV tom, jak zdlraznuji protonovou hustotu nebo jak
moc jsou ovlivnény relaxa¢nimi ¢asy. Tyto parametry se u kazdého métenti lisi podle toho,
jakou pouzijeme zobrazovaci sekvenci. Kazdd zobrazovaci sekvence pouziva jiné
nastaveni RF pulzl. Zobrazovaci sekvence se déli na dvé zakladni. Prvni z nich se nazyva
spin-echo sekvence a druha sekvence gradientniho echa. Obé tyto zakladni sekvence

popiseme podrobnéji na konci této kapitoly.

Prostorové kédovani MR signalu spociva v pouziti gradientl. Gradienty jsou
pridavna linearni magnetickd pole, jejichz magneticka indukce se sCitd s magnetickym
polem B,. Bez pouziti gradientd by bylo magnetické pole ve v§ech mistech zkoumaného
vzorku stejné. Protoze Larmorova frekvence je umérnd magnetickému poli, byla
by i ta pro vSechny dané body stejna. Bez pouziti gradientl bychom tedy zaznamenali jen
jednu rezonanc¢ni frekvenci. Pii pouziti gradientl se magnetické pole B V nckterych
mistech zesiluje a v nékterych naopak zeslabuje. Diky tomu se méni i Larmorova
frekvence a vyslednd magnetizace je zavisla na prostorovych soutfadnicich. Gradientni
magnetickd pole jsou navzdjem kolma, aby mohli kodovat signal ve tiech rovinach: X, Y

a Z. Takto lze jednoznacné urcit, z jaké oblasti chceme snimat MR signal.

Prostorové kodovani se provadi v soufadnicich X, Y a Z. Po absorbovani energie
z RF pulzu se vektor celkové magnetizace vychyli z 0sy Z do roviny XY. Pokud do této
roviny umistime piijimaci civku, po skon¢eni RF pulzu se v ni za¢ne generovat elektricky
proud. To je zplisobeno precesnim pohybem vektoru magnetizace. Takto ziskany signal

se oznacuje FID signal z anglického Free Induction Decay (obr. 8.).
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Obr. 8 FID signal po skonCeni RF pulzu (amplituda klesd kvuli relaxadnim procestim)

Zdroj: (Sedlat, Staffa a Mornstein, 2014)

Na ziskany FID signal mizeme pouZit tzv. Fourierovu transformaci, kterd ndm
vytvoii frekvenéni spektrum tohoto signalu. Toto spektrum odpovida Larmorové

frekvenci vSech ¢astic ze snimané oblasti.

Kontrast MR obrazu je dale ovlivnén dvéma zakladnimi parametry. Prvni z nich
je repeticni Cas a druhy echo ¢as. (Benes, Jirak a Vitek, 2015; Sedlaf, Staffa a Mornstein,
2014)

2.4.1 Repetic¢ni ¢as

Repeticni Cas se také znaci TR (anglicky time repetition). Jedna se o prodlevu
mezi dvéma excitanimi RF pulzy. Repeti¢ni ¢as ovlivituje hlavné kontrast dany
T; relaxaci. Kratké TR umoziuji rychlejsi skenovani, ale mohou vést k hor§imu kontrastu
mezi riznymi tkdnémi, zatimco del§i TR mohou zlepsit kontrast, ale zpomalit skenovani.

(Benes, Jirdk a Vitek, 2015)
2.4.2 Echo ¢as

Echo ¢as se také znaci TE (anglicky echo time). Jedna se o dobu mezi excitaénim
RF pulzem a sbérem dat. Echo ¢as ovliviiuje hlavné kontrast dany T, relaxaci. Kratky
echo ¢as produkuje T2 vaZeny kontrast, zatimco delsi echo ¢as produkuje T2* vazeny

kontrast. (Benes, Jirak a Vitek, 2015)
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2.4.3 Spin —echo sekvence

Tato sekvence se sklada z gradientl a 90° excitaéniho pulzu. Obsahuje ale jeste
jeden RF pulz, a to 180° v ¢ase TE/2. Diky tomuto druhému pulzu se v ¢ase TE opétovné
sfazuji vSechny magnetické momenty a ziskame tak vétsi MR signal. (Benes, Jirak

a Vitek, 2015)
2.4.4 Sekvence gradientniho echa

Tato sekvence, na rozdil od spin — echo sekvence, neobsahuje 180° pulz. Echo
se tvoii diky bipolarnimu excitaénimu gradientu. Sekvence gradientniho echa je

zakladem pro rychlé zobrazovaci techniky. (Benes, Jirdk a Vitek, 2015)
2.5 Kontrastni latky pro MRI

Kontrastni latky se pouzivaji pro zlepsSeni kontrastu v MR obrazu. Vétsi kontrast
nam umoznuje zobrazeni struktur, které bychom na snimcich bez kontrastni latky
nezaznamenali. Kontrastni latky nejcastéji podavame intravendzné, nékteré lze ale také
podavat 1 peroralné. Kontrastni latky jsou dnes velice uZiteCnym néstrojem pro zlepSeni
kontrastu MRI obrazu a déa se oc¢ekavat, Ze v budoucnu bude jejich vyznam stale vétsi.

(Pulpanova, 2019)

Pro MRI vySetfeni se nejCastéji pouzivaji paramagnetické latky, jako je
napf. gadolinium, Zelezo, mangan nebo chrom. Paramagnetické kontrastni latky

usnadiuji relaxaci protonl a zkracuji tak relaxac¢ni Casy.

Kontrastni latky mizeme obecné rozdélit na pozitivni a negativni kontrastni latky.
Pozitivni kontrastni latky ovliviiuji relaxacni casy hlavné v patologické tkani, zatimco
negativni kontrastni latky zkracuji relaxacni ¢asy ve zdravé tkani. (Vodrazkova 2019;

Kafkova, 2019)

Kromé paramagnetickych kontrastnich latek také existuji
tzv. superparamagnetické. Tyto kontrastni latky jsou zaloZené na nanocasticich oxida
Zeleza a pouzivaji se napf. pro zobrazovani transplantovanych kmenovych bunck nebo

pankreatickych ostravku. (Jirdk, 2017)
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2.5.1 MultiHance

MultiHance je paramagneticka kontrastni latka na bazi gadolinia. Podava
se pacientovi intravenozné. Gadoliniové kontrastni latky se v klinické praxi pouzivaji
od roku 1998 a staly se nejCastéji pouzivanymi kontrastnimi latkami pii MRI.
Predchiidcem kontrastni latky s obchodim ozna¢enim MultiHance byla kontrastni latky
s ozna¢enim Gadovist. Gadovist je chemicky gadobutrol a pfi jeho pouziti se Casto
vyskytovaly nezadouci vedlejsi ucinky. Pacientim, které cekalo dalsi MRI vySetfeni
a po podani Gadovistu trpéli nezddoucimi vedlejSimi G€inky, bylo misto Gadovistu
podano MultiHance. MultiHance je chemicky gadobenat dimeglumin a vétSina pacientd,
ktera byli intolerantni ke Gadovistu, byla tolerantni k MultiHance a zadné vedlejsi G¢inky
se u téchto pacientli neobjevily. MultiHance se na trh dodavaji v injekénich lahvi¢kach

(obr. 9).(Malone et al., 2020)

Obr. 9 Injekéni lahvicka MultiHance. Zdroj: Autor
2.6Metformin a cyklosporin

Metformin i cyklosporin jsou latky, které se hojn€ vyuzivaji ve farmacii pro 1é¢bu
riznych onemocnéni. V nas$i praci se s nimi zabyvame, protoze sledujeme jejich ucinky
na jaterni tkan, do které byly transplantovany pankreatické ostriivky. Je diilezité zminit,
ze tyto latky spolu nemaji nic spolecného, jejich ucinky sledujeme na dvou odlisnych

skupinach laboratornich potkani. (Fabryova, 2023)
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2.6.1 Metformin

Metformin se fadi do skupiny antidiabetickych 1éCiv. LéCi se jim prevazné
diabetes mellitus 2. typu. M4 ale jiné pozitivni u¢inky napft. na kardiovaskularni systém

nebo na stimulaci imunity. Chemicky se jedna o N,N—dimethylbiguanid. (Sojmova, 2019)
2.6.2 Cyklosporin

Cyklosporin se tfadi do skupiny imunosupresivnich 1é¢iv. Uziva se hlavné
po organovych transplantacich nebo pifi 1é€bé autoimunitnich onemocnéni. Jedna
se 0 cyklicky polypeptid, ktery je specifickym inhibitorem T lymfocyti. (Suchy,
Grundmann, 2019)
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3 Prakticka cast

V praktické ¢asti této prace jsme se zaméfili na hledani a vyhodnocovani jaternich
1ézi u laboratornich potkani pomoci magnetické rezonance. Snimky byly pofizovany
magnetickou rezonanci znacky Bruker Biospec. Jednd se o experimentdlni MR
s magnetickym polem o sile 4,7 T. Pfi méfeni jsme vyuzivali kontrastni latku multihance.
Snimky jsme vyhodnocovali pomoci pocitacového programu Imagel, ve kterém jsme
rucné vyznacovali jaterni 1éze. Poté jsme nami vyznaceny obsah 1ézi prepocitali na objem

v milimetrech krychlovych.

Vsechna meéfeni probihala v Institutu klinické a experimentdlni mediciny

VvV budové Z2.
3.1 Cile a vyzkumné predpoklady/otazky

Cilem nasi prace bylo naucit se pracovat s magnetickou rezonanci a pochopit jeji
fungovani a princip. Dal§im cilem bylo naucit se vyhodnocovat snimky jater
laboratornich potkanti. Mé&feni probihalo na dvou skupinach laboratornich potkant. Prvni
skupinu tvofilo osm laboratornich potkanti s dietou na bazi metforminu. Druhou skupinu
tvofilo sedm potkanii s dietou na bazi cyklosporinu. Kazdému z téchto potkani byly
do jater implantovany pankreatické ostrivky. Ty mohou v jatrech zpusobovat
patologické zmény a v tomto experimentu se zkoumalo, zda na vznik téchto patologii
maji vliv bézn¢ uzivané 1éky pii 1écbé diabetu, coz je napt. metformin, nebo
imunosupresivni 1éCiva, které se uZzivaji po transplantacich, coZ je napt. cyklosporin.
Vysledkem praktické ¢asti této prace by mély byt volumetrie jaternich 1€zi a jejich vyvoj

V Case.
3.2 Metody

Nejdiive bychom méli pfesnéji uvést, pro¢ se tento experiment s laboratornimi
potkany viibec provadé¢l. Jak uz bylo zminéno vySe, do jater téchto potkani byly
transplantovany pankreatické ostrivky. Transplantace izolovanych pankreatickych
ostruvkd od zdravého darce je jeden z modernich zpusobu, jak 1é¢it diabetes mellitus
prvniho typu. Pankreatické ostrivky se transplantuji do jater diabetického pacienta.
ProtoZe se vSak pankreatické ostrlivky v jatrech pfirozené nevyskytuji, mohou zplsobit

zménu v jaterni tkdni a struktufe. Aby se tento nezadouci efekt po transplantaci dal
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potvrdit, monitoruji se jatra modelovych zvifat, kterd tuto transplantaci prodélala.
Zkouma se, jestli na vznik a riist zaznamenanych zmén v jaterni tkani maji vliv 1éky, které
se V klinické praxi bézn¢ pouzivaji. Jak uz bylo zminéno, jedna se o metformin uzivany

pfi 1é¢bé diabetu a cyklosporin, ktery se uziva po transplantacich.

Pro vySetfovani modelovych zvitat se jako nejlepsi metoda osvéd¢ilo MRI. Je to
hlavné kvuli dostatecné citlivosti a minimalni invazivnosti oproti jinym metodam.
Metoda MR umoznila sledovat vyvoj jaterni tkané v ¢ase. Potkani byli sledovani celkem
jedenact meésici po transplantaci pankreatickych ostravkd. Prvni méfeni bylo

uskute¢néno vzdy tfi mésice po transplantaci. (Fabryova, 2023)
3.2.1 Modelova zvirata

Jak uz bylo feceno vyse, sledovali jsme dvé hlavni skupiny laboratornich potkand.
Jednalo se jen o samce. Prvni skupinu tvofilo osm jedincu, kterym byly do jater
implantovany pankreatické ostrivky v 1ét€ roku 2021 a méfeni tak probihala od fijna 2021
az do Cervna 2022. Tato skupina dostavala specialni stravu s obsahem metforminu.
Potkani byli rozdéleni na dvé podskupiny po ctyfech jedincich. Rozdil mezi témito
podskupinami byl pouze vtom, Zze Ctyfem potkanim byly pankreatické ostravky
transplantovany o ¢trnact dni dfive nez zbylym &tyfem. Potkani prvni podskupiny byly
oznaceni jako MF1, MF2, MF3 a MF4. Potkani druhé podskupiny byli oznaceni jako
MF5, MF6, MF7 a MF8. Mg¢éfeni tedy probihala kazdé dva tydny a pii kazdém méteni

byli vySetfovani ¢tyfi potkani.

Druhou skupinu tvofilo sedm jedinct, kteti také prodélali transplantaci
pankreatickych ostrivku do jater. Tato skupina byla rozdélena na tfi podskupiny podle
toho, kdy jim byly ostrivky implantovany. Prvni podskupinu tvofili tfi jedinci
s oznacenim CS1, CS2 a CS3. Témto tfem potkanim byly pankreatické ostravky
implantovany v ¢ervnu roku 2022. Druhou podskupinu tvofili dva jedinci s oznacenim
CS4 a CSS5. Tyto dva prodélali transplantaci v Cervenci roku 2022. Tteti a posledni
podskupina byla tvofena opét dvéma jedinci, ktefi byli oznaceni jako CS6 a CS7. U téch

probéhla transplantace v zafi roku 2022.

Pro tento experiment s transplantacemi pankreatickych ostrivkd do jater byl
vybran inbredni kmen potkanti Brown Norway (obr. 10). Tento kmen je ¢asto pouzivan

na transplantacni experimenty a to hned z nékolika ditvodt. Hlavnim diivodem je, Ze tento
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kmen netrpi inzulinovou rezistenci a po transplantaci pankreatickych ostriivkl neni nutné
pouzivat imunosupresivni medikaci. Dal§i vyhodou je, ze vysledky experimentu
nemiiZou byt ovlivnény genetickou variabilitou, protoze zkoumani jedinci jsou geneticky

prakticky stejni.

Institut klinické a experimentalni mediciny disponuje vlastnim zvifetnikem,
ve kterém chové zvifata urcend k experimentlim. Zvifata jsou zde chovana podle vSech
norem a etickych pravidel pro ochranu zvifat. Potkani pouziti v tomto experimentu byli
chovani ve standardnim chovu s volnym piistupem k pitné vodé a krmivu, dennim
rezimem se stfidanim svétla a tmy v intervalech 12/12 hodin a také pfi konstantni teploté
a vlhkosti vzduchu (obr. 11).

Veskeré experimenty nejenom na potkanech, ale i na jinych zvifatech chovanych
ve zvifetniku Institutu klinické a experimentidlni mediciny, jsou provadény podle
protokolii schvalenych etickou komisi na ochranu zvifat. Po ukonceni experimentu jsou
zvifata uvedena do stavu celkové anestezie, aby jim mohly byt odebrany potiebné vzorky
(napf. tkani nebo télnich tekutin) a poté usmrcena pfedepsanym zptisobem. (Fébryova,
2023)

Obr. 10 Skupina potkani MF1-MF4. Na obrazku miZzete vidét jejich potravu ve formé granuli
a pitka s filtrovanou vodou. Potkani byli ptivodné pohromadé v jednom boxu, ale protoze mezi nimi

dochazelo k bojim, byli rozdéleni do dvou boxt. Zdroj: Autor
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Obr. 11 Speciélni sktin, do které se ukladaji boxy a klece s Zivymi modelovymi zvitaty. Daji

se zde nastavit parametry vnitiniho prosttedi, jako je napf. teplota nebo vlhkost vzduchu. Zdroj: Autor

3.2.2 Ptiprava pomiicek a pracovniho stolu

Pti méfeni budeme potitebovat nékolik nastrojii a pomucek. Je dilezité hned
na zacatek poznamenat, ze celou dobu pracujeme v blizkosti velmi silného magnetického
pole, takZe musime byt opatrni pfi pouZivani magnetickych kovovych néstroji. Né&které
véci nemusi byt celé kovové, ale mohou obsahovat jen néjakou kovovou cEést
(napt. kancelatské Zidle). Méli bychom tedy se vSemi takovymi vécmi zachdzet opatrné
a mit vzdy na mysli, Zze bychom se s nimi nem¢li ptibliZovat ptili§ blizko MR. To samé

plati i pro elektroniku (mobily, notebooky atd.).

Jako prvni si tedy ptipravime pracovni stiil. Zapneme zdroj napajeni pro osvétleni
a ohfivac¢ vody (obr. 12). Ohtiva¢ vody je dilezity, protoze MR je chlazena tekutym
heliem (aby magnet dosahl supravodivosti), jehoz teplota se pohybuje kolem -270 °C.
Aby u modelovych zvitat nedoslo k podchlazenti, je do jejich drzakl napojen piivod teplé
vody. Ta cirkuluje mezi drzakem a ohfivaCem a ze spodu zahfiva modelova zvifata.

Teplotu vody jsme u kazdého méteni nastavovali na 45 °C.
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Obr. 12 Ohtiva¢ vody pro vyhiivani modelovych zvifat. Zdroj: Autor

Dale si na stll pfipravime potfebné nastroje (obr. 13). Pfi méfeni a manipulaci
s modelovymi zvifaty budeme potfebovat papirové ubrousky nebo bunicinu, nizky,
pinzetu, lihovy fix, lepici pasku, gel na o€i, kanylu, injekéni stfikaCku s namichanou
kontrastni latkou (podrobné&ji popiSeme v nasledujici podkapitole), nadobu s teplou

vodou a samoziejmé rukavice.

i .n?‘uf'&.'-

Obr. 13 Ptipraveny pracovni still s popisky nastroji. Zdroj: Autor
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3.2.3 Anestezie modelovych zvirat

Kazdy potkan prodélava méfeni v celkové anestezii. Potkany zavieme
do specialniho sklenéného boxu, do kterého se hadickou pousti anestetikum z odpafovace
(obr.14). Na dno boxu dame par vrstev ubrouskt ¢i buniéiny, protoze potkani se Casto
pomoci ¢i pokaleji. Béhem uspavani v boxu musime sledovat, zda neni potkan
namacknuty okem na sténu boxu. Zvifata totiz pii anestezii nezaviraji o¢i, mohlo

by se stat, Ze se oko pfilepi ke sténé boxu.

Vsechny anesteziologické odpafovace maji specificky nastavec na dopliovani
anestetika. Stejné tak kazdy druh anestetika ma specificky tvar vicka lahvicky. To je
Z toho diivodu, aby nemohlo dojit k zdméné anestetik. Dale mé& odpafova¢ regulator
koncentrace anestetika v rozsahu od 0 do 5 %. Tento regulator je také zajistén pojistkou,

aby nemohlo dojit k nechténé manipulaci.

Regulator koncentrace

»

Obr. 14 Odpatovac s popisky. Zdroj: Autor

Jako anestetikum jsme pouzivali isofluran. Isofluran je bezbarva a Cira kapalina.
Dnes se uz u lidi jako anestetikum témét nevyuziva kvili drazdéni dychacich cest
amoznému riziku vynechdvani nebo zastavy dychani. Toto riziko ovSem hrozi
i U laboratornich zvifat, protoze laboratorni zvifata béhem inhala¢ni anestezie reflexivné
zadrzuji dech, proto je nutné neustale sledovat frekvenci dychani (obr. 15). (Barash,

Cullen a Stoelting, 2015; Sidlerova, Vasi¢ek, 2014)
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Obr. 15 Monitor frekvence dychani. Zdroj: Autor

Regulator odpafovace nastavime na nejvys$§i moznou davku, a to je 5 %.
Kwvili velikosti uspavaciho boxu trva zhruba pét minut, nez potkan upadne do celkové
anestezie tak hluboké, aby se s nim dalo bez problému manipulovat a aby béhem méfeni

nic necitil. Béhem téchto péti minut si mizeme pripravit dalsi potfebné véci k méteni.
3.2.4 Priprava kontrastni latky pifed mérenim

Dalsim krokem je ptiprava kontrastni latky. Jak uz bylo feceno, pfi vSech téchto
mefenich jsme pouzivali kontrastni latku s ndzvem MultiHance. Kontrastni latka
se podava fedéna s destilovanou vodou Vv poméru 2:3. MultiHance se musi uchovavat

v chladu, skladujeme ho tedy v laboratorni lednici.

Pro méfeni Ctyt potkanli jsme si ptipravovali 750 pl kontrastu. Kazdy potkan musi
pii kazdém meéieni dostat intravendzné 150 pl nafedéné kontrastni latky. V poméru 2:3 to
tedy vychazi na 300 pl kontrastni latky MultiHance a 450 pl destilované vody.
450 pl nabereme pomoci pipety z banky s destilovanou vodou a ptelijeme do prazdné
zkumavky. 300 pl kontrastni latky musime z injekéni lahvi¢ky nabrat injekéni stiikackou
kvuli specialnimu gumovému vicku. MultiHance ihned po nabrani daného mnozstvi
musime vratit zpét do lednice. 300 pl MultiHance z injekéni stiikacky pak vstiikneme
do zkumavky s piipravenymi 450 pl destilované vody. Zkumavku uzavieme a pomoci
zafizeni vortex mixéru pofadné¢ promichame. Mame tedy pfipravenou zkumavku
se 750 ul kontrastu. Béhem piipravy kontrastni latky bychom stdle méli sledovat

frekvenci dychéani uspavaného potkana a zda se nelepi okem na sténu boxu.
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3.2.5 Priprava a kanylace uspaného potkana

Po tom, co potkan upadne do celkové anestezie, ho miizeme pfipravit na samotné
vysetieni. Nez otevieme viko uspavaciho boxu a potkana vyndame, je tieba vypojit
Z boxu hadicku s anestetikem a piipojit na ni naustek. Snizime taky davku anestetika

z 5% na 3 % a poté ji upravujeme podle frekvence dychani.

Poté otevieme viko uspévaciho boxu, uchopime potkana za kiizi za krkem,
opatrn¢ ho vytdhneme a polozime na pfipravenou bunié¢inu. Pfendani potkana z boxu
na stil musi probéhnout co nejrychleji, aby se potkan nezacal probouzet z anestezie.
Potkana polozime na bficho tak, aby mu ocas visel pies okraj stolu (bude se nam Iépe
kanylovat). Pfi manipulaci s potkanem pouzivame pokazdé gumové rukavice. Pokud
mame potkana v poloze na bfiSe s ocasem pies okraj stolu, pfipevnime mi na ¢umak
naustek. Jak uz bylo feceno, naustek je pripojen na hadicku s anestetikem. Naustek je
tieba napasovat na cumdk co nejtésnéji, aby zlstala zachovana celkova anestezie.
Napasovany ndustek pfipevnime kouskem lepici pasky ke stolu, aby se neuvolnil.

Musime pfitom dévat pozor, abychom nepfilepili ke stolu i hmatové vousky potkana.

Pokud potkan nejevi znamky probouzeni, mizeme pokracovat v jeho ptipravé
na méteni. Ze vseho nejdiive mu musime namazat oci o€nim gelem, protoze jak uz bylo
feceno vySe, potkani ani jind zvitata pii celkové anestezii o¢i nezaviraji. ProtoZze méteni
trva vétSinou 45 minut az hodinu, doslo by k vysuSeni a poskozeni o¢i. Po namazani o¢i
o¢nim gelem vezmeme lihovy fix a zvyraznime oznaceni na ocase potkana. Kazdy potkan
ma na ocase prouzek nebo nékolik prouzkii, aby bylo mozné od sebe rozeznat jednotlivé
potkany. Pfi obtahovani prouzkii na ocase je tieba byt jemny, protoze ocas potkant je

velmi citlivy a mohli bychom ho podrazdit nebo odfit.

Nasledujicim krokem je kanylace. K tomu potiebujeme kanylu a nadobu s teplou
vodou. Do nadoby s teplou vodou ponofime na cca minutu ocas potkana. Voda v nadobé
by méla mit teplotu idealné mezi 43-45 °C a je to z toho divodu, aby se v ocase roztahly
cévy. Pokud by voda méla nizsi teplotu, cévy by se neroztdhly a kanylace by byla naro¢na.
Naopak pokud by voda méla teplotu vyssi nez 45 °C hrozilo by popaleni. Pouzivali jsme
teplou vodu z kohoutku a jeji teplotu jsme nasledné ovétrovali rtutovym teplomérem.

Pokud byla voda moc horka, jednoduse jsme trochu odlili a ptidali trochu studené vody.
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Kanylujeme tedy potkaniiv ocas. Vzdy zaciname s kanylaci co nejnize. Pokud
se nam kanylace na prvni pokus nepodaii, miZzeme se vzdy posunout vyse. V ptipadé,
ze bychom propichli cévu v horni ¢asti ocasu, bylo by kviili krvaceni a niz§imu pritoku
vzdy postupujeme odspoda nahoru. Pokud se nam nedaii ocas nakanylovat opakovang, je
lepsi provést méfeni bez kontrastu, nez abychom do ocasu pichali na vice mistech.
Béhem trvani experimentu se ndm kanylace nepodafila ze v§ech méfeni dvakrat (bude

poznamendano v kapitole Analyza vyzkumnych dat).

Pokud mame ocas nakanylovany, uzavieme kanylu vickem. Stiikacku
s kontrastem pfipojime ke kanyle az pozdéji, aby se nam s potkanem lépe manipulovalo.
Po kanylaci nasleduje pfemisténi a upevnéni potkana k drzaku hlodavct. Potkanovi
sundadme naustek z ¢umdku. Znovu potkana opatrné uchopime za kizi za krkem
a pfeneseme ho na plastovy drzék na hlodavce (obr. 16). Potkana poloZime opét na bficho.
K drzéku hlodavct je ptilepeny i respiracni senzor, takze od této chvile mizeme sledovat
dechovou frekvenci na monitoru. Respira¢ni senzor by mél mit potkan pod hrudnikem,
aby byl signal co nejpiesnéjsi. Pinzetou mu otevieme tlamu, aby se mohl zuby zakousnout
do otvoru v plastovém drzaku. Po zakousnuti ihned znovu napasujeme na cumak naustek
spojeny s odpafovacem anestetika a prilepime ho k drzdku kouskem lepici pasky.

Potkandv ¢umak i ndustek by tak mély byt pevné zafixovany k drzaku.

Obr. 16 Drzak na hlodavce s popisky. Zdroj: Autor

Potkana k drzaku ptipevnime tak, Ze ho pfilepime také kouskem lepici pasky. Je
vhodné tento kousek lepici pasky napt. né€kolikrat prilepit k desce stolu a zase odlepit,
aby se k srsti potkana nepfilepil tak silné a pfi odlepovani mu netrhal chlupy. Potkanovi
dale natdhneme zadni nohy a ocas. Predni nohy zastr¢éime pod potkana,
aby se pfi vkladani do MR nemohli nikde zapficit. Potkan je tedy pfipraveny na drzaku a
posledni véc, co zbyva, je pfipojit ke kanyle stiikacku s kontrastem.
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Injekéni stiikaCkou nabereme 150 pl kontrastni latky ze zkumavky, kterou jsme
si ptipravili béhem uspavani potkana. Nez piipojime stiikacku ke kanyle, je nutné
zkontrolovat, zda Vv kapaliné nejsou zadné bublinky. Bublinky by potkanovi mohly
zpisobit napf. ischemii nebo trombdézu. Je proto lepsi nabirat kontrast stiikackou

bez jehly, v nabrané kapaling je pak mén¢ bublinek.

Na zavér ptipravy potkana je dobré spojit vSechny hadicky vedouci k drzaku
lepici paskou. Spojime si tak dohromady hadicku s anestezii, dvé hadicky s teplou vodou
a také kabel od respira¢niho senzoru. Diky tomu se nam pak bude s drzakem 1épe
manipulovat. Po splnéni vSech vySe uvedenych krokl jsou potkan i1 kontrastni latka

ptipraveni k méteni (obr. 17).

Obr. 17 Potkan t&sné pted vlozenim do MR pfistroje. Zdroj: Autor

3.2.6 Priprava civky a pribéh MR méreni

Meéfeni probihd za pomoci komeréné dostupné objemové civky znacky Bruker
(obr. 18). Jedna se 0 rezonatorovou civku. Civku umistime a pfipevnime pomoci
utahovacich Sroubi do MR pfistroje také znacky Bruker, s magnetickym polem 4,7 T.
Ze zadni strany MR civku zapojime a nasledné¢ naladime. Na pocitaci si v softwaru
pro MRI zvolime ¢i zalozime pacienta a studii. Poté zvolime typ sekvence, kterou chceme

m¢éfit a upravime si jeji parametry. U tohoto méfeni jsme pouZzivali 2 typy sekvenci.

Prvni sekvence byla méfena bez kontrastni latky a méla nasledujici parametry:
koronarni fezy, TR = 111,7 ms, TE = 3,7 ms, slice thicknes s = 1,5 mm,
interslice distance = 2 mm, number of slices = 13, scan time =3 m 48 s, FOV = 6,5 cm,
FA = 90°, matrix =256 x 256. Tuto sekvenci jsme pouzivali spiSe jako kontrolni,

abychom vidéli, zda mame spravné nastavenou geometrii a zda na snimcich uvidime cela
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jatra. Po skonceni této sekvence aplikujeme kontrastni latku stiikackou ptes kanylu

do krevniho fecisté potkana.

Druhou sekvenci spustime hned po aplikaci kontrastni latky. Druha sekvence ma
tyto parametry: koronarni fezy, TR = 115 ms, TE = 3,7 ms, slice thicknes s = 1,5 mm,
interslice distance = 1,5 mm, number of slices = 13, scan time =7 m 51 s, FOV = 6,5 cm,
FA =90°, matrix = 256 x 256. Touto sekvenci mefime dvakrat po sobé, abychom pokryli
cely objem jater. Zménime pouze nastaveni geometrie tak, aby na sebe snimky plynule

navazovaly.

Po skonceni téchto tii sekvenci vytahneme drzak s potkanem z civky. Jako prvni
mu odpojime kanylu, dokud je stale v celkové anestezii. Pokud ranka po vytahnuti kanyly
krvaci, je nutné ranu otfit a pockat, dokud krvacet nepiestane. Po odpojeni kanyly
vypneme piivod anestezie a sunddme potkana z drzdku. Opét s nim manipulujeme citlivé
a zveddme ho za volnou kuzi za krkem. Polozime ho zpatky do klece na bok a chvili
pozorujeme, zda dycha pravidelné a jestli jevi znamky probouzeni. Po probuzeni je

patrné, Ze je potkan zmateny a hazi sebou. Po chvili je ale plné pfi védomi.

Stejné postupujeme i u nasledujicich potkant. V ptipadé metforminové skupiny
jsme takto méfili Ctyti potkany po sobé. U cyklosporinové skupiny jsme méfili u prvni

podskupiny tfi jedince za sebou, u druhé dva jedince a u tieti podskupiny také dva jedince.

Po skonceni méfeni je dualezité vratit klece s potkany do specidlni skiiné
S ptedepsanou teplotou a vlhkosti, vydezinfikovat a umyt vSechny pouzité nastroje,

pracovni stiil a uspavaci box.

Obr. 18 Objemova civka—pohled shora (vlevo) a pohled dovniti civky (vpravo), fotky nejsou

ve stejném meéftitku. Zdroj: Autor
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3.3 Analyza vyzkumnych dat

3.3.1 Vyhodnocovani jaternich lézi

Pojem léze znamena v medicing jakoukoli abnormalitu ¢i poskozeni tkan¢. U jater
patii mezi nejCastéjsi typy lézi steatoza (zvysSeni tukové tkan€), hyperplazie (zvySeni
poctu bunék) nebo tumory. V této praci se ale nebudeme zamétovat na piesnou diagnézu

1ézi, ale na jejich objem. (Grazioli et al., 2017)

Nameétena raw data jsme zkomprimovali do ZIP soubor@, abychom si je mohli
poslat a nasledné¢ vyhodnotit. Zobrazovani a vyhodnocovani raw dat jsme provadéli

pomoci pocitacového programu Imagel.

Imagel] je voln¢ dostupny software pro analyzu a zpracovani obrazu. Vyvinul ho
National Institutes of Health v USA. Tento program byl naprogramovan jazykem Java.
Jeho oteviena architektura umoznuje rozsifeni programu diky tzv. pluginiim. Ty si mohou
uzivatelé dokonce navrhnout a naprogramovat sami. ImageJ Ize pustit i v prohlize¢i.

(Schneider, Rasband a Eliceiri, 2012; Burger a Burge, 2008)

My jsme si ale ImageJ stahli a nainstalovali a pro vyhodnocovani snimka jsme
pouzivali verzi 1.53t. Po spusténi programu klikneme na zalozku File, z nabidky
vybereme moznost Import a z nabizenych moznosti zvolime Raw... Poté nam program
zobrazi sloZky v zafizeni a my uZ si jen musime zvolit, jaky soubor chceme importovat
a oteviit. V naSem piipadé se jednalo o raw data z MRI, které ndm ImagelJ zobrazi jako
MRI snimek. Pro spravné zobrazeni snimki je nutné spravné nastavit vstupni parametry

(obr. 19).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojo/c@ /|« |Alojm A o fe|”] | | |*
importing: 2dseq
b

Image type: |16-bit Unsigned v

width: [256  piels

Height [256  pixels
Offset to firstimage: ’07 bytes
Number of images: [1000

Gap between images: |0 bytes

I white is zero

[V Little-endian byte order
I Open all files in folder
I Use virtual stack

OK Cancel | Help

Obr. 19 Ukazka prostfedi programu ImagelJ a zadavani vstupnich parametrd pro import raw dat.
Zdroj: Autor
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Po kliknuti na OK ndm program zobrazi MRI snimky. Léze jsme vyznacovali
rucné (na list€¢ programu jsme zvolili funkci Freehand selections). Vyhodnocovali jsme
pouze snimky zdruhé sekvence. Protoze jsme tuto sekvenci spoustéli dvakrat
(kvuli zméné geometrie), mame K vyhodnocovani celkem 26 snimkt z kazdého potkana
Z jednoho meéteni. Béhem celého experimentu jsme tedy prochdzeli a vyhodnocovali
celkem 2964 snimkt (1 872 snimkl skupiny metformin a 1 092 snimk u skupiny
cyklosporin). Je ale dilezité poznamenat, ze ne na vSech snimcich byly zabrany jatra.
Zejména nékolik prvnich snimku ze zacatku sekvence zasahovalo do oblasti srdce a plic

a naopak na snimcich z konce sekvence byly zobrazeny napft. i stfeva a ledviny.

Diky pouziti kontrastni latky MultiHance se 1éze jevi tmavsi nez zdrava jaterni
tkan. Ne vSechny tmavé oblasti na snimcich jsou 1éze. Nejvice tmavé struktury jsou duté

organy, jako napftiklad plice, zaludek ¢i stieva (obr. 20).

Obr. 20 MRI snimek potkanich jater s vyznalenymi lézemi a s popisky dalSich struktur.
Zdroj: Autor

Timto zplisobem vyznacujeme vlastnorucné na vSech snimcich viditelné 1éze.
Po oznaceni léze stiskneme Ctrl + M a obsah vyznacené oblasti v pixelech se nam uloZi
do tabulky (Obr. 21). V této tabulce poté najdeme zaznamenany velikosti nami
oznacenych oblasti v pixelech. Hodnoty z tabulky pak mizeme jednoduse zkopirovat

a vlozit do excelu, ve kterém spocitdme celkovy soucet vyznacené oblasti. Tim ziskame
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prvni dilezity udaj potfebny pro vypocet volumetrie. DalSimi udaji potiebnymi
pro vypocet skutecného objemu 1ézi jsou FOV, matrix a tloustka vrstvy. Nasledujici

vypocet vypada nasledovné [7]:

FOV
matrix

)2 - slice thickness - Ylarea [7]

V=(

FOV m¢lo téméf u vSech méfeni hodnotu 65 mm, matrix mél vzdy hodnotu 256
a tloustka vrstvy byla vzdy 1,5 mm. FOV vydé€lime matrixem a tento vysledek umocnime
na druhou. Vysledné ¢islo poté vynasobime tloustkou vrstvy a celkovym souctem

vyznacené oblasti. Takto ziskAme objem ndmi vyzna&enych 1ézi v mm3.

File Edit Font Results

|Area ]Mean |Min [Max | -
608 59654 043 203 13864

102 9196618 5872 16549

14 10302429 8842 13131

9 6895778 6015 8534

86 4706.732 2219 7839

16 T706.000 6015 9990

o th B W R =

|4l

p I
Obr. 21 Tabulka s hodnotami vyznaéenych oblasti. Zdroj: Autor
Nasleduji tabulka a grafy s hodnotami volumetrii. U skupiny metformin jsme

volumetrie vzdy porovnavali s konzultantkou Bc. Denisou Pilpanovou a pokud jsme

se lisili o vice nez 15 %, tak jsme hledali neshody a konzultovali, v ¢em a proc€ se o tolik
lisime. Jelikoz skupinu cyklosporin jsem uz hodnotil pouze sam, rozhodl jsem se uvést

I pro skupinu metformin volumetrie takové, jak jsem je vyhodnotil puvodné (tab. 1), tedy

jesté pred konzultacemi. Sice se tim nejspis zvysi nepiesnost vysledkd, ale exponencialni

rust objemu 1ézi se i tak prokazal (grafy 1-15). U vSech graf byla pouzita jako chybova

usecka standardni chyba.

Tab. 1 V tabulce jsou uvedeny pocty vyznacenych pixelli a pfepocet na objem. Zaméme jsme
vlozili tidaje obou skupin, aby se mezi sebou daly porovnavat. Zdroj: Autor

1st

measurement [px] | [mm?3] [px] [mm?3]
MF1| 149 14,41 | CS1 121 11,70
MF2| 69 6,67 |CS2 36 3,48
MF3| 56 5,42 |CS3 103 9,96
MF4 | 66 6,38 |CS4 71 6,87
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MF5| 53 5,13 |CS5 28 2,71
MF6| 14 1,35 |CS6 338 32,69
MF7| 69 6,67 |CS7 19 1,84
MF8| 23 2,22

2nd measurement
MF1| 386 37,33 |CS1 161 15,57
MF2| 233 22,53 |CS2 142 13,73
MF3| 276 26,69 |CS3 411 39,74
MF4| 500 | 48,35 |CS4 154 14,89
MF5| 200 19,34 | CS5 109 10,54
MF6| 123 11,89 |CS6 1274 123,20
MF7 | 549 53,09 |CS7 38 3,67
MF8 | 227 21,95

3rd measurement
MF1| 846 81,81 |CS1 1143 110,53
MF2| 532 51,45 |CS2 2800 | 270,77
MF3| 1274 | 123,20 |CS3 1392 134,61
MF4 | 1251 | 120,97 |CS4 319 30,85
MF5| 284 | 27,46 |CS5 541 52,32
MF6| 155 14,99 |CS6 4844 | 468,43
MF7 | 1863 | 180,16 |CS7 387 37,42
MF8| 348 33,65

4th measurement
MF1| 1757 | 169,91 |CS1 1699 164,30
MF2 | 2667 | 257,91 | CS2 10471 | 1012,57

no contrast | MF3 | 981 94,87 |CS3 5789 559,81
MF4 | 2249 | 217,48 |CS4 1583 153,08

no contrast | MF5| 507 49,03 |CS5 2246 217,19
MF6 | 849 82,10 |CS6 9508 | 919,45
MF7 | 3729 | 360,60 | CS7 471 45,55
MF8| 1267 | 122,52

5th measurement
MF1| 18292 |1768,88 | CS1 7010 | 677,89
MF2 | 21169 |2047,10 | CS2 50425 | 4876,23
MF3 | 15279 |1477,52 | CS3 22371 | 2163,33
MF4 | 21727 |2101,06 | CS4 5562 537,86
MF5 | 5653 | 546,66 | CS5 5874 | 568,03
MF6 | 8624 | 833,96 |CS6 | 41400 | 4003,49
MF7 |22235|2150,18 | CS7 2667 257,91
MF8 | 13385 |1294,36

6th measurement
MF1 | 20797 |2011,12 | CS1 8914 | 862,01
MF2 32299 |3123,40|CS2 |210655|20370,88
MF3 | 20494 | 1981,82 | CS3 64070 | 6195,73
MF4 | 31368 | 3033,37 | CS4 9192 888,89
MF5 | 11478 | 1109,95 | CS5 13226 | 1278,99
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MF6 | 10340 | 999,90 [CS6 | 71930 | 6955,82
MF7 | 33413 | 3231,12 | CS7 6352 614,5
MF8 | 16179 | 1564,55
7th measurement
MF1 | 19213 |1857,95
MF2 | 31200 |3017,12
MF3 | 25535 | 2469,30
MF4 | 28716 | 2776,91
MF5 | 16107 | 1557,59
MF6|11762|1137,42
MF7 | 51465 | 4976,80
MF8 | 20632 | 1995,17
8th measurement
MF1 | 26299 | 2543,18
MF2 | 33437 |3233,44
MF3 | 21641 | 2092,74
MF4 | 27284 | 2638,43
MF5 | 8186 | 791,61
MF6 | 4963 | 479,93
MF7 | 40305 | 3897,60
MF8 | 13005 | 1257,62
9th measurement
MF1 | 45877 | 4436,42
MF2 | 39034 |3774,69
MF3 | 43078 | 4165,75
MF4 | 28650 | 2770,53
MF5 | 15986 | 1545,89
MF6 | 8603 | 831,93
MF7 | 48357 | 4676,25
MF8 | 20282 | 1961,32

Z tabulky lze vycist, Ze 1éze se u obou skupin zvétSovaly podobnym tempem.
U kazdého jedince se ale liSil nartist oproti minulému méteni. V nékterych pfipadech byly
rozdily v po sob€ jdoucich méfenich mirngjsi (napt. rozdil mezi prvnim a druhym
méfenim u potkana CS27), ale jindy byly skokové (napt. rozdil mezi patym a Sestym

méfenim u potkana CS2).
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Graf 1 zobrazujici volumetrie v pribéhu 9 méfeni u potkana MF1. Zdroj: Autor

MF2
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Graf 2 zobrazujici volumetrie v prib&hu 9 méfeni u potkana MF2. Zdroj: Autor
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Graf 3 zobrazujici volumetrie v priab&éhu 9 méfeni u potkana MF3. Zdroj: Autor

MF4

5
$ 4000
£ 3000
‘v 2000
g 1000
E 0 T l _T_ l
< 1 2 3 4 5 6 7 8 9
>

Cislo méfeni

Graf 4 zobrazujici volumetrie v priibéhu 9 méfeni u potkana MF4. Zdroj: Autor
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Graf 5 zobrazujici volumetrie v pribéhu 9 méfeni u potkana MF35. Zdroj: Autor
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Graf 6 zobrazujici volumetrie v prib&éhu 9 méfeni u potkana MF6. Zdroj: Autor
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Graf 7 zobrazujici volumetrie v prib&éhu 9 méfeni u potkana MF7. Zdroj: Autor
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Graf 8 zobrazujici volumetrie v priab&éhu 9 méfeni u potkana MF8. Zdroj: Autor
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U grafii 3-8 si mizeme v§imnout, Ze pfi osmém méfeni doslo k poklesu objemu
1ézi. Nepodafilo se nam zjistit, ¢im piesné byl zptisoben tento fenomén, ale je mozné,
ze doslo k drobné regeneraci jaterni tkan€. Pfi devatém meéteni se ale ukazalo, ze rostouci

trend se zacina vracet.

Dale nasleduji grafy znazornujici vyvoj volumetrii u skupiny cyklosporin.

CS1
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o 1 2 3 4 5 6
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Graf 9 zobrazujici volumetrie v prib&éhu 6 méteni u potkana CS1. Zdroj: Autor
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Graf 10 zobrazujici volumetrie v prab&hu 6 méteni u potkana CS2. Zdroj: Autor
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Graf 11 zobrazujici volumetrie v prib&éhu 6 méteni u potkana CS3. Zdroj: Autor
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Graf 12 zobrazujici volumetrie v prib&éhu 6 méfeni u potkana CS4. Zdroj: Autor
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Graf 13 zobrazujici volumetrie v pribéhu 6 méteni u potkana CS5. Zdroj: Autor
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Graf 14 zobrazujici volumetrie v prib&hu 6 méfeni u potkana CS6. Zdroj: Autor
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Graf 15 zobrazujici volumetrie v prib&hu 6 méfeni u potkana CS7. Zdroj: Autor
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U skupiny cyklosporin je dobfe vidét exponencidlni nartst objemu 1ézi. V ptipadé
potkana CS2 (graf 10) je vidét obrovsky narist. To je dano tim, Ze u potkana CS2 mély

1éze charakter tumoru, ktery se rozrostl do velkych rozmért (obr. 22).

Obr. 22 Léze v jatrech potkana CS2, Sesté méfeni. Zdroj: Autor

3.4 Vyhodnoceni cilii a vyzkumnych otazek/predpokladi

Jako prvni cil prace jsme si stanovili pochopit princip MR a naucit se s ni
pracovat. Fungovani MR jsme pochopili diky zpracovani teoretické ¢€asti. Naucit
se pouzivat MR vpraxi se nam také podafilo, a to diky moznosti podilet

se na experimentu sledovani jaternich 1ézi u laboratornich potkant.

Béhem experimentu se ndm diky MRI podafilo prokazat, ze objem jaternich 1ézi
u laboratornich potkand po transplantaci pankreatickych ostravkd v kombinaci
s metforminem nebo cyklosporinem opravdu roste exponencialni rychlosti. Postupny

vyvoj 1ézi u jednotlivych potkant viz Ptiloha A.

Po tfech mésicich od transplantace se zacinaji objevovat jen drobné Iléze,
pravdépodobné v oblastech, kam byly pankreatické ostrivky implantovany. Postupné
se ale rozrustaji. Bud'to se objevi velké mnozstvi malych 1ézi (napt. potkan MF1), které
se Casem zveétsuji, nebo se objevi jen nékolik vétsich 1ézi (napt. potkan CS2), které také
dale zvétsuji svlij objem.

Podafilo se nam také potvrdit, Ze kontrastni latky hraji v MRI dileZitou roli.

o 24

by nemusely byt vidét viibec (obr. 23).
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Jako neplanovany cil, ktery se nam také podaftilo splnit, bylo naucit se pracovat
s modelovymi zvifaty a dodrZzovat u toho vSechny etické zasady a pravidla pro pokusy

na zviratech.

Obr. 23 Porovnani 2 stejnych snimki pred (nahofe) a po (dole) podani kontrastni latky. Sipka
ukazuje na 1ézi, kterd bez kontrastni latky nebyla vidét. Zdroj: Autor
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4 Diskuze

Co se tyce porovnavani vysledkli volumetrii s vysledky jinych podobné zamétenych
studii, tak se nam nepodafilo najit zaddnou, kterd by zkoumala vliv metforminu

a cyklosporinu na riist jaternich 1€zi po transplantaci pankreatickych ostrtivk.

Pokud jde 0 MR zobrazeni jaternich 1€ézi a jater jako takovych, v tomto piipadé se da
fici, Ze se nam v porovnani s jinymi pracemi (napf. s ¢lanky Focal liver lesions: Practical
magnetic resonance imaging approach (Matos, 2015), nebo s ¢lankem Benign focal liver
lesions: The role of magnetic resonance imaging (Gatti et al., 2022)) zobrazovani jater
ajejich 1ézi vydafilo. V obou vySe zminénych pracich v§ak probihalo MRI na lidech,

takZe srovnani s laboratornimi potkany tu také nemame.

Za nejvetsi limitaci prace se da povazovat to, ze vyhodnocovani 1ézi na MR snimcich
neni tak snadné, jak by se mohlo na prvni pohled zdat. Kontrastni latka nam sice 1éze
dobfe zvyrazni, ale i tak to chce dlouhou dobu praxe ve vyhodnocovani MR snimki,

nez i je ¢lovek opravdu jisty, co je a co neni léze.

Dalsi limitaci ptedstavovala prace s modelovymi zvitaty. Byla to sice velmi zajimava
a pfinosna zkuSenost, ale ¢loveék musi byt pii praci se zvifaty velice opatrny a méteni

muze probihat jen po omezenou dobu.

Existuje také urcit€¢ vice programi, ve kterych by se daly zobrazovat snimky
a vyhodnocovat 1éze. ImageJ byl urcité¢ spravnou volbou, ale bylo by zajimavé mit

srovnani i s jinym softwarem pro zpracovani obrazu.

Dalsi velkou otazkou je etika testovani 1é¢iv na zviratech. Nékteii lidé jsou striktné
proti tomu. | tuto problematiku jsme s vedoucim prace nékolikrat konzultovali a shodli
jsme se, ze provadéni pokusl na zvitatech neni ideélni a nikdy nebude, ale pokud takto
ziskané poznatky mohou nékomu zachranit zivot, pak nemame jinou moznost. Vyvstava
ale otazka, zda vliv metforminu a cyklosporinu u jater lidi by byl stejny. Ve vzniku
arozvoji jaternich 1ézi mohou hrat roli rizné faktory, které u modelovych zvitat v tomto

experimentu nemohly mit na léze vliv (napf. uzivani jinych 1éka ¢i navykovych latek,
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vek, zivotosprava atd.). Pokud by se jednoho dne provadéla podobna klinickd studie

na lidech, zavéry by mohly byt jiné nez u laboratornich potkand.

Béhem této prace jsme se alespont mohli na vlastni o¢i presvédcit, Zze S modelovymi
zvifaty urenym k experimentim je v Institutu klinické a experimentdlni mediciny
zachazeno velmi dobie. Je o né vzdy postardno a zaméstnanci zvifetniku dohlizeji

na to, aby jim nikdy nic nechyb¢lo.
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5 Navrh doporuceni pro praxi

Podle naseho nazoru byl experiment s metforminem a cyklosporinem navrzeny
a provedeny dobfe. Jediné, co by se dalo v praxi jesté zlepsit, je porovnavat zobrazovaci
programy a vybrat z nich ten nejvhodnéjsi na vyhodnocovani jaternich 1ézi. Nejspis
by se také dal urc¢ité navrhnout néjaky vlastni plugin, ktery by vyznacovani 1ézi v jatrech

ulehcil a zpracoval piesnéji nez Clovek.
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6 Zaveér

Cile, které¢ jsme si vytycCili na zacatku prace, jsme splnili. Prvnim cilem bylo
pochopit princip a fungovani MRI, coz se ndm diky zpracovavani teoretické Casti této

préce podafilo.

Dalsim cilem bylo naucit se méfit pomoci MR. Tento cil jsme také splnili, protoze
jsme méli moznost podilet se na experimentu s laboratornimi potkany. Experiment
zkoumal, zda ma metformin a cyklosporin néjaky vliv na vyvoj jaternich lézi
po transplantaci pankreatickych ostrivkii do jaterni tkdn€. Nase meétfeni ukazala,

ze metformin a cyklosporin maji zasadni vliv na rQst jaternich 1ézi.

Mg¢éteni probihala na piistroji MR znacky Bruker s magnetickym polem 4.7 T.
Potkani prodélavali celé méfeni v celkové anestezii. S modelovymi hlodavci bylo vzdy
zachazeno podle etickych pravidel tykajicich se pokusii na zvifatech. Na vlastni o¢i jsme
se také presvedCili, ze s pokusnymi zvifata v IKEMu je zachazeno velice dobie

a v souladu s pravy na ochranu zvifat.

Pti méfenich jsme potkaniim intravendzné aplikovali kontrastni latku MultiHance.
Demonstrovali jsme tak, Ze snimky pofizené bez pouziti kontrastni latky nejsou

tak detailni a Iéze na nich nejsou dobfe rozpoznatelné.

Nameéfend data jsme dale zpracovavali a vyhodnocovali pomoci pocitatového
programu ImagelJ. ImagelJ je volné dostupny program pro zpracovani obrazu a my jsme
ho pouZzivali na vyznacovani jaternich 1ézi. Program ndm nésledné vypocital celkovou
vyznaGenou oblast a my tak byli schopni piepocitat vyznacené pixely na mm3 .
Vypocitané volumetrie jsme v praktické ¢asti této prace prezentovali v piehledné tabulce

a grafech.

V posledni dobé bohuzel stale piibyva pacientd s diabetes mellitus 1. typu.
Transplantace pankreatickych ostrivkl od zdravych jedincti je jednou z moznosti, jak by
se tato nemoc dala 1é¢it. Bylo pro nas velice pfinosné byt soucasti experimentu, ktery by

jednou mohl mit podil na zavedeni tohoto nového 1é¢ebného postupu.
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Priloha A

V piiloze jsou vybrané MR snimky ukazujici vyvoj 1ézi v ¢ase u jednotlivych
potkanti. U skupiny metformin se jedna o snimky z prvniho, patého a devatého méteni.

U skupiny cyklosporin se jedna o snimky z prvniho, ¢tvrtého a Sestého méteni.
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