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Seznam Zkratek

MR — Magneticka rezonance

MRI — zobrazovani magnetickou rezonanci

MRS — MR spektroskopie

RF pulz — radiofrekven¢ni pulz

FID — free induction decay (signal volné precese)
ppm — parts per milion

TR — repeticni Cas

TE — echo cas

T1 — casova konstanta spin-miizkové relaxace
T2 — ¢asova konstanta spin-spinové relaxace

T2* efektivni T2

CSI — chemical shift imaging (zobrazovani pomoci chemického posunu)

MRSI — magnetic resonance spectroscopic imaging (zobrazovani pomoci MR
spektroskopie)

FE — frequency encoding

PE — phase encoding

A/D — analogoveé-digitalni

D/A — digitalngé-analogovy

NMR — nukle4rni magneticka rezonance

CPMG - Carr-Purcell-Meiboom-Gill sekvence

SNR — signal to noise ratio (pomér signalu k Sumu)

FFT — fast Fourier transform (rychla furierova transformace)
LB — Line broadening factor

GUI — graphic user interface (grafické uzivatelské rozhrani)
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MPC — 2-methacryloyloxyethylphosphorylcholin
EEP — Ethyl-3-ethoxypropionat

PAMAM - polyamidoamin

DFA — deferoxamin

ROS — reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Uvod:

Magneticka rezonance je velmi dulezitou soucasti moderni mediciny, nebot’ umoziuje
neinvazivn¢ zobrazovat vnitini struktury téla. Potfeba takovéto metody provazi medicinu
od jejiho zrodu. Tato metoda se zacala rozvijet az v druhé poloviné 20. stoleti a do
praktického vyuziti se dostala az jeho koncem. Momentalné je jednou z nejdokonalejSich

metod zobrazovani vnitinich struktur lidského organismu, a to predevsim mékkych tkani.

Hlavni vyhodou této neinvazivni metody, piedev§im oproti jinym anatomickym
zobrazovaclim pracujicim na principu pohlcovani Roentgenova zareni, je moznost

kvalitniho zobrazeni mekkych tkani bez ptfitomnosti ionizujiciho zafeni.

Oblast vyuziti magnetické rezonance je velice Sirokd. VyuZiva se ji v chemickém
priamyslu i védeckém vyzkumu a ve zdravotnictvi. Zde je vyuzivana piedevsim k studiu
patologii mékkych tkani a tumort, je ale mozné vyuzit ji i ve specifictéjsich aplikacich.
Napt. existuje funkéni magnetické rezonance, ktera v case sleduje aktivitu mozku, nebo
MR spektroskopie, kterd velmi kvalitné umoznuje sledovat chemické vlastnosti a tim i
chemické slozeni. V klinické praxi je vyuzivana kuptikladu ke sledovani zastoupeni

jednotlivych metabolitti v mozku.

Vysledny obraz vznikd zpracovanim odpoveédi spinového systému na vyslané
radiofrekvencni pulzy a je tvofen stupni Sedi. hodnotu téchto stupili Sedi nelze urcovat
absolutné, nybrz pouze relativné k ostatnim tkanim. Kontrast MR zobrazeni je velkou
mérou dan chemickymi vlastnostmi zkoumané tkang. Proto je Casto uZivano tzv.
kontrastnich latek, které upravuji tyto vlastnosti, a tim méni kontrast a zvyraziuji

zkoumané struktury.

Piesto, Ze S€ V naprosté vétsing ptipadii pouziva *H MR zobrazovani, obzvl4sté v posledni
dobé¢ se objevuji i zobrazovani jinych jader, tzv. X-nuclei. Tato prace se bude konkrétné
zabyvat 3P zobrazovanim a p¥islusnymi kontrastnimi latkami. Ve spolupraci s &eskou
akademii véd byly vytvofeny nové polymerni kontrastni latky pro 3P MR zobrazovani.
Predmétem této prace bude jejich testovani z hlediska senzitivity, relaxometrie a dalSich

relevantnich parametra.
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1.2 Historie

Z hlediska historie magnetické rezonance je tfeba zminit mnoho objevi. Za prvni z téchto
objevli vedoucich k objevu magnetické rezonance Ize oznacit objev spinu némeckym

fyzikem Wolfgangem Paulim roku 1935. (obr. 1)

Za dalsi a také velmi dulezity 1ze dozajista povazovat objev jevu nuklearni magnetické
rezonance Isidorem Isaacem Rabim, (obr. 1) ktery se ve tficatych letech dvacatého stoleti
na univerzit¢ v Columbii zabyval vyzkumem v Molecular beam laboratory. Za objev

nuklearni magnetické rezonance ziskal roku 1944 Nobelovu cenu.

Jednou z velice dilezitych soucasti magnetické rezonance jsou supravodivé magnety. Jev
supravodivosti je zndm jiz od desatych let dvacéatého stoleti, avSak magnetické vlastnosti
supravodi¢ii objevili az roku 1934 némecti fyzikové Walther Meissner a Robert
Ochsenfeld. (obr. 1) Supravodivé magnety jsou pro magnetickou rezonanci vhodné
predevsim diky schopnosti generovat velmi silné magnetické pole a také diky minimalni

energetické narocnosti.

Dale roku 1950 byla americkym fyzikem Erwinem Hahnem objevena Spinova echa a tzv.

Free induction decay. (obr. 1)

Roku 1960 sovétsky veédec Vladislav Ivanov ptredstavil prvni techniku sniméni

magnetickou rezonanci (obr. 1), avSak jeho Zadost o patent byla pfijata az roku 1984.

Roku 1971 publikoval Americky védec Raymod Damadian, toho ¢asu pracujici na New-
Yorkské univerzité, ¢lanek, v némz predstavil moznost in-vivo zobrazovani tumort
pomoci magnetické rezonance, a roku 1972 sestrojil pfistroj magnetické rezonance (MR)
zaméfeny na zobrazovani rakovinné tkané (obr. 1), roku 1974 mu byl na tento pfistroj

udélen patent.

Pocatkem sedmdesatych let dvacatého stoleti se Ameri¢an Paul Lauterbur zabyval
moznostmi zpracovani signalti ze zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) a vytvaieni
obrazového vystupu. Prvni MRI snimek vytvofil roku 1973 a roku 1974 zobrazil prvni
zivy organismus (obr. 1), konkrétné se jednalo o mys. 3. Cervence 1977 provedli
Raymond Damadian, Larry Minkoff a Michael Goldsmith prvni celotélové zobrazeni

¢loveka.

Do klinické praxe uvedl magnetickou rezonanci tym profesora Johna Mallarda, ktery

koncem sedmdesatych let dvacatého stoleti sestavil prvni pfistroj pro celotélové
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zobrazeni (obr. 1), a 28. srpna 1980 pomoci tohoto pfistroje ziskali prvni klinicky
vyznamny snimek vnitinich struktur téla lidského pacienta. Jejich pfistroj se pozdéji

presunul do St. Bartholomew’s Hospital, kde byl uzivan do roku 1993. (1)

Nejcastéji jsou V klinické praxi vyuzivany pristroje o velikosti magnetické indukce 1,5T,
o néco méné potom 3T, v malé mife se vyuzivaji i slabsi pole. Vy$si hodnoty magnetické
indukce se vklinické praxi téméf nevyskytuji, je vSak tifeba zminit piistroje
experimentalni, které s takovymi hodnotami pracuji. Protoze jsou tyto piistroje schopny
pracovat se siln€jSim polem, jsou také schopny poskytovat lepsi SNR. Dalsi jejich
nespornou vyhodou je moznost plného ptizpiisobeni parametrii snimaci sekvence. Mezi
nejvyznamnéj$i vyrobce pfistroji magnetické rezonance patii Bruker, Siemens

Healthcare, GE healthcare, Philips Healthcare,... (2)

Prvni
zobrazeni
clovéka

Prvni
klinicky pFistroj

Prvni snimek
Zivéhe organismu

Prvni
MRI snimek
Prvni pFistroj

pro zobrazovani|
lin vivo

Objev jevu
Magnetické rezenance

Prvni
technika
snimani

. objev
Objev spinoveého echa
Supravodivych

Magnetu

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990

Obr. 1 Casova osa zachycujici obdobi 20. stoleti, na niz jsou zdiiraznény diilezité

okamziky historie magnetické rezonance
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1.3 Fyzikalni princip

1.3.1 Chovani spinového systému v magnetickém poli

e 1

s nenulovym jadernym spinem se chovaji jako magnetické dipdly. Je-li zobrazovany
objekt umistén do silného vnéjsiho magnetického pole Bo. Rota¢ni osy atomovych jader
se uspotadaji rovnobézné se silo¢arami vnéjsitho magnetického pole. Jejich magneticky
moment muze byt orientovan bud’ souhlasné s vektorem vné¢j$iho magnetického pole
(paraleln¢), tedy ve stavu s nizsi energii, nebo otoceny o 180° (antiparalelng), piic¢emz

wewr

vzdy mén¢ nez polovina. (3) (4)

1.3.2 Spin a precese

Jadra v magnetickém poli vykazuji spin, ktery pfedstavuje rotacni pohyb ¢astice kolem
své osy. Kromé& toho vykondvaji takzvany precesni pohyb, kdy magneticky moment
opisuje v dasledku pisobeni vnéjsiho magnetického pole kuzelovou plochu. Frekvence
tohoto pohybu se nazyva Larmorova frekvence, (5) je pro kazdy prvek charakteristicka a

je dana vztahem:

fo = L.y - B, Rovnice 1

2 1

Kde f, je Larmorova frekvence, y gyromagneticky pomér a Bo velikost vngjsiho

magnetického pole.

Gyromagneticky pomér je ddn pomérem magnetického momentu a momentu hybnosti
Castice, je tedy nepifimo umeérny jeji hmotnosti. Pro kazdou ¢astici je konstantni, pro jadro

vodiku nabyva hodnoty 42,57-10° MHz/T.

Castice tento precesni pohyb vykonavaji v riiznych fazich, jejich vliv na vysledny vektor
magnetizace se tim vyrusi, a vektor magnetizace ma tedy stejny smér jako vektor vnéjsiho

magnetického pole.

1.3.3 Detekce
K popisu spinového systému pouzijeme jeho celkovy magneticky moment M. Chovani

tohoto vektoru v magnetickém poli B je popséano rovnici:
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dﬁ_ 7w B
at 7

Rovnice 2

Provedeme-li feSeni v rotujicim systému soufadnic a aplikujeme na zékladni pole ByZ

radiofrekven¢ni pole
B,(t) = B;(Xcosw,t — ycosw,t) Rovnice 3

Transformuje se rovnice v systému rotujicim podle osy z s frekvenci w, na:

dﬁ —_— —; —; .
T =M X [Z (yBy — w,) + x yBl] Rovnice 4

Je-li splnéna rezonan¢ni podminka w, = yB,, vyviji se vektor magnetizace M pouze
vlivem pole B;. Je-li pole B; aplikovano pouze po ur¢itou dobu t, bude po jeho vypnuti

stav systému nasledujici:
M= (0, Mysing, Mycosp) Rovnice 5
Kde
¢ =yBiT Rovnice 6
Veli¢ina ¢ se nazyva sklapéci thel.

Koncovy bod vektoru magnetizace M v tomto piipadé opsal oblouk uhlové délky ¢ okolo

osy X. (6)

1.3.4 Mérici sekvence

Existuje n¢kolik moznych méficich sekvenci, které se 1i8i principem jejich provedeni.
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1.3.4.1 Free induction decay

Je-li aplikovan excitacni RF pulz, tento pulz sklapi spinovy systém do transverzalni
roviny, disledkem ¢ehoz vznikd detekovatelny signal volné precese FID, ktery ma
podobu sinusové viny kmitajici s frekvenci rovnou frekvenci Larmorové, jejiz amplituda
s Casem exponencialné klesa po kiivce To* (obr. 2). sekvence RF pulzi se opakuji a jejich
perioda se nazyva repeticni ¢as (TR). FID je zakladnim zdrojem dat pro MR
spektroskopii. Pribéh FID je popsan vztahem:

FID(t) = a - exp (Ti) expli(wt + 0)] Rovnice 7
2

Kde a je konstanta umérna poctu jader, ® rezonancni frekvence a @ pocatecni faze

signalu.

Rezonanéni frekvence jader atomu se spinem vazanych v molekulach je ovlivnéna

charakterem jejich chemické vazby a typem sousednich atomii.

@ =YyBo(1-0) Rovnice 8
Kde tyto vyse uvedené skutecnosti jsou zahrnuty v proménné o.

Zakladnim rozliSovacim faktorem v MR spektroskopii je chemicky posun §, ktery
popisuje tuto zmeénu rezonancni frekvence oproti zdkladni Larmorové frekvenci. Protoze
rezonan¢ni frekvence je zavisla na intenzité¢ magnetického pole, nebylo by vhodné udavat
chemicky posun v absolutnich jednotkach frekvence. Proto je udavan v relativnich
jednotkdch ppm (parts per million), ¢imz je zarucena jeho vSestranna interpretovatelnost.

Chemicky posun je dan vztahem:

_ (A)—(A)Tef

5= 106 ppm Rovnice 9

Wref
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Obr. 2 Free induction decay

1.3.4.2 Spin echo

Informace o spinovém systému neni vlivy T2 zcela ztracena, pouze neni kvuli ztraté

fazové koherence detekovatelna. Tento proces 1ze vSak zvratit jejich sfadzovanim.

Proto je-li po 90stupnovém RF pulzu aplikovan dalsi 180stupniovy RF puls (tzv.
refokusacni), atomy s rychlejsi precesi maji vyssi fazové zpozdeni, a tedy po dob¢ rovné
dvojnasobku intervalu mezi excitatnim a refokusa¢nim pulzem dojde k opétovnému
sfazovani jader a objevi se tzv. Spin echo, které je mozno detekovat. Tento ¢as mezi
prvnim pulzem a echem se nazyva echo ¢as (TE). Sekvence Spin echo je velmi vyhodna,

nebot’ dokaze ucinné potlacit vlivy To*. (7)

1.3.4.3 Fast spin echo

Sekvence spin echo umoznuje ziskavat MR zobrazeni s vysokym SNR, jeji nevyhodou
je vSak vysoké délka méteni. Pro spin echo sekvence je zpravidla pouzivan 90° sklapéci
uhel, je tedy tfeba pomérné dlouhy relaxacni ¢as TR, aby bylo zaruceno ze systém bude
pied dalsi excitaci pln€ zrelaxovany. Spin echo sekvence proto obsahuji pomérné
dlouhou oblast ne¢innosti. Jednim z feSeni tohoto problému je vyuziti tzv. Fast spin
echo sekvence, ktera vyuziva pravé téch necinnych oblasti. Po opétovné ztraté fazové

koherence systému po vygenerovani spinového echa je mozné vyslat dalsi 180stupiiovy
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refokusacni pulz a sledovat vznik dal§iho echa. Toto ndm umozni velmi vyrazné zkratit

dobu méfeni. (7)

1.3.4.4 Gradient echo

K prostorovému kodovani vystupu slouzi 3 gradientni magneticka pole. Je-li aplikovano
externi gradientni magnetické pole, to urychli ztratu fazové koherence jader, a tim
vyrazné urychli pokles amplitudy FID, tedy ztratu signalu. Je-li vSak poté aplikovano
totéz pole s opacnou polaritou, dochazi k ndvratu fazové koherence a vznika tzv. Gradient

echo.

Pro tyto sekvence je typicky nizky skldpéci thel, coZ umozni sniZzeni parametrti TR a TE

a tim umozni snizeni ¢asu méfeni.

Tyto sekvence jsou kvuli absenci 180° refokusacniho pulzu velmi nachylné ke zméndm
signalu zptisobenym nehomogenitami magnetického pole, pokles signalu je tedy popsan

kiivkou T2*. (7) (8)

1.3.4.5 Chemical shift imaging

V nékterych pripadech, obzvlasté v ptipadé zobrazovani X-nuclei, nemusi standardni
zobrazovaci sekvence poskytovat dostatek signalu pro hodnoceni dostate¢né. Jednim

z moznych feSeni tohoto problému je uziti lokalizovanych spektroskopickych sekvenci
chemical shift imaging (CSI), také oznacovanych jako magnetic resonance
spectroscopic imaging (MRSI). Tato metoda vyuziva spektroskopického méfeni

v omezené oblasti (voxelu). Toto méfeni je provedeno pro matici voxell a spektra

mohou poté byt zobrazena v trojrozmérném prostoru. (9)

1.3.5 Relaxace
Relaxaéni Casy zasadnim zplsobem ovlinuji MR signal ktery se ziskdva vychylenim

vektoru magnetizace.

Proces néavratu systému do rovnovahy se nazyva relaxace. Tyto relaxace jsou popsany

pomoci Blochovych rovnic, kde je zahrnuto také okoli systému. (10)

dM, M, = — Rovnice 10
=——=y(M XB
dt T, 14§ )x
dM, M, L :
—=——=y(MXB Rovnice 11
dt T, 7 )y
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My 7o DY Rovnice 12
_ _ %

Z rovnic vyplyva, ze rozliSujeme 2 druhy relaxaci. Ty a To.

Mechanismem, ktery nejzasadnéji ovliviuje kontrast na MR zobrazeni, jsou pravé
relaxacni procesy. Vyssi rozdil v relaxacnich ¢asech sousednich tkani generuje vyssi

kontrast mezi témito tkanémi.

1351T1

Relaxace Ti1 se nazyva spin-miizkova relaxace a zohlednuje piedev§im ustanoveni
rovnovahy mezi spinovym systémem a miizkou, tedy vstfebani navracejicimi se protony
vyzaiené energie okolnimi atomy. Je citliva na velikosti a koncentraci jader, chemickych
vazbach a teplote. Velikost T1 relaxace je pfimo imérna velikosti vnéjsiho magnetického

pole.

Po skonceni radiofrekvenéniho (RF) impulzu se vektor celkové magnetizace vraci do své
puvodni podoby ve sméru 0sy Z. Narist velikosti vektoru magnetizace ve sméru osy Z lze
znazornit exponencialni k¥ivkou, zvanou T1 kfivka. (obr. 3) Cas, za ktery nabyde vektor
magnetizace 63% své puvodni velikosti ve sméru Z, je nazyvan T1 konstantou. Ta je

zavisla na slozeni tkan¢ a velikosti magnetického pole. (11)
Pribéh Ti relaxace 1ze popsat rovnici:

M. = M- (1 3 e—Til) Rovnice 13
z — 0

kde M. je velikost vektoru magnetizace v ose Z, Mo jeho pivodni maximalni velikost, t

je ¢asova proménna a T1 je T1 konstanta.
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Obr. 3 Ktivka Ty relaxace s zaznacenou reprezentaci T1 relaxa¢niho ¢asu

1352 T
Prabéh T» relaxace 1ze popsat rovnici:

t
My, =My-e T2 Rovnice 14

kde Myy je velikost vektoru magnetizace v roviné xy, Mo jeho ptvodni maximalni

velikost, t je ¢asova proménna a T je T konstanta. (obr. 4)

i,y [AU]

Obr. 4 Krivka T2 relaxace se zaznacenou reprezentaci T2 relaxac¢niho ¢asu

Relaxace T2 se nazyva spin-spinova relaxace a zohlediiuje predevsim ztratu fazové
koherence uvniti spinového systému. Ptispivaji k ni lokalni nehomogenity magnetického

pole AB. Tyto nehomohenity mohou byt dvojiho druhu:
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1. Castice vytvaii kolem sebe vlastni magnetické pole Be, ¢imz ovliviluje Gastice ve
svém okoli

2. Magnetické pole Bo je nehomogenni. V tomto ptipadé je relaxace namisto T»
popséna kiivkou T2, jejiz pokles je zpravidla krat$i neZ T, v idealnim piipadé

muze byt nejvyse stejny. (obr. 5)

M,y [AU]

t[ms]

Obr. 5 Reprezentace rozdilu relaxa¢ni kiivky T2 a To>*

T je z pravidla n¢kolikrat mensi nez T1, a také narozdil od T1 relaxace téméf neni zavisla

na velikosti vnéjSiho magnetického pole.

Zaroven se skoncenim RF impulzu pfestanou byt faze precedujicich atomil
synchronizovéany a tim také zanika pficna slozka vektoru magnetizace, tedy slozky x a y.
Zavislost velikosti pfi¢né slozky vektoru magnetizace je popsana T2 kiivkou, konstanta
T, udava Cas, za ktery poklesne velikost pfi¢né slozky vektoru magnetizace na 37% svého

maxima.

1.3.5.3 Relaxometrie

Relaxace jsou velmi dllezitou vlastnosti kazdé latky. Nejen Ze urCuji miry kontrastu
V MR zobrazeni, i samy podavaji o latce dllezZité informace. Proto je metoda zvana
relaxometrie zakladem charakterizace latek uZivanych jako kontrastni latky pro

magnetickou rezonanci.
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Metoda spociva v méfeni zkoumané latky s rozdilnymi parametry TR a TE. Kdyz jsou
ziskany série méteni, po vyneseni do grafu lze tyto série prolozit kiivkami popsanymi

rovnicemi a nasledné z parametra kiivek zjistit T1 a T2 konstanty.

Pro T: relaxometrii je uzivana metoda zvana Saturation recovery. Postupné je zméiena
série méteni, kdy se TR méni od velmi nizkych hodnot, az na idedlné pétinasobek
ocekavaného Ti relaxacniho Casu. Podstata méteni spociva v tom, ze pii kratkych TR
neni spinovy systém pln¢ zrelaxovany a tudiz i energie indukovana néasledkem zmény

vektoru magnetizace je nizsi, tedy je nizsi i intenzita méfeného signalu.

Ptrestoze kiivka T2 v idedlnim ptipad¢ popisuje pokles FID signdlu a Ize v tomto piipadé
tuto ptimo z FID odedist, v redlné praxi je to disledkem vlivu T2* podstatné slozité;si.
Ztrata fazové koherence a tedy i vektoru magnetizace v pficné rovin€é a pokles FID
signalu je podstatné rychlejsi. K méfeni T2 relaxaénich kiivek se proto pouziva multi-spin
echo sekvenci. Tato sekvence sestava z jednoho 90stupiiového pulzu, ktery je nasledovan
180stupniovym refokusacnim pulzem. Jako v pfipadé€ spin echo sekvence. Nésledn¢ jsou

aplikovany dalsi refokusacni pulzy, které produkuji dalsi spinova echa. Maximalni

intenzita téchto ech kopiruje kiivku T». (11)

1.3.6 Kontrast a vazeni

Vysledny kontrast je velice zavisly na vstupnich parametrech sekvence, obecné vsak 1ze
uvést priklady tkani produkujicich vice signdlu, tedy na snimku zobrazenych svétlejsi
barvou, a naopak tkani produkujicich méné signélu, tedy zobrazenych tmavou barvou.
Pevné tkané s krystalickou mtizkou (kosti, zuby...) produkuji malo signalu a nejsou na
snimcich patrné. Mékké tkan¢ a télni (jatra, mozek, krev...) produkuji dostate¢ny signal
pro detekci a proto a je mozné je snaze zobrazit. Kontrast mezi tkanémi je mozné zvysit
optimalizaci parametri méfeni v zavislosti na relaxac¢nich ¢asech vzorku. Tato technika

se nazyva vazeni podle relaxacnich ¢ast. (12) (13)(Tab. 1)
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Tab. 1 Priklady intenzity signalu u riznych tkani (14)

Intenzita signalu T1 vazeny T2 vazeny
Vysoky signal Tuk, paramagnetické | Methhemoglobin, zvySené
materialy, mnozstvi vody (pf.:otok)
Nizky signal Kost, mo¢, mozkomisni | Kost, tuk, paramagnetické
mok, vzduch materialy
1.3.7 Gradientni pole

Chceme-li provadét lokalizovana méfeni, je tfeba produkovany signal prostorové
koédovat. K tomu slouzi tzv. gradientni pole. Tato jsou produkovana gradientnimi civkami
a deformuji statické magnetické pole Bo tak, ze to je funkci polohy. Prvnim z nich je slice

selection gradient.
B, =By +x -G, Rovnice 15

kde By znaci silu magnetického pole v poloze X, Bo znac¢i pivodni statické magnetické

pole, Gy silu gradientniho magnetického pole ve sméru osy X.
Tato deformace zplsobi mirnou zménu Larmorovy frekvence ovlivnénych jader.
Rozlozeni téchto frekvenci odpovida vztahu:

w(x) = yB(x) = wy + Aw(x) Rovnice 16

kde
Aw(x) =y -x-B, Rovnice 17

kde fx je Larmorovou frekvenci v poloze X, y gyromagnetickym pomérem, a By

magnetickym polem v poloze x.

Jsme-li schopni v intervalu frekvenci splnit rezonan¢ni podminku, pochézi detekovany
signal z vrstvy kolmé na osu X o tlouSt’ce Ax odpovidajici vztahu:

_Aw

— Rovnice 18
YGy

Ax
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Predpokladame-li nehomogenni rozloZeni rezonujicich ¢astic podle osy X, piechazi
konstanta a na funkci a(x). Méteny signal je tedy za predpokladu nulového fazového

posunu dan vztahem

o)

s(t) = f a(x) - exp(—at) - exp[i(wo + Aw(x))t]dx Rovnice 19
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Jednotlivé frekvence w jsou Vv signalu zastoupeny s vahou a(x). Tento princip se nazyva

frequency encoding (FE) gradient.

Pokud je gradient aplikovan pouze po urcitou dobu 1, ziskavaji béhem této doby dilci
magnetické momenty ruzny fazovy posuv v zavislosti na jejich poloze. Tento princip se

nayva phase encoding (PE) gradient

Za ptedpokladu, ze

Aw(x)T = yGyxT Rovnice 20
Muzeme oznacit
VGxt = Rovnice 21
21 *

Celkovy signal v tomto pfipadé odpovida vztahu
Sx,t) = f s(x, t) exp(i2mkyx) dx Rovnice 22

kde aplikaci inverzni Fourierovy transformace ziskame dil¢i prispévek s(x,t)

o

1 :
st t) =—— f S(x, t) exp(i2mkyx) dk, Rovnice 23

Volime-li postupné riznou maximalni hodnotu gradientu G, jsme schopni métit zavislost
signalu S(x,t) na proménné k,. Data jsou timto postupem ukladadna do k-prostoru, ze

kterého je mozné provedenim inverzni Fourierovy transformace rekonstruovat obraz.

Tato gradientni magneticka pole tvofena gradientnimi civkami jsou tvofena tak, Ze jsou

k sob& navzajem kolma, koduji tedy signal ve vSech rovinach X, Y a Z.

(15)
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1.4 Konstrukce MR pristroje

1.4.1 Magnet

Nejvyraznéjsi soucasti magnetické rezonance je hlavni magnet, ktery generuje hlavni
magnetické pole. V malé mife se pouzivaji magnety permanentni, které nepotiebuji
k vytvoteni magnetického pole Zadnych vnéjsich vlivii. Nejsou vSak schopny generovat
magnetické pole o sile vétsi nez 0,3 T, proto se ve vétSin€ piipadi pouziva elektromagnetti
ze supravodivych materiala. Tyto materidly pii zchlazeni na teploty blizici se absolutni
nule (16) vykazuji velmi nizky odpor, proto je mozné za pomoci supravodivych magneti
generovat velmi silnd magnetickd pole, coz zajistuje velice vysokou rozliSovaci
schopnost. V samotném téle pristroje jsou navic ptitomny 3 tzv. gradientni magnety, které
produkuji magnetickd pole proménlivé podle os x, y a z. Tato pole se skladdaji spolecné

s magnetickym polem hlavniho magnetu a tvofi tak vnéj$i magnetické pole Bo.

1.4.2 RF civky

Dalsi dtlezitou soucasti jsou rezonancni obvody zvané radiofrekvencni civky. Ty vysilaji
a také pfijimaji radiofrekvencni viny. Civky se d€li na nékolik typt podle principu jejich
funkce a ¢innosti. K pfedani energie protonu a jejimu naslednému zpétnému vyzaieni a
detekci dochazi pouze, je-li frekvence vinéni shodna s Larmorovou frekvenci zkoumané

latky.

Radiofrekvenéni civky se déli na 2 druhy. Mohou to byt bud’ civky objemové, nebo civky
povrchové. Objemové civky jsou umistény po celém obvodu gantry. Zpravidla jsou
schopné radiofrekvenéni signal zaroven vysilat i ptijimat. U vétsiny klinickych pfistroju
jsou piimo soucasti gantry. Oproti tomu civky povrchové jsou i u klinickych pftistroji
radiofrekvencni civky samostatné. Dle typu vySetieni maji povrchové civky riizné tvary
1 velikosti. Diky umisténi v t€sné blizkosti zkoumaného objektu produkuji lepsi signal a

méné Sumu. Oproti tomu jsou schopny zabrat pouze malou oblast a nepronikaji do
hloubky.

MR civka je tvofena rezonan¢nim obvodem, ktery se skladd ze samotného zavitu civky a

kapacitorti.

Civku je tieba konstruovat specificky pro ofekavanou aplikaci. Je tieba brat v tivahu

sledované jadro, tedy cilenou rezonan¢ni frekvenci, pozadovanou citlivost a také
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ocekavanou velikost méteného vzorku. Podle téchto parametrii je urcena velikost

smycky, ur¢ena jeji indukénost a nasledné podle Thomsonova vztahu

f=—— Rovnice 24

dopoctena kapacita kondenzatort.

ProtoZze je tieba kompenzovat nehomogenity magnetického pole zpiisobené ptitomnosti

méteného objektu, jsou pouzity kapacitory s ménitelnou hodnotou kapacity.

1.5 Vyuziti magnetické rezonance

Magneticka rezonance je vyuzivana v mnoha oblastech napii¢ celou skalou lidské
¢innosti. Témito oblastmi jsou chemicky pramysl, zdravotnictvi, v neposledni fadé také

védecka ¢innost.

Ve zdravotnictvi je magneticka rezonance uzivana k zobrazovani vsech druhtt mékkych
tkani. K anatomickému zobrazovani téchto tkdni je magneticka rezonance nejvhodné;jsi

metodou. (17)

Magneticka rezonance neni uzivana pouze v klinické praxi, jejim dilezitym vyuZitim je
vyzkum. Zobrazovani magnetickou rezonanci hraje velmi vyznamnou roli ve vyvoji
léciv, a to v nékolika jeho fazich. V preklinické fazi muze byt uZito k pozorovani
odpovédi na aplikaci 1é¢iva v Casové zavislosti v ramci jednoho vyzkumného subjektu,
nebo lze pozorovanim distribuce v organismu uréit davkovani 1é¢iva. V klinické fazi je
MR zobrazovani uzZivano k ovéteni Uc€inku lé€iva a optimalizaci spravného davkovani

pro ¢lovéka. (18)

1.5.1 MR zobrazovani

MR zobrazeni je technikou kdy vystupem jsou obrazova data. NejCastéjSim vyuzitim
magnetické rezonance jsou staticka vysetfeni meékkych tkani (napf. mozek). V mensi mite
je za pouziti kratkych snimacich sekvenci uzivano kuptikladu i pro angiografii, nebo

funkéni zobrazovani. Specidlni metodou zobrazovani je Chemical Shift Imaging (CSI),
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jehoz podstatou je nabér spektroskopickych dat v nékolika omezenych objemech, z nichz
je nasledné slozena matice. Diky tomuto spektroskopickému zobrazeni je mozné sledovat

napf. rozlozeni uréitych metabolit v mozku.

1.5.2 MR spektroskopie

I kdyZ je mozné ziskat informace i z fitovani v ¢asové oblasti, kdy pokles FID signalu je
popsan kiivkou T2*, je vyhodnéjsi provést nad signalem Fourierovu transformaci, tedy

ptevést FID signal na jeho magnitudové spektrum.

S(w") = f s(t) exp(—iw't) dt Rovnice 25

Pokud uvazujeme nulovou pocatecni fazi, ziskdme spektrum FID signalu jako

co

$@) = [ a-expll-a+io -0t = [ expll=a + ilw — g~ _
0

—a+i(w—w")

0
a L )
=—a+i(w—w’)=R(w)+l [(@) Rovnice 26
a
w—w'
a 1 a .
R(w) =~ 7 @ 1) =— x Rovnice 27
w—w' w—w'
1+ (57) 1+ (57%)

Kde R(w") a I(w") jsou redlna a imaginarni slozka Lorentzovy kiivky. (obr. 6 a 7)
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Obr. 6 Reprezentace realné (plna ¢ara) a imaginarni (Cerchovana ¢ara) slozky signalu

FID v ¢asové doméné

Obr. 7 Reprezentace realné (plna ¢ara) a imaginarni (¢erchovana cara) slozky FID ve

frekvencni doméné

Pro hodnoceni je vyhodné pouzit ptredevSim realnou cast, kterd popisuje zavislost

systémem absorbované energie.

Pokud spocitame plochu pod kiivkou redlné slozky

® “a 1 *® dx .
f R(w") dw' :f - — :f a——=an Rovnice 28
- al_l_(w—a)) w 1+x
a

— 00
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muzeme ziskat informaci o poctu jader vyjadfeném parametrem a a z néj nasledné

vypocitat koncentraci.

V praxi vSak nelze méftit signal na nekone¢ném intervalu a nelze také zanedbat pocatecni
fazi signalu. Proto se tvar spektralni ¢ary méni:
[

S(w) = f a-exp(i®) - exp{[—a + i(w — w")]t}dt =

1

a-exp{[-a +i(w— )]}
—a+i(w—w") B

a-exp(i®) - Rovnice 29

exp{[—a + i(w — w")]t,} — exp{[—a + i(w — w")]t;}
—a+i(w—w")

a-expp(i®)

Proto je velmi dulezitou moznosti vySetieni magnetickou rezonanci také MR
spektroskopie, ta se v klinické praxi vyuziva k diagnostice riznych onemocnéni, napf.
neurologickych, psychiatrickych, nebo onkologickych. Jeji princip spociva v méfeni
NMR spektra. Tato metoda je ve své podstaté totozna s chemickym pojetim NMR.
Rozdilem oproti NMR je moznost pouziti gradientnich poli a tedy moZznost provadét
mimo klasické nelokalizované MRS také lokalizovanou, kdy je nabér spektra omezen jen
na urcitou oblast v prostoru. Tato metoda je vyuzitelnd i v chemické praxi pro sledovani
koncentraci urcitych chemickych latek a jejich poméri v organismu. Nejcastéjsi

klinickou aplikaci je sledovani koncentraci metabolita v mozku. (19)

1.5.3 X-Nuclei

Zatimco ve vétsing ptipadi se v klincké praxi vyuziva *H MR zobrazovani a
spektroskopie, je moZzné excitovat 1 jina jadra s nenulovym jadernym spinem, ¢imz je
mozné ziskavat o sledovaném systému dalsi informace. Metody méteni X- Nuclei
vyzaduji urc¢ité hardwarové zmeény, s nimizZ se poji i ekonomicka narocnost. Vzhledem
K tomu jsou stale jesté rozsifen€jsi v experimentalni praxi, i kdyz do klinické praxe

v n¢kterych ptipadech pronikaji. (20)
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Tab. 2 Prvky pouzivané pro MRI (21)

Prvek Spin Gyromagneticky | Relativni
pomer senzitivita
[MHz/T] [

H 1/2 42,58 1,000

*He 1/2 32,43 0,442

3¢ 1/2 10,71 0,016

F 1/2 40,06 0,833

2Na 3/2 11,26 0,083

sp 1/2 17,24 0,066

129%e 1/2 11,78 0,021

24

udava jeho rezonanéni Larmorovu frekvenci a dale zadana aplikace. (tab. 2)

Jednim z nejpouzivanéjSich jader je jadro fluoru. Z tabulky vyse je zfejme, ze
gyromagneticky pomér jader *°F je velmi podobny jadru H, je tedy velmi podobna i
rezonancni frekvence. Vzhledem k tomuto faktu jsou hardwarové zmény nutné pro
méfeni 1°F jader minimalni. Je dokonce mozné vytvofit bimodalni civku, ktera
umoziiuje zobrazovat *H a pouhym pieladénim i *°F jadra. Dalsi vyhodou jader '°F je
jejich stopova piitomnost v organismu, jsou proto idealni napf. ke znaceni 1é¢iv, kdy *°F

signal vzdy zarucené pochdzi z oznaceného léciva.

Dal$im &asto uzivanym jadrem je fosfor. Gyromagneticky pomér jadra 3P je oproti
jadru vodiku vice nez 2x mensi, je zde jiz tieba zmén v konstrukei civek, kdy pro 3P
musi jiz byt vytvoren dedikovany rezonan¢ni obvod, a dale je tfeba jinych filtra,
zesilovaci i A/D pievodniku. Vyuziti jader *IP je viak velmi vyhodné, protoze 3!P
MRI/MRS je mozné sledovat a hodnotit napt. svalovou aktivitu, nebo intracelularni

hodnoty pH. (22) (23) (24)
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1.6 MR kontrastni latky

Nativni MR zobrazovani sice poskytuje kvalitni informaci, pro nékteré aplikace je vSak
tteba uzit kontrastnich latek. Tyto latky interaguji s tkdni a upravuji jeji relaxaéni Casy.

Timto zvySuji kontrast na MR zobrazeni 1 MR spektroskopii.

1.6.1 'H kontrastni latky

Vétsina kontrastnich latek pro *H MRI je zpravidla zaloZzena na zakladé chelatovych
komplexti siln¢ paramagnetickych iont, nejcastéji ze skupiny lanthanoidu.
Nejpouzivangj§im piikladem takové latky je GADOVIST, jehoz zdkladem je
Gadolinium. Tyto paramagnetické ¢astice vyrazné deformuji magnetické pole ve svém
okoli, ¢imZ v tomto okoli vyrazné zkracuji relaxacni Casy jader vodiku a tim zvySuji
kontrast MR zobrazovani. Uziti téchto kontrastnich latek je problematické ze zdravotniho

hlediska, nebot’ gadoliniové ¢astice se usazuji v mozku a také poskozuji funkci ledvin.

Dalsi skupinou *H kontrastnich latek jsou latky obsahujici Zelezo, které oproti gadovistu
produkuji tzv. negativni kontrast a jsou oznacovany jako T> kontrastni latky. Tyto latky
vyrazné zkracuji T2 relaxacni Casy, ¢imz eliminuji signal z dané oblasti a na vysledném

obrazu se toto projevi jako vyrazné hypointenzni oblast. (25) (26)

1.6.2 3P kontrastni latky

Pouziti vySe zminovanych paramagnetickych kontrastnich latek viak neni pro 3P
MRI/MRS vhodné, Nebot' interakce neparovych elektroni paramagnetickych cCastit
s jadrem 3P mize vést k potladeni Gizite¢ného signalu. Pro 3P kontrastni latky je tedy

vyhodné pouzit jinych principi uc¢inku.

Jednim ztéchto principii je zvySeni koncentrace 3P atomi ve sledované oblasti.
Problémem tohoto pfistupu je vSak odliSeni atomt fosforu obsazenych v organismu a téch

dodanych kontrastni latkou.

I tento problém miZe mit feSeni. VéEtSina biogennich latek obsahujicich fosfor, napf.
fosfolipidy nebo nukleové kyseliny, obsahuji fosfor vazany ve fosfoesterové (P=0) (27)
vazbé, muze byt vyhodné vazat fosfor v kontrastni latce v kovalentni vazbé s jinym
prvkem, napft. fosforothioatové (P=S), fosforoamidatové(P-N), fosfonatové, fosfinatove,

nebo fosfinové (P-C) vazby. (28) (26)
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2 Prakticka ¢ast

2.1 Metody

Praktickd ¢ast price se zabyva testovanim novych kontrastnich latek pro 3P MRI,
vyvinutych skupinou Ing. Richarda Lagy Ph.D. z istavu makromolekuldrni chemie
Akademie véd Ceské republiky. Jednalo se o 4 polymerni chemické latky, které byly
dodany 24. 01. 2020. Po charakterizaci byly latky porovnany a dvé s nejlepsimi vysledky
vybrany pro dalsi pokracovani experimentu. Z téchto latek byly nasledné odvozeny dalsi
latky, které byly totoznymi postupy charakterizovany v druhé fazi experimentu. Pro treti
fazi experimentu, jiz byl in vivo experiment byl vybran jeden nejlepsi vzorek z faze druhé.

(29)

Latky byly charakterizovany témito postupy:
2.1.1 Metody méreni

2.1.1.1 *H MRS relaxometrie

Toto méfeni bylo provedeno pomoci NMR relaxometru Bruker Biospin metodou

inversion recovery a CPMG. Tato méteni provadi spektrometr automaticky.

2.1.1.2 3P MRS relaxometrie

Pro charakterizaci kontrastnich latek v prostiedi 3P magnetické rezonance, bylo tieba
provést 3!P relaxometrii. Zde vsak jiz neslo k méfeni pouzit relaxometr BioSpin, nebot’
ten z technickych diivodd *'P méfeni nepodporuje. Oproti tomu bylo toto méfent, stejné
jako méfeni nasledujici, provedeno na 4,7 T spektrometru Bruker Biospec. K méfeni
kiivky T1 bylo uzito sekvence s pouze jednim excitatnim pulzem, pficemz byla
provedena série téchto méfeni s totoZnymi parametry, pouze repeticnim Casem
stoupajicim v rozmezi 200 — 4000 ms. Hodnoty velikosti spektralni cary byly néasledné

vyneseny do grafu a prolozeny kiivkou s pfedpisem:
M=M, (1-et/T)
Z vypocitané kiivky byly nasledné zjistény Zadané hodnoty T1 relaxaénich ¢asi.

Pro vyhodnoceni T, relaxaci byla pouzita série jednoduchych spin echo sekvenci

s ménicim se echo ¢asem TE v rozmezi 2 — 1200 ms. Obdobné jako pii méteni T1 relaxaci
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byly velikosti spektralnich ¢ar vyneseny do grafu a prolozeny kiivkou, tentokrat
s predpisem: (30)

M =M, et/T2

2.1.1.33P MRS SNR

V zasuméném signalu neni postacujici popisovat tento signal pouze pomoci absolutni
tohoto projektu kontrastni latky charakterizovany je signal to noise ratio (SNR). SNR je

definovano jako:

SNR:ISL

Onoise

Dals$im parametrem, ktery nam rozsifuje informace o latce na MR spektroskopii, je

rozdil intenzit signalu a Sumu, v tabulce zvany signal-Sum

Pii MR méfeni je bézné meéteni opakovat nékolikrat a nasledné ziskané signaly
superponovat a vypocitat jejich primér. Timto postupem dojde k zesileni uzite¢né¢ho
signalu a zvySeni SNR. ProtoZe vSak dochdzi i k zesilovani Sumu, zavislost SNR na
poctu akvizic neni linearni. Proto je tfeba experimentalné ovéfit optimalni nastaveni

sekvence. Druhym cilem tohoto méfeni bylo porovnani latek mezi sebou.

V ramci tohoto hodnoceni byly zméteny 4 sekvence, kde se pocet akvizic ménil

Vv rozmezi 100 — 18000.

2.1.1.4 31P MRI SNR

Poslednim parametrem pouZitym k charakterizaci kontrastnich latek v ramci tohoto
projektu bylo SNR spoctené z MR obrazti. Zobrazeni bylo potfizeno metodou chemical
shift imaging (CSI) a SNR vypo¢itano jako (31):

SNR = Isi - 0.66 Rovnice

Onoise

Kde podil intenzity signalu a standartni odchylky v oblasti Sumu je vynasoben

konstantou 0,66 z dtivodu Rayleighova rozdéleni Sumu v MR obrazu.

Potieba vyhodnoceni *'P MRS byla motivaci k vytvofeni softwarového néstroje

v prosttedi MATLAB. Do urcit¢é miry jiz sice kvantifikaci spektroskopickych dat
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umoziuji jiné komerén¢ dostupné nastroje, napt. Bruker TopSpin, tyto nastroje vSak

nespliuji zasadni pozadavky tohoto experimentu.

Novy nastroj musel byt pro uzivatele jednoduchy, schopny za tychz podminek s tymiz
parametry vyhodnotit nékolik spekter a provést zakladni analyzu, ¢imz ulehéit praci
hodnoticimu pracovnikovi a také co nejvice omezit chybu vzniklou lidskym faktorem

napf. pfi manualnim vybéru oblasti hodnoceni.

Dal$im zasadnim pozadavkem byla aplikovatelnost v laboratofi experimentalni MR,
pracovisté radiodiagnostiky a intervenéni radioterapie. Bylo tedy nutné zajistit schopnost
nastroje nacitat a interpretovat data méfena experimentalnim 4,7T MR spektrometrem
BRUKER BioSpec a spustitelnost v prosttedi MATLAB verze R2007b. Schopnost
spoluprace s jinymi spektrometry nebyla soucasti této prace, bude vSak predmétem

dalsiho rozvoje nastroje.
2.1.2 Faze hodnoceni pomoci nového nastroje

2.1.2.1 Nacteni dat

Data jsou ve formatu vystupujicim z Bruker spektrometru ulozena v nékolika souborech.
Soubor fid obsahuje surovy vystup FID z A/D ptevodniku. Tento soubor je vhodnym
zdrojem dat pro analyzu, nebot” automatické zpracovani implementované ve spektrometru
nemusi byt vzdy optimalni a pfedev§im jeho parametry nejsou znamy. Zde oproti tomu
lze parametry zpracovani volit dle potfeby a jasné€ je definovat. Soubor fid je sekvenci
Cisel, tedy diskretizaci FID signalu. Komplikaci, ktera se v prub&hu prace objevila, je
struktura ukladani dat do souboru fid. V jednotlivych ¢asovych bodech je hodnota signalu
uréena komplexnim cislem. V souboru jsou vSak ulozeny jako datovy typ double, kde
vzorky slichym indexem tvofi realné slozky a prvky se sudym indexem slozky
imaginarni, tedy kazdy ¢asovy bod je tvoien dvojici po sobé jdoucich vzorkiu. Proto je
tteba nejprve signal rozdélit na tyto dveé slozky a ty néasledné sloucit do komplexniho

tvaru.

2.1.2.2 Predzpracovani dat

Po tomto kroku mize byt provedeno samotné predzpracovani v casové oblasti. Mezi

pouzité metody tohoto zpracovani patii:
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2.1.2.2.1 Zvyseni frekven¢niho rozliseni

Signal je na jeho konci rozsifen o predem urceny pocet nul. Diky tomu magnitudové

spektrum vzniklé aplikaci FFT na signal bude mit vétsi frekvenéni rozliseni.

2.1.2.2.2 Odtiznuti pocatku

Tento bod velmi uzce souvisi s bodem nasledujicim. Na poc¢atku kazdého signalu FID je
nékolik vzorkil nulovych. Tento usek s sebou nenese zadnou informaci, brani dalSim
metodam zpracovani a je proto mozné ho odstranit (obr. 8). Tento poc¢atek je odstranén a

presunut na konec.

x10” & AE@AAL

[ 1 1 1 [
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Frequency shift [ppm]
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0 200 400 600 800 1000 1200
apodized FID, points

Obr. 8a Reprezentace vlivu ofiznuti poc¢atku signalu — stav bez ofiznuti

Nahote podoba spektra FID signalu, dole podoba FID signalu v ¢asové oblasti
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Obr. 8b Reprezentace vlivu ofiznuti poc¢atku signalu — stav po ofiznuti

Nahote podoba spektra FID signalu, dole podoba FID signalu v ¢asové oblasti

2.1.2.2.3 apodizace

Signal FID ma nejvétsi amplitudu na svém pocatku a postupné slabne. Na jeho pocatku
je také nejvetsi podil uziteéného signalu. Diky této informaci a provedeni piedchoziho
kroku vime, Ze podil uzitecného signalu je nejvyssi v bodé€ 0 a s rostoucim ¢asem klesa,
a proto miZeme signal pfenasobit apodizacni funkci, kterou v tomto pfipadé¢ byla
exponencialni funkce. Parametr LB zde udava tvar kiivky a mtize mit ve své podstaté dvé
podoby. Je-li zaporny, exponenciala je klesajici, ¢imz docilime zachovani uzite¢ného
signdlu (exponenciala ma v pocatku hodnotu 1) a potlaceni Sumu, ktery vice vystupuje
pozdéjsi fazi FID signalu. Timto se vyznamné zvysi SNR. Dojde ale také k rozsifeni
spektralni ¢ary a zhorSeni rozliSeni. Pokud je parametr LB kladny, exponenciala roste a
naopak zvyraznuje pozdéjsi vzorky signalu a dochazi k zazeni spektralnich Car (zlepSeni
rozliseni), ale k nardstu Sumu (obr. 9). Je vzdy nutné podle konkrétni aplikace a podstaté
hledané informace hledat pti volbé parametru LB vhodny kompromis mezi frekvencnim

rozliSenim a SNR.
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Obr. 9a Reprezentace vlivu aplikovani apodizace — stav bez apodizace

Nahote podoba spektra FID signélu, dole podoba FID signalu v ¢asové oblasti
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Obr. 9b Reprezentace vlivu aplikovani apodizace — stav po aplikovani apodizace

Nahote podoba spektra FID signalu, dole podoba FID signalu v ¢asové oblasti
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2.1.2.3 Zpracovani

Na predzpracovany FID signal je aplikovana FFT. Pro interpretaci dat je nutné definovat
frekvenéni osu, ktera udava chemicky posun jednotlivych spektralnich ¢ar. K tomu je
vyuzito informaci o vstupnich parametrech snimaci sekvence ulozenych v textovém
souboru, ktery je soucasti adresafe s daty. Ztohoto souboru je vyéteno frekvencni
rozliSeni, s jehoz pomoci je mozné dopocitat hodnotu kazdého indexu FFT spektra.

Frekvenéni osu je mozné zobrazit jak v jednotkach Hz, tak ppm.

2.1.2.4 Hodnoceni

Nejdulezitéjsi pro spravné hodnoceni MRS je urceni uzitecného signalu. Hodnoceni
spekter pomoci tohoto nastroje je ur¢eno pouze pro experimentalni vyuziti, kde nedochazi
k superpozici spekter jednotlivych zkoumanych latek. V takovém piipadé nastroj neni
schopen tyto spektralni ¢ary od sebe odlisit. Je-li vSak tato podminka splnéna, lze

hodnoceni provést.

2.1.2.4.1 Vybér oblasti zdjmu

Vzhledem k tomu ze ve zkoumaném subjektu se miize nachazet vice riznych latek které
Jsou reprezentovany spektralnimi ¢arami na rdznych pozicich, je tifeba nejprve
identifikovat oblast, kterd obsahuje pouze zkoumanou latku. Toto provede uzivatel
manualné bud’ zaddnim hranic oblasti z4jmu, nebo oznacenim mysi pifi prvotnim

zobrazeni spektra v GUI.

2.1.2.4.2 Urceni spektralni cary
Po urceni oblasti z4jmu je tfeba identifikovat oblast hodnoceni. Ta je v tomto néstroji
definovana jako poloSitka spektralni Cary, tedy Sitka oblasti spektralni cary, jejiz

amplituda dosahuje poloviny jejiho maxima a vice.

2.1.2.4.3 Analyza

Poté co je urCena oblast hodnoceni, mize byt tato oblast analyzovana. Zpravidla uZivatele
zajimaji nasledujici parametry, které jsou vystupem tohoto hodnoceni. Integraly oblasti
signalu a Sumu, Mmaximalni amplituda spektralni ¢ary, pozice spektralni ¢ary, polositka

spektralni ¢ary a SNR

Tyto hodnoty jsou vypocitany, ulozeny a zobrazeny v GUI néstroje a lze je exportovat do

pfehledné tabulky forméatu xls.
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2.1.3 Vzorky
Skupina Ing. Richarda Lagy PhD. vyvinula a pfipravila n€kolik kontrastnich latek pro

31P magnetickou rezonanci. Jednou ze zasadnich charakteristik, kterymi se v§echny tyto
latky tidily, byla makromolekularni povaha, diky které se budou latky snaze akumulovat
Vv biologickych tkéanich. Dal§im pozadavkem byla dobra rozpustnost ve vodé.
Samoziejmosti je obsah atomt fosforu. Bylo pouzito n¢kolik pfistupti a charaktert latek
a bylo tifeba ovéfit jejich ucinnost, porovnat je a charakterizovat je v MR prostiedi.
V prvni fazi byly dodény 4 kontrastni latky rtizného slozeni. V druhé fazi byly dodany
dalsi latky, nové i odvozené od latek z faze 1, které vykazovaly nejlepsi vysledky, s cilem
zlepsit aplikovatelnost téchto latek nebo pozménénim chemického posunu. Faze 3 byla

zaméfena na bimodalni kontrastni latky aplikované nejen v 3P MRI, ale i *H MRI.

2.1.3.1 Faze 1
LW147

Prvni z téchto latek byl linearni homopolymer obsahujici fosfoesterové vazby, které jsou
obsazeny i ve vét$ing biogennich fosfor-obsahujicich latek. Jeho jednotka je odvozena od
2-methacryloyloxyethylphosphorylcholinu (MPC). Tato latka je tzv. zwitteriont — latka
majici kladny 1 zaporny naboj zaroven, diky cemuz je siln¢ hydrofilni, tedy velmi dobie
rozpustna ve vod¢. Latka je také velmi vyhodna pro pouziti v biologickém prostiedi,
nebot’ jeji struktura je velmi podobna struktufe bunééné membrany. Diky tomu velmi
snadno prostupuje bunéénou membranou. V neposledni fad€ je tento polymer netoxicky
a je ho mozné definované pfipravit. DalSi nespornou vyhodou této latky je moznost

snadno na ni navazat 1é¢ivou latku, a tim vytvofit latku teranostickou.
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Obr. 10 strukturni vzorec LW 147
LA-212-2

Tento linearni homopolymer téZ obsahujici fosfoesterové vazby je odvozen od Ethyl-3-
ethoxypropionatu (EEP). Tato latka neni nabita a je stejné jako latka predchozi dobie

rozpustna ve vod¢ a netoxicka.
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Obr. 11 strukturni vzorec LA-212-2

LW147-PAMAM

Podstatou této latky je hvézdicovy polymer obsahujici 18 linedrnich p(MPC) ramen
vychazejicich z polyamidoaminového (PAMAM) dendrimerového jadra. Opét jsou v této
latce atomy fosforu vazany fosfoesterovou (P=0) vazbou. Tyto molekuly jsou vyse
molarni analogii latky LW147. Diky vazb¢ na dendrimerové jadro jsou vétsi, a maji veétsi

vvvvv

vyluovany z tkani, jejich vyuziti jako kontrastnich latek je tedy velmi vyhodné.
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Obr. 12 strukturni vzorec LW147-PAMAM

LW154-CTP

Tato posledni latka prvni faze je téZ hvézdicovy polymer, obsahuje 6 linearnich p(MPC)
jader vychazejici z CTP jadra. Oproti piedchozi latce LW147-PAMAM je jeji velikost
mensi a podstatné mensi je 1 koncentrace fosforu v molekule, nebot’ makromolekula
obsahuje pouze 6 p(MPC) jader. Atomy fosforu jsou obsazeny i v CTP jadie. Protoze se
vSak jedna o hvézdicovy polymer, celd makromolekula obsahuje pouze 3 atomy fosforu
v CTP jadie a miliony atomt fosforu v p(MPC) jednotkéach. Signal z CTP jadra je tedy

neméfitelny.
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Obr. 13 strukturni vzorec LW154-CTP

2.1.3.2 Faze 2

IK-55

Tato latka je linearnim homopolymerem obsahujicim fosfazenové vazby. Je prvnim

vzorkem z druhé faze, tedy vzorkem snazicim se o zménu chemického posunu signalu

fosforu v molekule obsazeného. V této latce je fosfoesterova vazba nahrazena vazbou

fosfazenovou.

Obr. 14 strukturni vzorec IK-55
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IK-61

Tato latka se od latky piedchozi lisi délkou substituenti na hlavnim polymernim fetézci
a skutecnosti, ze dva kysliky vdzané na atomu fosforu jsou zde nahrazeny sirou, pficemz
se predpoklada posun jesté vyraznéjsi. V pripad¢ této latky bylo také predpokladano, ze
v disledku chemické kompozice budou MR vlastnosti vyrazné zavislé na teploté. Tohoto
jevu lze vyuzit pro pouziti kontrastni latky v biologickém prostfedi jako latky
bioresponzivni, tedy ménici své vlastnosti Vv zavislosti na vlastnostech prostiedi
charakteristickych pro biologické prostiedi, v tomto piipade na teploté organismu (napf-.

V oblasti zadnétu, zvySeného metabolismu, atpod.)

p
N
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J
S

Obr. 15 Strukturni vzorec I1K-61

LW330

Tato latka je modifikaci latky latky LW 147, tedy pTMPC, pticemz fosfoesterova skupina

(P=0), obsazena beézné¢ ve fosfor-obsahujicich slou¢eninach v organismu, je zde

Mrwe

chemicky posun spektralni ¢ary této latky natolik, Ze bude mozné rozlisit na *'P MR jeji

signal od signalu biogennich sloucenin fosforu.
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Obr. 16 Strukturni vzorec LW330

2.1.3.3 Faze 3
LW323-FeCI3

Kontrastni latka s internim ozna¢enim LW323-FeCls je linearni homopolymer, K jehoz
polymernimu fetézci je pies stabilni amidovou vazbu pfipojena deferoxaminova skupina,
K niZ je pomoci koordina¢ni vazby piipojen Zelezity iont Fe**. Diky pfipojenym iontiim
Zeleza je tato latka vhodna k pouziti jako dudlni kontrastni latka, kterou lze zaroven
zobrazit pomoci 1H i 3P magnetické rezonance. V tomto piipadé je tento polymer
semitelechelicky, tzn. Deferoxaminova skupina je k polymernimu fetézci pfipojena jen
na jednom jeho konci. Motivaci k vytvofeni téchto dualnich kontrastnich latek byla
moznost sledovat piisobeni a distribuci naptiklad 1é€iva v urcité oblasti. V tomto ptipadé
je zelezita Castice pfipojena pres Sté€pitelnou vazbu, kterd je v misté ucinku rozdélena.

Nasledné€ 1ze na zaklad¢ srovnani ur¢it farmakodynamiku daného 1é¢iva. (32)
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Obr. 17 Strukturni vzorec LW323-FeCl3

LW324-FeClI3

Latka LW324-FeCls je velmi podobna latce LW323-FeCls s tim rozdilem, ze LW324-
FeCls je statisticky kopolymer obsahujici 4,7 mol.% DFA/Fe*" skupin nahodng
distribuovanych podél polymerniho fetézce pies stabilni amidovou vazbu. Tento polymer
je takzvané multivalentni, tedy deferoxaminové skupiny jsou navdzany na nckolika

mistech jeho hlavniho polymerniho fetézce.
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Obr. 18 strukturni vzorec LW324-FeCl3

LW323-y-Fe203

Zéaklad tohoto polymeru je obdobny jako u polymeri piedchozich, je téZ tvoifen p(MPC)
fetézci, které jsou na konci pfes DFA skupinu pfipojeny k maghemitové nanocastici.
Vyhodou této Castice je jeji velikost, a téZ charakter a mnohem vys$si koncentrace zeleza.

Zatimco predchozi kontrastni latky obsahujici atoméarni Zzelezo se nazyvaly
paramagnetické, tyto latky se nazyvaji superparamagnetické. Tyto latky nejsou rozpustné

ve vodé, tvori tzv. koloidni roztok
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Obr. 19 strukturni vzorec LW323- y-Fe203

LW324-y-Fe;0s

Rozdil oproti LW323-y-Fe;03 je obdobny, jako rozdil mezi LW323-FeClz a LW324-
FeCls. Obdobné ma slouéenina stejny zaklad, pouze je fetézec piipojen k maghemitové
¢astici pres DFA skupiny statisticky rozdélené podél fetézce. Tim je dosazeno pevnéjsi

vazby k maghemitové nanocastici.

Obr. 20 strukturni vzorec LW324- y-Fe;03
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2.1.4 Vybaveni

Protoze objektem méteni byly v tomto projektu vzorky kontrastnich latek pouzitelnych

pro 1H i 3P magnetickou rezonanci s potencialem aplikace v in vivo prostedi, byla

k méfeni vyuzita dualni 1H/3'P povrchova civka uréend pro zobrazovani potkant.

Obr. 21 Povrchova civka pouzita k méfeni

a. pohled na kompletni télo civky
b. pohled na elektrické smycky tvofici RF ptijimac pro oba kanaly

c. pohled na strukturni prvek téla civky

Senzitivita i homogenita této civky je v obou rezimech dostate¢na, proto byla vyuzita i
pro mé&feni in vitro, aby bylo dosazeno nejvétsi korelace vysledkt s in vivo méfenim.

Tato civka byla vytvotfena v ramci studentského grantového projektu SGS (ing. Martin
Vit) v laboratofi experimentalni magnetické rezonance IKEM V ramci spoluprace s FM

TUL.

1

H

Obr. 22 Méfeni senzitivity civky pouzité pro méfeni (200 ml 1M H20 + KzHPO4)
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2.2 Méreni

2.2.1 LW147

Meéieni vzorku LW 147 ukazalo jasné rozlisitelny signal jiz po Sestiminutovém
spektroskopickém méteni.
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Obr. 23 vysledky MRS latky LW147

Nejlepsi SNR vykazovalo méfeni 30minutové. To bylo poté vybrano i pro vzajemné

porovnani latek.

Tab. 3 vysledky MRS latky LW147

t [min] MRS Integral [abs] Signal-Sum SNR

0.3 Signal 76014744 75667143,9 218,68
Noise 347599,6

6 Signal 1,83E+09 1795207804 51,05
Noise 35865383

30 Signal 8,32E+09 8281390066 209,78
Noise 39664972

60 Signal 1,64E+10 1,5997E+10 44,61
Noise 3,67E+08
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I na MRI zobrazeni byl *!P signél jasné patrny jiz po 30 minutach, SNR pro 30minutové

zobrazeni bylo 2,47 a pro 60minutové 3,52.

Obr. 24 vysledky MRI latky LW147

a. H referenéni zobrazeni (1 — proba, 2 — voda)
b. M¢éfeni CSI s métici dobou 30 min

c. Méfeni CSI s méfici dobou 60 min

T1 relaxometrie provedena sérii méteni s ménicim se TR po proloZeni a vypoctu
ukazala T1 relaxaéni ¢as jako 1078,19 ms. Pro T relaxacni ¢as potom byla vypoétena
hodnota 58,31 ms. Tato hodnota relaxa¢niho ¢asu je pomérné kratka, pro ziskani signalu

je vSak dostatecna.
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Obr. 25b T relaxaéni kiivka latky LW 147

2.2.2 LA-212-1

Pii spektroskopickém méfeni proba LA-212-1 generovala signal detekovatelny jiz po

v
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Obr. 26 vysledky MRS latky LW147

SNR 30minutového méteni bylo 12,07

Tab. 4 vysledky MRS latky LW147

t [min] MRS
0.3 Signal
Noise
6 Signal
Noise
30 Signal
Noise
60 Signal
Noise

Integral
[abs]

55135589
-150474
800000000
19672342
3590000000
297000000
6990000000

399000000

Signal-Sum SNR

54985114,7 366,42

780387225 40,67

3291390330 12,07

6590164299 17,51

Na MR zobrazeni po 30 minutich nebyl odliSitelny signal detekovan Zadnny, po 60

minutach byl velmi slaby signal se SNR 1,11.
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Obr. 27 vysledky MRI latky LA-212-1

a. H referenéni zobrazeni (1 — proba, 2 — voda)
b. Mgé&feni CSI s métici dobou 30 min

Cc. Mgfeni CSI s métici dobou 60 min

T1 relaxace poukazaly na pomérné dlouhy T1 relaxacni ¢as 2367,8 ms. T2 relaxacni Cas
byl 113,4 ms.
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Obr. 28b T relaxaéni kiivka latky LA-212-1

2.2.3 LW147-PAMAM

Signal MRS méfeni latky LW147-PAMAM byl detekovatelny po Sesti minutach,
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Obr. 29 vysledky MRS latky LW147-PAMAM

SNR signalu LW147-PAMAM bylo 55,71.

Tab. 5 vysledky MRS latky LW147

t [min] MRS Integral Signal-Sum SNR
[abs]

0.3 Signal 54798562  52697799,3 26,09
Noise 2100763

6 Signal 7,36E+08 724429432 63,83
Noise -1,2E+07

30 Signal 3,15E+09 3091619592 55,71
Noise 56509813

60 Signal 6,42E+09 6050970036 17,58
Noise 3,65E+08

57



Na 3P MR zobrazeni byl rozpoznatelny signal detekovéan nejdfive po hodinovém

meéfeni se SNR 1

Obr. 30 vysledky MRI latky LW147-PAMAM

a. H referenéni zobrazeni (1 — proba, 2 — voda)
b. Me¢teni CSI s méfici dobou 30 min

c. Mgfeni CSI s métici dobou 60 min

T1 relaxacni Cas latky LW147-PAMAM byl 1433.65, relaxacni cas T2 78.31.
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Obr. 30b T relaxaéni kiivka latky LW147-PAMAM

2.2.4 LW154-CTP

JiZ po Sestiminutovém méteni byl na MR spektroskopii detekovatelny signal druhého

hvézdicového polymeru, vzorku LW154-CTP se SNR 16.31.
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Obr. 31 vysledky MRS latky LW154-CTP

0

SNR 30minutového méteni bylo 43.57. V tomto piipad¢ bylo SNR

Tab. 6 vysledky MRS latky LW154-CTP

t [min] MRS Integral Signal-Sum SNR
[abs]

0.3 Signal 50085922 483047744 28,12
Noise -1781147

6 Signal 6,91E+08 648243930 16,31
Noise -4,2E+07

30 Signal 3,02E+09 2947976467 43,57
Noise 69247541

60 Signal 6,16E+09 5941450724 27,76
Noise 2,22E+08

Na MR zobrazeni byl na 30minutovém méieni detekovany signal velmi slaby a Spatné

rozliSitelny od Sumu se SNR 0.96. Na méteni 60minutovém byl jiz signél zietelnéjsi se
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SNR 1.54.

Obr. 32 vysledky MRI latky LW154-CTP

a. H referenéni zobrazeni (1 — proba, 2 — voda)
b. Méfeni CSI s métici dobou 30 min

Cc. Mgfeni CSI s métici dobou 60 min

Vysledek relaxometrie latky LW154-CTP ukazal T relaxacni Cas jako 1454.122 ms a

relaxaéni ¢as T2 jako 170.6 ms.
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Obr. 33a Ti relaxac¢ni kiivka latky LW154-CTP
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Obr. 33b T2 relaxaéni ktivka latky LW154-CTP

2.2.5 IK-55

M¢éfteni vzorka druhé faze probihalo naprosto totozné jako ve fazi prvni. Vysledky MRS

prvniho vzorku, vzorku IK-55 takeé jiz po Sesti minutach ukazaly odliSitelny signal
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Obr. 34 vysledky MRS latky IK-55

Nejvétsi SNR 61.81 vykazovalo méfeni hodinové, 30minutové méfeni bylo vSak velmi

blizko na hodnoté 61.58.

Tab. 7 vysledky MRS latky 1K-55

t [min] Max. Amplituda St. odchylka Signal-Sum SNR
0.3 1,77E+06 6,20E+05 5,23E+07 1,87

6 3,25E+07 6,20E+05 1,30E+09 34,35
30 1,43E+08 1,53E+06 5,95E+09 61,58
60 2,87E+08 3,04E+06 1,21E+10 61,81
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V druhé fazi bylo jiz zanechano pouze hodinové méfeni, nebot’ po zkuSenostech z faze

prvni neni kvalita piilhodinového méteni dostate¢na. Vzorek IK-55 byl hodinovou CSI

sekvenci uspokojive zobrazitelny, SNR bylo 10,43.

Obr. 35 vysledky MRI latky IK-55

a. H referenéni zobrazeni (1 — voda, 2 — proba, 3 — voda)
b. M¢gfeni CSI s métici dobou 60 min

c. PreloZeni obou zobrazeni

Protokol relaxometrie ziistal totozny jako pro fazi 1, pro vzorek IK-55 byly

byhodnoceny relaxacni ¢asy T1 1139,42 ms a T» 30,30 ms.
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Obr. 36a Ti relaxacni kiivka latky IK-55
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Obr. 36b T2 relaxaéni kiivka latky 1K-55

2.2.6 IK-61

Vzorek 1K-61 byl z hlediska protokolu méfeni specificky ve zdvojeni méteni pro dvé
ruzné teploty, a to pro 15°C a 37°C. Jiz jasnym okem je patrné, ze signal pochazejici
z méfeni pii 37° C je podstatné méné intenzivni a podstatné vice zaSumény. Vysledek
Sestiminutového méfenti je sice rozlisitelny, v porovnani s ostatnimi latkami je vSak

zaruseny velmi intenzivné.
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Obr. 37b Vysledky MRS latky IK-61 pro 37° C

SNR ptilhodinového méieni je 23,44 pro 15° C a 15,52 pro 37° C. I na tomto je jasné
patrny vliv teploty na MR vlastnosti latky.

Tab. 8 Vysledky MRS latky IK-61 pro 15° Ca37° C

15°C 37°C

AV  Max. St. Signal-Sum SNR | Max. St. Signal-Sum SNR
Amplituda odchylka Amplituda odchylka

20s 6,22E+05 1,02E+05 4,28E+06 4,01 | 8,18E+05 8,34E+04 1,16E+07 6,42

6m  8,78E+06  3,96E+05 3,24E+08 14,52 | 6,27/E+06  4,04E+05 2,58E+08 10,16

30m 3,551E+07  9,81E+05 1,69E+09 23,44 |2,57E+07 1,09E+06 1,53E+09 15,52

1h  7,24E+07 195E+06 3,30E+09 24,35 |4,96E+07 1,47E+06 3,02E+09 22,12

Na MR zobrazovani bohuZel nebyl ani pro jednu teplotu zjistitelny Zadny signal, Proto

nemohlo byt hodnoceno SNR.
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Obr. 38 Vysledky MRI latky IK-61

a. H referenéni zobrazeni pro teplotu 15° C

b. Me¢fteni CSI s méfici dobou 60 min pro teplotu 15° C
. H referenéni zobrazeni pro teplotu 37° C
d

. Meéfeni CSI s métici dobou 60 min pro teplotu 37° C

T1 relaxometrie ukazala pro teplotu 15° relaxacni ¢as T1 579,34 ms a pro teplotu 37° C

o néco delsi 620,85 ms.
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Obr. 39b T kiivka latky 1K-61 pro teplotu 37° C

T, relaxometrie ukéazala pro obé¢ teploty vysledky velmi podobné, pro teplotu 15° C byl
relaxacéni ¢as T2 26,45 ms a pro teplotu 37° C 26,06 ms.
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Obr. 39c T» ktivka latky IK-61 pro teplotu 37° C

2.2.7 LW-330

Latka LW-330 jiz na prvni pohled vykazuje podstatné lepsi vysledky, nez latky ostatni.
Tuto kvalitu usuzujeme podle vysokeé intenzity signélu, nizké Sifce a pravidelného tvaru
spektralni ¢ary. Bohuzel se kvili technické zavadé nepodafilo zméfit 20sekundové
meéfteni, dle pfedpokladu by i to bylo jasné€ rozliSitelné. Pro srovnéni a vyhodnoceni vSak

neni dilezité, proto postaci ostatni tfi méfeni. SNR 30minutového méfeni bylo 53,36.
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Obr. 40 vysledky MRS latky LW330

SNR 30minutového méteni bylo 53,36.

Tab. 9 vysledky MRS latky LW330

t[m] Amplituda St. odchylka

6 2,95E+07  5,14E+05
30 1,26E+08  1,54E+06

60 2,53E+08  2,62E+06

Signal-Sum
1,34E+09

5,91E+09

1,20E+10

SNR

37,63
53,36

63,41

Velmi dobré vysledky latky LW-330 jsou jasné€ patrné i pouhym okem i na MR

zobrazovani, kde vystupuje né€kolikandsoné¢ méné Sumu a zaroven vzorek samotny je

velmi jasné viditelny a homogenni. SNR na MR zobrazeni bylo v tomto ptipad¢ 10,31.
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Obr. 41 vysledky MRI latky LW330

a. H referenéni zobrazeni (1 — voda, 2 — proba, 3 — voda)

b. Mé&teni CSI s méfici dobou 60 min

c. PreloZeni obou zobrazeni

relaxacni Casy vzorku LW-330 byly o néco delsi, nez u vzorki ostatnich, relaxacni cas

T1 byl 2018,33 ms a relaxacni ¢as T> 119,90 ms.
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Obr. 42a T k¥ivka latky LW330
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Obr. 42b T kiivka latky LW330

Protoze se jedna o vzorek majici dle predpokladu znatelny chemicky posun od
biogennich fosfor-obsahujicich latek, a zaroven o vzorek, ktery vykazoval nejlepsi
vysledky jak v MR spektroskopii, tak v MR zobrazovani, bylo provedeno opakovani
pokusu pro ovéteni tohoto chemického posunu pomoci MRS a MRI. V ramci tohoto
ovéieni bylo zméfeno ve dvou zkumavkach umisténych v MR zobrazovaci zaroven,
pfi¢em?Z jedna zkumavka obsahovala latku LW-330 (pTMPC) obsahujici
thiofosfoesterové (P=S) vazby a jedna latku LW-147 (pMPC) obsahujici fosfoesterové
vazby (P=0).
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Obr. 43 MRS meéfeni latek LW347
(nova Sarze LW330) s fosfoesterovymi vazbami (P=S) a LW349 (nova Sarze LW147)
s fosfothioesterovymi vazbami (P=0) ukazujici chemicky posun mezi témito latkami

56,07 ppm
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Obr. 44 méteni MRI latek LW347 a LW349 pomoci CSI

H referenéni zobrazeni (1 — LW347, 2 — LW349)
b. Meéfeni CSI (frekvenéni oblast 22 — 36 ppm)

c. Mefeni CSI (frekvencni oblast -20 — -38 ppm)

a.

d. Prolozeni obou hodnocenych oblasti 3!P méfeni a 1H referenéniho zobrazeni

Nasledné bylo stejné oveteni provedeno i v biologickém prosttedi, kdy ke skupiné

RMSC bunék byla pridana probalLW-330 a tim byla dokazana ptitomnost chemického

posunu i v in vivo prostiedi a tedy i pouzitelnost této proby v praxi.
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Obr. 45 3P mé&teni RMSC bunék obsahujicich latku LW347
(nova sarze LW330) s fosfoesterovymi vazbami (P=S). ukazujici frekvenéni posun
54,52 ppm

Obr. 46 3P MRI pomoci CSI sekvence

a.— . 3P CSl zobrazeni s dobou trvani 2, 60 a 180 minut pro probu LW347
d. ptelozeni CSI zobrazeni pro probu LW347 a vodikové reference
e.—g. 3P CSl zobrazeni s dobou trvani 2, 60 a 180 minut pro RMSC buiiky

h. pielozeni CSI zobrazeni pro RMSC bunky a vodikové reference

2.2.8 LW323-FeCls

MR spektroskopie vzorku LW323- FeCls ukazuje velmi kvalitni vysledky a proto je
latka vhodna k pouziti. SNR ptilhodinového méfeni bylo v tomto piipadé 51,13.
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Obr. 47 vysledky MRS latky LW323- FeCla

SNR pilhodinového méfeni bylo v tomto ptfipade 51,13.

Tab. 10 vysledky MRS latky LW323- FeCls

T [min] Max. St.
amplituda odchylka

0.4 6,41E+07 1,15E+06
6 6,27E+07 1,26E+06
30 2,85E+08  3,65E+06
60 5,65E+08 6,23E+06

Signal-Sum

3,17E+09

3,13E+09

1,44E+10

2,89E+10

SNR

36,63

32,54

51,13

59,43
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MR zobrazovani velmi dobte ukazuje efekt zeleza v latce obsazeného na T2 relaxace
jader vodiku, kdy tato je natolik kratka, ze nelze zobrazovaci sekvenci tato jadra

zobrazit.

Obr. 48 vysledky MRI latky LW323- FeCls3

a. 1H referen¢ni zobrazeni (1 — voda, 2 — tracer, 3 — voda)
b. Meéfeni CSI s méfici cdobou 60 min

c. PteloZeni obou zobrazeni

Ionty Zeleza obsazené v této latce maji vliv nejen na relaxaci jader vodiku, ale i na
relaxaci jader fosforu. Tento vliv byl natolik silny, Ze technické moznosti zobrazovace
nedovolily zméfit T1 relaxometrickou kiivku, nebot’ jiz pro nejkratsi ¢as byla jadra jiz

pln¢ zrelaxovana. Tz relaxacéni ¢as byl 11,66 ms.
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Obr. 49 T krivka latky LW323- FeCls
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2.2.9 LW324-FeCl3
Vysledky MRS latky LW324-FeCls byly srovnatelné s latkou piedchozi, vystupovalo

v naméfenych datech méné Sumu, proto SNR bylo vyssi, pro pilhodinové méteni 75,52.
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T T T T
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Obr. 50 vysledky MRS latky LW324- FeCls

Tab. 11 vysledky MRS latky LW324- FeCls

T Max. St. Odchylka Signal-Sum SNR
[min]  Amplituda

0.4 3,03E+06  1,36E+05 1,27E+08 14,62
6 5,98E+07  8,23E+05 3,10E+09 47,57
30 2,65E+08  2,30E+06 1,38E+10 75,52
60 5,27E+08  4,89E+06 2,76E+10 70,67
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Na MR zobrazovani nebyl detekovan zZadny signal, nebot’ koncentrace atomt zeleza je
Vv piipadé této latky jesté vyssi. To ovlivituje T2 relaxace natolik, Ze neni mozné

zobrazovaci sekvenci latku zobrazit.

Obr. 51 vysledky MRI latky LW324- FeCls

a. H referenéni zobrazeni (1 — voda, 2 — proba, 3 — voda)
b. Méfeni CSI s métici dobou 60 min

c. PreloZeni obou zobrazeni

Stejny efekt Zeleza ovliviiujici relaxace !P jader, stejné jako v ptipadé latky LW-323-
FeCls, znemoznuje méfeni T1 relaxac¢ni kiivky. Relaxacni kiivka T2 je jiz na pohled

viditelné strma, relaxa¢ni ¢as T2 je v tomto piipadé 3,05 ms.

2.2.10 LW323-Fe203a LW324_Fe203

V ptipadé téchto poslednich dvou latek je vliv Zeleza natolik veliky, Ze nelze zachytit

zadny signal.

2.3 Vysledky

V prvni fazi tohoto experimentu byly charakterizovany 4 polymerni chemické latky,
které byly dodany 24. 01. 2020. Po charakterizaci byly latky porovnany a podle
vysledki tohoto srovnani bylo pro dalsi pokraCovani experimentu syntetizovano 5

novych latek.

Pro ¢tvrtou fazi experimentu, jiz byl in vivo experiment byl vybran jeden nejlepsi

vzorek z faze druhé.
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V prvni fazi se jako nejlepsi ukazal vzorek LW147-N3, tedy linearni homopolymer
obsahujici fosfoesterové vazby, jehoz jednotka je odvozena od 2-
methacryloyloxyethylphosphorylcholinu (MPC). Tento vzorek poskytoval nejvice
uzitetného signalu jak na MR spektroskopii tak na MR zobrazovéni a i jeho relaxacni
Casy byly ze zkoumanych latek nejkratsi, avSak dostatecné dlouhé na to aby

umoznovaly detekci na MR zobrazeni.

Po skonceni prvé faze bylo dodano dalsich 5 latek, z nichz vétSina byla odvozena prave

od MPC jadra, které bylo vybrano jako nejlepsi ve fazi prvni.

Prvnim vzorkem byl vzorek LW-330, ktery byl s vzorkem LW-147 v podstaté totozny,

s tim rozdilem, ze zde byla fosfoesterova vazba nahrazena vazbou fosfothiodtovou, coz
bylo zakladem piedpokladu, Ze spektralni ¢ara této proby bude mit oproti biogennim
fosfor-obsahujicim latkam chemicky posun, tento piedpoklad se potvrdil jak v in vitro
prostiedi v porovnani s jinou probou, tak i v in vivo prostiedi, kdy byla proba LW-330
navazan na bunééné kultury RMSC. V obou pfipadech byl signal proby jasné odlisitelny
s odstupem 49 ppm od traceru 1K55 a 54 ppm od bunécnych kultur.

Dalsi dvojici latek byly linearni homopolymery obsahujici fosfazenové vazby IK-55 a
IK-61, vzajemné se liSici délkou monomernich fetézct. Pivodni predpoklad, Ze tyto
latky by mohly mit podobné vlastnosti, se nepotvrdil, nebot’ latka IK-61 poskytovala na
MR spektroskopii velmi malo uZite¢ného signdlu a na MR zobrazeni nebyla
detekovatelna vibec. Oproti tomu latka IK-55 poskytovala na MR spektroskopii i

zobrazovani vysledky srovnatelné s vySe zminovanou latkou LW330.

Tteti fazi experimentu tvorily latky multimodalni, tedy slouzici zaroven jako markery

pro 3P MRI i jako kontrastni ltky pro *H MRI.

Prvni dvojici téchto latek byla dvojice latek LW323-FeCls a LW324-FeCls, obsahujici
DFA/Fe® skupiny piichycené k pMPC fetézci pies stabilni amidovou vazbu. Tento
obsah zelezitych iontl umozni vyuZiti této latky jako multimodalni, jako kontrastni
latky pro *H zobrazovani i traceru pro *!P zobrazovani a spektroskopii. Rozdil mezi
témito latkami je ve struktufe polymerniho fetézce. Zatimco LW323 je linearni
homopolymer obsahujici jednu koncovou DFA/Fe* skupinu, LW324 je statisticky
kopolymer obsahujici 4.7 mol.% DFA/Fe®*" skupin ndhodné distribuovanych podél
polymerniho fetézce. Obé¢ tyto kontrastni latky poskytuji na MR spektroskopii velky

podil uzite¢ného signalu, obsah Zeleza vSak velmi deformuje magnetické pole v jejich
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okoli a urychluje tak relaxacni casy, predevsim T». Disledkem tohoto jevu se kvili
technickym moznostem spektrometru nepodaftilo zméfit 3P T1 relaxometrie obou
vzorku a zobrazeni vzorku LW324, jehoz koncentrace zeleza a tedy i vliv na relaxace je

oproti druhému vzorku jesté vyssi.

Posledni dvojici latek méfenych v rdmei tohoto experimentu je dvojice LW323-y-Fe2O3
a LW324-y-Fe,03. Tato dvojice je velmi podobna dvojici piedchozi, rozdil je v zelezité
¢astici. Zatimco v predchozi dvojici bylo zelezo vazané v deferoxaminové skuping,
V tomto piipad¢€ jsou monomerni fetézce vazany k maghemitovému jadru. Motivaci

k vytvoreni téchto latek bylo zvysSeni obsahu Zeleza a zvySeni velikosti ¢astic.

Bohuzel v tomto ptipad¢ nebyl detekovan zadny signal ani na MR zobrazovani ani na
MR spektroskopii, nebot’ obsah Zeleza a tedy piisobeni na relaxacni procesy je prilis

vysoky.

3 Zaver

Cilem tohoto projektu bylo charakterizovat a porovnat nové polymerni kontrastni latky
pro 3P magnetickou rezonanci vytvoiené ve spolupraci s Akademii Véd Ceské
Republiky, Ustavem makromolekularni chemie. Jedn4 se o prvni unikatni kontrastni

latky pro 3P MR, dosud takové latky nebyly publikovany ani patentovany.

Pro hodnoceni dat z MR spektroskopie byl ve vyvojovém prostiedi MATLAB vytvoten
v ramci diplomové prace novy nastroj pro analyzu MR spekter. Tento nastroj 1ze pouzit
na jakékoli spektroskopicka data z experimentélniho stroje 4,7 T a vyuZziva se

v laboratoti Molekularniho zobrazovani IKEM. Timto nastrojem jsme kvantifikovali

také 3'P MR data a porovnévali testované 3P MR kontrastni latky.

V prvni fazi se jednalo o porovnani 4 kontrastnich latek rzné struktury a cilem bylo
vybrat nejoptimalné;jsi kontrastni latku. Jako struktura s nejlepSimi vysledky byl vybran
pro pokracovani experimentu polymer oznaceny LW 147, tedy chemickou podstatou
poly(2-methacryloyloxyethylphosphorylcholin). Tento polymer vykazoval velmi dobré

vysledky z hlediska intenzity signalu, SNR i relaxa¢nich casi.

V druhé fazi byl adresovan zasadni problém 3P kontrastnich latek spo¢ivajici
Vv piekryvu signalu proby a biogenniho fosforu. Zvolenym feSenim tohoto problému
byla ndhrada fosfoesterovych vazeb vazbami jinymi. Opét v této fazi bylo piedstaveno

nékolik piistuptl, z nichz jako nejlepsi byl vyhodnocen polymer LW-330, tedy opét
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polymer na zdkladé pMPC, kdebyla fosfoesterova vazba nahrazena vazbou
thiofosfoesterovou. V této praci jsem ovéfil, ze jsme schopni jednoznacné odlisit signal
kontrastni latky od biogenniho fosforu. To umoziiuje pouZit tyto latky pro tzv.hot spot
zobrazovani, protoze signal s takovymi rezonan¢nimi frekvenci se pfirozené v Zivém

organismu nevyskytuje.

Ve treti fazi byla testovana moznost pouziti polymernich kontrastnich latek jako
multimodalnich kontrastnich latek pro *H i 3P magnetickou rezonanci. Zde byly
ptedstaveny dva pfistupy, vdzani polymeru pTMPC na atomarni nebo koloidni
zelezo.Vsechny kontrastni latky tieti fdze obsahovaly pftili§ vysokou koncentraci zeleza

a byly tedy velmi obtiZzné zobrazitelné.

V ramci celého experimentu byl jako nejvhodnéjsi pro dalsi pouziti vybran vzorek

s oznac¢enim LW-330, tedy polymer pTMPC. Tento vzorek poskytoval dostatecnou
intenzitu signalu, dostatecné SNR a jeho signal m¢l dostate¢ny chemicky posun od
signalu fosfoesterovych vazeb obsazenych v biogennim prostfedi. Zaroven je mozné jej
snadno definované pfipravit a je netoxicky, coz velmi usnadiiuje potencialni pouziti

Vv klinické praxi. Dale bylo zjisténo, ze polymer pTMPC reaguje na piitomnost
reaktivnich forem kysliku (ROS) metabolickou oxidaci thiofosfoesterovych vazeb na
fosfoesterové. Reaktivni formy kysliku jsou vysokou mérou ptitomny v oblastech
zanétl nebo nadort. Polymer pTMPC je tedy potencialné pouZitelny jako indikator

oxidativniho stresu.

Jednim z vystupii této prace jsou data pouzita v ¢lanku Phosphorus-Containing
Polymeric Zwitterion: A Pioneering Bioresponsive Probe for 31P-Magnetic Resonance
Imaging publikovaném v impaktovaném védeckém casopise Macromolecular

Bioscience (IF = 5.859) a dalsi manuskript se odeslal do recenzniho fizeni.
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