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1 Uvod

V soucasné dob¢ se v medicin¢ klade velky diraz na rozvoj diagnostickych metod a s tim
i terapie [1,2]. V tomto ohledu hraje magneticka rezonan¢ni (MR) spektroskopie (MRS)
vyznamnou roli, jakozto analyticka metoda urcujici chemickou strukturu latek. MRS vyuziva
principti jevu magnetické rezonance a pouziva se pro zakladni charakterizaci vlastnosti
a studium novych kontrastnich latek. Tyto informace jsou dulezit¢é pro urCeni jejich

potencialni aplikace v klinické praxi [3,4].

Kli¢em k efektivnimu vyuziti MRS je mit k dispozici specializované nastroje pro zpracovani
dat, vcetné jejich predzpracovani, nasledného zpracovani, kvantifikaci (napi. zjisténi
relativni koncentrace métené latky, vyhodnoceni poméru signdlu od Sumu) nebo rozli¢nou
nabidku pohledl na zpracovavana data. Aby mohl uzivatel se zpracovanymi daty pracovat
I pozdgji nebo je analyzovat v jinych programech, je piihodné poskytnout nabidku exportu

dat do vhodného formatu.

I pfesto, ze existuje Siroka paleta moznych nastroju, slouzicich k praci s MRS daty, tak
Vv soucasné¢ dobé Oddéleni experimentalni magnetické rezonance, Institut klinické
a experimentalni mediciny (IKEM), nedisponuje softwarem, ktery by vSechny potiebné

nastroje nabizel v ramci jednoho komplexniho a zaroven piehledného programu. Pravé

wevr

Pt1 vyvoji univerzalniho programu je nutna jak komplexni znalost zkoumané problematiky,
tak i pravidelné diskuse s ostatnimi ¢leny vyzkumného tymu o tom, jakym smérem by se
vyvoj programu mél dale vést, tak aby byly neustdle nabizeny nové funkce, a pfitom
pouzivany nastroj zlistal pfehledny a uzivatelsky ptivetivy. Tato prace si klade za cil shrnout
zakladni moZnosti zpracovani MR spektroskopickych dat a na tomto podkladé vytvorit

nastroje ve vyvojovém prostiedi MATLAB (https://mathworks.com, Matlab R2021b, The

MathWorks, Inc., USA), které budou vyuzity k rutinni praci v ramci laboratofe, coz zahrnuje
zpracovani, vizualizaci a kvantifikaci spektroskopickych dat pofizenych na 4,7 T MR

spektrometru, za pouZziti lokalizovanych i nelokalizovanych MRS sekvenci.
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2 Teoreticka ¢ast

Programy, jejichz vyvojem se budeme zabyvat ve vyzkumné Casti prace, jsou ureny ke
zpracovani dat z MRS, ktera vyuziva jevu MR. Z tohoto divodu je v rdmci teoretické Casti
nezbytné popsat principy zminéného jevu, stejné tak jako vlastnosti a moznosti modality

MRS. Neopomeneme ani piedstavit zakladni zpracovani digitalniho MRS signalu.

2.1 Princip magneticka rezonance

Metody zaloZené na jevu MR nachazeji Siroké uplatnéni v mnoha aplika¢nich oborech, mezi
které mizeme zafadit napt. strukturni analyzu latek [5]. V klinické praxi je principu MR
vyuzivano pro dnes jiz relativné bé&zné zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) pro
zobrazeni m&kkych tkani nebo k vyhodnoceni biochemickych procest tkané prostiednictvim
MRS [6]. V soucasné dob¢ se taktéz rapidné rozviji moznosti MR zobrazovani na bunééné
urovni. [7]. Nespornym benefitem MR modalit je jejich nedestruktivni povaha diky vyuziti
pouze neionizujici ¢asti elektromagnetického spektra, coZz umoziuje bezpecné a opakované

méfeni bez poSkozeni vySetiované tkané [8].

Princip MR lze popsat pomoci kvantové mechaniky (viz napf. prace od R. Browna et al
(2014) [9]), ale vzhledem ke komplexnosti MR tématiky, jez by presahovala ramec této
prace, tak k vysvétleni zékladniho principu MR bude vyuzito pfedev§im modelli mechaniky

klasické.

Zprvu si je tieba fici, Ze ne kazdy systém muze podléhat jevu magnetické rezonance, ale
pouze takovy, ktery je sloZen z prvkd, jehoZ jadra maji vysledny magneticky moment p,
atedy i1 jaderny spin I, nenulovy, formalnéji sprdvné nevykompenzovany. Jédra,
resp. izotopy, jenz toto spliiuji, obsahuji ve svém atomovém jadfe lichy pocet neutront
a/nebo lichy pocet protont [10]. Z této podminky vychazi, ze kazdy prvek periodické tabulky
muze mit teoreticky alespon jeden izotop, ktery je pomoci MR detekovatelny, ale ne kazdy

ma k tomu vhodné vlastnosti.
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Mezi tyto vhodné vlastnosti zafadme nasledujici: 1) hodnota izotopového slozZeni,
tzv. abundance, kterd udava relativni ¢etnost izotopu daného prvku, pti¢emz s vyssi hodnotou
abundance MR detekovatelného izotopu je mozné detekovat silngjsi signal [11] a 2) sila
signalu je taktéZ dana relativni sensitivitou, ktera je timérna vztahu [y3 - (I) - (I + 1)] [12],
kde y predstavuje gyromagneticky pomér, coz je unikatni konstanta pro kazdy izotop, I je

jaderny spin.

Nejvyssi znamou hodnotu y ma izotop vodiku *H, z tohoto diivodu je jeho relativni sensitivita
rovna jedné a relativni sensitivity ostatnich izotopt se odvozuji pravé viuci vodiku. Vzhledem
k jeho sensitivité a zaroven vysokému piirozenému vyskytu v téle, se jedna o zdaleka
nejCastéji vyuzivany izotop at’ uz pfi klinickém, ¢i experimentdlnim MR méteni [13]. Ostatni,
pouzivana nevodikova jadra se ozna¢uji pro né spole¢nym terminem X-nuclei (X-jadra) [14].

v

V nasledujici tabulce jsou vypsany nejuzivanéjsi izotopy i s jejich zakladnimi parametry.

Tab. 1 Nejvice uzivané izotopy pro biomedicinské aplikace [15]

- Gyromagneticky Relativni Abundance
Izotop Jaderny spin O IMHZT] | sensitivita N [%]
H — vodik 1/2 42,58 1,00 99,99
13C — uhlik 1/2 10,71 0,02 1,11
BF — fluor 1/2 40,06 0,83 100
23Na — sodik 3/2 11,26 0,08 100
31p _ fosfor 1/2 17,24 0,07 100

Izotopy, jez je mozno vyuzit pro MR, maji nenulovy magneticky moment, proto je lze
ilustrativné  znazornit jako magnetické dipoly. Pro pfedstavu, v krychlovém
objemu 1x1x1 m? lidského mozku se nachizi ~6x10'° vodikovych dipold [16]. | z tohoto
divodu se pro zjednoduSeni pouziva celkovy moment magnetizace M, ktery piedstavuje
sumaci vsech dip6li daného izotopu [17]. Jedna se o vektor umistény v trojrozmérném (3D)

systému soutadnic s definovanou velikosti a smérem.

Pokud v systému na jadra nepusobi relativné silné statické magnetické pole, tak jsou
magnetické momenty natoCeny nahodné, dojde tedy K jejich vzajemnému vyruseni [18]; to

znamena, ze vysledny M je nulovy (Obr. 1A). Umistime-li jadra do statického magnetického
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pole EJ (napf. ptistroj magnetické rezonance), tak momenty maji tendenci se zarovnat podél
sméru tohoto pole. Taktéz zacnou konat rotacni pohyb, pii kterém se opisuje plocha kuzele,
tento pohyb je oznaCovan jako precese. Pii precesnim pohybu jadra rotuji sice s rozdilnou
fazi, ale se shodnou frekvenci, ktera se oznacuje jako Larmorova frekvence f;, ktera je dana
soucinem gyromagnetického poméru y a magnetického pole B, (Rovnice 1 [16]). Napiiklad
jadra vodiku v magnetickém poli o velikosti magnetické¢ indukce 4,7 T maji f; rovnu

200,13 MHz.
f. =vBy Rovnice 1[16]

Podivame-li se na celkovy M, poté co je systém vlozen do magnetického pole, tak je
orientovan podél sméru vnéj$iho magnetického pole BT,, velikost podéIné slozky M, je rovna

amplitud¢ M, ktera se zna¢i M,. M v ustaleném stavu nepreceduje, protoze jednotliva jadra
rotuji s rozdilnymi fazemi, coz z makroskopického hlediska precesi vyrusi, velikost pficné

slozky M., je tedy nulové (Obr. 1B).

(A) (B)
3 A Bo 7 -
& I} Y -’ % ‘ ~
w § V'S ! ~ ,
v M i
> N -
4 > % A4 % > 4
N , 1 N ’
Mo =0 Mg > 0

Obr. 1 Chovani magnetickych momentd; (A) nahodilé rozloZeni magnetickych momentt
V nepfitomnost vnéjsiho magnetického pole; (B) zarovnani magnetickych momentt
Vv pfitomnosti vngjsiho magnetického pole (pfevzato a upraveno [19])

Abychom mohli M detekovat, je nutné ho nejdive sklopit z podélné do piicné roviny.
V ptficné roviné jsme schopni signal, ktery je tvofen rotaci M detekovat diky zakonu
elektromagnetické indukce (Faradaydv zakon), kdy proménlivé magnetické pole v okoli

pfijimaci civky indukuje elektricky proud. Sklopeni docilime aplikaci casové kratkého
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(tadoveé ms) radiofrekvencniho (RF) pulzu, jenz vytvoti magnetické pole B_l), pro které musi
platit, ze je kolmé vuci Eg a zaroven frekvence pulzu je rovna f; . Po splnéni téchto podminek
nastane jev magnetické rezonance, tedy absorpce energie spinovym systémem.
Z makroskopického pohledu se M vychyli o ur€ity thel, nazyvany sklapéci, z podélné roviny
(nastane pokles slozky M,), a zaroven dojde ke sfazovani magnetickych momentt (slozka

M, bude nenulova) [20].

Signal, ktery je detekovan v pii¢né rovin¢ se oznacuje zkratkou FID z angl. Free Induction

Decay (volné doznivani indukce) [21]. Signal FID nelze detekovat nekonecné dlouho, jelikoz
po vypnuti RF pulzu nastava postupny navrat M z excitovaného stavu do tepelné rovnovahy
(Obr. 2), tento proces se nazyva relaxace a rozdéluje se na dvé na sobé nezavislé

slozky — podélna (T;) a pti¢na (T,) relaxace [22].

U

X
Obr. 2 Proces navratu vektoru magnetizace do tepelné
rovnovahy (pfevzato a upraveno [19])

T, podélnd relaxace predstavuje ndvrat M do ustaleného stavu, kdy je opét rovnobézné

zarovnan se smérem B,,. Tento zpétny nartst slozky M, je zplisoben ztratou vnitini energie
systému, ktera byla ziskana absorpci energie [23]. Tento proces ma exponencialni prubéh,

ktery je znazornén tzv. T; kiivkou, danou predpisem z Rovnice 2 [24].

t
M, = M, <1 — e_T_1> Rovnice 2 [24]

16



Hodnota T; udava dobu, za jakou nastane obnoveni velikosti podélné slozky M, na 63 %

hodnoty ustaleného stavu. Kazd4d pozorovana latka mé svoji T; hodnotu, kterd roste

S hodnotou magnetického pole B_O) [25].

Po aplikaci RF pulzu mj. nastane sfazovani magnetickych momentt, diky ¢emuz mizeme
méfit velikost vektoru magnetizace v roviné piicné. Postupna ztrata fazové koherence
nastava v okamziku vypnuti RF pulzu a je zptisobena vzajemnou interakci mezi ¢asticemi
ajejich magnetickymi poli [26], tento exponencidlni pokles je popsan T, kiivkou

(Rovnice 3 [24]), ktera je opét pro zkoumané latky tabelovana.

t

My, =My-e T2 Rovnice 3 [24]

Relaxac¢ni konstanta T, udava Cas, za jak dlouho dojde k poklesu pfi¢né slozky My, na 37 %

své maximalni hodnoty. Vzhledem k nehomogenitam B_(; dochazi ve skute¢nosti k ubytku
fazové koherence vzdy rychleji, tento parametr je ozna¢ovan jako efektivni pfi¢na relaxace
T, [27], ktera zaroven popisuje miru utlumu signalu FID. T, relaxace je oproti T; pro danou
latku vzdy kratsi a zaroven plati, Ze termalni rovnovaha nastava piiblizné po uplynuti péti

dob T [28].

Z casovych konstant T; a T, se odvijeji dva zakladni parametry méfici sekvence. Témito
parametry jsou repeticni Cas (TR — Repetition Time) a ¢as echa (TE — Echo Time).
TR oznacuje ¢asovy usek mezi dvéma excitacnimi RF pulzy, TE udava dobu mezi vyslanim

RF pulzu a jeho detekovanim v pfijimacich civkach.

Pii MRI je vzajemny kontrast mezi tkdnémi vytvoren, krom¢ odliSnych koncentraci vodiku,
predev§im rozdilnymi relaxa¢nimi ¢asy mezi biologickymi strukturami [29]. Relaxaéni

ktivky T; a T, jsou znazornény na Obr. 3, s porovnanim relativné kratké a dlouhé relaxace.
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kratka T1
Podélna dlouha T1 Pficnha
magnetizace magnetizace
(MZ) (Mxy) dlouha T2
¢as — tas ——>

Obr. 3 Relaxacni kitivky T; (A) a T, (B) (pfevzato a upraveno [30])

2.2 Vyuziti MR kontrastnich latek

Vysledny kontrast mezi tkanémi je piedevSim urcen jejich rozdilnymi relaxacnimi casy,
nastane-li tedy situace, ze dvé sousedici struktury maji podobné nebo shodné relaxacni
konstanty, nemusime byt schopni je od sebe na vysledném obraze rozeznat. Tuto situaci
muzeme vyftesit pouzitim kontrastnich latek (KL), které jsou schopny zkratit ¢asy T; a T,
tkané, do které byla KL aplikovana. Podle primarniho efektu na relaxaci, se oznacuji bud’

T; nebo T, KL.

T: KL jsou nejcastéji tvoreny siln€ paramagnetickymi ionty (naptf. gadolinium), které
¢imz znatné zkrati relaxacni Cas T; Vtkani. Tato tkan poté produkuje pozitivni

(hypersignalni) kontrast.

T, KL zpravidla obsahuji superparamagnetické nanocastice oxidii Zeleza, které naruSuji
lokalni magnetické pole protont, coz urychluje T, relaxaci. Tkan je nato pozorovatelna jako

hyposignalni (negativni kontrast) [31].

V soucasnosti je vyzkum vénovan i KL, které nevyuzivaji principu zkracovani relaxa¢nich
Casu, ale vyuzivaji napt. metod pienosu saturace prostfednictvim chemické vymény (CEST)
[32] nebo aplikaci latek, které jsou zalozeny na nevodikovém jadie [33]. Pii pouziti
kontrastni latky, obsahujici napt. izotopy °F nebo 3P, vyuziviame toho, 7e koncentrace
téchto izotopll je v organismu, v porovnani s *H, mald [34]. Problém muZe nastat pii
vyhodnocovani, kdy je nutné odlisit, zda detekovany signél je fyziologicky, nebo externé

aplikovany. Z tohoto diivodu se velkd pozornost upina k izotopu °F, jehoz zastoupeni
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v lidském organismu je zanedbatelné [34] anaméfeny signal je specificky, protoze
jednoznaéné odpovida pouze aplikované latce. Testovani nové KL, na bazi 1°F, se vénujeme

v kapitole 3.7 Vyuziti vytvorenych ndstrojii pri in VIiVO analyze nové Kontrastni latky.

2.3 Digitalni zpracovani MRS signalu

Doposud jsme se bavili o MR signalu, pouze jakozto o prib¢hu elektrického napéti, tedy
spojitého analogového signalu. K tomu, abychom ho mohli zpracovat a vyhodnotit je nejprve

nutné tento signal, ktery v oboru MR oznacujeme jako FID, ptevést na digitalni.

2.3.1 Analogové digitalni prevodnik

K digitalizaci signalu, ktery je detekovan v pfijimacich civkach se vyuzivd analogové
digitalniho ptrevodniku, zkracen¢ ADC. Prevod mizeme rozdélit do dvou zakladnich fazi,
prvni z nich je vzorkovéni, kdy je ¢asova osa rozdélena na pravidelné tseky a v téchto
casovych okamzicich je odebran jeden vzorek, tedy okamzitd hodnota signdlu FID. Tato
okamzitd hodnota je v analogovém svété nekonecné presnd, je nutné tuto presnost omezit
z diavodil vypocetnich kapacit a paméti, toho docilime procesem kvantovani, kdy kazdému

vzorku je pfipsana kvantovana hodnota [35].

Rychlost, sjakou ADC provadi vzorkovani, se oznaCuje jako vzorkovaci
frekvence f;; vhodna hodnota f; je pfedepsana vzorkovacim teorémem. Tento teorém [36]
vyjadien prostfednictvim Rovnice 4 fikd, Ze kazdy signal tvofeny harmonickymi slozkami,
bude po digitalizaci piesné popsan, pokud bude f; rovna alespon dvojnasobku maximalni f,
ktera se v signalu vyskytuje. Neni-li tato podminka splnéna miize dochazet k aliasingu, tedy

zkresleni.

fs =2 fmax Rovnice 4 [36]
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2.3.2 Fourierova transformace

Zpusobem, jak si digitalni signal FID vhodné&ji zndzornit, je zobrazeni frekvencnich slozek,
Z kterych se sklada. Nastroj pro transformaci FID na frekven¢ni spektrum se nazyva
Fourierova transformace (FT), resp. diskrétni Fourierova transformace (DFT), ktera
se vyuziva pro kone¢né nespojité signaly. Jedna se o matematicky nastroj, pomoci kterého

1ze rozlozit oscilujici signél na jednotlivé harmonické slozky.

Vysledkem je graf, kde amplitudy vrcholt na danych frekvencich odpovidaji mife zastoupeni
této frekvence v piivodnim signalu (Obr. 4). Diky tomuto algoritmu mizeme vyhodnotit
hodnotu rezonanéni frekvence pozorovaného vzorku, véetné relativniho zastoupeni jader,

které podléhaji jevu MR na odpovidajici frekvenci.

Voo —

cas — frekvence ——

Obr. 4 Signaly v ¢asové a frekvencni doméng; signal FID s obalkou, reprezentujici
ktivku T; (vlevo); spektrum ve frekvenéni doméné (vpravo) [autor]

Z diivodu kvadratické asymptomatické slozitosti O(N?), kde N odpovida délce signilu
v ¢asové domén¢, se Vv praxi Salgoritmem DFT nesetkavame. Proto se vyuziva
optimalizovaného algoritmu tzv. rychlé Fourierovy transformace (FFT), ktery spocita shodny
vysledek v O(Nlog(N)) operacich. Pro vypocet FFT je vhodné, aby pocet diskrétné
navzorkovanych boda signélu, tedy délka FID, byla rovna mocnin€é dvou. Pii praci se
spektrem Ize vyuzit i zpétného algoritmu, ktery naopak signal ve frekvenéni doméné prevadi

na signal do domény Casové, tzv. inverzni DFT (IDFT) [37].
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2.3.3 Zero filling (dopInéni nulami)

Pro vyhodnoceni spektroskopickych dat je nutné, aby nedoslo v pribéhu digitalizace
aaplikace FFT ke ztraté informace. Snazime se docilit co nejvétsiho frekvenéniho
(spektralniho) rozliSeni. Vyssiho rozliSeni muzeme kromé zvyseni f;, dosahnout i technikou
prodlouzeni signalu v ¢asové doméné. Tato technika se v oboru digitalniho zpracovani
signalu oznacuje terminem zero padding, v oblasti MR je preferovan vyraz zero filling. Pti
této metod¢ se za signal v Casové doméné pridavaji vzorky o nulové informacéni hodnot¢,
¢imz se signdl uméle prodlouzi a zaroven informacni hodnota zlistane nepozménéna.
Z podstaty FFT je vyhodné, kdyz je délka signalu rovna mocniné dvou; pokud toto neni
splnéno, muzeme rovnéz vyuzit metody zero filling a doplnit potfebné nulové body tak,

abychom dosahli délky, ktera odpovida mocning ¢isla dva [38].

2.3.4 Apodizace

Kazdy digitalizovany signal obsahuje kromé své uzitecné slozky, i ¢ast obsahujici pouze
Sum. Jakykoli naméfeny bod je tedy caste¢né zarusSen, z tohoto divodu je i vysledné
spektrum zatizeno Sumem. Funkéni hodnoty signalu FID dosahuji nejvyssich hodnot na
pocatku signdlu, kde se zaroven nachazi nejvice uzitecné informace, poté exponencialné
klesa k nule. Piestoze je Sum rozprostien napfi¢ celym signalem, tak relativné vice Sumu se
nachazi na jeho konci. Této skuteCnosti miizeme vyuzit pfi snaze o jeho potlaceni, kdy
vynasobime FID klesajici exponencialni funkci, jejiz obor hodnot je H(f) = (0, 1), tento
proces je oznacovan jako apodizace. Po vynasobeni budou koncové ¢asti FID potlaceny,
zatimco prvni vzorky se témét nezméni. Pti apodizaci miZze dochéazet ke zméné intenzity

nebo polositky spektra, je tedy nevhodné kvantifikovat apodizovana spektra [39].
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Obr. 5 Apodizace [autor]

et aiial

Obr. 5 (A) artificialné vytvoteny oscilujici signal s pfidanym Sumem; (B) oscilujici signal
s vyznacenou apodizacni funkci (Zlutd); (C) signal po vynasobeni apodiza¢ni funkci;
(D) frekvenc¢ni spektrum odpovidajici signalu (A); (E) frekvencni spektrum po apodizaci;

(F) pielozeni frekvenénich spekter; modré — pfed apodizaci; oranzové — po apodizaci

2.4 Magneticka rezonanc¢ni spektroskopie

MRS je neinvazivni diagnostickda metoda, jez vyuziva principi MR. V klinické praxi se
pouziva pro vyhodnoceni biochemickych procesii, ¢imZ nabizi jiny pohled na anatomickou
informaci ziskanou prostfednictvim MRI [16]. V experimentalni sféfe mizeme MRS vyuzit
napt. k analyze metabolismu laboratornich zvifat [40] nebo testovani nové vyvijenych
kontrastnich latek [4]. Modalita MRS nam umoznuje detekovat molekuly, jejichz
koncentrace se pohybuje alespon v fadu desetin milimolt (mM), pfi¢emz s vys$$i hodnotou

magnetického pole jsme schopni detekovat i méné koncentrované slouceniny [41].

Vysledny kmitajici signal FID, ktery je detekovan v pfijimacich civkach, obsahuje frekvence
rovné f; a exponencialné klesajici amplitudu podél kiivky T, [42]. Zatim bylo feCeno, ze
rezonan¢ni frekvence zélezi pouze na B_(; (Rovnice 1). V 50. letech minulého stoleti [43] ale
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bylo zjisténo, ze odlisné funkéni skupiny danych molekul maji, vlivem elektronového stinéni,
lehce rozdilné rezonancni frekvence. Rozdil f; mezi funkénimi skupinami se oznacuje jako

chemicky posun 6.

Vzhledem k tomu, ze na odliSnych pracovistich se vyuzivaji MR spektrometry o rizné
hodnoté magnetické indukce By, neni vhodné vyhodnocovat chemicky posun v zakladnich
jednotkach frekvence [Hz]. Z tohoto diivodu byla zavedena relativni tzv. ppm $kala, z angl.

parts per milion, ktera je nezavisla na velikosti pouzitého magnetického pole.

Zakladni kvantifikace MRS dat se obecné provadi na spektru ve frekvenéni doméné a spociva
ve vyhodnoceni oblasti pod kiivkou nami sledovaného vrcholu. Vyuzivame toho, Ze hodnota
integralu vybraného peaku je ptfimo imérna koncentraci métenych izotopd, které podléhaji

jevu MR na dané frekvenci [44].

Bavime-li se 0 in vivo 'H MRS, tak jejim cilem je neinvazivni kvantifikace chemickych
slouCenin nachdazejicich se v organismu. Nejcastéji se vyuzivd pro hodnoceni patologii
mozkové tkané [45], ve které jsme schopni vyhodnotit az 20 metaboliti [46]. Namisto
absolutnich hodnot jednotlivych koncentraci, se mnohdy vysledky udavaji jako podil dvou
metabolitil. Casto je jednim z nich kreatin, o kterém se udava, Ze je relativné stabilni jak pii
fyziologickych, tak patologickych stavech [47]. Pokud se, oproti tabulkovym hodnotam,
vzajemny pomér koncentraci lisi, tak to miize poukazovat na patologicky nalez, ale samotné

MRS vysSetieni k ureni piesné diagndzy nestaci.

Mezi dalsi uplatnéni in vivo MRS muZzeme uvést hodnoceni nadort prsu [48], prostaty [49],
jater [50] aj. Co se ty¢e nevodikovych jader, tak napft. k popisu energetického metabolismu

svalové tkané se vyuziva fosforova 3P MRS [51].

Nedilnou soucasti MR modalit, tedy i MRS, je moznost prostorového kodovani — ulozeni
informace, odkud naméfeny signal anatomicky pochazi. K tomu se vyuziva tzv. gradientd,
coz jsou tfi na sebe kolmé civky, které jsou piimo soucasti MR piistroje. KdyZ témito civkami
prochazi proud, generuji linearné proménné magnetické pole (fadové o velikosti mT /m).
Takto vytvofend magnetickd pole zdmérné ovliviiuji hlavni magnetické pole B_(; tak, ze

v nékterych mistech bude zeslabené a v jinych zesilené s tim, ze ¢im dal budeme od sttedu
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magnetu, tak tento rozdil bude vétsi, v isocentru zistdva neménné. Po aplikaci gradientli bude
na jadra, Vv zavislosti na jejich pozici ve zkoumaném objektu, plisobit rozdilné magnetické

pole, tzn. jejich rezonanéni frekvence se budou lisit [23].

V okamziku vyslani RF pulzu je aplikovan vrstvovy gradient, ktery uruje rovinu a jeji
rozsah, z které bude probihat nabér dat. Zbylé dva gradienty, které mizeme pouZzit, jSOu
oznacovany jako fazove a frekvencné selektivni. Pomoci téchto gradienti ménime fazi spint
a jejich frekvenci. V zavislosti na po¢tu RF pulzi, pouziti gradientt, jejich poradi, hodnotach

TR a TE atd. definujeme pulzni sekvence, které maji své vyuziti v riznych aplikacich [52].

K akvizici MR spekter lze vyuzit tii zékladnich pfistupd, pficemz hlavnim rozdilem je
vymezeni objemu zajmu (VOI). Prvni, relativné jednoducha moznost je tzv. single-voxel
spektroskopie (SVS) (Obr. 6A), kde vysledkem je jeden jednorozmérny (1D) signal. Jako
druhou volbu mame k dispozici spektroskopické zobrazovani, pii kterém je naméteno vice

1D signalu [53] (Obr. 6B). Tyto dvé metody se oznacuji jako lokalizovana spektroskopie.

Obr. 6 Lokalizovana MR spektroskopie mozku; (A) lokalizovana SVS;
(B) spektroskopické zobrazovani (pfevzato a upraveno [54])

V praxi se mizeme také setkat i s nelokalizovanou 1D spektroskopii, pfi které nedochazi
k excitaci pfesné¢ vymezené oblasti, ale méfime z celkového objemu latky, presnéji feceno

z oblasti, kterou pokryva RF civka. Tento typ sekvence je nejjednodussi mozny, protoze
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nevyuziva gradientl a k excitaci jader je aplikovan jediny excitacni pulz, po kterém okamzité

probiha nabér dat. Tato sekvence se oznacuje jako tzv. single-pulse sekvence [51].

2.4.1 Single-voxel spektroskopie

Jako SVS mizeme oznacit metodu, kdy vysledkem méfici sekvence je jeden 1D signal, a toto
MR spektrum je naméfeno zjednoho pfedem definovaného VOI. Diky tomu, ze jsme
schopni presné vymezit VOI, z kterého bude nabér dat probihat, oznacuje se tato metoda jako

lokalizovana [46].

SVS techniky jsou relativné jednoduché jak na ziskani, tak i interpretaci dat; z tohoto divodu
jsou castéji vyuzivané oproti spektroskopickému zobrazovani. Pfi diagnostice nadorovych
onemocnénich se lokalizovand SVS doporucuje pro stfedné velké homogenni 1éze velkych

organu [55].

V praxi nejuzivangjsi lokalizovana SVS sekvence je PRESS (Point RESolved Spectroscopy).
Je tvofena tfemi po sob€ jdoucimi RF pulzy, se sklapécimi tthly 90° — 180° — 180°. Pti
rezonance tedy postoupi pouze jadra, ktera se nachazeji v pruseciku vSech tii rovin (Obr. 7).
Timto prusecikem je kvadr, v digitalizované podob¢ voxel. Sekvence, ktera se od PRESS 1isi
predevsim hodnotami sklédpécich thli je STimulated Echo Acquisition Mode (STEAM),

ktera vyuziva aplikaci tii 90° sklapécich hl po sobé.

Obr. 7 Princip SVS lokalizace voxelu; prisecik tfi barevnych
rovin vymezuje voxel, z kterého bude proveden nabér dat [autor]
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Diky 180° refokusa¢nim pulziim, které vyuzivame u PRESS sekvence, Ize teoreticky ziskat
az 2x vice signalu oproti STEAM. Na druhou stranu nevyhodou sekvence PRESS je, ze
aplikace 180° refokusacénich pulzu trva déle, tzn. Ze neni technicky mozné méfit echo tak
brzo jako u STEAM [56]. Relativné dlouhé TE neni pro MRS zadouci, protoze dochazi
vlivem T, relaxace ke ztraté fazové koherence spinid a z toho vyplyvajici ztraté uzitecného

signalu, coZ ma za nasledek snizené hodnoty poméru signalu a Sumu (SNR).

I ptes tuto skuteCnost se sekvence PRESS vyuziva pti MRS mozkové tkané, diky relativné
dlouhym relaxa¢nim ¢astim T, vodikovych *H metabolitfl, neni vyuziti této pulzni sekvence
problematické. Komplikace nastavaji napt. u 3P MRS, kde metabolity maji kratké
T, relaxace, proto se zde vyuziva bud’ nelokalizovana single-pulse sekvence nebo STEAM
[57]. V soucasnosti stale vznikaji a optimalizuji sekvence, tak aby bylo mozné ziskat co

nejvice signalu za co nejkrat$i moznou dobu TE [58].

2.4.2 Multi-voxel spektroskopie

Z nazvu metody je patrné, ze multi-voxel spektroskopie je technikou, kdy v ramci jednoho
skenu jsme schopni zméfit MR spektra z nékolika voxelt najednou, vysledkem je nékolik

(obvykle stovky [59], vyjimeéné az tisice [60]) individualnich 1D signali [52].

Technika multi-voxel spektroskopie se v praxi oznacuje dvéma vzajemné zaménitelnymi
terminy, pfi¢emz oba piimo odkazuji na to, ze se jednd mj. o zobrazovaci metodu. Prvnim
moznym nazvem je spektroskopické zobrazovani, druhym oznacenim je Chemical Shift

Imaging (CSI), tedy zobrazovani chemického posunu.

wevr

magnetického pole napfi¢ vySetfovanym objektem, delSim procesem nastavovani sekvence,
stejné tak delsi doba samotného skenu [61]. Jako dalsi nevyhodu miizeme oznacit vzajemné
ovliviiovani sousedicich voxeld, s ¢imzZ je spojeno niz§i SNR z méfenych objemi [62].
Piesto, pokud je sken proveden optimalné, ziskame moznost analyzy mnoha spekter

s vysokym prostorovym rozliSenim z relativn¢ velkého objemu.
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CSI se uptednostituje, pokud je VOI nejisty, nebo je nutné vyhodnotit vice oblasti soucasné.
Pouziva se pfi zkoumani distribuce metaboliti velkych organt. Diky tomu, ze CSI, oproti
SVS, nam umoznuje méfit jednotliva spektra z vice lokalizovanych objemu najednou, tak se
taktéz vyuziva pii analyze heterogennich 1ézi v malych organech, jako je napi. prostata [49].
Nameéfenou matici je mozné prevést do barevné mapy, kde jas voxelu odpovida relativni
hodnoté koncentrace vybraného metabolitu, bliz§i ptfedstaveni metody CSI v kapitole

3.6 Program pro zpracovani CSI dat.

Princip CSI kombinuje sekvenci PRESS, ke které jsou ptidany fazové selektivni gradienty.
V zévislosti na tom, zdali se jedna o 1D, 2D nebo 3D CSI, je pouzity odpovidajici pocet na
sebe kolmych fazove selektivnich gradientt, které jsou aplikovany najednou v dobé mezi RF
pulzy. Chceme-li vytvofit napf. 2D CSI matici o velikosti 16x16 voxeli, je nutné provést

256 kombinaci nastaveni gradientnich amplitud [61].
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3 Vyzkumna ¢ast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Cilem piredkladané prace je vytvoreni nastrojii, pomoci kterych bude mozno zpracovat MRS
data, kterd vychazeji z preklinického vyzkumu. Taktéz bude provedena sada
experimentalnich méfeni nové kontrastni latky, na kterych se funkénost vytvorenych nastrojt
otestuje. Konkrétni cile, jez budou plnény ve vyzkumné cCasti prace jsou definovany

nasledovné

1) Vytvorfeni programu pro zpracovani dat namérenymi spektroskopickou metodou
typu single-voxel
e Pii realizaci prvniho cile vychazime z prototypu, ktery vznikl pii zpracovani
bakalaiské prace [63]. Timto cilem na né&j volné navazujeme tak, abychom zna¢né
rozsifili paletu funkei a umoznili tak praktické vyuziti vyhodnocovani preklinickych

experimentalnich dat.

2) Vytvoreni programu pro zpracovani dat namérenymi metodou spektroskopického
zobrazovani

e Metoda spektroskopického zobrazovani, je druhou zakladni moznosti, jak méfit MR

spektroskopicka data. Z tohoto dlivodu je vytvafen i druhy néstroj se zamérem, aby

nalezl své vyuziti pti zpracovavani dat z fantomd, in vitro i in vivo méfeni.

3) Ovéreni funkénosti programii na experimentalnich mérenich
e Prakticka ukazka vyuziti programi bude pfedstavena na in vivo experimentalnim

meéfeni, pii kterém probihalo testovani nové kontrastni latky.

Taktéz predpokladame, ze oba nastroje budou vzajemné kompatibilni, tak aby jednotliva
spektra, potizena metodou spektroskopického zobrazovani §lo exportovat do programu pro

zpracovani 1D MRS dat.
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3.2 Metodika vyzkumu

Pti tvorbé programu pro zpracovani 1D MRS dat vychdzime z jiz vytvofeného prototypu
v ramci bakalafské prace, ktery budeme rozvijet. Nastroj pro praci s CSI daty bude zcela

novy. Programy budou psany ve vyvojovém prosttedi MATLAB.

Vyzkum je realizovan v laboratofi experimentalni MR, IKEM. Z tohoto diivodu jsou nastroje
predevSim vytvafeny na zakladé potieb cleni védeckého tymu laboratote.
K samotnému méfeni dat je vyuzivin MR tomograf Bruker Biospec 4.7T (Ettlingen,

Némecko) (Ptiloha A), kterym laboratot disponuje.

Pti programovani budeme vyuzivat tzv. agilni metodiky, coz je zptsob vyvoje softwaru,
ktery je zaloZen na postupném a iterativnim piistupu. Tento piistup si miizeme predstavit tak,
Ze poté co je uréita funkce noveé implementovana, je verze softwaru nabizejici nové moznosti
predana uzivatelim a vyuzita v praxi, pfi¢emz na zakladé zpétné vazby se provadi nasledné

upravy.

3.3 Bruker — datovy format a struktura

MR pfistroje od spolecnosti Bruker vyuzivaji ke svému ovladani software Paravision

(https://www.bruker.com/en.html, verze 4.0, Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts,

USA), ktery je vyvijen taktéz spolecnosti Bruker. Software umoziuje provést mj. méfeni na
zakladé ndmi nastavenych parametrli, zrekonstruovat a zobrazit naméfend data a ty také
exportovat, jedna se tedy o nepostradatelné¢ programové vybaveni experimentdlniho MR

tomografu.

Pied vytvafenim nového software, je nejprve nutné se obeznamit s datovou strukturou
a obsahem dat, ktera jsou exportovana. Kompletni datova struktura obsahuje nékolik
vnofenych podslozek, které se mohou vétvit. K popisu struktury je vyuzit ilustraéni diagram
nize (Obr. 8). Vychozi pozice je dana jednotlivymi uzivateli. Tito uzivatelé maji moznost
vytvatet tzv. pacienty, pficemz tato struktura zastieSuje individudlni projekty, které se

nasledné déli na studie. V ramci téchto studii probiha jiz méfeni samotnych skenii, které jsou
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oznaceny v zavislosti na potadi, v jakém byly provedeny (1 azZn). Skeny zahrnuji datové
soubory, které obsahuji informace o probéhlém méteni véetné surovych raw dat. Zpracovana

data a informace k nim se nachazeji v podslozce s nazvem pdata.

|

User
(uzivatel)

1

Patient
(pacient)

I

Study
(studie)

I

Scan
(sken)

1

~\
J

fid

A 4

method 1-n

A

-
<

N
J

acqp pdata

VAN

2dseq

,
.

Obr. 8 Diagram struktury exportovanych dat [autor]

vvvvvv

obsahujici zékladni informace o prob&hlém skenu; acqp — textovy soubor s dalSimi
podrobnostmi o pouzitych parametrech akvizice; fid — format raw dat, ktery se sklada z dvojic
realnych a imaginarnich komplexnich bodt; 2dseq — zrekonstruovana data, ulozena jako
vektor hodnot. Data jsou typicky ukladana jako 16bitové, ptipadné 32bitové (v zavislosti na

pouzité sekvenci) cela Cisla se znaménkem.
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3.4 Material pro predstaveni vytvorenych skripti

K piedstaveni zakladnich vlastnosti a moznosti nami vytvofenych nastroji vyuZzijeme
naméiena MR data étyi chemickych slou¢enin, které obsahuji ekvivalentni atomy fluoru *°F
a lze je tedy vhodné vyuzit at uz pro fluorové MR zobrazovani nebo spektroskopii.
Konkrétné se jedna o kopolymery s neuréenym usporadanim, které byly piipraveny ve
spolupraci s Piirodovédeckou fakultou Univerzity Karlovy. Dale v textu bude na slouceniny

odkazovano jejich zkracenymi nazvy.

o poly(karboxybetain-akrylamid-co-trifluoroethyl-akrylamid)
e Zkracené¢ oznacovan jako PCBAM-co-PTFEAM

‘ \
F
F |\||+/

0% \g
Obr. 9 PCBAM-co-PTFEAM [autor]

o poly(N-hydroxyethyl-akrylamid-co-trifluoroethyl-akrylamid)
e Zkracené¢ oznacovan jako PHEAM-co-PTFEAM

/

0 NH © NH
B<F
F F
OH
Obr. 10 PHEAM-co-PTFEAM [autor]
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o poly(N-hydroxyethyl-akrylamid-co-difluoroethyl-akrylamid)
e Zkracen¢ oznacovan jako PHEAM-co-PDFEAM

/

o NH ©7 TnH
F OH
Obr. 11 PHEAM-co-PDFEAM [autor]

¢ poly(N-hydroxyethyl-akrylamid-co-N-(2-((2,2,2trifluoroethyl)sulfinyl)ethyl)akrylamid)
e Zkracen¢ oznacovan jako PHEAM-co-PFSAM

S OH
_»
F
F~NE

Obr. 12 PHEAM-co-PFSAM [autor]

3.5 Program pro zpracovani 1D MRS dat

Program, ktery bude v praxi vyuzivan ke zpracovani SVS a 1D nelokalizovanych dat a bude
V této kapitole popsan, tak ve svém zakladu vychazi z jiz vypracované bakalarské prace [63].
Pivodné vytvoreny nastroj slouzil predevsim jako potvrzeni toho, ze jsme schopni naméfena
data Cist, graficky zndzornit a provést zdkladni analyzu. Cilem nastavajicich verzi je
poskytnout komplexni nabidku funkci, ktera miize byt vyuZita pii praktickém zpracovani
SVS experimentalnich dat. Celkovy ndhled na vytvotfeny néstroj se nachazi v Ptiloze B.
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3.5.1 Nabidka prototypu a jeho limitace

Jiz vytvoteny prototyp nastroje nabizel funkce, které lze vyuzit pro elementarni analyzu 1D
MRS dat. Mezi implementované funkce pattilo nacteni libovolného po¢tu naméienych dat,
vcetné jejich jednoduché grafické prezentace. Zakladni metody post-processingu, pod které
spada zero filling a apodizace, byly rovnéz implementovany. Uzivatel také mohl vyuzit
kvantifikanich nastroji v podobé& vypoctu SNR a urcitého integralu, pficemz tyto hodnoty
spolu s dalsimi vyznamnymi proménnymi bylo mozno exportovat do externiho souboru

tabulkového formatu.

Urcité limitace tohoto prototypu se ukézaly a byly jiz v zavérecné praci zminény, dalSi
se projevily az pfi néslednych projektech zpracovdvanych v ramci laboratote. Mezi velké
nedostatky zafad'me nutnost postupného nacteni jednotlivych skentl, stejné tak jako export
parametrti pouze jednoho vybraného skenu. Zakladni zobrazeni spekter, tedy pouhy jejich
ptekryv, taktéZ neni v kazdém piipad¢ idedlni, obzvlast jeli nacteno vét§i mnozstvi
spektroskopickych dat. Presto, Ze nabidka funkci byla relativné bohata, tak nebyla pfilis
vhodna a uzivatelsky ptivétiva pti praktickém vyuziti. V této ¢asti vyzkumné prace se tedy

pokusime tyto nedostatky vyfesit a nabidnout dalsi vylepSeni pro zpracovani dat.

3.5.2 Vicenasobné nacteni dat

Pi1 méfeni spektroskopickych dat se Casto setkdvame s tim, Ze je nutné potidit vétSi mnoZstvi
skent v prubéhu jedné sady méteni. Tato situace mnohdy nastava, kdyz aplikujeme rozlicné
parametry pulznich sekvenci a nasledné analyzujeme vzajemné rozdily mezi naméfenymi
spektry. DalSim piikladem je vyhodnocovéani biochemickych zmén v ¢ase, kdy je provedeno

vEtsi mnozstvi skent se shodnymi parametry.

Doposud bylo mozné pomoci vytvofeného prototypu nacitat jednotlivé signaly pouze
postupné. Vzhledem k tomu, ze pii urcitych analyzach je nutné vyhodnotit kuptikladu az
stovky spekter, je metoda postupného nahrdvani zna¢né neefektivni. Z tohoto diivodu je

vhodné, aby byla poskytnuta moznost nacist vice soubort najednou.
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Protoze nativni MATLAB funkce uigetdir, kterd slouzi k vybéru slozky, neumoziuje
vybér vice slozek najednou, bylo nutné zvolit jiny pfistup. Vyuzili jsme tedy dostupnou
kompatibilni komponentu JFileChooser z programovaciho jazyka Java, kterd nabizi
nastaveni vice parametrt, véetné vicendsobného vybéru. Po zavolani komponenty se otevie
vlastni prohlize¢ souborii, ktery nam umoziuje vybrani libovolného mnozstvi
slozek (Obr. 13). Pro nasi potiebu je nutné, aby slozky obsahovaly jiz zminéné soubory fid,
method a acqp. V zavislosti na prectenych parametrech ze zminénych soubori dochazi

k dalsimu zpracovani.

4. QOpen X
Look in: 220726r0s.ff1 V| E

=

Naposled...

Plocha

-
=l
Dokumen...

Tento po..

ﬁ File name: t110 U120 M3t M4 15T et T 18 19t 20t

Sit’ Files of type:  All Files “ Cancel

Obr. 13 Nabidka vicenasobného vybéru [autor]

3.5.3 Moznosti zobrazeni 1D MRS dat

Ve vytvofeném prototypu byla uzivatelim, pii zobrazovani dat, dana jedinda mozZnost
zobrazeni, a to v podob¢ zakladniho piekryti nactenych spekter. V okamziku, kdy bylo
nacteno vice signal, tak ale dochéazelo ke znacné neptehlednosti z diivodu piekryti
jednotlivych dat. Tento fakt mohl zamezit rychlou vizudlni analyzu a taktéz tento zplsob
neni vhodny pro publikacni Gcely. Rozhodli jsme se tedy pro zabudovani vice moZznych
nahledd, které lze libovoln& piepinat pomoci ovladaciho prvku piepinade. Momentalné

implementované a nej¢astéji pouzivané zobrazovaci mody jsou nasledujici:
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Vychozi

Zékladnim pohledem — je moznost, kdy jednotliva spektra jsou pouze pielozena pies
sebe, coz je vhodné pro vizualni analyzu relativné nizkého poctu naétenych dat (Obr. 14).
Tento zobrazovaci mod je taktéz ptihodny pii nastavovani kvantifikacnich parametra pro
nasledny export. Na obrazku mizeme pozorovat spektra ze tii rliznych vzorkl, konkrétné
PHEAM-co-PFSAM (Zluta), zde s chemickym posunem Ad ~ 10 ppm od nosné
frekvence, PHEAM-co-PTFEAM (modrd) snulovym chemickym posunem
a PHEAM-co-PDFEAM (oranzova) s Ad ~ 53 ppm.

221
2.0 [
1.8
1.6
14
1.2 -
1.0 -
0.8 |
0.6 |

04 -
0.2 - J
0.0 L - ST . —— SR

00 80 60 40 20 0 20 -40 -60 -80 -100
Frequency [ppm]

Obr. 14 Vychozi zobrazeni 1D nelokalizovanych MRS dat [autor]

Amplitude [arb. u.]

3D
Trojrozmérny néhled, kdy na Z ose je zpravidla ¢as nebo parametr méfici sekvence, ktery
byl rozdilny pro danou sadu méteni (napt. TR nebo TE). Tento nahled mize byt vhodny,

kdyZ je nacteno vice dat.

Amplitude [arb. u.]
o - N w - (4] o
N S N S N

////[

15 10

Frequency [ppm] -20
Obr. 15 3D zobrazeni 1D nelokalizovanych MRS dat [autor]
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Data z Obr. 15 ukazuji ‘°F nelokalizovana spektra vzorku PHEAM-co-PFSAM, ktera se
vzajemné liSila pouze parametrem TR, je patrné, ze s rostouci hodnotou TR roste taktéz
intenzita signdlu. Na zakladé prolozeni intenzit signald funkci y = a- (1 — e 2*) +c, Ize

vyhodnotit ¢asovou konstantu T1 méteného vzorku.

e Offset

Tato moznost se jevi jako mozny kompromis mezi vychozim a 3D pohledem, kdy

zaroven lze spektra mezi sebou posunout o uzivatelsky nastavitelny offset na ose Y.

PHEAM-co-PTFEAM l

PHEAM-co-PDFEAM !

PCBAM-co-PTFEAM

IPHEAM-co-PFSAM
L L
400 300 200 100 0 -100 -200 -300 -400

Frequency [ppm]
Obr. 16 Offset zobrazeni 1D nelokalizovanych MRS dat [autor]

Na Obr. 16 se nachazi tzv. offset zobrazeni, zde &tyfi '°F nelokalizovana Sirokopasmova
spektra s jednozna¢nym vyskytem jednoho spektralniho vrcholu pro kazdy. Z nahledu lze

vypozorovat, ze druhé a ¢tvrté spektrum (seshora) maji odlisny chemicky posun od zbylych.

e FID
Nahled na jednotlivé signaly FID (Obr. 17) v ¢asové doméné je ptedevsim orientacni.

Zaroven umoziuje zobrazit aplikovanou apodizacni funkei s nastavenymi parametry.

25, 25

N

- -
= =
g g
s 15 = 15!
KA KA
o
3 3
2’ 2"
a -
E 0.5 E 0.5
O X Seddanls A, A o 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Sample Sample

Obr. 17 FID zobrazeni nelokalizované MRS latky PHEAM-co-PFSAM; neapodizovany
FID signal (vlevo); apodizovany FID signal véetn¢ apodizac¢ni funkce (vpravo) [autor]
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3.5.4 Export 1D spektroskopickych dat

Pti zpracovavani spektroskopickych dat, je nutné nabidnout uzivatelim mj. export
zpracovanych dat pro dalsi pouziti. K tomu, abychom mohli data vhodné exportovat je
piihodné, aby bylo mozné pfistupovat individudlné k jednotlivym parametrim jim
nalezejicich signald. Tohoto jsme docilili vyuZzitim datového typu st ruct (strukturni pole),
do kterého jsou parametry nactenych signald ulozeny, ulozené parametry jsou napt. datum
a ¢as akvizice, délka méfeni, zakladni pulzni parametry (Obr. 18A). V prubéhu kvantifikace,
tedy pii vypoctu SNR a urcitého integralu, jsou vysledky taktéz ukladany do strukturniho
pole naleziciho signalu (Obr. 18B). Neni-li provedena kvantifikace jsou odpovidajici

hodnoty po exportu nulové.

(A) signal: [512x1 double] (B)

BW: 8.1698e+03
f0: 188.6384

Scan Time: 'Oh5m0sOms' Signal Amplitude: '9.8664e+07"
Nucleus: '19F' Zmplitude In SNR Range: '9.3664e+07'
Protocol: '19F Singlepulse 40ppm' SNR_NoiseAsSTD: 161.1209
Acqguistion Date: '14:41:32 25 Feb 2023' SNR NoiseRsPeak: 34.8831
EchoTime: '[/]" Integral: '7.486e+08"'
Repetition Time: '500' Integral Whole Spectrum: '2.0270e+08'
NAverages: 'oe00" FWHM: '1.268848"

Obr. 18 Ukazka strukturniho pole nacteného signalu; (A) zakladni pulzni
parametry; (B) kvantifikované parametry [autor]

Je-li nacteno vice signalt najednou, poté je kvantifikace provedena pro kazdy nacteny signal
automaticky na zaklad¢ uzivatelského nastaveni, neni tedy nutné provadét kvantifikaci pro
kazdé jednotlivé spektrum. Nami uréené parametry ze strukturniho pole je mozné exportovat

do tabulkového formatu externiho souboru pro dalsi zpracovani (Obr. 19).

A B C D E F G H | J K L

1 1d |File Location |Protocol Acquistion_Date Scan_Time |Repetition| NAveragedSignal_Amplitu Amplitude_Ir SNR_Noi{SNR_Noi|Integral

2 | 1|C:\Users\havl 19F_Singlepulse_40ppm|14:36:58 25 Feb 2023  |0hOm1s0ms 500 2 4,99E+05 4,99E+05 5,05 21,42| 2,93E+06
3 | 2|C\Users\havl 19F_Singlepulse_40ppm|14:37:04 25 Feb 2023  |0hOm5s0ms 500 10 1,74E+06 1,74E+06 6,73 27,04 1,04E+07
4 | 3|C:\Users\havl|19F Singlepulse_40ppm|14:37:12 25 Feb 2023 |0hOm10s0ms 500 20 3,35E+06 3,35E+06 9,93 37,69| 2,08E+07
5 | 4|C:\Users\havl 19F Singlepulse_40ppm|14:37:25 25 Feb 2023  |0hOm30s0ms 500 60 9,86E+06 9,86E+06 14,79 65,70| ©,15E+07
6 | 5|C:\Users\havl 19F Singlepulse_40ppm|14:38:02 25 Feb 2023  |0h1m0sOms 500 120 1,97E+07 1,97E+07 20,58 89,10| 1,21E+08
7 | 6|C:\Users\havl 19F Singlepulse_40ppm|14:39:17 25 Feb 2023  |0h2m0sOms 500 240 4,02E+07 4,02E+07 38,59| 142,15| 2,45E+08
8  7|C:\Users\havl 19F Singlepulse_40ppm|14:41:32 25 Feb 2023  |0h5m0sOms 500 600 9,87E+07 9,87E+07 33,94| 161,57 6,10E+08

Obr. 19 Ukazka exportovanych parametrt [autor]
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3.6 Program pro zpracovani CSI dat

Doposud byl v laboratofi experimentalni MR v IKEM pro zakladni praci s CSI daty vyuzivan

volné dostupny program ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/, verze 1.53e, Ndrodni institut

zdravi, Bethesda, USA), ktery je urCen predevS§im pro zpracovani a analyzu obrazu.
Problémem je, ze rozhrani programu neni koncipovano pro CSI data a prace s nim je tak
relativné ¢asoveé naro¢nd, neintuitivni a zaroven neposkytuje moznost ndhledu na spektra,
stejné tak jako jejich piipadny post-processing. Z této vychozi situace vznikl podnét, zdali
by nebylo mozné vytvofit dedikovany nastroj, ktery by uzivatelim nabizel funkce ke
zpracovani dat naméfené metodou spektroskopického zobrazovéni. Celkovy nahled na

vytvoreny nastroj se nachazi v Ptiloze C.

Pred zacatkem vyvoje programu si je vhodné uvédomit, ze vysledkem CSI sekvence je kvadr,
ktery je tvofen mnoha voxely, diky ¢emuz lze timto kvadrem provadét rovinné fezy. Pro
nazornost jsou na kvadru (Obr. 20) barevné rozlisené plochy; voxely podél ¢ervené a modré
plochy nalezi piislusné frekvenci, respektive hodnoté chemického posunu. Umisténi na
zelené¢ plose udava prostorovou informaci odkud dany signal ze vzorku pochazi.
Prochazime-li zelenou plochou ,,zleva doprava®“ muizeme pozorovat, zdali se na urcité

frekvenci nachazi signal z pozorovaného objektu.

Position
[cm]

Frequency

Position (ppm]

[cm]

Obr. 20 3D ilustrativni nahled na CSI sekvenci [autor]

3.6.1 Predstaveni CSI experimentu

Nejdtive si predstavime jednoduchy experiment, na kterém budou funkce nastroje postupné

prezentovany. Cilem experimentu je pokryt zékladni moznosti metody CSI. Vyuzito bude
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metody fluorové 1°F MR. Pro toto ukazkové méfeni bylo piipraveno pét fantomii se shodnym
objemem V=500 pL. Ciselné oznaeni a obsah zkumavek je vypsan nize, véetnd

referenéniho *H snimku ukazujici rozloZeni zkumavek (Obr. 21).

1) PCBAM-co-PTFEAM
2) PHEAM-co-PTFEAM
3) PHEAM-co-PDFEAM

4) PHEAM-co-PFSAM

5) Destilovana voda

Obr. 21 Pouzité fantomy; seznam pouzitych slouc¢enin (vlevo);
'H MRI znézorfujici rozlozeni zkumavek (vpravo) [autor]

Voda je zde vyuzita pouze pro referenéni uéely, jelikoz se jedna o °F MR a voda neobsahuje
jadra fluoru, nebude produkovat signal. Z jiz provedenych a vyhodnocenych single-pulse
sekvenci vime, ze vzorky (1) PCBAM-co-PTFEAM a (2) PHEAM-co-PTFEAM maji
shodnou hodnotu chemického posunu, bude tedy dochéazet k jevu rezonance na shodné
frekvenci, zatimco vzorek (3) PHEAM-co-PDFEAM a (4) PHEAM-co-PSFAM maji

chemicky posun, od prvnich dvou vzorkd, roven Ad ~ 53 ppm, resp. As ~ 10 ppm.

Zakladni parametry pouZité¢ CSI sekvence jsou nasledujici: TR =200 ms, Sitka excitovaného
pasma = 38 ppm, zorné pole = 4x4 cm?, prostorové rozliseni = 2,5%x2,5x18 mm?, doba
skenu =5 min. | pfesto, ze tfeti vzorck PHEAM-co-PDFEAM obsahuje fluor, nebude
produkovat jakykoli signal, coZ je zpusobeno tim, ze jeho rezonan¢ni frekvence je mimo

excitovany rozsah.

3.6.2 Nacéteni a zakladni nahled na CSI data

Po probéhlém méfeni je nutné namétfend data exportovat z méfici stanice. Pro zpracovani

CSI dat potiebujeme ti'i soubory, prvni dva jsou soubory method a acqp, z kterych je mozné
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vycCist konkrétni parametry méfené sekvence. Tietim souborem je 2dseq, ktery obsahuje
vektor hodnot, z kterych vznikne vysledny obraz. Po nacteni a zobrazeni raw 2dseq dat lze
vidét, Ze data jsou ulozena jako vektor (Obr. 22), ktery bude nutné pievést na matici. Vektor
je tvoten po sob¢ jdoucimi spektry, které odpovidaji vyslednému obrazu, pficemz ¢im vétsi
Intenzita signalu spektra, tim jasnéj$i bude korespondujici voxel. K tomu abychom
se mj. dozvedéli, jaké jsou rozméry nove vzniklé matice, je nutné precist hodnoty parametrQ
ze souboru method (Obr. 22). Parametr ##$CSIRecoMatrix udava velikost vysledné matice
a ##$PVM_SpecMatrix predstavuje délku jednotlivych signald. K transformaci vektoru na

matici o potfebnych rozmérech miizeme vyuzit vestavénou funkci reshape.

##$PVM_ScanTimeStr=( 16 )
<@h5m@s200ms>
##$PVM_FovCm=( 2 )

4,000 4.000_ _ _ _ _
r | ##$CSIRecoMatrix=( 2 )I
| 64 64

I##$PVM_SpecMatrix=( 1 )I

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 18 2 s 38.08
x10
Sample

Obr. 22 Informace o surovych CSI datech; vektor CSI dat (vlevo), vybér parametrii ze
souboru method (vpravo) [autor]

Podivame-li se na prezentovana data, tak vektor hodnot je nutné pievést na matici o velikosti
64x64%x512. Pozn. vzdajemnym vyndasobenim téchto hodnot vychazi 2 097 152, coz se rovna
délce vektoru z Obr. 22 a tedy i celkovému poctu voxeli. Pro kazdy provedeny sken se
promé&nné mohou lisit, je tedy nezbytné pii nacitani dat zautomatizovat ¢teni datového

souboru.

Po prevedeni do podoby matice a provedeni normalizace hodnot, tedy pievedeni do rozsahu
(0,1), lze jiz vybrany fez v jedné ze tfi rovin, zobrazit jako 2D matici, tedy obrazek
V odstinech Sedi, pomoci funkce imshow, kterd pro svoji funkcénost vyzaduje Image

Processing Toolbox.
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V uvodu této kapitoly bylo feceno, ze dosud byl vyuzivan pro zpracovani CSI dat freeware
Imagej. Z tohoto divodu byl tento software vyuzivan i v ranych fazich vyvoje, jako moznost

ey e

osveédcené reprezentaci.

Podivame-li se na nasledujici snimky zpracovanych pomoci ImageJ (Obr. 23) anaSim
programem (Obr. 24), tak na prvni pohled to vypada, ze se data zna¢né lisi, to je ale

zpisobeno tim, Ze program ImageJ provadi automatickou upravu kontrastu.

Obr. 23 1°F CSI fezy zobrazené pomoci programu ImageJ; nahled na frekvenéni rovinu
(vlevo); nahled na prostorovou rovinu (vpravo) [autor]

Obr. 24 19F CSI fezy zobrazené pomoci vytvoteného programu; nahled na
frekven¢ni rovinu (vlevo); nahled na prostorovou rovinu (vpravo) [autor]

Data z Obr. 23 a Obr. 24 piedstavuji nahodné vybrané fezy z frekvenéni nebo prostorové
roviny namétené CSI sekvenci (viz Obr. 20). Snimky vlevo znazorfiuji data z frekvencni
roviny, zatimco snimek vpravo udava prostorovou informaci. Jiz ze snimku vpravo je mozné

pozorovat, ze fantomy s oznacenim (1) a (2), viz Obr. 21, rezonuji na shodné frekvenci.

Z tohoto porovnani je patrné, Ze nastaveni kontrastu je jednou ze zakladnich technik pfi
zpracovani obrazu, proto byla tato moZnost implementovana i v naSem ndastroji. Pomoci dvou
posuvnikl lze ovlivnit parametry vestavéné funkce imadjust, ¢imz dochazi ke zméné

vysledného kontrastu obrazu dle potieb uzivatele (Obr. 25).
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Contrast

Maximum

Minimum

‘ ,

Reset Contrast

A

Obr. 25 Obraz s upravenym kontrastem a
odpovidajici rozhrani s nastavenim [autor]

Data naméfend pomoci metody spektroskopického zobrazovani vytvaii 3D matici, cozZ ndm
umoziuje prochdzet tfemi na sobé kolmymi rovinami a ptesné lokalizovat oblast naseho
zajmu (viz Obr. 20). Ve vytvofeném programu jsou tyto roviny pojmenovany jako Front
(zepiedu), Top (seshora), Side (ze strany). Data, na ktera se divame zboku (0znacovano jako
side) odpovidaji prostorové informaci na dané frekvenci, z tohoto dtivodu byva bo¢ni nahled
nejpraktictéjsi a nejcastéji vyuzivany. Pohledy zeptedu a seshora Ize napt. vyuzit pro celkovy
nahled, na jakych frekvencich se vyskytuje signal, coz si mliizeme znazornit na Obr. 26 nize.
Po sumaci vSech namétenych spekter ziskdme vysledné spektrum, které kdyZz porovname
s pohledem seshora uvidime jednoznacny piekryv frekvenci. Z tohoto pohledu je patrné, Ze

signal bude viditelny, alespoii na dvou frekven¢nich rozmezich a to 8 ~ 0 ppm a 6 ~10 ppm.

(B)

[ 1 1 |
15 1" 8 4 0

Frequency [ppm]

Obr. 26 Frekvencni prolnuti 19F MRS/CSI; (A) soucet vSech
naméfenych spekter; (B) vybrany fez z frekvenéni roviny [autor]

1
4 -8 =11 -15
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3.6.3 Primérovani a projekce maximalni intenzity

Raznych vizualiza¢nich technik CSI dat mizeme vyuzit i diky tomu, Ze jedna z mnohych
vlastnosti MR spekter je, ze maji spektralni Sifku, coz naznaluje, ze signal s riznou
intenzitou je rozprostfen napfi¢ urcitym rozsahem frekvenci. Tato vlastnost nam umoznuje
implementovat vizualiza¢ni techniku, ve které si uzivatel miize libovoln¢ vybrat rozsah ez
odpovidajici riznym frekvencim a provést vypocetni operaci, ktera z 3D matice vytvoii 2D

v

obrazek, pficemz tento obrazek je zpravidla vhodnéjsi jak pro vizualizaci, tak i interpretaci.

Dv¢ z nejcastéji pouzivanych metod je primérovani dat a tzv. projekce maximalni intenzity
(MIP), zangl. Maximum Intensity Projection. Primérovani zahrnuje sumaci hodnot
jednotlivych pixelu, resp. voxelt z vybraného rozsahu fezi, a tento soucet je vydélen poctem
vybranych fezi. Na druhou stranu, MIP je 3D technika objemového vykreslovani dat, ktera
na vysledném snimku zobrazi nejvyssi hodnotu voxelu podél rozsahu vybranych fezii z dané

roviny, diky tomu miize poskytovat lepsi nahled na uzite¢ny signal. Bez ohledu na vybranou

metodu, miizeme vyslednou 2D matici pieskalovat na hodnoty pixelt do rozsahu 0 az 1.

(A) (B) (®) (D)
. . .

Obr. 27 Transformacni zobrazovaci techniky primérovani a MIP; (A) primér;
(B) pramér s pteskalovanim; (C) MIP; (D) MIP s pieskalovanim [autor]

Na prikladu z Obr. 27 mizeme ukazat zakladni efekt pouzitych transformacnich technik,
napt. na Obr. 27A vidime, ze pozadi je vyrazné potlaceno, ale s tim i hledany signal, na
druhou stranu z Obr. 27C je patrné, Ze nedochazi ke ztraté uzitecné informace, ale pozadi
muze dosahovat relativné vysokych hodnot. Vhodnym feSenim se tedy jevi normalizovat
vysledna data pomoci pieskalovani. Nicménég, optimalni zobrazovaci technika zalezi na

analyzovanych datech a nelze ji tak pfedem urcit.
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Abychom mohli jednoduse a efektivné lokalizovat vhodny rozsah fezd, jsou implementovany
dva rizné nahledy: sumace vSech spekter (Obr. 28A) nebo MIP nahled vsech fez podél
frekvenéni osy (Obr. 28B). V okamziku, kdy si uzivatel klikne na oblast zajmu, rozsah se
automaticky vybere a oznaci pravé kolem vybrané oblasti. Na zéklad¢ zvolené transformacni
techniky (MIP nebo pramér), se vysledny obrazek interaktivné zobrazi (Obr. 28C). Kromé

toho, je zde také moznost ru¢né prepisovat rozsah teza (Obr. 28D).

(B

R To: 275 | +

Obr. 28 Interaktivni moznosti vybéru rozsahu fezt; (A) sumace vSech spekter s vybérem
rozsahu; (B) nahled na frekvenéni rovinu s moznosti vybéru; (C) vysledny snimek z daného
rozsahu; (D) manualni moznost vybéru rozsahu [autor]

3.6.4 Hot-Spot zobrazovani

Tzv. hot-spot zobrazovani je ¢astou doménou pii méfeni X-nuclei, tedy nevodikovych jader,
ktera nemaji takové zastoupeni v biologickém systému. Pifi ndhledu na vysledek
nevodikového skenu nejsme Casto schopni piesné urcit lokalizaci namétenych dat. Z tohoto
divodu je taktéz naméfen referenéni *H sken se shodnou geometrii. Tyto dva obrazy se
nasledné pies sebe pielozi, ¢imz ziskdme pfedstavu o anatomickém plivodu méfeného

X-nuclei signélu.

K tomu abychom mohli tuto zobrazovaci techniku pouzit, je nezbytné ptidat moznost nacteni
referenéniho snimku. Bylo potfeba napsani funkci, pomoci kterych miZzeme tato MRI data

nacist, zobrazit a dle potfeby zménit aktudlné zobrazeny tomograficky fez. Pro nahrani
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referenéniho 'H MR snimku vychazime zdat, ktera se nachazeji v 2dseq souboru
referencniho méfeni. V praxi se ukazalo, ze je vhodné pfidat i nabidku nacteni jiz
exportovanych MRI dat, jez jsou uloZzena v bézném obrazovém formatu, pfedevsim pokud
uzivatel nema dostupny piislusny 2dseq soubor. Pii vybirani referenéniho snimku ma na
vybér moznost bud’ nacteni referen¢niho 2dseq souboru, ¢i obrazového souboru libovolného

formétu.

Pii piekladani dvou obrazl vyuZivame riiznych matematickych operaci. Casto se vyuZziva
metody odecteni, kdy kazdy prvek z referenéniho obrazu je odecten od obrazu, ktery je
tvofen CSI daty, vzhledem k povaze od¢itani, tak vysledny pieloZzeny obraz je tvofen
komplementarnimi barvami. Oblibenou alternativou je i prosté prolozeni dvou vrstev

s moznosti nastaveni prihlednosti a potlaceni hypointenzniho signalu u X-nuclei dat.

Dulezité je taktéz zminit, Ze se zpravidla lisi velikost méfené matice u *H a X-nuclei dat s tim,
ze u X-nuclei je z divodu niz8i sensitivity niz8$i. Z tohoto divodu je nutné provést
pfevzorkovani dat na odpovidajici velikost, aby se oba obrazky piekladaly spravné. K tomuto
muzeme vyuZzit metod interpolace, napt. nejjednodus$si mozna implementace je metoda
nejbliz§iho souseda, ktera piifazuje hodnotu nového pixelu na hodnotu nejblizsiho
existujicitho. Druhou, pokrocilej$i metodou je bilinearni interpolace, kdy pro kazdy novy
pixel se spocita vazeny primér hodnot Ctyf nejblizSich existujicich pixeld, ¢imz vznika
obrazek s vysSim rozliSenim a zaroven s lepSim vyhlazenim hran neZ v pfipadé metody

nejbliZsiho souseda.

Na nasledujici sad¢ snimkt Obr. 29 az Obr. 31 je k vidéni moznost postupného nastaveni
hot-spot zobrazovani pomoci metody pielozeni dvou snimkt. Nejprve je nutné identifikovat
vhodny rozsah, zde je idealnim zpisobem nahlédnuti na sumaci spekter a vybrat oblast
ohrani¢enou obéma vrcholy (Obr. 29A). Zobrazovaci metoda MIP s preskalovanim byla

vyuzita k zobrazeni transformovaného 2D snimku (Obr. 29B).
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Obr. 29 Méteni fantomi 1°F CSI; (A) vybrany frekvenéni rozsah zajmu (Sedy
podkres); (B) MIP snimek odpovidajici rozsahu [autor]

Z predchozi kapitoly zaroven vime, ze peak nachazejici se na 6 ~ 0 ppm odpovidd dvéma
chemickym slouc¢eninam, a to konkrétn¢ PCBAM-co-PTFEAM a PHEAM-co-PTFEAM.
Signal posunuty o 10 ppm nélezi kopolymeru PHEAM-co-PFSAM.

Abychom ovéiili, ze prekryv téchto ti *°F signalti opravdu koresponduje s jejich vodikovym
'H zobrazenim, je nutné provést potladeni pozadi. Nastavime-li, Ze bude viditelnych
pouze 90 % nejjasnéjSich pixelli a zbytek se nebude zobrazovat, tak dosahneme toho, Ze
uvidime 1 vodikové pozadi a zaroven potvrdime vyskyt X-nuclei signalu na spravné

anatomické pozici (Obr. 30).

Obr. 30 Vybrany rozsah s potlacenim
hypointenznich oblasti [autor]
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Pro vétsi prehlednost a nazornost vysledku se v praxi méni barevna paleta z vychozi
Sedotonové na jiné barvy, napt. paleta gradientu jednotlivych primarnich barev (Cervena,
zelend, modrd), nebo barvy dopliikkové kbarvam primarnim. Nadefinovany byly
| vicebarevné mapy, zaroveil mizeme vyuzit i zminéné bilinearni interpolace pro zjemnéni

hran (Obr. 31).

, bt ]
Obr. 31 '°F snimek s potlagenym pozadim, zménénou
barevnou mapou a bilinearni interpolaci, Cervena cast spektra
znazoriuje vybrany frekvencni rozsahu [autor]

Dle ptedpokladti dva fantomy z Obr. 31 neprodukuji fluorovy signal, jednim z nich je
destilovana voda, ve které se nenachdzeji jadra fluoru. PfestoZe druhy fantom obsahuje
fluorova jadra, tak ty ale nebyla vybuzena k jevu MR, protoZe maji relativné odliSnou

hodnotu chemického posunu oproti ttem zbylym fantom@m.

3.6.5 Spektroskopicka mrizka

Zakladni vlastnosti a ptfednosti CSI sekvenci je naméteni vysokého poctu lokalizovanych
spekter pii jednom méfeni. V praxi se vyuziva toho, ze uzivatel si je schopen zobrazit
referenéni 'H snimek, ktery je rozdélen do &tvercové, tzv. spektroskopické miizky a bud’to
si vybrat lokalitu, z které se mu externé zobrazi namétené CSI spektrum nebo tato spektra
jsou piimo zobrazena na referen¢nim snimku.
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Vzhledem Kk tomu, Ze moznost nacteni referen¢niho snimku jsme jiz provedli pro funkci
hot-spot zobrazovani, tak nam nic nebrani ani v implementaci zobrazeni spekter na podkladé
reference. Je mozné si nastavit velikost miizky v mocninach dvou, maximalni velikost je
samoziejme limitovana velikosti samotné matice namétrené sekvence. Pokud je napi. velikost
zakladni matice 64x64, tak nejsme schopni vytvofit matici o velikosti 128%128 a vétsi,
naopak muzeme velikost této matice snizovat. Snizime-li vychozi matici 64x64 na 32x32,
tak se obsah ,,nového voxelu‘ zvétsi 4%, a proto vysledné spektrum bude tvofeno primérem

Ctyt spekter (2%2), ktera odpovidala matici predchozi velikosti.

Po kliknuti na prostorovou lokalitu se tato vybrana oblast miizky podbarvi zelenou barvou
a ve vedlejsi ¢asti grafického rozhrani se zobrazi spektrum z vybrané oblasti. Na Obr. 32A
je k vidéni nami nastavena matice 16x16, kde oblasti oznacené Cisly predstavuji pfipravené
vzorky a Obr. 32B spektra z nami vybranych oblasti. Pozn. Obr. 32B vznikl az po exportu
spekter a zobrazen v programu pro zpracovani 1D MRS dat. V programu pro zpracovani

multi-voxel dat lze aktivné zobrazit pouze jedno spektrum.

o oo fa

15 10 5 0 -5 -10 -15
Frequency [ppm]

Obr. 32 MR fluorovych fantomi; (A) vybrané voxely na podkladé spektroskopické
miizKky; (B) spektra odpovidajici vybranym voxelim [autor]

Druhou variantou, jak reprezentovat naméfend spektra je zobrazeni spekter pifimo na
zpracovaném CSI snimku nebo referencnim vodikovém snimku. Zde je nutné vhodné
nastavit velikost mfizky, pokud by byla miiZka nastavena moc husté nemusel by byt vysledek

Citelny. Pokud je provedeno vhodné nastaveni, poté nam tato moznost zobrazeni nabizi
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rychly a komplexni nadhled na naméfena data, viz ukazka na Obr. 33. Mezi limitace,
se kterymi je nutné pocitat, je situace, kdy voxel CSI sekvence je na pomezi dvou rozdilnych
prostiedi. Dochazi poté kruSeni z pozadi, toto mizeme castecné potlaCit zjemnénim

vyhodnocované matice.

odpovidajici danym voxeliim [autor]

3.6.6 Export CSI dat

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.6.5 Spektroskopicka mrizka u Obr. 32, tak jsme schopni
naméfena spektra zobrazit i v prohlize¢i 1D MRS dat, ¢imZ je zajisténa vzajemna
kompatibilita obou programii. Nabidku exportu vyuzijeme predevSim pokud budeme chtit
zobrazit vice spekter v jednom grafu v riznych zobrazovacich moédech, které jiz byly
osvétleny v kapitole 3.5.3 Moznosti zobrazeni, nebo pokud budeme chtit tato spektra

vzajemn¢ kvantifikovat, at’ uz se jedna o vypocet plochy pod kiivkou, ¢i ur€eni SNR.

Uzivatelim je poskytnuta moznost, zdali exportuje pouze jeden vybrany signal, ¢i vSechny
signaly na zéklad¢ nastavené matice. Napr. bude-li nastavena matice velikosti 8x8 vysledny
pocet vzniklych souboru bude 64. Pro ptehlednost jsou ndzvy vytvotenych soubort ulozeny

ve formatu ExportedData_RowX_ColumnY, kde X udava tadek a Y sloupec miizky.
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3.7 VyufZiti vytvoFenych nastroji p¥i in vivo analyze nové kontrastni latky

Mozné praktické vyuziti obou vytvorenych programi bude pfedstaveno na in vivo testovani
nové¢ kontrastni latky, ktera ma specifické vlastnosti. Latka a cely projekt byl pfipraven
ve spolupraci s vyzkumnou skupinou RNDr. Ondieje Sedlacka, Ph.D z Ptirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy.

Ukolem experimentalni MR laboratofe v IKEM, bylo v prvni fazi méfeni na fantomech,
které obsahuji nanocastice. Konkrétné se jednalo o nanocastice kopolymeru ziskaného
disperzi N-(2,2,2-trifluorethyl)akrylamidu s hydrofilnim blokem polyethylenglykolu. Diky
tomu, ze syntetizované nanocastice obsahuji pouze chemicky ekvivalentni jadra fluoru
nemélo by dochézet ke $tépeni spektralni ¢ary, coz je jeden ze zakladnich piedpokladi jejich

vhodného vyuziti pro °F MR.

Cilem méfeni na vodnich roztocich fantomt bylo mj. identifikovat piipravenou latku
s idealnimi MR vlastnostmi, coz zahrnuje vyhodnoceni MR zobrazovani, spektroskopie
a relaxometrie. Na zakladé naméfenych a zanalyzovanych dat, byla syntetizovana latka
s oznacenim F5H2 (Obr. 34), ktera kombinuje nejvhodné&jsi MR, ale i chemické vlastnosti.

Z tohoto diivodu bude vyuzita pro experimentalni in vivo méteni.

O
1ot Y
O“ 'NH O

H
kCF3 H
OH

Obr. 34 Chemicka sloucenina F5H2 [64]
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Pred tim, nez budeme moci piikrocit k méfeni in vivo, je nutné provést testy cytotoxicity.
Jednalo se o0 in vitro test na buiikach lidskych dermalnich fibroblastt, ktery byl proveden ve
spolupraci s Ustavem makromolekularni chemie AV CR. Zadné znamky toxicity nebyly po

72 hodinédch pozorovany.
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Protoze vyzkum probihd na preklinickém pracovisti, tak pfi in vivo pokusech se vyuziva
zvitecich modelt, zpravidla mysi a potkant. Zvite je v pribéhu méfeni ve stavu celkové
anestezie, ve kterém, ze zfejmych divodi, nemize ptetrvavat del$i dobu, je tedy nutna

¢asova optimalizace, napt. pouzitim relativné kratkych méfticich sekvenci.

K provadéni anestezie je v laboratofi vyuZivdn anesteziologicky pfistroj v podobé
odpafovace, jako anestetikum se pouziva isofluran o koncentraci 0,5-5 %. Pti anestezii je
hlodavec umistén do uzaviené¢ho prihledného boxu s ptivodem pro anesteziologicky plyn

a v fadu minut je dosazeno stavu celkové anestezie.

Injekce obsahujici F5H2 s objemem V = 200 uL byla subkutanné podana zdravé mysi kmene
BALB/c do pravé zadni nohy (Obr. 35). Vzhledem k tomu, Ze toto méfeni je brano jako tzv.
proof of concept, tak misto vpichu bylo vybrano piedev§im ze dvou divodu: 1) relativné
jednoducha aplikace a 2) moznost ndzorného porovnani signalll z pravé a levé nohy, s tim,

ze levéa noha slouzi jako kontrola.

A

Obr. 35 Subkutanni podani kontrastni latky [autor]

v 2

Pred pfemisténim zvifete ,,do civky* je nezbytné pouzit ocni gel, abychom zabranili vysuseni
o¢i v pribéhu experimentu, coZz by mohlo zapficinit oslepnuti. Pfivod anesteziologického
plynu je nasledné zaveden na drzak civky, do kterého pomtzeme hlodavci se zakousnout,
diky ¢emuz dochazi k piimé inhalaci anesteziologického plynu. Ke sledovani Zivotnich

funkci je pouzit senzor dychani umistény pod télem.

Pro méfeni jsme vyuzili dudlni H/*°F pieladitelnou povrchovou radiofrekvenéni civku, ktera

byla zkonstruovana V laboratofi experimentalni MR v IKEM. Takto pteladitelné civky se
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vyuzivaji k tomu, abychom mohli provést jak *H, tak °F MR méfeni, aniz bychom museli
zvife vytahovat z diagnostického pfistroje a ménit civku. Diky tomu si zachovame
jednoznaénou a neménnou lokalizaci objektu. Po strané této RF civky jsme taktéz ptiloZili

F5H2 ve zkumavce o objemu V = 200 pL pro referen¢ni tcely.

Ptesto, ze nés pfedevsim zajima vyskyt injektovaného fluoropolymeru, tak je nutné provést
i referenéni vodikové MRI na jehoz podkladé bude °F MR méfeni vyhodnoceno. Pro
'H zobrazovani byla provedena standardni zobrazovaci sekvence typu spin echo se
zakladnimi parametry: TR = 3000 ms, TE = 12 ms, doba akvizice = 1 min 12 s, prostorové
rozliseni = 0,137x0,137x0,85 mm?.

Pro detekci fluorového signalu byla nejdiive pouzita zakladni nelokalizovana MRS sekvence
typu single-pulse s parametry: TR = 2000 ms, doba akvizice = 5 min, §ifka pasma =200 ppm.
Nameétené spektrum ukdazalo tfi jasné rozliSitelné vrcholy, pficemz jeden reprezentuje sumaci
nami injektovaného polymeru in vivo a referenéniho fantomu na strané civky, zbylé dva jsou
vrcholy isofluranu. Pozn. ditvodem dvou peakii isofluranu jsou jeho dvé funkcni skupiny
obsahujici fluor (CF3 a CF2) (Obr. 36A).

V této situaci nejsme schopni s jistotou prifadit jednotlivé peaky k odpovidajicim
slouceninam. Pravé z tohoto diivodu je na boku civky umisténa referen¢ni zkumavka s F5H2,
kterou mizeme vyjmout, anizZ bychom zmeénili pozici civky, resp. mysi uvnitf magnetu. Po
odejmuti jsme provedli shodnou spektroskopickou sekvenci, ktera ukazala, ze u peaku
nejvice vlevo nastal znacny pokles intenzity, jedna se tedy o ndmi sledovany polymer. Zbylé
dva vrcholy nalezi isofluranu (Obr. 36B). Intenzita isofluranovych peaki se mezi métenimi
lehce lisi, coz je zptisobeno neustale ménici se koncentraci vdechovaného anesteziologického

plynu uvnitt systému.
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Obr. 36 1°F in vivo MRS se tiemi jasné rozlisitelnymi vrcholy; (A) pred vyjmutim
referen¢ni zkumavky; (B) po vyjmuti reference (shodné métitko) [autor]

Diky jednozna¢nému potvrzeni vyskytu fluorového signalu pomoci single-pulse sekvence,
muzeme piejit na CSI spektroskopické zobrazovani. Pouzité parametry sekvence jsou
nésledujici: TR = 200 ms, §itka pasma = 38 ppm, prostorové rozliseni = 2,8x2,8x10 mm?,

doba akvizice = 13 min 40 s.

1 1 1 1 1 1 L
15 1 8 4 0 -4 -8 11 15
Frequency (ppm)

Obr. 37 F in vivo CSI soudet naméfenych spekter s barevné
oznac¢enym frekvenénim rozsahem [autor]

Podivame-li se vyse na sumu vSech spekter, namétenych CSI sekvenci (Obr. 37), tak mizeme
jednoznaéné pozorovat signal F5H2 i funkéni skupinu CFs isofluranu. Nami sledovany
signal se nachazi piiblizn¢€ na frekvencnim rozsahu ~2,5 ppm, vybrany rozsah je barevné
znazornén. Pro nazornost je na nasledujici sadé snimka (Obr. 38) zobrazen kazdy paty fez

z vybrané frekvencni oblasti.
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Obr. 38 °F in vivo CSlI fezy z rozsahu 245-270 [autor]

Po vybrani vhodného rozsahu fezli mizeme piejit na lokalizaci namétené¢ho signalu na
podkladé vodikové reference. Toho mtizeme docilit napt. odectenim referenéniho snimku
(Obr. 39A) od MIP snimku (Obr. 39B). Po pfelozeni miizeme pozorovat, ze signal se opravdu
nachazi pouze v pravé noze, tak jak jsme predpokladali (Obr. 39C).

Obr. 39 *H MRI a '°F CSl in vivo; (A) referen¢ni *H méteni; (B) °F CSI data;
(C) ptelozena referen¢ni a CSI data potvrzujici vyskyt fluoropolymeru véetné
barevného zndzornéni spektroskopického rozsahu [autor]

Na nasledujici strané se nachazi Obr. 40, ktery nabizi shodné informace jako Obr. 39C, ale
predklada tato data jinou formou. Na Obr. 40A je vidét spektroskopicka miizka se
dvéma vybranymi voxely, kterym odpovidaji spektra na Obr. 40B, pod znakem ‘o’ se skryva

signal z pravé nohy, u kterého vidime jednoznac¢ny vyskyt polymeru F5H2. Zatimco symbol
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'x'reprezentuje kontralaterdlni voxel zlevé nohy, ve kterém se signdl nenachazi.

Spektroskopicka miizka s prelozenymi spektry je zobrazena na Obr. 40C.

-5 -10 -15
4.7 T MRS frequency (ppm)

Obr. 40 '°F CSl in vivo; (A) spektroskopicka miizka s vybranymi voxely;
(B) spektroskopicka data odpovidajici danému voxelu; (C) spektroskopicka miizka
s pieloZzenymi spektry [autor]

Po péti mésicich od subkutanni aplikace fluoropolymerni latky byla my§ humdnné usmrcena
predavkovanim anesteziologického plynu, tak aby mohlo byt provedeno histologické
vySetieni. Byla provedena excize podkozi a svalové tkdné v okoli mista vpichu a také
kontralateralni tkané jakozto kontrola. VySetieni bylo provedeno pracovistém klinické
a transplantacni patologie, IKEM a neodhalilo jakykoli patologicky nalez, ¢imz dale

potvrdilo netoxicitu kontrastni latky (Obr. 41).

pE

‘ T R B 200 um ; \ ‘ \
Obr. 41 Normalni histomorfologie kosterniho svalstva a tukové tkané s perifernimi nervy
a cévami; (A) tkan v okoli mista vpichu; (B) kontralateralni tkan (kontrola) [autor]
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4 Diskuze

Vyvoj nastroji pro zpracovani MR spektroskopickych dat, je kritickou oblasti vyzkumu,
protoze tyto nastroje jsou nezbytné pro piesnou analyzu a interpretaci naméfenych dat, coz
Z nich déla nezbytnou soucast pracovniho procesu. Vysledky nasi prace ukazuji potencial
dvou ndmi vyvinutych nastroji pro zpracovani spektroskopickych dat. Tyto nastroje byly
dikladné otestovany a bylo prokazano, Zze jsou vyhovujici jak pfi méfenich in vivo, tak pii
méienich na fantomech, coz dokazuje jejich univerzalnost a vyuzitelnost v Siroké Skale
aplikaci MR spektroskopie. Mezi zakladni pfednosti nastroji zatad'me jejich jednoduchost

pouziti, robustnost a dostate¢nou univerzalnost.

Znacny pocet vyzkumnych skupin dava piednost vyvoji vlastnich nastroja (napt. [65-67]),
pied spoléhanim se na komeré¢né dostupné moznosti. Toto je zpisobeno tim, Ze komercni
nastroje Casto postradaji specificnost a ptizplisobeni pottebné pro jejich konkrétni vyzkumné
cile. Vzhledem k tomu, ze kazda laboratof se také zamétuje na urcity smér vyzkumu, tak ne
kazdy vytvoreny nekomeréni nastroj je univerzalni a vyhovujici viem. Casto se tak stava, ze
si dany tym vytvofi specidlni nastroj pro urcitou aplikaci, kterd pro jiné instituce neni
relevantni. Na tomto nic neméni, Ze je zde potencidlni moZnost spoluprace mezi
laboratofemi, kdy vyzkumni pracovnici sSe mohou od sebe navzajem inspirovat pro dalsi

rozvoj nastroji.

Navzdory slibnym vysledkiim nami vytvotfenych nastroji je dilezité si uvédomit, Ze tyto
nastroje nebudou nikdy plné kompletni, a ze k plnému vyuziti jejich potencidlu je nutny
neustaly vyvoj a zdokonalovani. K priibéznému vyvoji na zdklad€ zpétné vazby bude i nadale
dochazet, tak abychom zajistili, Ze nastroje budou spliiovat potieby experimentalni MR
laboratoie v IKEM, pro jejiz potiebu tyto néstroje vznikly. Nastroje jsou pln¢€ optimalizované
na praci s MR daty, které jsou méfeny v ramci laboratofe na stroji Bruker Biospec 4.7T
a prislusném software Paravision 4.0. I pfes tuto skutecnost je zde mozno provést ne tak
rozséahlé Upravy zdrojového kodu tak, aby vytvorené nastroje mohli byti kompatibilni napfi¢

riznymi laboratofemi a vybavenim.
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5 Navrh doporudeni pro praxi

Vytvofené nastroje, které vznikaly v ramci této diplomové prace, se jiz v osvédcCily
v kazdodenni praxi, coz dokazuje pfedevsim to, Ze se jedna o zakladni néstroje, které jsou
vyuzivany pfi zpracovani a analyze MR spektroskopickych dat, které jsou méfeny Cleny
vyzkumného tymu laboratofe. Jak jiz bylo zminéno, je nezbytny neustaly vyvoj, diky
kterému se bude neustale rozsSifovat nabidka funkci, ¢imz zpiistupnime nové moznosti

zpracovani dat.

V ramci této prace byla taktéZ provedena sada in vivo méfeni, pii kterém byla testovana nova
polymerni kontrastni latka na bazi jader fluoru ‘°F. Publikované vysledky [64] naznacuji, Ze
takto pripravené c¢astice by mohlo jit potencialné pouzit jako nosi¢e pro podavani
hydrofobnich 1é¢iv. Diky teoretické moznosti sledovat distribuci léciva v téle pomoci
magnetické rezonance otevira tato oblast vyzkumu a vyvoje nové vyhlidky v kombinaci

diagnostiky a terapie v jednom systému, tzv. teranostika.
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6 Zavér

V diplomové praci, jez se primarn¢ zabyvala metodami zpracovani MRS dat, jsme si stanovili
Ctyti cile. V teoretické Casti prace jsme se zabyvali tfemi zédkladnimi celky, prvni oblasti
zajmu byl samotny popis fyzikédlnich principii jevu magnetické rezonance, nasledovano
moznostmi digitdlniho zpracovani MR dat. V zavéru teoretické casti jsme piedstavili
principy MR spektroskopie a nabidku vyuziti této modality, jak v klinické, tak preklinické

praxi.

Hlavnim cilem bylo vytvofeni dvou programi, v podobé uzivatelskych grafickych
rozhranich, ve vyvojovém prosttedi MATLAB. Prvni program, slouzici ke zpracovani
tzv.lokalizovanych i nelokalizovanych 1D MRS dat, vychazi z jiz obhéjené bakalaiské prace
Nacitani a zpracovani spektroskopickych dat z magnetické rezonancni spektroskopie [63], ve
které byl vytvofen funk¢ni prototyp programu. V této zavéreéné praci jsme onen prototyp
zdokonalili, tak aby ho mohli ¢lenové vyzkumného tymu experimentalni MR laboratoie
v IKEM bez potizi vyuzit pro rutinni zpracovani a analyzu namétenych jednorozmérnych
spektroskopickych dat. VylepSeni miizeme mj. pozorovat v moznostech vicenasobného

nacteni 1 exportu dat nebo pfidani riznych zobrazovacich moda.

RovnéZ jsme vytvofili program, jenZ Ize vyuZit ke zpracovani dat potizenymi metodou CSI
neboli metodou spektroskopického zobrazovani. UZivateli je nabidnuta Sirokd paleta
nastroju, jakymi je naptiklad matematické zpracovani vice fezli do jednoho obrazu pomoci
metody primérovani nebo projekce maximalni intenzity, dal§i moznosti je zpracovani
naméfenych CSI dat na podkladé referencniho snimku. UZzivatel si mize taktéz interaktivné
zobrazit jednotlivd lokalizovand spektra na referencnim snimku. Nedilnou soucasti
jeiexport spekter, které nasledné lze zobrazit ve vytvofeném programu, slouzici pro

zpracovani 1D MRS dat.

V zavéru vyzkumné ¢asti prace byla provedena sada experimentalnich in vivo méfeni nové
kontrastni latky pro F MR zobrazovani. Litka byla piipravena ve spolupraci
s Piirodovédeckou fakultou, Univerzity Karlovy. Naméfend, a ndmi vytvofenymi programy
I vyhodnocena, in vivo data naznacuji vyznamny klinicky potencial takto syntetizovanych

fluorovanych nanocastic pro lékaiské ucely, coZz mize zahrnovat intramuskuldrni nebo
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subkutanni  aplikace 1éCiva nebo vyuziti jako markery pro zobrazovani
bun¢k, jakymi jsou napiiklad transplantované pankreatické ostriivky znacené kontrastni

latkou in vitro.

I diky pouzité metodice, kdy kazdy ¢len vyzkumného tymu mél moznost zasahovat do vyvoje
programi, tak se staly tyto programy vyluénym nastrojem, vyuzivanym ke zpracovani
a analyze MR spektroskopickych dat, které jsou méfeny v ramci projekti provadénych

experimentalni MR laboratofi v IKEM.

Vysledky této prace maji taktéz vystup v podobé ¢lanku (Uvodni strana viz Ptiloha D)
v impaktovaném védeckém ¢asopise Biomacromolecules (IF = 6.988, Q1), pti¢emz se tento

¢lanek stal namétem obalky daného vydani (Ptiloha E).

Panakkal V., Havlicek D., Pavlova E., Filipova M., Bener S., Jirak D. Sedlacek O. Synthesis
of ®F MRI Nanotracers by Dispersion Polymerization-Induced Self-Assembly of
N-(2,2,2-Trifluoroethyl)acrylamide in Water. DOI 10.1021/acs.biomac.2c00981.
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ABSTRACT: ""F magnetic resonance imaging (MRI) using
fluoropolymer tracers has recently emerged as a promising, non-
invasive diagnostic tool in modern medicine. However, despite its
potential, '’F MRI remains overlooked and underused due to the
limited availability or unfavorable properties of fluorinated tracers.
Herein, we report a straightforward synthetic route to highly
fluorinated '°F MRI nanotracers via aqueous dispersion polymer-
ization-induced self-assembly of a water-soluble fluorinated
monomer. A polyethylene glycol-based macromolecular chain-
transfer agent was extended by RAFT-mediated N-(2,2,2-
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trifluoroethyl)acrylamide (TFEAM) polymerization in water, providing fluorine-rich self-assembled nanoparticles in a single step.
The resulting nanoparticles had different morphologies and sizes ranging from 60 to 220 nm. After optimizing their structure to
maximize the magnetic relaxation of the fluorinated core, we obtained a strong '’F NMR/MRI signal in an aqueous environment.
Their non-toxicity was confirmed on primary human dermal fibroblasts. Moreover, we visualized the nanoparticles by ’F MRI, both
in vitro (in aqueous phantoms) and in vivo (after subcutaneous injection in mice), thus confirming their biomedical potential.

1. INTRODUCTION

Fluoropolymers stand out as an important class of high-
performance materials with numerous commercial applica-
tions, ranging from construction materials through antiadhe-
sive coatings and electronics to biomaterials."” Fluorinated
polymers have recently shown significant potential in medicine
as metal-free diagnostic tracers for '"F magnetic resonance
(MR) imaging (MRI).** Although currently used clinical MRI
techniques highlight the biodistribution of hydrogen nuclei
(mainly from water and lipids), they suffer from a high
background of omnipresent water. Conversely, '’F MRI
accurately visualizes magnetically active natural fluorine
atoms because there is virtually no fluorine background in
the body, which enables a straightforward “hotspot” visual-
ization of fluorinated tracers in an organism for diagnostic
purposes. Furthermore, given the resonance frequency of '°F,
which is very close to that of hydrogen, fluorinated tracers can
be visualized on commercial MRI scanners with only minor
radiofrequency coil adjustments.” Accordingly, spectrally
resolved MR can simultaneously provide both spatial and
spectroscopic data and thus more complex information and be
used with various systems for its advantages over conventional
imaging, including higher sensitivity.””

Notwithstanding its potential, '’F MRI is still only relatively
sparsely used, mostly due to the limited availability or
unfavorable properties of fluorinated tracers. On the one
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hand, perfluorocarbons (PFCs) and perfluoro-crown ethers
(PFCEs) benefit from their high fluorine content but exhibit
an extremely hydrophobic character,”” thus requiring stabiliza-
tion in nanoemulsions with surfactants. As a result, they display
relative instability, limited biocompatibility, and suboptimal
magnetic relaxations of fluorine atoms. On the other hand,
fluorinated polymer materials open up countless possibilities
regarding their macromolecular architecture and fluorine
modifications.”” In particular, water-soluble semifluorinated
polymers, such as poly(N-(2-((2,2,2-trifluoroethyl)sulfinyl)-
ethyl)acrylamide),' poly(N-(2-fluoroethyl)acrylamide),"'
poly(N-(2,2-difluoroethyl)acrylamide),'* or various statistical
copolymers of fluorinated monomers with hydrophilic
monomers,">~'® show promising diagnostic potential for
their excellent '’F relaxation properties and biocompatibility.
However, their fluorine content is rather limited because
increasing fluorine functionalization hampers polymer sol-
ubility in water and its magnetic relaxation properties."
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