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Eloszo

A magmagneses rezonancias (NMR) technikak elsajatitasat 1999-ben kezdtem a
PTE Orvostudomanyi Kar PhD hallgatojakeént. Elsé eredményeim patkany
illetve egér agyban torténd in vivo viztartalommeérésrol szoltak. A tanulmény
alatt moédomban allt a mikroképalkotdas ¢és az in vivo NMR proton
spektroszkopia alapjait elsajatitani. Ezt kovetéen 9 honapon at diffazid stlyozott
képalkotassal foglalkoztam szintén kisallat modellben a franciaorszagi Nemzeti
Tudomanyos Kutatd Kozpont gyf-sur-Yvette-i laboratériumaban. Az eddig
megismert NMR technikdk repertoir-jat egy gottingeni, németorszagi 10
honapos 0sztondij segitségével bdvitettem, ahol egerek agyaban kvantitativ
lokalizalt proton NMR spektroszképids méréseket végeztem. A fent emlitett
négy tanulmanybol négy tudomanyos koézlemény sziiletett, melyek koziil harmat
a legmagasabb impakt faktorat NMR-rel foglalkoz6 lapban a Magnetic
Resonance in Medicine-ben publikaltunk.

Tovabbiakban, Magyarorszagon eldszor a Pécsi Diagnosztikai Kozpontban
talalhat6 huméan MR késziiléken in vivo agyi viztartalom mérési szekvenciat
allitottam be betegek vizsgalatara. Ez utdbbinak a koponyailiri nyomaés
csokkentésére iranyulo, adekvat terdpia megvalasztasaban lenne jelentdsége az

agyi viztartalom in vivo, non-invaziv monitorizalasaval.



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani a PhD dolgozatomhoz sziikséges munkaban
kozremtikodo €s segitséget nytjtoé személyeknek.

Ko6szondm témavezetdm, Doczi Tamas professzor Ur folyamatos, lelkes
tamogatasat €s értékes javaslatait, melyek alapvetd mértékben hozzdjarultak a
dolgozat illetve a tudoményos kozlemények megsziiletéséhez.

Haélas koszonet illeti Gallyas Ferenc professzor urat a tdimogatasért €s a szamos
elmélyiilt beszélgetésért, melyek segitségével a kozponti idegrendszerrdl
alkotott képem nagy mértékben kibdviilt.

Ko6szonom Siimegi Baldzs professzor Grnak a lehetdséget, hogy intézetében az
in vivo NMR méréseket elvégezhessem, az & tdmogatasa is alapvetden
hozzajarult a PhD dolgozat megsziiletéséhez.

Koszondm tovabba Berente Zoltin, Bogner Péter és Osz Erzsébet tiirelmét,
melyet az NMR alapjainak 4ldozatos tanitdsa soran nyujtottak, az &
tamogatasuk, lelkesedésiik egész munkam soran elkisért.

Halaval tartozom Jean-Claude Beloeil professzor urnak és munkatéarsainak,
Philippe Meric, Brigitte Gillet, Jean-Loup Correze, a franciaorszagi gyf-sur-
Yvette-i NMR laboratériumban, hogy tovabb csiszoltdk a spinek csodalatos
vilagardl alkotott tudasomat.

Kiilon koszonet illeti Jens Frahm professzor urat, aki vildghirli gottingeni
laboratoriuméaban fogadott egy akadémiai évre. Munkatérsaival, Oliver Natt,
Takashi Watanabe, Thomas Michaelis, bevezetett az in vivo NMR
spektroszkopia vildgaba, tovabba az NMR képalkotas bonyolult fizikai
Osszefiiggéseivel megismertetett.

Végiil, de nem utols6 sorban koszondm csalddom odaadd szeretetét ¢és

folyamatos tdmogatasat.



Bevezeto

A magmagneses rezonancias (NMR) vizsgalatok kiilf6ldon a diagnosztika
mellett mar alapvetd szerepet jatszanak az agy patologias folyamatainak
feltérképezésében, addig Magyarorszagon, foleg a késziilékek nagy leterheltsége
miatt, csak az alapvetd rutin diagnosztikus mérésekre nyilik lehetdség. Ily
modon a magyar neuroradiologia NMR technikakkal foglalkozé tertilete,
kisérletezésre alkalmas késziilékek hijan, nagymértékben elmaradt a vilag
¢lvonalatol. 1999-ben a Pécsi Tudomany Egyetem Biokémiai Intézete
képalkotasra is alkalmas nagy térerejii (9,4 Tesla) NMR késziilék megvételére
kapott lehetoséget, igy megkezdddhetett a magyarorszagi uttor6 munka a

kisérletes in vivo NMR alkalmazasok teriiletén.

In vivo agyi viztartalom meghatarozas

A kiilonb6z0 eredetti és tipusu agyoedemak pontos diagnosztizalasa napjainkban
1s sok esetben nehézségekbe litkdzik. Az oedema kvantitativ mérése non-invasiv
modszerrel illetve a kovetkezményes intracranialis nyomdésemelkedés non-
invaziv monitorizalasa ma is megoldatlan problémat jelent. A pontos viztartalom
mérés hidnydban, a vizenyd csokkentésére iranyuld terapids beavatkozasok ma
sajnos empirikusak. Kisérletes feltételek kozott tobb laboratériumi modszer is

rendelkezésre all viztartalom mérésére - hagyomanyos kiszaritdsos technikak,



gravimetrids moddszerek — ezek azonban invazivitdsuk miatt embereken csak
egészen specialis esetekben, s akkor is retrospektiv modon, alkalmazhatok.

A computer tomografias (CT) vizsgalat volt az elsé képalkot6d eljaras mely
pontosabb képet nyujtott a viztobblet megjelenésérdl a szovetben, de a CT kép
keletkezésének mechanizmusabol fakaddan aldbecsiilt az elvaltozas viztartalma.
A magmagneses rezonancidn alapuld képalkotas megjelenése (MRI) egy nagy
érzékenységli, non-invasiv moddszert bocsat rendelkezésre a viztartalom
novekedés illetve az oedema megjelenitésére, quantifikalasara.

Els6ként in vitro prepardtumon patkanyagyban mutattdk ki a longitudinalis
relaxdcid sebességének (1/T1) a viztartalom (W) novekedésével egyiitt jaro
csokkenését. A kilencvenes évek végére lehetdvé valt, igaz hosszabb vizsgalati
1d6 alatt, T1 térkép készitése emberi agy egy szeletérdl in vivo. Ezek utdn a
matrix T1 értékeit viztartalomma konvertalva eldall a “viz-térkép”.

Az agyi viztartalom mérésével kisérleti allatokban a korosan emelkedett

viztartalmat csokkentd gyogyszerek kiprobalasara nyilik lehetdség.

Difftizi6 sulyozott képalkotas

Stejskal és Tanner 1965-ben irta le elséként, hogy oldatokban térgradiensek és
statikus magnese tér alkalmazasdval az oldott molekuldk difftzidja
jellemezhetd. Majd a nyolcvanas évek elején magmagneses rezonancian alapulo

képalkotas (DWI) elterjedésével fedezték fel, hogy a DWI igen érzékeny



modszer a stroke folyaman bekdvetkezd sejt-szovetkarosodas pontos
lokalizacidjara. Majd egyre tobb féle patholdgids allapotban sikeriilt kimutatni
rendkiviili érzékenységeét, nevezetesen epilepszidban, sclerosis multiplexben,
kiilonb6zd eredetli gyulladdsos folyamatokban ¢és koponyatraumaban. A
nagymértékben elterjedt alkalmazas és a széleskort alapkutatas ellenére ma sem
ismerjiik pontosan a DWI mechanizmusat az agyszovetben. Tobb elképzelés is
sziiletett arra vonatkozoan hogy a DWI erds diffizios sulyozassal képes lehet

arra hogy az agyi extra ¢és intracellularis tereket non-invasiv médon mérje.

In vivo spektroszkopia

Az magmagneses rezonancian alapuld spektroszkopia (MRS) egyediilallo
eszk6z egyes agyi metabolit szintek és ezek abszolut koncentracidinak
meghatdrozasara. Bizonyitott tény hogy szdvet kdrosodas kdvetkeztében fellépo
lactat acidosis, mar a noxat kovetd percen beliil, MRS-sel pontosan jellemezheto
¢€s a szdveti lactat koncentracioja in vivo mérhetd. Tovabba az N-acetyl-aspartat,
mely kizarolag az idegsejtekben fordul el6, in vivo mért koncentracioja
prognosztikai jelentdségli stroke-ban és feltételezhetéen koponyatrauméban is.
A spektroszkopiai méréssel nyert metabolitok aranya/koncentracidja
meghatidrozza a daganat dignitdsat, ,,szovettani” diagnozis nyerhetd in vivo,

biopsia nélkiil.



A transzgenikus technoldgia elterjedésével az egerekben eldidézett pathologias
allapotok genetikai hattere jobban feltérképezhetd. A molekuléris biologiai
modszerek mellett nagy igény lenne egy non invaziv vizsgalomodszerre is
transzgenikus egerekben, azonban igen nagy technikai kihivast jelent az MRS
alkalmazésa egerek agyaban, a kis voxel méretbdl eredd alacsony jel/zaj viszony

miatt.



Célkituzések

1. In vivo viztartalom mérés kidolgozasa hidegsértéssel eldidézett, agyodémas
egerek agydban longitudinalis relaxacio (T1) és equilibrium magnesezettség
meghatarozasanak segitségével.

2. Az irodalomban illetve az elsd kisérletsorozatban T1 és viztartalom mérésére
hasznalt nagy 1d6igényli MRI szekvencia (inverzio visszatéritéses spin echo)
kivaltasa spektroszkopiai méréssel. A spektroszkopiai modszer segitségével
T1 ¢és kovetkezményes viztartalom lenne mérheté 1-2 percen beliil,
ellentétben a standard képalkotdsi szekvencidval, ahol ugyan ez kb. fél orat
vesz igénybe.

3. A széles korben elterjedt in vivo viz diffuzio sulyozott képalkotas
mechanizmusdnak tisztdzdsa a kompartmentalizaciéval kapcsolatban. A
diffuziostlyozas erdsségével ardnyos, biexponencidlisan lecsengd NMR jel
analizisét végezziik el, olyan bioldgiai szdvetben/szovetmodellben, ahol
hianyzik a természetes kompartmentalizicid azaz az extra €s intracellularis
tér.

4. Transzgenikus egerekben kivaltott pathologias agyi allapotok vizsgélatara
alkalmas in vivo, kvantitativ  NMR spektroszkopids modszer kidolgozasa.
Vizsgaljuk tovabba a C57BL/6 egértorzs irodalombdl ismert fokozott

érzékenységét agyi ischemidban.



5. A Pécsi Diagnosztikai kozpontban talalhatdé klinikai, képalkot6 NMR
késziiléken gyors T1 és viztartalom mérési szekvencia bedllitdsa emberi
agyban. Igy az agyoedema csokkentésére iranyuld (mai napig empirikus!)

terapia nyomon kovethetd klinikai koriilmények kozott.



Eredmények

1. In vivo viztartalommérés egéragyban

Vasogen agy oedemat utanozo allapotot hoztunk Iétre egerekben az agyszovet
fagyasztasos sériilésével. NMR képalkotds segitségével a viz longitudindlis
relaxacios idejét és a kép egy-egy téregységében taldlhaté nyugalmi Gsszes
magnesezettségét mértiik €16 allatokban. A vizsgalat utdn az oedemads és a
normal agyszdvet viztartalmat kiszaritdssal hataroztuk meg. A mért NMR
paraméterek, nevezetesen a longitudinalis relaxacids 1d0 és a nyugalmi Osszes
magnesezettség, ¢s a kiszéritassal mért viztartalmak kozott egyenes
aranyossagot talaltunk igen szoros ardnyossagi egyiitthatoval (r>0.98). Tovabba
a tiszta viz nyugalmi magnesezettség értéke is kovette az egyenes ardnyossag
soran kapott egyenletet. fgy egy kalibraciés egyenes allithato fel a nyugalmi
magnesezettség és a viztartalom kozott, melynek segitségével az allatokban mért
nyugalmi magnesezettség érték kozvetleniil viztartalom értéknek feleltethetd
meg. Az altalunk alkalmazott mddszer segitségével egerekben kb. fél ora alatt
egy agyszeletben, melynek felbontasa 195x97 mikrométer, viztartalom mérhetd

¢s ezaltal uj, agyoedémat csokkentd gyogyszerek kiprobalasara van lehetdség.

2. In vivo viztartalommeérés patkdnyagyban spektroszkopias modszerrel



Masodik kisérletsorozatban a viztartalom meghatarozasahoz sziikséges 1dot
kivantuk csokkenteni, hogy a kidolgozott mddszer a klinikai gyakorlatban is
hasznélhatd legyen. Patkanyokban hoztunk létre vasogen agyoedemat a fent
emlitett moédon, a normal €s az oedemds agyteriilt viztartalmat hasonloan
kiszaritdssal hataroztuk meg. Az oedemds ¢és a normdl agyteriiletben
képalkotassal kb. fél ora alatt és lokalizalt spektroszkopiaval kb. 2 perc alatt
longitudinadlis relaxdcios idét mértiink €16 allatokban. A két mddszer alapvetd
kiilonbsége a mérési id6 mellett, hogy képalkotdé modszerrel egy agyszelet
mikrométeres felbontastu téregységeiben tudunk longitudinalis relaxacids i1dot
mérni, addig lokalizalt spektroszkopidval ez a paraméter egy tetszdleges,
milliméteres nagysagrendii téregységben hatdrozhatd6 meg. A két modszerrel
mért viz longitudindlis relaxacios ideje ¢és kiszaritassal meghatarozott
viztartalmak kozott szoros linearis aranyossagot (r = 0.96) tapasztaltunk. A
kalibracids egyenes segitségével patkdnyokban az agy egyes teriiletein 2 perc
alatt viztartalom mérhet6. Mivel hasonlé kalibraciés egyenes alacsonyabb
térerdn 1is rendelkezésre all, igy az altalunk kidolgozott lokalizalt
spektroszkopias modszerrel a klinikai gyakorlatban is perceken beliil viztartalom

mérhetd agyoedemas betegekben.

3. Kompartmentalizacio szerepe a diffuzid sulyozott képalkotasban



Intakt és fagyasztidssal roncsolt egerek agyadban meértilk biexponencidlis

s
e

gy

vorosvértest szuszpenzioban is, ahol az extracellularis teret az erds
centrifugalasnak koszonhetéen eliminaltuk. Meglepd moédon mind a két
mintaban, ahol a kompartmentalizaci6 hianyzott, nevezetesen a fagyasztassal
roncsolt egér agyban ¢€s a centrifugalt vordsvértest szuszpenzidban, tovabbra is

s

detektalni. A fagyasztds egér agyat roncsold hatisat, a kompartmentalizacio
eliminacidjat,  elektronmikroszkopos — felvételekkel — bizonyitottuk. gy
megallapithatjuk, hogy a viz diffazié sulyozott képalkotds sordn tapasztalt lassu
tereknek, ahogyan az az irodalomban altaldnosan elfogadott volt. Hipotézisiink

szerint a két kiilonbozd sebességgel diffundald vizpopulacid, kotott és szabad

allapotban talalhato vizmolekuldkat képvisel.

4. Kvantitativ lokalizalt spektroszkdpia egéragyban

C57Bl/6, Balb/C és NMRI egér torzsekben vizsgaltuk a nyugalmi agyi metabolit

e

a spektrum egyes csucsainak integraldsaval végeztik. A gorbe alatti tertilet



aranyos a jelet kibocsatd spinek szaméval igy ardnyos a koncentracidval. A
harom vizsgalt egér torzsben egymashoz viszonyitva az agy nyugalmi metabolit
koncentracidi kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. Az in vivo mérést
kovetden a magnesben elhelyezkedd allatot izoflurdn tiladagoléassal felaldoztuk
¢s még egy oOran keresztiil agyi proton spektrumokat nyertiink az ischémiés
szovetben végbemend valtozdsok nyomon kovetésére. A Balb/C és NMRI
egerek esetében a nyilvanvalo gliikoz és lactat valtozadsok mellett a mérhetd
metabolitok koncentracidja nem valtozott post mortem az elsé Ordban. A
C57BL/6 egerek esetében az N-acetyl-aszpartat, creatin és cholin szintje is
szignifikansan csokkent. Megallapithatjuk, hogy a C57BL/6 egér torzs agyi
ischémiaban tapasztalt fokozott érzékenységéért a circulus Willis-1 eltérd

anatomidja mellett intrinzik metabolikus tényezdk is feleldsek.

5. In vivo viztartalommérés human agyban

Egészséges oOnkénteseken egy optimalizadlt turbo-FLASH szekvencia
segitségével human agyi viztartalom mérésre alkalmas modszert dolgoztunk ki.
Az dnkéntesek agyarol 10 mm vastag durvan 2x2 mm’ felbontast T1 stlyozott
képeket készitettiink minddssze 2 perc alatt. MatLab software segitségével T1
térképet majd viztérképet nyertiink a T1 sulyozott képekbdl, ahol a kép minden
egyes pixele a megfeleld teriilet valds viztartalmat mutatja. A human agy egyes

tertiletein (cortex, corpus callosum, thalamus, putamen, nucleus caudatus) mért



viztartalom és T1 értékek megfeleltek az irodalmi adatoknak. A kidolgozott
modszer segitségével az agyoedema csokkentésére irdnyuld terapia pontos,
gyors, non invaziv méréssel nyomon kovethetd, a hatastalan terapia

modosithato.
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