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Tudomanyos el6zmények

A diffaziés MR képalkotds a kozponti idegrendszer betegségein kiviil a vese, a mdj és a
nyirokcsomok elvaltozdsainak diagnézisdban jétszik szerepet. A vizmolekuldk sejtmérettel
Osszevethetd tdvolsdgd elmozduldsdnak tanulmanyozdsa fényt derit a viztranszportban
bekovetkezd véltozdsokra, valamint a szovetek geometriai és térbeli elhelyezkedési
valtozdsaira a koros €s egészséges dllomanyok Osszehasonlitdsdban. A relaxédciés mérések az
oldott anyag koncentracidjanak és mindségének véltozasarol adnak informaciot.

A diffuzié-silyozott MR képalkotds egy alkalmazasi teriilete az agyérbetegségek diagnodzisa,
a stroke, az ischemids dllomanyok vizsgalata. A stroke kialakuldsa sordn a diffizi6-silyozott
és T2 relaxécidé-sulyozott képek korreldlatlansaga évek ota var molekuldris szintii
magyarazatra.

Tobb mechanizmus sejthet6 a jelenség mogott. Szoveti szinten citotoxikus 6déma kialakulasa,
késObb megnovekedett szoveti viztartalom 1éphet fel. Mikroszképikus szinten viz
athelyezddése az extracelluldris térbdl az intracelluldris térbe, a sejtfal viz-permeabilitdsdnak
megviltozdsa, extracelluldris térben molekuléris csoportosulds (molecular crowding), az
intracelluldris térben ozmotikusan aktiv viz felszaporodasa, és a vizmolekuldk szdmdra, a
diffiziés mozgés sordn elérhetd térfogatok geometridjanak megvaltozasa (tortuosity), az MR
jelintenzitast befolyéasoljak. Ezek a folyamatok ok-okozati 0sszefiiggésben dllnak, allhatnak
egymassal.

Szamos olyan allatokon végzett kisérlet eredménye &ll rendelkezésre, amely a koros
folyamatokat modellezi. A mikroszkopikus magyarazathoz azonban ennél joval egyszertibb és
kontrollalhat6 vizsgalatokra van sziikség. Az Osszetett élettani torténések tisztazasdhoz, és az
MR képalkotasban megjelend hatdsdnak megértéséhez a szovetmodelleken végzett kisérletek
adhatnak segitséget. A heterogén rendszerek diffizids és relaxécids tulajdonsagait illetéen
szamos elméleti és szimuldciés modell all rendelkezésre. E modellek kozotti atjards nem
mindig tisztazott, mint ahogyan érvényességi hatdraik sem. A modellek kiilonb6z6 kutatasi
terliletekrdl szarmaznak, a geofizikdtdl a polimerfizikdn 4t a kvantumkémidig. A megfeleld
modell kivdlasztasa és alkalmazdsa lehetOséget ad az Osszetett élettani folyamatok elméleti
modellezésére, 1j diagnosztikai eljardsok fejlesztésére és a meglévd eljardsok
optimalizalasara. A modellek érvényességi hatdrait az MR mérések ido-, és térskaldja

pontosan kijeloli.



Célkitiizés

Vizsgélataink a stroke sordn felmeriild radiolégiai probléma nyoman azt a célt tlizték ki, hogy
ellendrizhetd modellkisérletekben a viz diffuzids tényezdjének és a T2 relaxécids idonek a
kontrolldlhat6 paraméterektdl valé fiiggését felderitsék. A vizsgdlatok targyat kisérleti
modell-oldatok, illetve sejtek szuszpenzidi képezték. A kisérleti eredményeket elméleti
modellekkel vetettem Ossze, ennek célja a kovetkezd volt: a) a modellek érvényességét
tesztelni, b) a validdlt modellek alapjan Osszetett rendszerekben bekovetkezd diffizids
tényezd és T2 relaxacids id6 valtozasokat megjosolni, ¢) az MR mérések tér-, és idoskalajat
illetéen koherens képet kialakitani, amely tdmpontot ad a diagnosztika szakemberei szaméra.
Vizsgalataim kozéppontjdban heterogén (intra-, és extracellularis kozeget is tartalmazo)
rendszerek diffizids és relaxdcids tulajdonsagai dlltak. Az intra-, és extracellularis tér oldott
molekuldi mindségének és mennyiségének hatdsat vizsgaltam.

Proteolizis modell kisérletek

Egy homogén mintdban a diffiziés és relaxacids tulajdonsdgokat a viz €s az oldott anyag
molekuldi kozotti kolcsonhatdsok hatdrozzak meg. A molekuldris torténések (proteinek
degradalodédsa, polimeriziciés folyamatok), valamint a koncentricié-valtozasok egyszerre
jelenhetnek meg élettani folyamatokban. E torténések egymadstdl fiiggetlen hatdsanak
vizsgalata allt a modell-kisérletek kozéppontjaban.

Molekuldris crowding kisérletek

A VVT fehérjedllomanya 95%-ban hemoglobin. A kiilonb6zd fajok hemoglobinja eltérd
hidrofilitdsi aminosavakat tartalmaz. Az intracelluldris tér molekuldinak vizzel vald
kolcsonhatdsa fajonkénti kiilonbozik. E kisérletek célja az extracelluldris tért6l mentesnek
mondhaté vorosvértest (VVT) masszdk MR vizsgdlatinak és a mintdk ozmotikus
viselkedésének Osszevetése volt. Az oldatkisérletekkel és a heterogén rendszereken végzett
kisérletekkel valé 0sszehasonlitdsban a sejtfalak diffiziét gatlé hatdsa meghatarozhato.
Intracelluldris (IC) és extracelluldris (EC) tér hatdsdanak fiiggetlen vizsgdlata

Az IC és EC tér koncentracidjanak és oldott molekuldi mindségének hatdsat vizsgaltuk VVT
szuszpenziokon. Az EC tér koncentracidjanak és az oldott molekuldk mindségének hatdsit,
valamint az IC tér koncentraci6janak hatdsat vizsgaltuk. Célul tliztiik ki olyan elméleti modell
kivalasztasat, amely a kisérleti eredményeket helyesen irja le. Ezek a kisérletek vezetnek a
szovetekben tapasztalt MR eredmények értelmezéséhez, a heterogén kozegek MR mérések

altal meghatédrozott ido-, és térskaldju viselkedésének leirdsdhoz.



Intracelluldris tér modosuldsdnak hatdsa

A VVT szuszpenzidk végzett kisérletek €s elméleti modelljiik ravilagitanak arra, hogy az in-
vivo lezajlé intracelluldris torténéseket makroszkopikus voxelekben mért MR paraméterek
alapjan detektdlni lehet. A sejtszuszpenzidkon végzett kisérletek célja felderiteni, az
intracelluldris torténések MR mérésekkel valé detektdldsi lehetOségét. A Jurkat sejtek
szuszpenzidjan végzett kisérletek a szamos koros folyamatban (diabétesz, ischemia utdni
reperfizid, tumor genézis, apoptdzis) megjelend intracelluldris protein moédosulds (O-
gliikolizacié) MR mérésekkel vald detektdlasdnak lehetdségét célozzak. A Hela sejtek
szuszpenzidjan végzett kisérletek a sejtciklusok fazisainak MR mérésekkel vald
detektdlasdnak lehetdségét célozzdk. Ez utébbi, tovdbbi diagnosztikai eljards

alapkoncepcidjanak vizsgalata is egyben.

Modszerek

MR technikdk

Az intracelluldris crowding kisérletek MR képalkotds moddszerrel, az oldat-kisérletek, az
EC/IC tér szerepét vizsgald kisérletek, valamint az intracellularis tér modosuldsait vizsgalod
kisérletek spektroszkdpiai eljdrdssal torténtek. A kisérletek Varian "~ YINOVA 400 WB MR
berendezésen torténtek (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). A mégnes tipusa 89 mm bore
méretl, fliggdleges elrendezésli 9,4 T térerdsségli Oxford magnes (Oxford Instruments Ltd.,
UK). A spektroszkdpiai mérések gerjesztd és kiolvasé méréfeje S mm mintatér 4tmérdji ID-
PFG tipusi volt (Varian). A képalkot6 mérések gerjesztd és kiolvasé eszkdze, 35 mm
mintatér atmérdji multinukledris, Litz térfogati tekerccsel és aktiv arnyékoldssal ellatott
méréfej volt. A méréfej gradiens erdsségének maximadlis értéke 350 mT/m (Doty Scientific
Inc., Columbia, SC, USA). Az effektiv diffiizios tényez6 meghatirozasa PFGSE (Pulsed Field
Gradient Spin Echo) szekvencidval, a T2 relaxdci6 meghatirozdsa CPMG (Carr-Purcell-
Meiboom-Gill) szekvencidval, A T1 relaxaciés érték meghatdrozdsa inverzids technikdval
tortént. Az exponencidlis jelcsokkenésekbdl a diffizids tényezd (ADC), T2 és T1 relaxdcios
1d6k a Varian utdlagos adatfeldolgozé szoftvercsomag segitségével keriilt meghatirozasra.
Oldatkisérletek

A proteolizis modell-kisérletekhez kiilonb6z6 molekuldk oldatai késziiltek. Az oldott
molekuldk mérete hatdsanak vizsgilatdhoz modell polimer PEG (Polietilén-glikol: HO-(CH,-
CH,-0-),-H ) oldatok, a bioldgiai polimerek vizsgalatdhoz albumin €s lizozim oldatok, a lizalt

fehérjék hatasanak vizsgélatdhoz pepton oldatok késziiltek.



VVT szuszpenziok

Huméan és teve vérmintdkbdl szdrmazé eritrocitdk szuszpenzidi szolgdltak a kisérletek
alapjaul. Az intracelluldris tér hatdsat ozmotikusan manipuldlt VVT szuszpenzidkkal
vizsgaltuk, illetve a  kiilonboz6 fajok VVT  szuszpenzidéja tulajdonsdgainak
Osszehasonlitdsdval. Az extracelluldris tér hatdsit a szuszpenziés médiumokban oldott
molekuldk mindségének és mennyiségének valtozdsan keresztiil vizsgaltuk.

Intracelluldris modosuldsok

Jurkat sejtek kiilonb6z0 médiumban valé inkubdldsdval az O-gliikolizaci6 egyensulyat
modositottuk. Az intracelluldris térben gliikolizalt fehérjéinek felszaporoddsdnak hatdsat
vizsgéltuk, a sejtek 50%-os szuszpenzidjan végzett MR kisérletekkel, a diffuzids tényezo és a
T2 relaxdcids 1d6 mérésével. Hela sejtek szinkronizalasat értiik el timidin felhaszndldsaval. A
szinkronizalt sejtpopuldcié fazisaiban mért diffizios és relaxdciés idok keriiltek
Osszehasonlitdsra.

Heterogén rendszerek elméleti modellezése

Osszevetettiik az effektiv médium kozelités (EMT) eredményeit a VVT szuszpenziékon mért
diffaziés kisérletek eredményeivel. Az EMT modellbdl szarmazé - heterogén rendszer
paramétereit tartalmazé - Osszefiiggést 4talakitottuk egy dimenzié nélkiili, szarmaztatott
paraméterek kozotti Osszefiiggéssé, amelyben minden paraméter egyszeriien mérhetd,
azonban egymastdl nem fiiggetlen. E dimenzidtlan paraméterek kozotti Osszefiiggés és a
kisérletek eredményeinek egyezését vizsgaltuk. A relaxdcié meghatdrozasara diffizio-

korrigalt térfogati silyozast alkalmaztunk, e modell érvényességi hatarait vizsgaltuk.

Eredmények

Proteolizis modell — homogén biologiai modell
Kisérleteim alapjdn, a mért diffuziés tényezdvel (ADC) és a T2 relaxdcids tényezdvel
kapcsolatban a kovetkez6 megallapitasok tehetok.
e Az ADC az oldott molekuldk koncentraci6jatol fiigg elsdsorban, az oldott molekuldk
tomege sokkal kisebb mértékben befolydsolja. A koncentracié tag tartomanyédban az
ADC fiiggése a koncentraciotdl linedris. Az ADC a koncentraciévéltozasok jo
indik4tordanak bizonyult, de az oldott molekuldk tomegére €s mindségére érzéketlen.
® Az oldott és oldészer molekuldk diffiziéja sz€les koncentracio-tartomanyban lineéris
Osszefiiggést mutat. A magasabb oldott anyag koncentriciok tartomanyédban ettdl

eltérés figyelheté meg, az oldott molekuldk kolcsonhatdsanak koszonhetden.



e A T2 relaxécids tényezd a koncentracio tag tartomédnydban fiiggetlen a koncentraci6tol
(biolégiai molekuldk esetén), az oldott molekuldk tomegétdl és mindségétdl erds
fliggést mutat. A T2 relaxdcids 1d6 a molekuldk mindségének jo indikatora.

e Az ADC és a T2 valtozasai kiilonbozo €lettani folyamatokhoz kothetdk, a kisérletek a
két mennyiség korreldlatlan valtozdsanak lehetséges magyardzatat adjdk:

— Az ischemia sordn fellépd folyamatok sordn az oldott molekuldk spektralis
osszetételének megvaltozasa T2 valtozast idéz eld, feltételezhetd tehat, hogy a
megfigyelt T2 valtozasok proteolitikus folyamatokat jeleznek.

— Feltételezhetd tovdbbd, hogy az ischemia sordn megfigyelt ADC viltozds, a
fellépd koncentricid-valtozasok (6déma) hatésa.

Ezek az eredmények a Magyar Neuroradioldgiai Tarsasdg XIV. Kongresszusa és
Tovéabbképz6 Kurzusa keretében és a CNS Injury és a Magyar Idegsebészeti Tarsasag XVII.
Kongresszusa keretében megtartott eldadasaim keretében keriiltek kozlésre (3. és 4. szamu
kozlemény).

Intracelluldris crowding

A teve és humadn eritrocitdkon végzett kisérleteink 6sszhangban vannak az oldatokon végzett
diffuzids kisérletekkel. A kiilonb6zd hemoglobin oldatok azonos koncentracié mellett, kozel
azonos diffuziés tulajdonsaggal birnak. A hemoglobin molekuldk kiilonb6zd hidrofilitdsa a
diffizids folyamatokat csak kis mértékben médositja. A hemoglobin-koncentracié csokkenése
a viz diffuzigjanak csokkenéséhez vezet. Az IC tér hidrofilitisa csak kozvetetten, a
viztartalom véltozasan keresztiil befolyasolja az ADC értékét.

A sejtfalak jelenléte az MR mérések paramétereinek e tartomanydban a mono-exponenciélis
jelcsokkenéstdl valé eltérésben nyilvanul meg, a koncentrdcié hatdsa a gyors és lassu
modusokban egyarant megjelenik. A kisérletek igazoljdk, hogy a médusok megjelenése nem
mindig kothetd fizikailag elkiiloniilt tértartoméanyok jelenlétéhez. Ezek az eredmények a Cell

Biology International folyéiratban keriiltek kozlésre (2. szdmu kozlemény).

IC és EC tér fiiggetlen vizsgdlata — heterogén biologiai rendszerek

A kisérletek eredményeit az EMT modell megfelelen irja le. Az EMT modellben a relativ
paraméterekre valé 4ttérés rendkiviil sikeresnek bizonyult, a kisérletek MR mérésekre és
egyszerll tomeg-meghatarozdsra redukdlodtak. A kisérleti eredmények, valamint az elméleti
modell alapjan a kovetkezé megallapitdsok tehetdk a heterogén rendszerekre az intracellularis
tér térfogatfrakcidjanak széles tartomanydban (ezek az eredmények a Magnetic Resonance

Imaging folyoiratban keriiltek kozlésre, 1d. 1. szdmu kozlemény):



A mért diffiziés tényezdé nem fiigg az extracelluldris tér oldott molekuldinak
mindségétdl, az ADC értéke linedrisan fiigg az oldott molekuldk koncentraci6jatol, az
oldatkisérletek eredményeivel dsszhangban.

e Az intracelluldris tér viztartalma az ADC értékét az EMT modellel 6sszhangban
befolyésolja, aszimmetrikusan a hipo-, €s hiperozmotikus tartomdnyokban. Az
irodalomban targyalt mechanizmusokhoz képest ezt 1) érveléssel sikeriilt
alatdmasztani, valamint fiiggetlen vizsgalattal igazolni.

o A T2 relaxécids tényez6 az EC tér koncentracidjatdl tdg tartomdnyaban fiiggetlen a
koncentraciotol, az oldott molekuldk tomegétdl és mindségétdl valo fiiggése
elhanyagolhaté.

e A T2 relaxécids tényez0 az intracellularis tér viztartalmatdl hatarozott fiiggést mutat, a
diffazié-korrigdlt térfogati silyozds modellje szerint. E modell az ergodikusnak
tekinthetd rendszerekben a térfogati silyozastdl eltéréen helyesen irja le a heterogén
rendszer T2 relaxécids idejének alakuldsat az intracellularis térfogatfrakcié véltozasa
fliggvényében.

e Az ischemia MR diagnosztikgjat illetden a kovetkezd megallapitasok tehetok:

— Az extracelluldris tér vdltozésai a vartndl kisebb relevancidval birnak.

—  Megkérddjelezhetd, hogy a citotoxikus ddéma soran fellépd sejtduzzadas ADC
valtozashoz vezet.

— A hosszabb T2 relaxacids idok citotoxikus 6démara utalnak.

Intracelluldris modosuldsok

Az intracelluldris tér koéros és normadlis folyamatokban valé megvaltozasit 50%-os
sejtszuszpenzidkon diffizios MR mérésekkel sikeriilt detektdlnom. Az O-gliikoliz4cids
egyensily eltoléddsat mesterségesen eldidézve, az igy megfigyelt ADC érték valtozasa
szignifikdnsnak mutatkozott. Ugyanakkor nem mutatkozott szignifikdns véltozds a T2
értékben.

Egy szinkronizalt populdcioban az intracelluldris tér valtozdsai diffuzios MR mérésekkel
detektalhatok. A kisérletek sordn a G2 fazis alatt szignifikdns ADC érték csokkenés figyelhetd
meg. A kisérletek érdekessége, hogy a varakozasokkal ellentétben a T2 értékekben nem

kovetkezett be szignifikdns valtozas. Az eredmények kozlése folyamatban van.



Tovdbbi kutatdsi lehetoségek
Az elméleti modellek értékelése és a kisérleti eredmények tovédbbi kutatdsi, és alkalmazasi
lehetdségeket vetnek fel.
¢ [schemia hatdsanak vizsgalata sejtbioldgiai modelleken és dllatkisérletekben.
e Diffuzié Tenzor Képalkotds MR technikdjanak optimalizdldasa, mérési eredmények
értelmezésének pontositdsa.
e Kemoterdpidban alkalmazott -citotoxikus anyagok, sejtpopuldcioét szinkronizald

hatasanak in-vivo, kvantitativ értékelése.
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