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2. BEVEZETES

2.1 AZ MRI KONTRASZTANYAGOK ES JELENTOSEGUK

Az MRI szingnal intenzitas alapvetden a proton relaxacios idok (T1 és T2) hatarozzak
meg. Mivel az egészséges és beteg szovetek kozott legtobbszor nincs elégséges kontraszt,
MRI kontrasztanyagokat, altaldban paramagnetikus lanthanide fém ion (legtobbszor
Gadolinium) tartalmuakat, hasznalunk. A szabad lanthanide ionok vizben vald
oldhatosaga physiologias pH-n alacsony. A lanthanide ionok toxikusak, viszont negativ
toltésti carboxylate csoportokkal rendelkezd szerves chelator molekulakkal nem toxikus
¢és vizben oldhato komplexeket tudnak formalni. Mivel a kontrasztanyagok a szovetekhez
a vérkeringés utjan jutnak el, és amennyiben eloszlasuk az egészséges ¢és beteg
szovetekben kiilonboz0o, relaxacios id6é kiilonbség alakul ki a két szovetféleség kozott,
értékelhet kontrasztot 1étrehozva ezaltal az MRI képen.

2.2 AZ RI MERES JELENTOSEGE

A legtobb MRI mérés a klinikai gyakorlatban szignalintenzitason (SI) alapul. A
kontrasztos MRI (ceMRI) a képen szoveti kiilonbség akkor lathatd, ha kiilonb6zo
szignalintenzitds emelkedés (SIE) van a két szovet kozott. SIE a ceMRI-ben a
megfigyelni kivant szoveti térfogatelemben (voxel) jelenlévé kontrasztanyag
koncentraciojatol fiigg, de nem linearis médon. Az SI nem egy intrinzikus paraméter,
mértéke fiigg a hasznalatos szekvenciatdl és az acquisicids paraméterektdl. Masik zavard
faktor az MRI tekercs altal okozott inhomogenitas, amely mesterségesen lerontja a
kiilonbozo szoveti SI értékeket a tekercstl mért relativ tavolsagtol fliggden.

Az egyediili intrinzikus fizikai paraméter, amely linedris mértékben valtozik, a
kontrasztanyag altal indukalt paramagnetikus a AR1 (longitudinalis relaxacids id6
rovidiilés), amely a kontrasztanyag koncentracidjatol fiiggéen valtozik. Kovetkezésként
megfeleld kontrasztanyag jelenlétében végzett R1 mérés nemcsak kvantitativ, de
reprodukalhatd metodus is patologias szoveti elvaltozasok detektalasara.

2.3 KLINIKAT ALKALMAZASOK

A kontrasztos MRI egy fontos diagnosztikus eszkoz a szivbetegségek kezelésében. Lehe-
tové teszi, hogy egy vizsgalat soran a klinikusok a myocardium morfoldgiai és fiziologiai
tulajdonséagair6l informacidhoz jussanak. A mi eredményeink alapjdn az R1 mapping,
kiszirve a fent részletezett faktorokat, kvantitativ és reprodukalhatdo informaciot
szolgaltathatnak a myocardium perfuziés defektusairol.

Nagy segitséget jelentene egy noninvaziv diagnosztikus metodus kifejlesztése, amely a
prosztatardkot (PC) a korai fazisaban kimutatna. A jelenleg hasznalatos diagnosztikus
eljarasok (PSA, tiibiopsia stb.) a DCE MRI-t is beleértve csak a PC kés6i fazisaban adnak
értékelhetd informaciot. A mi metédusunkkal, Gd(ABE-DTTA) jelenlétében lehetséges
volt kvantitative meghatarozni a rakos sejtek tomegét a TRAMP egerek prosztatajaban a
korai, PIN fazisban.



3. CELKITUZESEK

3.1 Meghatarozni, hogy a kontraszt anyagunk Gd(ABE-DTTA) szignalintenzitas
erdsitd hatassal rendelkezik a teljes magneses mez6 tartomanyban, ahol a kisérleteinket
elvégezni tervezziik.

32 Meghatarozni, hogy az R1 mapping metddus tSbb informaciot szolgaltat a
szignalintenzitason alapuldé MRI képeknél. Ezt vizsgalandé a kutyasziv ischaemia-
reperfuzids modellt fogunk hasznalni. Ezenkiviil az R1 mapping-et pixel-by-pixel mdédon
fogjuk elvégezni, lehetdvé téve az adott MRI késziiléken elérhetd legfinomabb felbontast.
33 Meghatarozni, hogy az R1 mapping, hasonléan a fent emlitett myocardialis
modellhez, mas betegségek diagnosztikajaban, példaul prosztatardk egér modelljében, is
hasznalhato.

4 A GD(ABE-DTTA) KULONLEGES TULAJDONSAGAI
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Figure 1. The molecular scheme of the (ABE-DTTA) ligand.
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Gd(ABE-DTTA)-t a Saab-Ismail altal kozoltek alapjan szintetizaltuk. 0.5 mM-os
A méréseket 20C°-on végeztik. A 0,0002-1.0T intervallumban a longitudinalis
relaxacios id0 meghatarozas a Koenig és Brown altal k6zolt médon NMRD késziiléken
tortént. 1T feletti mez6kdn egymez6s MRI és NMR késziilékeket hasznaltunk. Azokban a
kisérletekben ahol NMR spektrométereket hasznaltunk, az R1 értékeket a WINNMR
szoftver altal szamoltuk ki a kdvetkez6 fiiggvény alapjan.

I(t):I(O)+A' eXp(-T/T 1) ( 1 )
Ahol I a mért intenzitds a T a pulzuskézti id6. 1), Az A és a T, a hdromparaméteres
fliggvény variablis paraméterei.



Azokban a kisérletekben, ahol MRI késziilékeket hasznaltunk, a kilonbozé TI-

kel készilt

képeket

szamitogépre

exportaltuk  képcsomagok formajaban.

A

kontrasztanyag altal indukalt szignalintenzitas valtozasbol a relaxacios id6 rovidiilést
(AR1 ) a kovetkezo formulaval szamoltuk ki.
AR[ZI/ T] (obs)_l/ T] (0)
Ahol T (obs) @ kontrasztanyagot tartalmazé oldatban megfigyelt viz proton relaxacios idd,
és a T () a tiszta viz relaxacios ideje. A relaxivitas 1, a kdvetkez0 képlettel szamoltuk ki:

2

rl:A'Rl/C
ahol a ¢ a kontrasztanyag koncentracidjat (mM-ban) jeldli.
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Figure 2 Field Dependecy Profile of the longitudinal relaxivity of Gd(DTPA) and

Proton Larmour Frequency (MHz)

A3)

Relaxivity (mM's™)

Gd(ABE-DTTA) Figure 2 (A) The relaxivities (m) of 0.5 mM aqueous solutions of
Gd(ABE-DTTA) and of Gd(DTPA) (A) acquired with NMRD as a function of magnetic
field strength. The Gd(DTPA) NMRD data were adapted from Kellar et al. (70). The
measurements of GA(ABE-DTTA) were carried out at 20 °C whereas the measurements
of GA(DTPA) were carried out at 25 °C. Figure 2 (B) The relaxivity at 20 °C of Gd(ABE-
DTTA) (m) (n=12) and Gd(DTPA) carried out on a series of single field MRI and NMR
instruments detailed in Table 1 as a function of magnetic field strength. The 4.7T
datapoint for Gd(DTPA) (A), was adapted from Mikawa et al. (71). This study was

carried out at 25 °C.

A 2. dbran az NMRD késziiléken mért relaxivitas értékek (2A), valamint a 7 kiilonb6z6
egymez6s gépen mért értékek (2B) lathatok a magneses mezd fliggvényében. Mas
kontrasztanyagokhoz hasonléan, Gd(ABE-DTTA) (molekularis suly=760) a maximalis
relaxivitasat 0.01 T alatti értékeken mutatja egy magas, 30 s'mM™ értékkel, amely
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szokatlan egy kis molekula suly kontrasztanyagnal és amely csak makromolekularis
komplexekre jellemzo.

Relaxivitasa egyik lokalis minumumot (~19s'mM™) 0,2-0,3 T-nal (2A abra) éri el. A
jelenleg a klinikumban hasznalt tipikus kontrasztanyagoktol eltéréen a relaxivitasa
novekszik, ezen a ponton tul elérve egy lokalis maximum értéket koriibeliil 5T-nal (2B
abra) és ezentil csokkeni kezd. Viszont, még 8,5T-ndl is a relaxivitds érték nem
alacsonyab 1,5T-nal mértnél. A jelenlegi klinikai gyakorlatban hasznalt magneses
mez6énél, 1,5T-nal, a relaxivitas 21,55'mM™ volt amely jelentésen nagyobb érték mint
amit a jelenleg hasznalatos kontrasztanyagokndl mérhetiink. Ahogy a magneses mezd
novelésével a GA(ABE-DTTA) relaxivitasa tovabb novekedett, egy majdnem 24s'mM™
maximum pontot elérve 3T-as értéknél. Erdemes megjegyezni, hogy még 10T-a koriil is a
relaxivitis még mindig a viszonylag magas 18,55 'mM™', értéket mutatott.

4.4 KOVETKEZTETESEK

A jelenség magyarazata ABE-DTTA ligand kémiai strukturajabol adodhat, kiilonos
tekintettel a lipofil butyryl lancra. Az ilyen lipofil lancok micellak kialakuldsdhoz
vezethetnek megndvelve ezaltal a reagalo komplexek effektiv sugarat és igy a megfigyelt
mezo-relaxivitas  Osszefiiggést eredményezve. Fliggetleniil a jelenség pontos
magyarazatatol, valamint figyelembe véve a az MRI késziilékek fejlesztésének trendjét
amely egyre magasabb mezdk hasznalatat jelenti, a Gd(ABE-DTTA) egy hasznalhato
kontraszt anyag lehet a magas mez6n mutatott erds ralaxivitisa miatt.

5. IN _VIVO Rl-ER('jsi”l:ES MAPPING KUTYA SZiVIZOMBAN Gd(ABE-
DTTA)-ceMRI  HASZNALATAVAL AKUT ISCHAEMIA-REPERFUSIO
MODELLBEN

51  BEVEZETES

Az akut myocardialis ischaemia noninvasiv abrazolasara alkalmas metodusra kiiléndsen
nagy sziiksége van. A ceMRI kevesebb rizikoval tudja kimutatni a myocardialis
ischaemiat, de a jelenleg hasznalatos ceMRI technikéakat a felbontas és a vizsgalt teriilet
nagysaga tekintetében még javitani kell. Jelen munkankban az R1 mapping-b6l szarmazo
eredményeinket mutatjuk be, amelyet egy hosszu életideji kontrasztanyag (CA),
Gd(ABE-DTTA), felhasznaldsaval nyertiink és amely pixel-by-pixel alapu informaciot
szolgaltat a myocardialis keringészavarrol.

A Dbevezetdben részletezett okokbol kifolyolag a sziv haromdimenziés AR1 térképe
valddi reprezentacidja a CA eloszlasanak akar voxel-by-voxel szintig. Sajnos viszont a
klinikumban jelenleg hasznalatos MRI késziilékekkel egy tipikus R1 mapping inversion
recovery (IR) jelenleg 15 percig tart szivszeletenként.

Ebbdl kovetkezden a klinikumban jelenleg hasznalatos kontrasztanyagok életideje tal
rovid egy balkamra R1 mappinghez. Ezt a problémat megoldandé egy olyan
kontrasztanyagot hasznaltunk amely elegend6 hosszl ideig marad a szovetekben egy R1
map elkészitéséhez.



52  MODSZEREK
Kisérleti modell
Tizenegy 17-19 kg-os kutyat hasznaltunk fel az alkalmazott nyitott mellkasu, nem tilél6
modellhez. Baloldali thoracotomia utdn az LAD coronaria 1 cm-es szakaszat
kipreparaltuk annak teljes leszoritasaval ischaemiat indukaltunk.
Kisérleti protokoll

A 3-as abran a kisérleti protokolunk lathato

CONTROL ISCHEMIA REPERFUSION
Treatment Normal flow in LAD Zero flow in LAD Post-ischemic flow in LAD
Blue microspheres 5™ minute: Lemon 5" minute: Eosin
administered microspheres microspheres
administered administered
p— p— >
Duration 40 min 30 min 40 min
MRI Long and short axis cine From 107 to0 307 From 107 to 407
. . minutes: minutes:
Sequences u/nage.s anfll“IlR 1magesd Long and short Long and short axis cine
wivarious Ls acquire axis cine images images and IR images w/
and IR images w/ various TIs acquired
various TIs
acquired

Figure 3 Timeline of the experimental protocol. Left anterior descending coronary artery:
LAD, inversion recovery (IR), inversion time (TT).

Perfiizi6 analizis microspherakkal

A myocardialis perfiiziot meghatarozando a szovet- €s vérmintakat Simor és munkatarsai
altal leirtak alapjan dolgoztuk fel.

Kontrasztanyag

A kontrasztanyagot az el6z6 fejezetben leirtak alapjan készitettiik el és teszteltiik.

MRI

Szelet orientdcio

A 7 db rovid tengely szeletet tartalmazd racsot a négyiiregli hosszitengelyli cine kép
végdiastolés képére illesztettiik. Mivel a 30 perces ischaemias periodus hosszsaga
elégtelen lett volna a balkamra teljes leképezésére, egy, biztosan ishaemias szeletet
valasztottunk ki az R1 map elkészitéséhez. A cine MRI ( altalaban SSFP szekvencia)
képekbdl viszont a myocardinalis funkciot a teljes balkamrara meghataroztuk.
Normalizalt A RI mapping

1.5 Teszlas GE Signa Horizon CV MRI késziiléken futé IR preparalt segmented fast
gradient echo szekvenciat hasznaltunk az R1 méréshez. Az R1 értékek minden egyes
region of interest-re (ROI) kiszamoltuk a TI- dependens szignalintenzitdsok alapjan az
alabbi 0sszefiiggés alapjan.

SI=SI, (1 - A-e ™R+ ¢ TRRY (Eq2)

Ahol az SI a megfigyelt szignalintenzitast jelol, az SI, az equilibriumban mért
szignalintenzitast, a TI az inverzids id6t, a TR a ciklusidét az A pedig egy (A<2)
paraméternek felel meg.



A jobboldali exponencialis kitevd a szignalszaturaciot korrigalja. Két kiilonb6zd
felbontast post-aquizicios kalkulaciot végeztiink: a) R1 értékeket a mikroszféra perfiizids
meghatarozasnal alkalmazott fizikai szektoroknak megfelelden szamoltuk ki, valamint b)
az R1 értékeket voxel-by-voxel felbontassal (egy voxel egy ROI-nak felelt meg)
hataroztuk meg, kihasznalva ezzel az MRI altal elérheté maximalis felbontast.

MRI kép analizis

Az MRI képek analizisére az MR Analytical Software System (MASS) Version 5.0-t
(Medis, Leiden, Netherlands) hasznaltuk. A kiilonbozé TI-kel késziilt MRI képek
egymasnak megfeleld ROI-ében mért szignalintenzitas értékekbdl hataroztuk meg az R1
értékeket.

Myocardialis funkciot az SFFP movie-kbol hataroztuk meg.

Funkcio és ARI analizis

Szignalintenzitast (SI) adatok minden egyes ROI-re megmértiik. Ugyanabban az ROI-ben
a myocardialis funkciét, GUgymint falvastagodast (WT) ¢és falmozgast (WM)
meghataroztuk.

Az R1 értékeket minden egyes ROI-re meghataroztuk és a teljes szivszeletre egy Rl
map-et hoztunk létre. A kontrasztanyag altal indukalt és az Eq 3 éltal meghatarozott R1
erdsités aranyos az adott voxelben kialakult CA koncentracioval.

ARl ~Rl,*[CA] (Eq 3)

Ahol az R1j a prekontraszt R1.

Ez a koncentracié perfuziofiiggd és igy a AR1 értéke egy adott pixelben a perfuzidval
aranyos. Egy adott pixelben a kontrasztanyag jelenlétében a megfigyelt relaxacios rata
(R14s) @ kontrasztanyag nélkiil kialakulo relaxaciosrata és a kontrasztanyag indukalt AR1
Osszege. Ezért

AR1.,=R14sR1, Eq(4)

A megfelel6 myocardialis perfuzié (MP) értékekkel 6sszehasonlitva azok a szektorok
amelyek 0.8 s ARI értékkel rendelkeztek, ischaemias ROI-knek tekintettiik (AR1.y).
Ennek megfeleléen azok a szektorok amelyek AR1 értéke nagyobb volt mint 0.8 s™' nem
ischaemias, remote, ischaemiatol tavoli szektoroknak tekintettik. Azért, hogy a
kiilonbdz6 mértéki kontrasztanyag felvétel kovetkeztében az individualis kutyak kozott
kialakult kiilonb6z6 kontrasztanyag koncentraciot kiegyenlitsiik, a AR1 értékeket minden
egyes allatban a nonischaemids teriileteken megfigyelt ARI (ARl.,) értékekre
normalizaltuk.

AR1 n:AI{1 cai/[AI{1 car] Eq(S)

A igy kiszamolt értékeket az anatomiai helyzetitknek megfeleléen helyeztiik el. igy ezen
0sszes ROI-bol szarmazo6 normalizalt AR1, adatok egy adott kutyaban egy R1 erdsités
képet adnak, amely megfelel a myocardialis perfiizio eloszlasanak.

Regionalis funkcio analizis:

A AR1, térképnek megfeleld regiondlis funkcié map-et hoztunk Iétre. Minden egyes
és AR1, értékével.

Pixel-by-pixel képanalizis:



s

kiilonboz6 TI-vel késziilt, egymasra helyezheté 60*60 pixel méreti képrészletet vagtunk
ki, amely tartalmazta a balkamrat. A pixel-by-pixel R1 értékek meghatarozasa érdekében
egy automatizalt algoritmust alkalmaztunk, amely az Eq2-t hasznalta a szamitas soran.
Perfuzios map:

Egy adott pixelben mért relaxacios rata, kovetkezésként a AR1, aranyos a CA
aranyos a perfuzioval. Ezen 0sszefliggés alapjan a pixel-by-pixel AR1, map atalakithato
pixel-by-pixel perfuzids map-pé (PM).

Percent Perfusion Map (PPM)

A AR, értékek perfuzios értékekké torténd konverzidjahoz megkerestiik azt a pixelt,
amelyben a maximalis AR1, értéket (ARI,,,x) mértik. Azért, hogy minden egyes
voxelben meghatarozzuk a Percen Perfusion értéket, a kovetkez0 levezetést alkalmaztuk:

AR1 nmax~Perfliz()malx

AR 1y ~Perfizidmin Eq(6)
AR1,~ Perfuzid

AR1, /AR o= Perfuzid/Perfz0,,,«

Perfuzié= (AR1,/AR1 ) * Perfizid . Eq(7)

srer

maximalis perfuzid szazalékat, a Percent Perfusion (PP) paraméter bevezetésével,
amelyet az Eq5 alapjan szamitunk ki :

PP=(AR1, / AR 10)*100 Eq(8)

A voxelek PP értéke alapjan egy Percent Perfusion Map hozhato létre.
Statisztikai analizis
Az adatain analizalasara SigmaStat version 3.0-t ( SPSS, Inc) hasznaltunk.
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kovetkeztében kialakult magasabb CA koncentracionak koszonhetden— a ARI1, érték
magasabb lett. Ez a kiilonbség viszont nem volt szignifikans. A 6. abran a kutyak
egyikének ischaemias szivszeletébdl szarmazé AR1,, WT és WM map-eket és a hozzajuk
tartoz6 MP adatokat abrazoltuk. Hasonlo szinskalat hasznaltunk, hogy a ARI,, a
myocardialis perfizio, és a két myocardialis funkcié map-jei kozotti Osszefliggéseket
megfelelden abrazolhassuk (Fig. 6).

Paronkénti korrelaciot hataroztunk meg a AR1, és WT, a AR1, és WM, valamint a AR1,
és MP értkei kozott a 11 kutyaban talalt 6sszes ischaemids szektorban. Az analizishez
Pearson’s Product Moment Correlation-t hasznaltunk. A korrelacidés koefficiensek
értékeit a 3. tablazatban soroltuk fel.

Parameters Correlation coefficient (R) p value
AR1, vs. MP 0.694 P<0.005
AR1,vs. WT 0.534 P<0.005
AR1, vs. WM 0.529 P<0.005

5.4 KOVETKEZTETESEK

Ezen tanulményunk a Gd(ABE-DTTA)-val végzett normalizalt AR1 mapping
hasznalhatosagat mutatja be myocardialis perfuzio mérés —kovetkezésként az ischaemias
régiok kvantitativ in vivo értékelése— esetén. A ARI1, map CA koncentracio
myocardiumban kialakul6 eloszlasat mutatja, igy az ischaemiat nemcsak vizualizalni
képes, hanem annak kiterjedését is kvantifikalja. AR1, mapping effektivebben mutatja a
CA éltal indukalt R1 novekedést, mint a hagyomanyos T1 stlyozott szignalintenzitason
alapulé képek. Egy

ilyen fajta térképe-

AR1 aneror MP = zésnek viszont egy
om0 olyan CA-ra van

' sziiksége, amelynek
: ¢életideje a myocardi-
3 umban elég hosszu
' miminig ahhoz, hogy az Rl
‘ pontos meghataroza-
posterior posterior sahoz sziikséges re-
lative hosszl akvizi-

wT Z e WM e ciés idét lehetdvé
300 ' ' tegye. Gd(ABE-

DTTA) egy olyan
kontrasztanyag, a-
-1.72

150

septal
2pl
lateral

(%)

septal

mely az elégségesen
hosszii myocardialis
¢letidejével gyakor-
posterior posterior latilag valtozatlan
koncentraciot bizto-

Figure 6 Each rosette illustrates one of the maps: AR1, MP, WT, and WM, as a sit cgy komplett R1
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6. UGYANAZON MODSZER HASZNALATA EGY MAS BETEGSEGBEN:
PROSZTATA NEOPLASIA VIRTUALIS in vivo BIOPSZIA TERKEPE TRAMP
EGEREKBEN.

6.1. BEVEZETES

A Prosztata Intraepithelialis Neoplasia (PIN) a prosztata egy precancerosus allapota,
amely a legtobb betegben 10 éven beliil prostatarakka fejlédik. Egy noninvaziv modszer,
pl. egyfajta MRI metodus, amely ezt a korai markert detektalni tudna, nagy elényt
jelentene. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a laboratoriumunkban kifejlesztett
kontrasztanyag, Gd(ABE-DTTA), a TRAMP egerek prostatajaban, a szdveti raksejt
tartalommal forditott aranyban oszlik el. Egy olyan modszert hasznaltunk amely
kombinalta a kontrasztanyagunk jelenlétében kivitelezett ceMRI-t egy kiilondsen hasznos
képanalizal6 modszerrel, az R1 térképezéssel. Kisérleteinkben 12 TRAMP és 3 kontroll
egérben sikeriilt kiilonbséget tenniink a normal és alacsony PIN szovetek és a magas PIN
¢s jol differencialt adenocarcinoma kozott.

6.2. MODSZEREK

Kontrasztanyag (Gd(ABE-DTTA))

A kontrasztanyagot az el6z6ekben leirtak alapjan készitettiik el és teszteltiik.

Anesthaesia és kontrasztanyag beadas az MRI-t megel6zéen

Az egereket kezdetben 0,15 vol % isoflorannal altattuk el, majd az anesthaesiat 0,12vol%
koncentracioval tartottuk fenn. A kontrasztanyagot a farokvénaba injektaltuk, az
alkalmazott dozis 0,05 umol/testsuly gramm volt. Az egereket ezek utan egy MRI
tekercsbe helyeztiik.

MRI

Egy 4.7T Bruker MRI késziiléket hasznaltunk, amely egy 78 mm atméréjii ,,body coil”—
lal volt felszerelve. A kezdeti bedllitasok (tuning, shiming, erésité beallitas, stb) utan a
gyljtottiink. Ezek utdn egy 2 mm vastag tomografikus szeletet jeloltiink ki, amely az
egész prostatat tartalmazta és amely altalaban a kdzepén magaba foglalta az urethrat. Ezt
a szeletet hasznaltuk a prosztata R1 map meghatdrozasara, inversion recovery (IR)
szekvenciat alkalmazva a kovetkezd paraméterekkel: FOV: 5 cm, matrix: 128x128, voxel
méret: 0.39mmx0.39x2.0mm, szeletszam: 1, ciklusidé (TR): 3000 ms, inverzios idok
(TT): 60,100,200,300,600,800,és 1000 ms. A kisérlet végén a még mindig anaesthetizalt
allatokat ketamin és xylazine keverékével tulaltattuk, amelyet cervicalis diszlokéacio
kovetett.

RI map:

Egy 60x60 pixeles Region of Interest (ROI)-et valasztottunk ki. Ez a képek azon része
volt, amely a prostata mindkét lebenyét tartalmazta. Ebben a 60x60-as matrixban
hataroztuk meg a prostatdk R1 térképét a szignalintenzitas és TI idok Osszefliggése
alapjan, a korabbiakban leirtak alapjan.

Normalizalt R1 Map és Neoplastic Index Map:

A kiilonbdzo allatokban meghatarozott R1 értékek kiilonbségének eliminalasa érdekében
az R1 értékeket a combizomban meghatarozott R1 értékekre normalizaltuk (R1,,,,,).
Megfigyeltiik, hogy a kontrasztanyag beadasat kdvetden a legalacsonyabb relaxivitast

10



voxelek (R1;,) egy adott prostatan beliil azon szoveti teriileteknek felelnek meg, amelyek
PIN3-4 hystologiai score-t mutatnak (lasd: MODSZEREK) A legnagyobb relaxivitist
teriiletek (R1,;) viszont azon teriiletek voltak, amelyek a legkevesebb PIN3-4 teriiletet
tartalmaztak. Tehat egy adott voxel relaxivitasat a PIN1-2 vs. PIN3-4 szdvetek relativ
aranya hatarozza meg. Kovetkezésként egy adott voxel R1 értéke (R1,) a (R1,)-tol
(R1,)-ig terjedé skalan helyezkedik el. igy a kiilonbség A,=R1,- R1, az adott voxel
neoplasticitasaval van Osszefiiggésben. Ha az R1,= R1,, akkor A, eléri maximalis értékét
teljes neoplasticitdst mutatva az adott voxelben. Ebbdl kovetkezden egy szazalékos
neoplasticitasi index (N1,) szamolhaté ki minden egyes voxelben a A, maximalis R1
skalara torténd normalizalasaval (Eq 2)
_ A-100 Eq2

R1i—Rlo
N1, 100%-os értéket mutat amikor az R1,- R1;, (maximalis neoplasticitas) és nulla mikor
R1,- Rl1, (teljes mértékben normal szovet) igy az 0Osszes voxel NI értékének
meghatarozasa utan a prostata pixel by pixel R1 térképe voxel-by-voxel NI térképpé
konvertalhato amely kvantitative reflektalja a minden voxel neoplasma-tartalmat. Az
Osszes prostata voxel NIv értékének alapjan, azon sejtek térfogata amelyeknek szdvettani
score-ja a PIN3-at meghaladja a Equation 3 alapjan kiszdmolhato:

NV =V.e z NL [Eq 3]

v=1

NI

Ahol V, a voxel térfogat, az n a prosztata voxelek szama
A kisérleteinkbdl szarmazo NV értékeket a 4-es tdblazatban abrazoltuk.
Table 4. Total prostate volume, mean NI (NI, ), NI border values, neoplastic volume values, acquired in the

twelve TRAMP mice, are shown. The lowest NI values acquired in a region with a histological score 3 or above
were considered NI border values.

Prostate Volume (uL) NI Border Value  Neoplastic Volume (uL)
TRAMP 1 266 0.68 64 181
TRAMP 2 120 0.70 69 84
TRAMP 3 84 0.77 70 64
TRAMP 4 80 0.75 64 60
TRAMP 5 91 0.62 69 57
TRAMP 6 313 0.68 68 213
TRAMP 7 216 0.71 76 153
TRAMP 8§ 275 0.57 62 157
TRAMP 9 145 0.61 65 88
TRAMP 10 124 0.71 61 88
TRAMP 11 413 0.62 62 256
TRAMP 12 157 0.70 65 109

Szovettani analizis

A prostatat tartalmazo blokkot hystologiai analizis céljara kivagtuk, amelyet az urethra
mentén horizontdlisan félbevagtunk és 5 pm vastag szeleteket készitettiink. A mikro-
szkopos metszeteken a hystologiailag homogén régiok teriiletét, amelyek a normalizalt
R1 map-eken felismerhetéek voltak, megmértiik ¢és a hystologiai score-ukat
meghatéaroztuk.

A nem rakos szovetek 1,2 vagy 3-as score-t kaptak, amely egészséges, alacsony grade
PIN és magas grade PIN-t jelentett, ebben a sorrendben. A 4-es score jol differencialt
adenocarcinomat jelentett. Ezen teriileteknek megfeleld aredkat a kalkulalt RI,
normalizalt R1 és NI térképeken szintén megmértiikk. Mindegyik régioban frakcionalis
neoplasias teriiletet szamoltunk ki (neoplasias teriilet/total prosztatalebeny teriilet) mind a
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szovettani metszeteken, mind pedig az R1 térképeken. Az egyéb MRI paramétereket
(normalizalt R1,NI) szintén megmértiik a megfeleld régiokban és tovabbi analizisre
exportaltuk.

Statisztikai analizis

Statisztikai analizisre SigmaStat 2.03 verzioju (SPSS, Inc) szoftvert hasznaltunk.

6.3 EREDMENYEK

A 13-as abran a szovettani metszeteken és az MRI képeken meghatarozott prostata
teriiletek koregisztracidja lathatdo a hystologiai score megjelenitésével. A 14-es abran
pedig a frakcionalis neoplasias teriiletek értékének Osszevetése lathatd, amelyet az MRI

képeken és a hystolégiai metszeteken mértiink.

Figurel3 The calculated R1 map (I), the magnified section of the prostate (ll),
and the histological sections of the two lobes (lll-left lobe, IV-right lobe) are
shown. Normal (score 1), low grade PIN (score 2), high grade PIN (score 3) and
well differentiated adenocarcinoma (score 4) can be identified. The white arrows
indicate the position of areas with different histological scores in the prostate
tissue.

12



6.4 KOVETKEZTETESEK

Az eredményeink alapjan a Gd(ABE-DTTA) a prostata szovetben a prostata szovet
neoplasias tartalmaval forditott aranyban oszlik el a TRAMP egér modellben. Tehat egy
adott prosztata volumen R1 értéke a PIN 3-as és 4-es score-ba sorolhatdé neoplasias
szovetek aranya hatarozza meg. Ebbol
kovetkezéen egy GA(ABE-DTTA) beadast
kovetd R1 térkép a normal vagy alacsony
R -0 . score-u PIN ¢és a PIN3-4 prostata szovet
kozott kiilonbséget tud tenni. Hangsulyozni
kivanjuk, hogy ezek a lebenyek atmérdje 5
mm  alatti, ennek ellenére a mi
technikankkal ez a szoveti differencialas
kivitelezhetd volt, az NI értékeket pixel-by-
pixel felbontassal hataroztuk meg ¢és
atlagoltuk minden egyes prosztata régiora.
A 17-es abran a kiilonbozd hisztologiai
teriiletekben mért NI értékeket abrazoltuk.
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Figurel4 Fractional Neoplastic Areas detected by 80 (
MRI (Y axis) and Histology (X axis). The good

correlation (R=0.88) indicates that the areas detected 7 l
by MRI correspond well to the areas detected by
histology (P<0.001)

Kovetkezésként megallapithatd, hogy egy
non-invaziv metoédus, a Gd(ABE-DTTA) w0 l
jelenlétében készitett R1 térkép sikeresen
kiilonbséget tudott tenni a prostata
neoplasia korai és eldrehaladott formaja 2
kozott TRAMP egerekben.

Neoplastic Index

7. DISZKUSSZIO i
Jelen munkénkban sikeriilt bizonyitanunk, | Figurel7 The mean values of the
hogy a Gd(ABE-DTTA) sikeresen |Neoplastic Index found in prostate regions
hasznalhato high field-en RI1 mérés with scores 1and 2 (group A) versus scores
1A A] g 1z ot 3 and 4 (group B).

céljabol és igy R1 térképek készitésére. A

Gd(DTPA) amely a leggyakoribb klinikai
kontrasztanyag, relaxivitdsa a magneses mez0 erdsségének nodvekedésével csokken.
Gd(ABE-DTTA) viszont very high field-en, kb. 5 T-nal mutatott maximalis relaxivitast
(2B abra). Ahogy az eredményeink mutatjadk ez a kontrasztanyag 1,5 és 10T kozott
barmilyen mez6nél hasznalhatd anélkiil, hogy 1ényegesen csokkenne a hatasossaga. A
myocardialis ischaemia kutyakisérleteinkben a CA ischaemias vs. nonischaemias
miocardiumban mutatott eloszlasi kiilonbsége alapjan, a AR1, értékek szignifikansan
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alacsonyabbak voltak az ischaemias régiokban, mint a nonischaemias teriileteken az
ischaemias peridodus soran.

A reperfuzid soran ez a kiilonbség eltiint (4. abra). Az individualis kisérletekben mért
AR1 értékek osszefiiggést mutattak a regionalis funkcié paraméterekkel, amelyet MRI-jal
hataroztunk meg (WT,WM). Ugyanezt az Osszefliggést talaltuk a MP értékekkel (6.abra).
teriiletek tisztdn mutatkoznak a AR1,, térképen.

Szintén jo Osszefiiggés figyelheté meg a ARI1, térkép altal meghatarozott csdkkent
Bemutattuk a Gd(ABE-DTTA) hasznalata mellett mért AR1, map-ek maximalis
felbontasat myocardialis perfizié meghatarozasakor. Miutan a korellaciot az MP és
AR1, meghataroztuk, a pixel-by-pixel a ARI1, térkép transzformalhaté PP térképpé
ugyanolyan magas rezoluciéval. Erdemes kiemelni, hogy ezzel a modszerrel az elérhetd
rezolicio sokkal magasabb, mint a —postmorten ,goldstandard”’-nek tekintett—
microsphaerés perfizio meghatérozasnal elérheté 1 cm’-es felbontas.

A mi kontrasztanyagunkkal és metddusunkkal (R1 mapping) egy teljesen mas betegség, a
prostatarak, modelljét tanulmanyoztuk TRAMP egerekben, hogy lassuk vajon
hasznalhatok-e diagnosztikus célra egy ilyen betegségben is. A post-contrast atlag
normalizalt R1 érték, amelyet a magas grade PIN és jol definial carcinomakban mértiink,
nem kiilonb6zott a pre-contrast értékt6l. Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a magas
grade PIN ¢és WD régiok nem vettek fel Gd(ABE-DTTA)-t, ellentétben a normal és
alacsony grade PIN régiokkal. Egyik lehetséges magyarazat, amely aldtdmasztja a
megfigyeléseinket, a neoplasias prostata teriileteken kialakulo abnormalis élfalszerkezet.
Ozava ¢és munkatarsai szamoltak be ilyen abnormalis Ovezetrdl prostatdban. Az
abnormalis élfal-szerkezet csokkentheti a kontrasztanyag bejutiasat a magas grade-del
rendelkezd prostata teriiletekre, csak ugy, mint ahogy a chemoterapias gyogyszerek is
gyakran nem jutnak el a tumorokba. A mi eredményeink a human gyakorlatban
talaltakkal ellentétesek, ahol is a post-contrast MRI szignalintezitds magasabb a rakos
teriileteken, mint a normal szdvetekben. Az eredményeink viszont jol megérthetdk a Jain
és munkatarsai altal leirtak tikrében. Ok azt talaltdk, hogy a tumorokban az angiogenezis
fejlodés alatt egy bizonyos iddablakban a pro- és antiangiogenicus faktorok
(thrombobospodin-1 és VEGF) egyenl6tlen termelddése kovetkeztében a tumorszdvet
vérellatasa az abnormalis érszerkezet miatt karosodik.

Osszefoglalva a mi modszeriink egész prostatan végzett post-mortem biopsidnak felel
meg, amelyet él6 organizmuson végeztiink. A mi metddusunk tulajdonképpen egy in-vivo
biopsia map-et eredményezett (VBM).

Munkéankban kiilonb6z6 betegségek modelljeiben bizonyitottuk, hogy egy olyan
kontrasztanyag jelenlétében késziilt R1 map, amely hosszi életidével és a high field-en
megtartott relaxivitdssal rendelkezik, kvantitativ és reprodukalhaté informaciokat
szolgaltathat a klinikusok részére.

8. UJ FELFEDEZESEK

8.1 A  Gd(ABE-DTTA) kiilonleges field-relaxivitas Osszefiiggésére deriilt fény;
nem ugy mint a legtdbb kereskedelemben kaphat6 MRI kontrasztanyag, a Gd(ABE-
DTTA) a maximum relaxivitas erésitést kb. 5T-nal mutatta. Ez alkalmassa teszi a high-

14



field-en torténd hasznalatra. Ez egy 1ényeges felfedezés az MRI késziilékek fejlodésének
jelenlegi iranyanak ismeretében.

8.2 A szigndlintenzitdson alapuld perfizid vizsgalat tokéletlensége leginkabb a
»single image” metddus jellegébdl kovetkezik, tigymint a field inhomogenitas, coil
effektus, stb. Az R1 mérés viszont ezen hatdsok legtobbjét eliminalni képes. Jelenleg a
legtobb MRI késziiléken az R1 mérés ideje meghaladja a kereskedelemben kaphatd
kontrasztanyagok féléletidejét. GA(ABE-DTTA) elég hosszi életidovel rendelkezik a
vérben ahhoz, hogy egy ilyen paramétert a jelenlétében megmérjiink. Sikerrel hasznaltuk
egy myocardialis ischaemia—reperfizi6 kutya modellben quantitativen és
reprodukalhatéan  meghatarozandd6 a myocardialis ischaemiat voxel-by-voxel
felbontassal.

83 A legtobb prostatarak detektalasara alkalmas MRI metodus a betegséget csak a
késdi, elérehaladott fazisaban tudja vizualizalni. A mi kontrasztanyagunk és modszeriink
hasznalataval sikeresen detektaltuk a prosztata intraepithelidlis neoplasiat a korai
szakaszaban TRAMP egerekben és meg tudtunk kilonboztetni PIN1-2 sejteket
tartalmazé egérprostata voxeleket a PIN3-4 sejteket tartalmazoktol.
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