INSTYTUT FIzYKI JADROWEJ IM H. NIEWODNICZANSKIEGO
Polska Akademia Nauk

Zaktad Tomografii Magnetyczno-Rezonansowej

Rozprawa doktorska

OBRAZOWANIE STANU CZYNNOSCIOWEGO
UKLADU SERCOWO-NACZYNIOWEGO IN VIVO
Z WYKORZYSTANIEM METOD OBRAZOWANIA

REZONANSEM MAGNETYCZNYM

mgr Katarzyna Byk

Promotor:
dr hab. Bogustaw Tomanek
Promotor pomocniczy:

dr Tomasz Skorka

Krakow, 2016r.



Panu doktorowi hab. Bogustawowi Tomankowi

dzigkuje za zyczliwosé, cenne uwagi i pomoc w trakcie pisania pracy.

Panu doktorowi Tomaszowi Skorce
dziekuje za poswigcony czas, opieke nad czesciq eksperymentalng badan

Jjak rowniez za przekazang mi wiedze.

Chciatabym rowniez podzigkowacé Panu Profesorowi Stefanowi Chiopickiemu

za wsparcie i wskazowki dotyczgce biologicznej czesci prowadzonych badan.

Kolegom i Kolezankom z Zaktadu Tomografii Magnetyczno—Rezonansowej

dzigkuje za zyczliwos¢é i pomoc podczas prowadzonych badan.



Praca przygotowana w ramach Miedzynarodowego Studium Doktoranckiego
IFJ PAN

wy

oraz projektu ,, JCET2 - Srédbtonek naczyniowy w chorobach cywilizacyjnych: od badan
poznawczych do oferty innowacyjnego leku o dziataniu §rodblonkowym” wspotfinanso-
wanego ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Re-

gionalnego (Program Operacyjny - Innowacyjna Gospodarka, Dziatanie 1.1.2)

N EUROPEAN UNION o
INNOVATIVE ECONOMY ( Jagiellonian Centre EUROPEAN REGIONAL * *
HATIONAL CoRFsion sTRATECY \J for Experimental Therapeutics DEVELOPMENT FUND Tk



SPIS TRESCI

SPIS NAJCZESCIEJ WYSTEPUJACYCH SKROTOW 7

WSTEP 8

1. PODSTAWY OBRAZOWANIA MAGNETYCZNO-REZONANSOWEGO 14

1.1. ZJIAWISKO MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO 14
1.2. SYGNAL SWOBODNEJ PRECESJI, RELAKSACJA JADROWA 17
1.2.1. POMIAR CZASU T» 19
1.2.2. POMIAR CZASU Ty 20
1.3. GRADIENTY POLA GLOWNEGO, PRZESTRZEN K 20
1.4. SzYBKIE SEKWENCJE OBRAZOWANIA 22
14.1. FLASH 22
1.4.2. RAREsT 24
1.4.3. EPI 25
1.5. TECHNIKI OBRAZOWANIA PERFUZJI I PRZEPLYWU 26
1.5.1. POMIAR PERFUZJI 26
15.2. DCE-MRI 28
1.5.3. POMIAR PREDKOSCI METODA KONTRASTU FAZY 30
2. WATROBA 33
2.1. BUDOWA | FUNKCJE 33
2.2. KRAZENIE 34
2.2.1. MECHANIZMY REGULACJI PRZEPLYWU KRWI 35
2.2.2. MIKROKRAZENIE 35
2.3. OSTRY STAN ZAPALNY WATROBY 36
2.3.1. ZMIANY STRUKTURALNE WATROBY 37
2.3.2. ZMIANY PERFUZIJI 37
2.3.3. AKTYWACJA LIMFOCYTOW 37
2.4. ZWIERZECY MODEL OSTREGO ZAPALENIA WATROBY 38



3. MATERIALY I METODY 39
3.1. APARATURA POMIAROWA | WYKORZYSTANE SUBSTANCJE 39
3.1.1. SRODEK KONTRASTOWY - PRIMOVIST™ 40
3.2. PROTOKOLY EKSPERYMENTALNE 40
3.2.1. POMIAR RELAKSACYJNOSCI SRODKA KONTRASTOWEGO 40
3.2.2. BADANIE POZNYCH ZMIAN W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY 41
3.2.3. BADANIE WCZESNYCH ZMIAN W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY 43
3.3.  ANALIZY WYNIKOW 45
3.3.1. RELAKSACYJNOSC SRODKA KONTRASTOWEGO 45
3.3.2.  ANALIZA TEKSTUR 46
3.3.3.  ANALIZA FRAKTALNA 49
3.3.4. WYZNACZANIE WARTOSCI PERFUZJI | CZASU RELAKSACII T1 50
3.3.5. EMPIRYCZNE MODELOWANIE MATEMATYCZNE (EMM) 50
3.3.6. MODELOWANIE KOMPARTMENTOWE (MK) 52
3.3.7. WYZNACZENIE PREDKOSCI PRZEPLY WU KRWI 55
3.3.8. OCENA HISTOLOGICZNA | BIOCHEMICZNA 56
3.3.9. TESTY STATYSTYCZNE 57
4. WYNIKI 58
4.1. POMIAR RELAKSACYJNOSCI SRODKA KONTRASTOWEGO 58
4.2. POZNE ZMIANY W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY 59
4.2.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ZWIERZAT, HISTOPATOLOGIA, BIOCHEMIA 59
4.2.2. ANALIZA TEKSTUR 63
4.2.3. ANALIZA FRAKTALNA 65
4.2.4. PERFUZJA | CZAS RELAKSACII Ty 66
4.2.5. EMPIRYCZNE MODELOWANIE MATEMATYCZNE (EMM) 68
4.2.6. MODELOWANIE KOMPARTMENTOWE (MK) 72
4.3. WCZESNE ZMIANY W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY 76
4.3.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ZWIERZAT. BIOCHEMIA 76
4.3.2. PERFUZJA I CZAS RELAKSACII T1 76
4.3.3. POMIAR PREDKOSCI PRZEPLYWU KRWI 79



5. DYSKUSJA 82
6. WNIOSKI 92
7. ANEKS 93
7.1. BARWIENIE OMSB 93
BIBLIOGRAFIA 94




SPIS NAJCZESCIE] WYSTEPUJACYCH SKROTOW

ALF — ang. acute liver failure, ostre zapalenie watroby;

ASL —ang. arterial spin labelling, magnetyczne znakowanie spindw Krwi tetniczej;
CA —ang. contrast agent, srodek kontrastowy;

ConA - ang. concanavalin A, konkanawalina A,

DCE-MRI - ang. dynamic contrast-enhanced magnetic resonance imaging, dynamiczne
obrazowanie magnetyczno-rezonansowe z zastosowaniem $rodka kontrastowego;
EMM — empiryczne modelowanie matematyczne;

MK — modelowanie kompartmentowe;

MR — magnetyczno-rezonansowy;

MRI —ang. magnetic resonance imaging, obrazowanie magnetyczno — rezonansowe;
PC-MRI - ang. phase contrast MRI, pomiar MR metodg kontrastu fazy;

ROI — ang. region of interest, obszar wybierany do analizy;



WSTEP

Celem pracy bylo zaplanowanie i przeprowadzenie eksperymentu obrazowania
magnetyczno-rezonansowego (MRI, ang. Magnetic Resonance Imaging) pozwalajacego
na scharakteryzowanie wptywu stanu zapalnego na prac¢ uktadu krazenia na przyktadzie
ostrego zapalenia watroby (ALF, ang. Acute Liver Failure). Zakres pracy obejmuje im-
plementacj¢ zwierzecego modelu ostrego zapalenia watroby, dobér metod pomiarowych
obrazowania magnetyczno-rezonansowego (MR), optymalizacje parametrow sekwencji
obrazujacych oraz dobdr technik analizy obrazu. W badaniach uzyto nastgpujacych tech-
nik obrazowania MR: magnetycznego znakowania spinow krwi tetniczej (ASL, ang. Ar-
terial Spin Labeling), obrazowania dynamicznego z zastosowaniem kontrastu (DCE-
MRI, ang. Dynamic Contrast-Enhanced MRI), obrazowanie metodg kontrastu fazy (PC-
MRI, ang. Phase Contrast MRI) oraz obrazowania anatomicznego do zbadania zmian
struktury tkanki.

Obrazowanie MR jest uznang niecinwazyjng metoda uzyskiwania obrazu wnetrza
obiektow biologicznych, w szczegolnosci tkanek migkkich. Jest stosowane zar6wno
w badaniach podstawowych jak i w diagnostyce medycznej. Oparte jest na odkrytym
przez Feliksa Blocha i Edwarda Purcella w 1946 roku zjawisku magnetycznego rezo-
nansu jadrowego. Badania i rozwoj technik opartych o zjawisko magnetyzmu jadrowego
byty kilkukrotnie nagrodzane Nagroda Nobla. Nagrody przyznano dla: Otto Sterna
w 1943 roku w dziedzinie fizyki za wktad w rozwdj metody wigzki molekularnej i od-
krycie momentu magnetycznego protonu, Isidora Rabiego w 1944 roku w dziedzinie fi-
zyKi za rezonansowg metode obserwacji wlasciwosci magnetycznych jader atomowych,
F. Blocha i E. Purcella w 1952 roku w dziedzinie fizyki za rozwdj metod pomiaréw ma-
gnetyzmu jadrowego, Richarda Ernsta w 1991 roku w dziedzinie chemii za rozw6j metod
badan wysokorozdzielcza spektroskopig rezonansu magnetycznego, Kurta Wiithricha
w 2002 w dziedzinie chemii za rozw0j technik spektroskopii magnetyczno-rezonansowej
dla badan trojwymiarowej struktury czgsteczek oraz dla Paula Lauterbura i Petera Mans-
fielda w 2003 roku w dziedzinie medycyny i fizjologii za wprowadzenie metod obrazo-
wania MR do diagnostyki. Przyznanie Nagrod Nobla w trzech dziedzinach nauki $wiad-
czy o uniwersalnos$ci metod opartych na zjawisku magnetyczneg0 rezonansu jadrowego.

ALF jest chorobg o gwaltownym przebiegu, powodujaca dysfunkcje wielu or-
ganow i prowadzaca do trudnych w leczeniu komplikacji [1, 2]. Szczegdlnie zty wplyw



na stan organizmu ma obnizajace si¢ cisnienie krwi i dysfunkcje uktadu sercowo—naczy-
niowego prowadzace do niewystarczajgcego mikrokrazenia w organach [1, 3]. Wstepna
opieka kliniczna polega na zapewnieniu warunkéw pozwalajgcych na maksymalng moz-
liwg regeneracje i przywrdcenie czynnos$ci watroby [1]. Pozwala to na ograniczenie kom-
plikacji zwigzanych z ALF i przeprowadzenie przeszczepu watroby, ktory jest najsku-
teczniejsza forma terapii [2, 4, 5]. Dlatego bardzo waznym aspektem jest szybkosc i cel-
nos$¢ diagnostyki. To wlasnie ona decyduje o mozliwosci przeprowadzenia transplantacji.
Brakujacym elementem w diagnostyce ALF, opartej na testach biochemicznych, jest od-
powiednia technika obrazowania pozwalajgca na uzyskanie bezposredniej interpretaciji
stanu i czynno$ci naczyn i tkanki. Dotychczas najczesciej uzywang metoda jest ultraso-
nografia, ktorej stosowanie obarczone jest jednak watpliwosciami, poniewaz moze pro-
wadzi¢ do btednie pozytywnych wnioskoéw ze wzgledu na przebudowe tkanki zachodzaca
na skutek ALF [6]. Obrazowanie MR, bedace roéwniez technikg nieinwazyjna, a przy oka-
zji dajaca mozliwos¢ szerokiego i r6znorodnego wgladu w badany obiekt, moze przy od-
powiednim doborze metod i parametrow przystuzy¢ si¢ do badan nad ALF.

Wykorzystanie modeli zwierzecych pozwala na badanie zmian chorobowych
w kontrolowany sposob w warunkach in vivo. W niniejszej pracy wykorzystano obrazo-
wanie MR do zbadania zmian czynno$ci uktadu krwiono$nego w ostrym zapaleniu wa-
troby, w szczego6lnosci badania zmian na poziomie mikrokrazenia. Postuzono si¢ mode-
lem zwierzecym, w ktorym ALF wywolany jest dozylnym podaniem konkanawaliny A
(ConA, ang. concanavalin A) [7-10]. W przeprowadzonych badaniach, podjeto probe
okreslenia zmian zachodzacych w uktadzie krazenia we wczesnym 1 zaawansowanym
stadium ALF. Model zweryfikowano badaniami histopatologicznym. Dodatkowo, na po-
trzeby analizy danych wykonano pomiary relaksacyjnosci uzytego w badaniach srodka
kontrastowego.

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego wynika z oddziatywania wypad-
kowej magnetyzacji probki pochodzenia jadrowego z rotujagcym polem magnetycznym
0 odpowiedniej czestosci (Czgsto$§¢ Larmora). Powstanie magnetyzacji uwarunkowane
jest umieszczeniem probki w silnym zewnetrznym polu magnetycznym, co skutkuje cze-
sciowym uporzadkowaniem spindw jadrowych (polaryzacja) 1 okresla zarazem czesto$¢
rezonansowa. Zastosowanie dodatkowych, liniowo zmiennych w przestrzeni pol magne-
tycznych pozwala na zr6znicowanie czestoSci rezonansowej, co moze by¢ uzyte do uzy-

skania mapy gestosci jader — obrazu wnetrza probki. Najczesciej obrazowanymi jadrami



w zywych organizmach sa jadra wodoru, ktore sg zwigzane przede wszystkim w czastecz-
kach wody. Typowe obrazy MR sa mapami ggstosci protondw wazonymi czasami relak-
sacji, tj. czasami charakterystycznymi procesoOw oddziatywania spindéw miedzy sobg oraz
spindéw z siecig prowadzgcymi do rOwnowagowego potozenia magnetyzacji. Ich rejestra-
cja jest mozliwa dzigki technikom kodowania przestrzennego jednak uzyskiwana jako$¢
obrazow warunkowana jest czutoscia tej techniki a dodatkowo zalezy od wielu czynni-
kow zwigzanych z badanym obiektem, aparaturg i samym pomiarem. Na wybor metody
badawczej wptyw ma obrana hipoteza badawcza i koniecznos$¢ uzyskania adekwatnych
obrazow. Dalsze dostosowanie parametrow wybranej metody ma zwykle na celu uzyska-
nie optymalnych dla danego zagadnienia skontrastowania oraz jakosci obrazu MR.

Procesy zachodzace w stanie zapalnym watroby sg procesami o duzej dynamice
wplywajacymi na funkcje zar6wno watroby jak i na stan catego organizmu. Istotng kwe-
stig prowadzonych eksperymentow bylo uzyskanie charakterystyki zmian zachodzacych
w strukturze i1 funkcjach uktadu krazenia a w szczegolnosci mikrokrazenia watroby. Na
wybor metod pomiarowych oraz sekwencji obrazujacych wptyw miat badany obiekt. Wa-
troba wyrdzniajaca si¢ unikalng organizacja uktadu naczyniowego m.in. podwdjnym
uktadem doprowadzania krwi i skomplikowanym uktadem naczyn zatokowych stanowi
duze wyzwanie dla obrazowania in vivo. Dodatkowymi okoliczno$ciami zwigkszajacymi
stopien komplikacji badania sg mate rozmiary badanego obiektu wymagajace podwyz-
szonej zdolnosci rozdzielczej w stosunku do badan ludzi, co przy poréwnywalnych sta-
tych fizjologicznych (takich jak np. predkos¢ przeptywu krwi w aorcie) powoduje row-
niez relatywnie zwigkszone wymagania, co do czasowej zdolnosci rozdzielczej w bada-
niach proceséw dynamicznych.

Wspierajac si¢ doniesieniami literaturowymi o ALF [1, 3-5, 11-14] wytypowano
grupe parametréw, ktore mogty nies¢ informacje o0 zmianach wywotywanych przez po-
stepujaca chorobe. W trakcie rozwoju ALF obserwuje si¢ aktywacj¢ komorek srodbtonka
naczyn zatokowych (LSEC, ang. Liver Sinusoidal Endothelial Cells), komérek Kupffera
i komorek uktadu odpornosciowego [13, 14]. W odpowiedzi na pojawienie si¢ stanu za-
palnego wydzielane sa cytokiny prozapalne i biatka ostrej fazy [13]. Dochodzi rowniez
do uszkodzenia komoérek watrobowych oraz zaburzen w wydzielaniu czynnikow odpo-
wiedzialnych za rozszerzalno$¢ i kurczliwos$¢ naczyn krwionosnych [1, 3, 4, 11, 12]. Wy-
branymi parametrami byty zatem: perfuzja, czas relaksacji tkanki podtuznej (T1), okre-
Slenie jakosciowe i ilosciowe kinetyki $rodka kontrastowego w tkance oraz przeptyw

krwi przez duze naczynia krwiono$ne zwigzane z watroba.
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Bezposredni pomiar perfuzji tkankowej wykonano technikag ASL [15, 16].
W technice tej znakowaniem krwi nazywamy wysycenie lub inwersj¢ magnetyzacji zwia-
zanej ze spinami protonéw znajdujacych si¢ we krwi, przy czym miejsce znakowania spi-
now nie musi by¢ identyczne z obrazowang warstwg. Mierzac perfuzje, mierzy si¢ prze-
ptyw krwi przez naczynia o $rednicach znacznie mniejszych [17] od mozliwej do uzy-
skania rozdzielczo$ci skanera MR. Znakowanie powoduje relatywnie niewielkg zmiang
mierzonego sygnatu (1-2%) [18] co powoduje, ze przy wszystkich zaletach tej techniki,
jej efektywna czulo$¢ jest relatywnie niska.

Inng metoda jednoczesnego pomiaru perfuzji i funkcji hepatocytow jest dyna-
miczne badanie wzmocnienia kontrastowego w pomiarach DCE-MRI. Technika ta bazuje
na podaniu, zwykle dozylnym, srodka kontrastowego (CA, ang. Contrast Agent) i $ledze-
niu jego kinetyki w organizmie na podstawie zmian obserwowanych na wykonywanych
sukcesywnie obrazach. CA wprowadzone zostalty do badan w latach 1980-ych [19].
Wplywaja na kontrast w obrazie MR poprzez zmiany czasow relaksacji podtuznej i po-
przecznej obrazowanych tkanek [20, 21]. Przedstawienie w formie wykresu zmian inten-
sywnosci pikseli w obrazie pod wptywem CA od czasu pozwala na wnioskowanie o dy-
namicznych procesach w tkance [22]. Perfuzja w takich badaniach utozsamiana jest z faza
naptywu i wychwytu kontrastu w tkance [23, 24]. Jest to czesta metoda jej pomiaru w ba-
daniach przeprowadzanych u ludzi, jednak w przypadku matych zwierzat jest znacznie
trudniejsza w stosowaniu, ze wzgledu na wieksza dynamike rytmu pracy serca (u czto-
wieka 60-80 uderzen na minute (bpm), u myszy 400-600 bpm).

Przeptyw wrotny moze by¢ oszacowany w innym pomiarze z wykorzystaniem
metody FLOWMAP. Przeptyw krwi w naczyniach w tej metodzie jest mierzony zmiang
fazy ptynacych spindw poddanych dziataniu gradientu kodujacego (czgsto bipolarnego
niedajgcego przyczynku do fazy spinow stacjonarnych) dodanego do sekwencji obrazu-
jacej [18, 25]. Pomiar predkosci przeptywu krwi w kolejnych fazach cyklu pracy serca
daje mozliwos$¢ zbadania zarowno tego parametru jak 1 wielkosci transportu krwi przez
watrobe. Spadek predkosci krwi w obiegu wrotnym moze by¢ zwigzany ze wzrostem
oporéw przeptywu w watrobie [26, 27]. Z drugiej strony, biorgc pod uwagg, ze wigkszo$¢
krwi przeptywajacej przez watrobg pochodzi z obiegu wrotnego [11] oszacowanie zmian
transportu moze wnie$¢ dodatkowg istotng informacje zwigzang z ewentualnymi zabu-

rzeniami perfuzji.
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Powyzsze techniki dajag mozliwo$¢ komplementarnej oceny czynno$ci mikro-
krazenia w watrobie myszy. Ciekawa i1 uzupelniajacg informacj¢ dajg badania struktu-
ralne bedace tlem dla zmian czynnosciowych zachodzacych w tkance. Posrednim wyni-
kiem moéwigcym o zmianach i w strukturze 1 czynnosci tkanki jest przebieg poznej fazy
wyptukiwania $§rodka kontrastowego w badaniu DCE-MRI. Proces ten moze §wiadczy¢
zarowno o zmianach w tkance jak i czynnos$ci hepatocytow [28, 29]. Rowniez czasy re-
laksacji w tkance, zmierzone bez udziatu srodka kontrastowego, moga postuzy¢ za para-
metr jej uszkodzenia [30-32]. Wynik tego badania zwigzany jest ze zmianami w struktu-
rze tkanki, np. wydtuzenie czasu relaksacji w zwtoknieniu [32]. W zastosowanym proto-
kole mapy czasu relaksacji uzyskiwane byty réwnoczes$nie z mapami perfuzji, gdyz za-
stosowana metoda pomiarowa wigze ruch ptynow przez tkanke ze zmianami pozornego
czasu relaksacji podtuznej [15, 16].

Wymienione wyzej badania wykorzystujg techniki obrazowania o wyzszym
stopniu komplikacji protokotu i relatywnie niskim stosunku sygnatu do szumu, gdyz
praktycznie wszystkie, poza pomiarem map T1, bazuja na obrazach subtrakcyjnych beda-
cych roznica, jaka uzyskuje si¢ migdzy obrazem wazonym a obrazem referencyjnym. Dla
uzyskania uzupetniajacej informacji o zmianach w strukturze tkanki i ich bezposredniego
badania na anatomicznych obrazach MR wykonano pomiary bazujace na wielokrotnym
echu spinowym, pozwalajacym na szybkie uzyskanie obrazu o wysokiej rozdzielczo$ci
przestrzennej. Uzyskane w ten sposob obrazy poddano dobranym metodom analizy
w celu wydobycia maksymalnej ilosci informacji oraz ewentualnego wskazania parame-
trow mogacych sta¢ si¢ markerami choroby. Wykorzystano analize tekstur [33, 34] i ana-
lizg fraktalng [35-38]. Techniki te pozwalaja na zbadanie cech powierzchni obrazu po-
przez badanie zalezno$ci pomig¢dzy pikselami oraz na wykrycie czy analizowany obraz
posiada cechy samopodobienstwa. W efekcie mozliwe jest ich uzycie do sprawdzenia czy
zmiany zachodzace na poziomie struktury tkanki pod wplywem ostrego stanu zapalnego
moga by¢ zauwazalne w bezposrednim badaniu w organizacji obrazu MR.

W pracy zastosowano réwniez techniki modelowania sygnatu uzyskiwanego
z dynamicznych pomiardéw z pozytywnym wzmocnieniem kontrastowym. Dane uzyskane
z pomiarow DCE-MRI modelowano metoda empiryczng (jakosciowg) [22, 39, 40] i kom-
partmentowsa (ilosciowa) [22, 41-44]. Pierwsza metoda pozwala na opis krzywej farma-
kokinetyki $rodka kontrastowego, w tym na uzyskanie informacji o perfuzji i uszkodze-
niu tkanki. Natomiast druga pozwala na wnioskowanie dotyczace zaburzenia przeptywu

na poziomie réznych struktur tkankowych, np. przechodzenie $rodka kontrastowego
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przez $ciang naczynia. Z pomiaréw ASL uzyskano informacj¢ o zmianie perfuzji oraz
0 zmianie czasu relaksacji podtuznej tkanki chorej w stosunku do tkanki zdrowe;.

Praca podzielona zostala na siedem rozdzialow. Pierwsze dwa rozdziaty zawie-
rajg wprowadzenie teoretyczne. W Rozdziale 1 opisano podstawy zjawiska magnetycz-
nego rezonansu jagdrowego, opartej na nim metodzie pomiarowej, jakg jest obrazowanie
magnetyczno—-rezonansowe oraz krotki przeglad sekwencji i technik MR, ktore zastoso-
wano w przeprowadzonych eksperymentach. W Rozdziale 2 dokonano charakterystyki
watroby ze szczeg6lnym uwzglednieniem przebiegu ostrego stanu zapalnego oraz bada-
nego zwierzgcego modelu ALF. W Rozdziale 3 przedstawiono przeprowadzone ekspery-
menty i ich protokoty, aparatur¢ pomiarowa oraz uzyte metody analizy obrazéw. W Roz-
dziale 4 przedstawiono wyniki, natomiast w Rozdziale 5 dyskusje. Wnioski z przeprowa-
dzonych badan zebrano w Rozdziale 6. Prace konczy aneks (Rozdziat 7), zawierajacy

dodatkowe informacje z zakresu przedstawionych badan, oraz Bibliografia.

13



1. PODSTAWY OBRAZOWANIA MAGNETYCZNO-REZONANSOWEGO

1.1.ZJAWISKO MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO

Elementy jadra atomowego — protony i neutrony, sg obdarzone spinem, ktory
moze przyjmowac wartosci £2. Moment pedu calego jadra (I_() , [Js]) jest suma spindow
poszczegolnych elementow | moze przyjmowac rézne wartosci, w tym zero.

Z niezerowym momentem pedu zwigzany jest moment magnetyczny (i, [J/T]):

i=vK 1.1
gdzie: y — wspotczynnik giromagnetyczny [MHz/T]. y zalezy od znaku, wielkos$ci i spo-
sobu roztozenia tadunku w jadrze.

W obrazowaniu MR najczesciej wykorzystuje si¢ wlasciwosci magnetyczne ja-
der wodoru (spin jadrowy '2), ktorych koncentracja w zywym organizmie a takze rela-
tywnie wysoki wspotczynnik giromagnetyczny (42.58 MHz/T) sprzyjaja otrzymywaniu
silnego sygnatu MR.

Moment magnetyczny jadra atomowego umieszczonego w polu magnetycznym
0 indukgcji §0 precesuje wokot kierunku tego pola. Umownie przyjmuje si¢ uktad wspot-
rzednych kartezjanskich, w ktorym §0 ||Z. Czesto$¢ precesji (w,) wektora i jest rowna:

Wo = Y§0 1.2
Czesto$¢ W, nazywana jest czestoscig Larmora. Jest ona proporcjonalna do wektora in-
dukcji magnetycznej. Czgsto$¢ Larmora jest wielko$cig charakterystyczng dla danego ja-
dra.

Energia oddzialywania momentow jadrowych z polem magnetycznym przedsta-
wia si¢ nastepujaco [45]:

E=—ji-B, 1.3
Na podstawie mechaniki kwantowej, dla protonu obdarzonego spinem % mozliwe sg dwa
stany energetyczne +% [45]. Preferowanym stanem energetycznym jest ten o nizszej
energii. Liczbe obsadzen poszczegélnych standw energetycznych dla probki w stanie
roéwnowagi termodynamicznej okresla rozktad Boltzmanna:

E(m;)

1.4
kT

N(m;) = Cexp l—

gdzie: N(m;) — liczba obsadzen poziomu mj, C — wspotczynnik proporcjonalnosci, E(mi)
— energia poziomu mi, k — stata Boltzmanna, k=1,380-10"% J/K, T — temperatura bez-

wzgledna probki. W temperaturze pokojowej roznica w liczbie obsadzen jest niewielka,
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jednak gwarantuje wystapienie mierzalnego wypadkowego momentu magnetycznego

probki (W) Poszczegolne sktadowe M w wybranym uktadzie wspotrzednych mozna

zapisac:

M= =) i, (mINGm) 15

M{:Z‘ui:() 1.6

gdzie: u,(m) = my — warto$¢ momentu magnetycznego dla poziomu m, N(m) — obsa-
dzenie poziomu m, i=x,y. Jak wida¢ z powyzszych wzorow wektor M’ ma tylko jedna
niezerowg sktadowg M. O$ Z jest wyrdzniona, poniewaz jest to kierunek zewnetrznego
pola magnetycznego. Natomiast w ptaszczyznie XY wypadkowy moment magnetyczny
probki zeruje si¢. Spowodowane jest to brakiem wyroznionego kierunku w ptaszczyznie
XY oraz idgcym za tym rownomiernym roztozeniem rzutOw [y, [, na tg plaszczyzng.
Wypadkowy moment magnetyczny probki przypadajacy na jednostke objetosci
(V) jest waznym parametrem opisujagcym wiasciwosci probki. Parametr jest nazywany

magnetyzacjg probki (M) , [A/m]), ktora wyznacza si¢ ze Wzoru:

VE
=2 1.7
v

Sktadowe tak przedstawionej magnetyzacji sa analogiczne do wczesniej wyprowadzo-
nych sktadowych wypadkowego momentu magnetycznego (rownania 1.5 i 1.6) a w stanie
rownowagi tylko sktadowa M, przyjmuje warto$¢ r6zng od zera.

W prébee znajdujacej si¢ w stanie rOwnowagi, wektor magnetyzacji jest nieru-
chomy a jego zwrot jest zgodny ze zwrotem wektora indukcji magnetycznej §0. W przy-

padku zaburzenia stanu rOwnowagi, wektor M odchyli si¢ od pierwotnego kierunku roz-
poczynajac precesj¢ [46]:
dM

EZVMXE}O 1.8

Takie réwnanie mozna rozwigza¢ przechodzac do wirujacego uktadu wspotrzednych
X’Y’Z’. Przyjmujac, ze nowy uklad wiruje z predkos$cig katowa @ wokot osi Z, mozemy

zapisa¢ rownanie ruchu magnetyzacji w tym uktadzie:

a\ - (. @
— ) =vM B, + — 1.9
<dt> ’ X<°+V>

Z powyzszego réwnania widaé, ze wektor magnetyzacji bedzie nieruchomy w uktadzie

wirujagcym w przypadku, gdy czesto$¢ wirowania tego uktadu bedzie rowna czestosci
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Larmora, czyli czestosci precesji spinéw jadrowych w polu magnetycznym (roéwnanie
1.2). Poniewaz réwnania 1.8 i 1.9 sa podobne, wyrazenie w nawiasie w réwnaniu 1.9
mozna nazwac polem efektywnym (§e ff).

Czynnikiem zaburzajagcym moze by¢ pole §1, wirujgce w plaszczyznie prosto-
padtej do kierunku pola §0. Wyrazenie na pole efektywne powicksza si¢ wtedy o wektor
indukcji magnetycznej §1:

By = By +$+§1 1.10
W szczegbdlnym przypadku, kiedy czestos¢ pola wirujacego El bedzie rowna czgstosci
Larmora, pole efektywne §e £ bedzie réwne polu §1. Witasnie to zjawisko precesji wek-
tora magnetyzacji wokot pola §1 nazywamy magnetycznym rezonansem jadrowym.

Pojawienie si¢ pola B, o czg¢stosci rezonansowej powoduje wytracenie magne-
tyzacji z potozenia rownowagi (Rysunek 1.1). Jednoczeénie obserwuje si¢ powrdt ma-
gnetyzacji do stan rGwnowagi, mianowicie narastanie sktadowej magnetyzacji w kie-

runku uprzywilejowanym (Z), oraz zanik sktadowych M, i M,,. Procesy te mozna opisaé

rOwnaniami:
dM M, — M,
A 1.11
dt T,
My _ Moy 1.12
dt T,
Rozwigzania rownan 1.11 i 1.12 przedstawiajg si¢ nastepujaco:
t
M, =M, (1 — exp [— —]) 1.13
Ty
t
M, ., = M, exp [— —] 1.14
T3

gdzie: M, — maksymalna warto$¢ magnetyzacji osiggana w stanie rownowagi, M, =
JMZ + M3 — maksymalna warto$¢ magnetyzacji osiggana na ptaszczyznie XY, t — czas,

T1,2 — state o wymiarze czasu.
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Rysunek 1.1: Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego. (A) Uktad w stanie row-

nowagi. Wektor magnetyzacji jest nieruchomy i ulozony rownolegle do kierunku pola
magnetycznego §0. (B) Pojawienie si¢ w uktadzie wirujacego pola §1 powoduje wytra-
cenie wektora magnetyzacji z potozenia rownowagi. Wptyw pola EO na wektor magne-
tyzacji jest zniwelowany w przypadku, gdy czgsto$¢ wirowania pola El jest rbwna cze-

stosci Larmora. Zachodzi zjawisko rezonansu magnetycznego.

Proces odrastania sktadowej M, nazywany jest relaksacja podtuzng lub spi-
nowo—sieciowa. Szybkos¢ tego procesu okreslona jest przez stalg czasowa T; zwang cza-
sem relaksacji podtuznej. Gdy sktadowa podtuzna magnetyzacji osiggnie wartos¢ mak-

symalng M,, caty uklad osigga stan rownowagi charakteryzujacy si¢ minimum energe-

tycznym. Natomiast w plaszczyznie poprzecznej, po wylaczeniu pola §1 obserwowany
jest eksponencjalny zanik sktadowej M, . Proces nazywany jest relaksacja poprzeczng lub

spinowo—spinowa. Stalg czasowg okreslajaca szybkos¢ zaniku M, jest T,.

1.2.SYGNAL SWOBODNE] PRECES]I, RELAKSACJA JADROWA

Pole §1 prostopadte do §0 mozna wygenerowac cewka, np. objetosciowa typu
birdcage, nadawczo — odbiorczg, umieszczong w statym polu §0. Ze wzgledu na czgstose,
z jaka wiruje pole §1 cewki nazywane sg cewkami radiowej czgstosci (RF, ang. Radio
Frequency). Pole §1 zazwyczaj ma charakter pulsacyjny. Impulsy zmiennego pola ma-
gnetycznego moga wychyli¢ magnetyzacj¢ z potozenia rownowagi o okreslony kat:

a=y|B|t 1.15
gdzie: a — kat, o jaki odchyli si¢ wektor magnetyzacji, T — czas trwania impulsu pola

magnetycznego §1. Kat a moze osiagga¢ dowolne wartos$ci, jednak najczesciej stosowane
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sg impulsy n/2 lub  odwracajace wektor magnetyzacji o 90 lub 180 stopni od potozenia
réwnowagi.

W przypadku zastosowania impulsu ©/2, wektor magnetyzacji zostaje przerzu-
cony do ptaszczyzny XY. Jego sktadowa M, osigga wartos¢ maksymalng. Rozpoczyna
si¢ precesja i proces relaksacji opisane rownaniami 1.13 i 1.14. Relaksacj¢ poprzecznag,
czyli zanik sktadowej M| mozna obserwowac bezposrednio. Obracajaca si¢ sktadowa M|
powoduje wyindukowanie si¢ sity elektromotorycznej w cewce (Rysunek 1.2). Sygnat
swobodnej precesji (FID, ang. Free Induction Decay) obserwowany z uktadu wirujgcego

X’Y’Z dla jednorodnej probki cieczowej mozna opisa¢ rOwnaniem:

t
FID(t) = exp <— F) 1.16
2

gdzie: T, - czas relaksacji poprzecznej uwzgledniajacy procesy termodynamiczne

I wptyw niejednorodnosci pola magnetycznego, T, < Ty.

A B
z ]
_ 3 T N —— FID(t)=exp(-t/T2¥)
B, E 2
@ 054
]
3
=< 00+
M. £
)] x 3
&
P-4 -1,01
0 200 400 600 800 1000
Czas (ms)

Rysunek 1.2: (A) Powstawanie sygnatu swobodnej precesji (FID) w uktadzie. (B) Zalez-

nos¢ napigcia indukowanego w cewce od czasu.

Czasy relaksacji podtuznej i poprzecznej sa cechami charakterystycznymi bada-
nej tkanki i dlatego wykorzystywane sg w diagnostyce. Na zmian¢ czasow relaksacji
moga mie¢ wplyw zmiany strukturalne budowy wynikajace z proceséw chorobotwor-
czych a takze zmiany dynamiczne zwigzane z przeptywami wewnatrztkankowymi [47],
co przeklada si¢ na warto§¢ obserwowanego sygnatu. Parametry sekwencji mozna tak

dobra¢ by obrazy byty zalezne (wazone) od czasoéw relaksacji.
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Dla niejednorodnych probek sktadajacych si¢ z poduktadéw o réznych czasach
T, réznica sygnaldw narasta z czasem trwania sygnatu FID, co moze by¢ wykorzystane
w obrazowaniu do manewrowania kontrastem T lub T, uzyskiwanych obrazow.

Dla czasu Ti, kolejne wzbudzenia probki dokonywane sg z reguty po czasie kil-
kukrotnie dtuzszym od czasu relaksacji podtuznej probki w celu zapewnienia maksymal-
nego odrostu magnetyzacji i co za tym idzie intensywnos$ci sygnalu. Mozliwe jest tez
ponowne wzbudzenie probki we wczesniejszym momencie, ktore spowoduje, ze inten-
sywnos¢ sygnatu uzyskanego z probki bedzie mniejsza. Takie dziatanie pozwalajg na ma-

nipulacje kontrastem obrazu MR [48], w tym wypadku wazenie przez czas Ti.

1.2.1. POMIARCZASU T2

Podstawowym sposobem pomiaru czasu relaksacji T» jest sekwencja z wykorzy-
staniem echa spinowego (SE). W tej sekwencji wykorzystuje si¢ impuls n/2 odwracajacy
magnetyzacje do plaszczyzny XY, a nastepnie stosuje si¢ impuls . Wielokrotne uzycie
impulsu 7 (sekwencja CPMG lub multi-echo) [45] pozwala na pomiar czasu Ta.

Po zastosowaniu impulsu n/2 pojawia si¢ sktadowa M| wirujaca w ptaszczyznie
XY i1 indukujaca sygnal FID w cewce nadawczo — odbiorczej. W trakcie ruchu M, do-
chodzi do jej rozfazowania. Poszczegdlne magnetyzacje elementarne precesujg z roznymi
predkosciami, do czego przyczyniaja si¢ niejednorodnosci pola magnetycznego, oddzia-
tywania pomigdzy spinami oraz ruch dyfuzyjny atoméw [46]. Impuls & zastosowany po
czasie T od impulsu n/2, dokonuje reorganizacji elementarnych magnetyzacji. Fazy
wszystkich sktadowych zostang zmienione o 180°. Sktadowe o wigkszej predkosci, wy-
przedzajace inne o pewien kat, beda teraz opdzniac si¢ o ten sam kat przy zachowaniu
predkosci. Po czasie T dojdzie do wyrdwnania ruchu magnetyzacji elementarnych 1 in-
dukcji sygnatu zwanego echem spinowym w cewce. Obwiednia echa spinowego jest sy-
metryczna, poniewaz proces narastania sygnatu FID i jego zaniku sa spowodowane tymi
samymi czynnikami.

W przypadku kilkukrotnego stosowania impulsu &, kolejne sygnaty FID beda sie
charakteryzowaty zmniejszajacg si¢ amplitudg ze wzgledu na proces relaksacji T2. Uzy-
skamy cigg ech spinowych, z ktorych obwiedni mozna wyznaczy¢ czas relaksacji T,:

M, = Mye™t/T 1.17
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Narastanie i zanik poszczeg6élnych ech jest opisywane czasem T,. Czas T, uwzglednia
czynniki wplywajace na proces relaksacji, w tym niejednorodnos$ci gtownego pola ma-
gnetycznego oraz lokalne zmiany pola magnetycznego indukowane przez momenty ma-

gnetyczne innych nukleondéw lub elektrondéw znajdujacych sie¢ w probcee.

1.2.2. POMIAR CZASU T1

Pomiaru czasu relaksacji T1 zwanego spinowo — sieciowym mozna dokonaé po-
przez zastosowanie impulsow 7t I /2. Jest to metoda wykorzystujgca odwracanie i przy-
rost magnetyzacji (IR ang. Inversion Recovery). Istniejacg w stanie rOwnowagi magnety-
zacje odwraca si¢ impulsem 7. Po odwroceniu, wektor magnetyzacji rozpoczyna proces
powrotu do stanu rownowagi. Wzgledng wartos¢ sktadowej Mz, po czasie T1 od inwersji
(ang. Inversion Time), mozna zmierzy¢ stosujac impulsu n/2. Taki impuls spowoduje
przerzucenie magnetyzacji do ptaszczyzny XY, dzigki czemu mozliwy bedzie pomiar na-
pigcia indukowanego w cewce. Od czasu TI zalezy, w jakim stopniu sktadowa M, zdota
odrosna¢ i jaka bedzie poczatkowa warto$¢ sygnatu FID po inwersji. Im dhuzszy czas TI
tym wyzsza warto$¢ M,. Stosujac rézne czasy inwersji TI mozna wykresli¢ zaleznos¢ M,
od czasu oraz wyznaczy¢ wartos¢ czasu T :

M, = My(1 — 2e7%/T) 1.18

1.3.GRADIENTY POLA GLOWNEGO, PRZESTRZEN K

Podstawowym polem magnetycznym wykorzystywanym w obrazowaniu MR

jest silne polaryzujace pole B, wytwarzane przez magnes. Waznym parametrem tego pola
jest jego jednorodno$¢. Brak jednorodnosci powoduje, Ze jadra o tym samym wspotczyn-
niku y maja rozne wartosci czgstosci rezonansowej (wzor 1.2). W celu likwidacji niejed-
norodnosci pola Eo pochodzacych od magnesu wprowadza si¢ cewki korekcyjne.

Z drugiej strony, wprowadzajac znang zmiang¢ pola magnetycznego W pewnej
objetosci probki 1 tym samym wplywajac na warto$¢ rezonansowg badanych jader, mozna
uzyskac przestrzenng lokalizacje sygnatu pochodzacego z tej objetosci. Do tego celu
uzywa si¢ gradientu pola magnetycznego. Cewki produkujace gradient wprowadzaja li-
niowa zmienno$¢ pola §0 w danym kierunku. Zazwyczaj stosuje si¢ trzy pary wzajemnie
prostopadtych cewek, tak by zapewni¢ zmiang w kazdym kierunku uktadu. Wartos¢ pola

magnetycznego takiego uktadu wyraza si¢ wzorem:

B = B, + G7 1.19
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gdzie: 7 - odlegto$¢ punktu od poczatku uktadu wspoirzednych, G- gradient. Zmianie
ulega wyrazenie na czgsto$¢ rezonansowa:
w(x,y,2) =y(By + Gyx + Gyy + G,z) 1.20

Dzigki takiej zmianie warto$ci czgstosci rezonansowej mozliwa jest identyfikacja prze-
strzenna kazdego punktu badanej probki. W praktyce stosuje si¢ inna nomenklature gra-
dientow: gradienty warstwy (Gjs), czestosci (G,) i fazy (G,), bedace kombinacjami gra-
dientow Gy, G, i G,.

W cewce odbiorczej zbierany jest sygnal generowany przez magnetyzacje po-

przeczng probki [18]:

S(t) = j M, (F)B, (e 0T g3y 1.21
gdzie: M, () — funkcja zespolona magnetyzacji, B, (¥*) — funkcja zespolona indukcji ma-
gnetycznej, p(#,t) =y [ Ot #G (¢')dt’ — faza sygnatu. Wprowadzajac wektor k(¢):

t
k() = - f ¢ (¢)dt’ 1.22
2m ),

i podstawiajac rownanie 1.22 do rownania 1.21 otrzymujemy:
5(@) = f M, (P)By (Fe 2O g3y 1.23

Mozna zauwazy¢, ze sygnat S(t) jest transformatg Fouriera funkcji M, (#)B, (¥), nato-
miast wektor k(t) jest fourierowska zmienng sprzezong do wektora potozenia 7. Prze-

strzefi k zawierajaca wektor k(t) jest macierza W przestrzeni odwrotnej. Elementami

przestrzeni k sa dyskretne wartosci sygnatu S(t) otrzymane z probki w obecnos$ci gra-

dientéw [49]. Ruch wektora k (¢) kresli $lad w przestrzeni K, ktéry nazywany jest trajek-
torig i okresla sposdb zapisu elementéw macierzy. Iloscig i potozeniem punktéow prze-
strzeni k mozna manipulowa¢ zmieniajac czas trwania gradientu lub zmieniajac sit¢ gra-
dientu bez zmiany czasu jego trwania. Z danych zgromadzonych w przestrzeni k podda-
nych odwrotnej transformacie Fouriera uzyskuje si¢ obraz MR. Poprawna rekonstrukcja
obrazu zalezy od sposobu wypelnienia macierzy k. Przyjmuje si¢, ze optymalna dlugos¢
kroku w przestrzeni k powinna by¢ porownywalna do odwrotnosci pola widzenia (FOV,
ang. Field Of View) [18].

W trakcie pojedynczego pomiaru po jednokrotnym wzbudzeniu warstwy zazwy-

czaj zapisywana jest jedna linia w osi OX macierzy k. Wybor tej linii jest zdefiniowany
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przez wezesniej uzyty gradient G,. W wierszach macierzy k (0§ OX) kodowana jest in-
formacja o czg¢sto$ciach, natomiast w kolumnach (0§ OY) informacja o fazie sygnatu.
Elementy macierzy k otrzymane w trakcie dzialania gradientéw o malych wartosciach
niosg informacj¢ o kontrascie obrazu a takze o stosunku sygnatu do szumu [50]. Nato-
miast elementy uzyskane w trakcie trwania gradientu o wysokiej warto$ci niosg informa-

cje o rozdzielczosci, definiujac detale obrazu takie jak krawedzie.

1.4.SZYBKIE SEKWENCJE OBRAZOWANIA

1.4.1. FLASH

Sekwencja FLASH (ang. Fast Low Angle SHot) jest technikg echa gradiento-
wego, w ktorej resztkowa magnetyzacja pozostajaca po pojedynczym wzbudzeniu jest
usuwana [49]. Sktada si¢ z wielokrotnie powtarzanego modutu wzbudzenia — akwizycji
charakterystycznego dla uzyskania FID z dodatkowymi gradientami kodujacymi sygnat
w przestrzeni. Czas TR pomig¢dzy impulsami RF w sekwencji FLASH jest znacznie krot-
szy od czasu relaksacji T1, co pozwala skroci¢ catkowity czas pomiaru. W uktadzie pod-
danym dziataniu takich impulséw RF (ich ilo$¢ zalezy od TR i kata obrotu a)) powstanie
stanu rownowagi dynamicznej (ang. steady-state). Oznacza to identyczne warto$ci wek-
tora magnetyzacji w takich samych interwatach czasowych po kazdym impulsie RF [45].
Do grupy sekwencji FLASH zaliczaja si¢ IntraGateFLASH™ i FLOWMAP stosowane
w badaniach opisywanych w tej pracy.

Sekwencja IntraGateFLASH™ (Rysunek 1.3) byta oryginalnie opracowana do
badan serca. W tej pracy wykorzystano ja do dynamicznych pomiaréw MR po podaniu
kontrastu. Zewnetrzne bramkowanie nie jest wymagane, poniewaz sekwencja zapewnia
bramkowanie poprzez zastosowanie dodatkowego sygnatu — tzw. nawigatora. Informacja
zebrana z nawigatora nie jest kodowana przestrzennie. Z Rysunek 1.3 wida¢, ze impuls
RF dziata jedynie z gradientem wyboru warstwy w celu wybrania potozenia nawigatora.
Z czasowych zmian amplitudy sygnatlu zebranego z nawigatora mozna okresli¢ rytm
pracy serca i rytm oddechowy [51]. Sekwencja umozliwia retrospektywng rekonstrukcje
obrazow MR, podczas ktdrej poszczegdlne linie macierzy k moga zosta¢ przeorganizo-
wane zgodnie z rytmem pracy serca i oddechem. Umozliwia to réwniez p6zniejsza (po
zakonczonej akwizycji obrazu) edycje ilosci klatek tzw. trybu cine. Konieczne jest jed-
nak, aby ilo$¢ powtdérzen byta znacznie wigksza od ilosci rekonstruowanych klatek, po-

niewaz w trakcie reorganizacji macierzy k mozna straci¢ cz¢s¢ zebranych danych.
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Rysunek 1.3: Sekwencja IntraGateFLASH™. Sekwencja oparta o echo gradientowe po-
przedzone impulsem wysycajacym (nawigator). Nawigator kodowany jest jedynie gra-

dientem Gs w celu wyboru warstwy.

Sekwencja FLOWMAP (Rysunek 1.4) bazuje na echu gradientowym z kompen-
sacja przeptywu. Zmiane sygnatu zalezng od przeptywu krwi uzyskuje si¢ poprzez zasto-
sowanie bipolarnych gradientow zmienianych pulsacyjnie podczas okresu kodowania.
Mozliwe jest przestrzenne kodowanie predkosci przez dodanie gradientow bipolarnych
do wszystkich kierunkoéw gradientow Gs, Gp i Gr lub kodowanie w jednym kierunku (np.
w kierunku naczyn krwiono$nych poprzez dodanie gradientu bipolarnego do gradientu
wyboru warstwy). Obraz predkosci kodowany w jednym kierunku jest wyznaczany z r6z-
nicy faz obrazéw zarchiwizowanych dla przeciwnych polarno$ci gradientu. W przypadku
przestrzennego kodowania sktadowe predkosci sa wyznaczane wedtug schematu Hada-

marda [52]. Koncowy obraz jest przeskalowany w jednostkach predkosci [cm/s].
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Rysunek 1.4: Sekwencja FLOWMAP oparta 0 echo gradientowe [50]. Bipolarne gra-

dienty kodujace zaznaczono na szaro. Pokazano kodowanie predkosci przeptywu krwi

w trzech kierunkach.

1.4.2. RAREsT

Sekwencji RARESst (ang. Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement with
short echo time) [53] jest sekwencja bazuja na wielokrotnym pomiarze echa spinowego.
W sekwencji wykorzystuje si¢ kilka impulsow © w celu wygenerowania kolejnych ech
spinowych (Rysunek 1.5A), ktore dzieki réznym kodowaniom gradientu G,, wykorzy-
stywane sg do zapisu linii w przestrzeni k tego samego obrazu (Rysunek 1.5B). Takie
postepowanie przyspiesza akwizycje obrazu, np. w przypadku zastosowania czterech im-
pulsoOw m mozna zapisaé cztery linie w przestrzeni k skracajac akwizycj¢ czterokrotnie
w porownaniu do sekwencji wykorzystujacej tylko jedno echo spinowe. llos¢ mozliwych
do osiggniecia ech spinowych jest okreslana mianem dtugosci ciggu ech (ETL, ang. Echo
Train Length) i zalezy od czasu relaksacji poprzecznej T2 badanej probki oraz czasu, jaki
uptywa pomiedzy kolejnymi szczytami ech [18]. W zwigzku z malejaca amplitudg sy-
gnatu pochodzacego od dalszych ech oraz rosngcym czasem echa, linie w przestrzeni k
maja rézne wazenie. Moze by¢ to wykorzystane w celu uzyskania odpowiedniego obrazu
MR. W przypadku zapisu pierwszych ech, jako centralnych linii przestrzeni k mozna
uzyska¢ obraz wazony czasem Ti1. Natomiast w przypadku zapisu ostatnich ech w cen-
trum przestrzeni k otrzymany obraz bedzie wazony czasem T2. Inne sposoby zapisu ech

pozwola na sterowanie wtasciwo$ciami obrazu.
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Rysunek 1.5: (A) Schemat sekwencji RAREst. Przed i po kazdym gradiencie warstwy
(Gs) uzywane sg gradienty korekcyjne (ang. crusher) w celu zachowania ksztaltu echa.
(B) Echa uzyskiwane po kolejnych impulsach n zapisywane sa, jako linie przestrzeni k

pojedynczego obrazu.

1.4.3. EPI
Wybrana do obrazowania sekwencja EPI (ang. Echo Planar Imaging) bazuje na
echu gradientowym [18]. Sekwencja EPI pozwala na bardzo szybka akwizycje sygnatu,
w czasach krotszych od sekundy. Po kazdym impulsie RF, zbierany jest cigg ech genero-
wany poprzez oscylacje gradientu G, (Rysunek 1.6). Kazde echo jest kodowane gradien-
tem Gy, co pozwala na wypetnienie catej przestrzeni k. Mozliwo$¢ uzyskania obrazu z po-
jedynczego sygnatu FID skutkuje matg rozdzielczoscia przestrzenng obrazu. EPI jest se-

kwencja podatng na wystgpienie artefaktow [50].
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Rysunek 1.6: Sekwencja EPI [50]. Po jednokrotnym wzbudzeniu magnetyzacji probki,
produkowane sg echa wazone czasem relaksacji To*. Sygnat uzyskiwany jest poprzez
zastosowanie ciggu bipolarnych gradientow Gr. Kodowanie gradientem G, pozwala za-

pisywac kolejne linie przestrzeni k.

1.5.TECHNIKI OBRAZOWANIA PERFUZ]JI | PRZEPLYWU

1.5.1. POMIAR PERFUZJI

Pomiary perfuzji technikami obrazowania MR oparte sg gtéwnie o badania z za-
stosowaniem zewngtrznego (np. Srodek kontrastowy oparty o Gd) lub wewngetrznego kon-
trastowania (protony). Po$rod pomiaréw z wewnetrznym kontrastowaniem mozna wy-
rozni¢ metod¢ ASL oparta o znakowania spindow krwi tetniczej naptywajacej do tkanki
[15]. Znakowanie magnetyzacji krwi moze by¢ wykonane przez wysycanie lub odwraca-
nie. Dodatkowo istniejg ciagte 1 pulsacyjne metody ASL. Pulsacyjny ASL pozwala na
skrécenie czasu pomiaru, poniewaz mierzy sygnat od pewnej objetosci znakowanej krwi
przechodzacej przez tkanke bez potrzeby wytworzenia stanu rownowagi dynamicznej
w tkance jak ma to miejsce w przypadku metod ciagtych [16, 18].

Podstawowa definicja perfuzji (P, [mL/min/100g]) jest stosunek szybkosci prze-

ptywu krwi (F, [mL/min]) do masy badanego narzadu (W, [100g]) [18]:
pP=— 1.24
w
Jednak w obrazowaniu MR stosuje si¢ inng definicje:

f=pP 1.25
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gdzie: f — szybkosé perfuzji [min], p — gestosé tkanki [100g/mL]. Obie definicje uzy-
wane s3 wymiennie.

W obrazowaniu MR badanie perfuzji sprowadza si¢ do zbadania zmiany sygnatu
pomiedzy obrazem kontrolnym i obrazem znakowanym. Na Rysunek 1.7 przedstawiono
jeden ze sposobow przeprowadzenia badania ASL z wykorzystaniem sekwencji FAIR-
EPI (ang. Flow-sensitive Alternating Inversion Recovery-EPI) opartej o technikg odwro-
cenia i odrostu magnetyzacji (Rozdziat 1.2.2) [54]. W tej metodzie uzyskiwane sg dwa
obrazy MR, pierwszy po zastosowaniu selektywnego impulsu RF a drugi po zastosowa-
niu nieselektywnego impulsu [18]. Warstwa znakowania pokrywa si¢ z warstwa obrazu-
jaca a jej profil jest szerszy w celu zapewnienia jednorodnej inwersji (Rysunek 1.7C).
Natomiast obraz kontrolny mozna uzyska¢ poprzez zastosowanie takiego samego im-
pulsu RF jednak bez obecnosci gradientu wyboru warstwy, co skutkuje odwrdceniem
magnetyzacji w catej objetosci cewki (Rysunek 1.7B, D). W odpowiednim czasie po se-
kwencji znakujacej zbierany jest sygnal z wybranej warstwy.

A B

- ﬂ _ EF‘I@_ . ﬂﬁpn“e—r“ EPI@_

. nJ\ G

Rysunek 1.7: Pomiar ASL, sekwencja FAIR-EPI. Tworzenie obrazu znakowanego i kon-
trolnego. Impuls RF odwracajacy magnetyzacje (czerwony) wybierany jest w obecnosci
gradientu warstwy Gs w przypadku obrazu selektywnego (A) oraz bez Gs w przypadku
obrazu kontrolnego (B). (C) Obraz znakowany — warstwa obrazujaca (biata) z selektyw-
nym odwroceniem magnetyzacji (czerwona). (D) Obraz kontrolny — z globalnym odwro-

ceniem magnetyzacji.
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Zalezno$¢ magnetyzacji podtuznej od czasu w obecnosci perfuzji, przy zatoze-
niach, ze czas relaksacji T1 krwi i tkanki sg takie same oraz ze efekty transferu magnety-

zacji sg skompensowane, mozna opisa¢ zmodyfikowanym réwnaniem Blocha [15]:

M _Mo =M np Ly 1.26
dt ~ T, My =3 '

gdzie: M — magnetyzacja podtuzna w tkance, Mo — warto$¢ rownowagowa magnetyzacji,
Mp — magnetyzacja w krwi naptywajacej, f — perfuzja, 4 — wpdtczynnik zawartosci wody
w krwi 1 tkance. Z rdwnania 1.26 wida¢, ze czas relaksacji podtuznej tkanki powigkszyt
si¢ o czynnik f/ A:

t_1.7 1.27
T, T, 2 '

Posiadajac mapy T1 wykonane po zastosowaniu impulsow znakujacych oraz
mapy kontrolne mozna wyznaczy¢ perfuzje. Zmiana sygnalu pomiedzy oboma obrazami

jest niewielka, ok 1 — 2% [18].

1.5.2. DCE-MRI

Srodki kontrastowe, skracajace czas relaksacji badanej tkanki, znalazty szerokie
zastosowania w obrazowaniu MR [19, 55-57]. CA musza charakteryzowa¢ si¢ duzymi
wlasciwosciami magnetycznymi, brakiem skutkéw ubocznych oraz biodystrybucja po-
zwalajaca na rozroznienie tkanek. Czasteczka CA zazwyczaj zbudowana jest z rdzenia
zawierajacego atomy (molekuty) o wlasciwosciach magnetycznych oraz otoczki, zapew-
niajacej biozgodnos¢.

CA mogg bazowac¢ na atomach gadolinu, czgsteczkach tlenku zelaza czy ato-
mach manganu. CA, w zaleznosci od swojej budowy, pozwalajg na badanie wlasciwosci
réznych tkanek. W Tabela 1-1 zebrano przyktadowe CA uzywane w badaniach watroby.
CA bazujace na tlenku zelaza ((U)SPIO, ang. (Ultrasmall) SuperParamagnetic Iron
Oxide) powoduja zwigkszenie kontrastu na obrazach T2-wazonych, natomiast CA bazu-

jace na Gd — zwigkszenie kontrastu na obrazach Ti-wazonych.

Tabela 1-1: Przyktadowe $rodki kontrastowe wykorzystywane w obrazowaniu MR wa-
troby, ich zastosowania i dominujgcy efekt, jaki wywotujg. Feridex®, Teslascan® i Si-
nerem® zostaty wycofane z uzytku klinicznego. Zrodta: [19, 55, 57-59], http://www.mr-
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tip.com/, http://www.drugs.com/, http://www.magnetic-resonance.org/ch/13-01.html,
dostep 18/05/2016.

Nazwa (rdzen) Cel Zastosowanie Dominujacy efekt
Primovist™ Funkcje hepatocytow, badanie drog zolcio-
Hepatocyty Skrocenie T
(Gd3+) wych,
MultiHance®  Hepatocyty,  Funkcje hepatocytow, zmiany nowotwo- )
Skrécenie Ty
(Gd3+) EES rowe, MRA
Teslascan® Zmiany nowotworowe, funkcje hepatocy-
Hepatocyty Skrocenie T
(Mn2+) tow, badanie drog zotciowych
Feridex® . .
RES RES, zmiany nowotworowe Skrécenie T2 1 T»
(Fe2+/Fe3+)
Sinerem® N .
RES Wezty chlonne Skrécenie T2, T2 1Ty
(Fe3+/Fe2+)

Skroty: EES — przestrzen miedzykomorkowa-migdzynaczyniowa, MRA — angiografia
MR, RES — uktad fagocytarny.

Atomy lub jony stanowigce rdzen czasteczek CA wymienionych w Tabela 1-1
maja wlasciwosci para-, superpara-, lub ferromagnetyczne. Oddziatuja zazwyczaj na oba
czasy relaksacji, jednak podawane w odpowiednich dawkach wywierajg silniejszy wptyw
na ktory$ z procesow relaksacji. Na ich orbitach znajdujg si¢ niesparowane elektrony,
ktore powoduja, ze CA ma wlasny niezerowy moment magnetyczny, np. silnym parama-
gnetykiem jest atom gadolinu, ktory posiada 7 niesparowanych elektronow. Elektronowy
moment magnetyczny jest wiekszy od momentu jadrowego, dlatego CA moze oddzialy-
wac na otaczajace go atomy wodoru podczas obrazowania MR [59]. Dzieje si¢ tak, po-
niewaz CA wytwarza lokalne zmiany pola magnetycznego, na ktore reaguja wtasnie
atomy wodoru [59]. Oddziatywanie to ma krotki zasieg (SPIO i USPIO maja wigkszy
zasieg od kontrastow bazujacych na Gd), ktory jednak rozszerza si¢ na skutek wymiany
protondow w bezposrednim otoczeniu CA [50].

Wptyw CA na czas relaksacji opisuje si¢ wzorem [60]:

1 1
= 4rC .
T/ Ti+r‘ 1.28

gdzie: Ti’ — czas relaksacji i po podaniu CA [ms], Ti — czas relaksacji tkanki [ms], ri —

relaksacyjno$¢ CA [mL/mmol/ms], C — st¢zenie CA [mmol/mL].

Sekwencje obrazujace stosowane w DCE-MRI muszg odzwierciedla¢ efekty

wywotywane przez CA w magnetyzacji badanej tkanki (Rysunek 1.8), np. obrazy echa
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spinowego z krotkim TR i TE oraz obrazy echa gradientowego z krotkimi TR 1 wysokimi
katami obrotu magnetyzacji najlepiej pokaza efekty podania kontrastu gadolinowego.

Z kinetyki $rodka kontrastowego in Vivo mozna wnioskowa¢ o parametrach ta-
kich jak perfuzja czy uszkodzenie tkanki [23, 29, 61]. Stad istotnym aspektem sekwencji
pomiarowej w badaniach dynamicznych, jest mozliwa do uzyskania rozdzielczo$¢ cza-
sowa i przestrzenna obrazow. Zwlaszcza rozdzielczos¢ czasowa zebranych danych jest

decydujaca w pomiarach modeli zwierzecych.

TR 2500

TE 90

Rysunek 1.8: Obrazy mézgu z widoczng zmiang nowotworowg (oponiak) wykonane se-
kwencja echa spinowego. Wyjsciowe obrazy (gorny rzad) 1 po podaniu kontrastu gadoli-
nowego (dolny rzad). Widoczna zmiana kontrastowania w zalezno$ci od czasu repetycji
(TR) i czasu echa (TE). Obrazy sa wazone czasem T1 (pierwsza kolumna), gesto$cia pro-

tondw (druga kolumna) oraz czasem T (trzecia i czwarta kolumna). Zrédto: [48].

1.5.3. POMIAR PREDKOSCI METODA KONTRASTU FAZY
Pomiaru predkosci 1 przeplywu krwi przez naczynie krwionosne mozna dokonaé
stosujac technik¢ PC-MRI [18] oparta o pomiar echa gradientowego. PC-MRI wykorzy-
stuje gradienty kodowania przeptywu. Zazwyczaj sg to gradienty bipolarne, sktadajace
si¢ z dwoch czesci o identycznych polach powierzchni i przeciwnych polarnosciach (Ry-

sunek 1.4).
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W metodzie PC-MRI obserwuje si¢ roznicg fazy (4¢) spinow w warstwie obra-
zowania (Rysunek 1.9). 4¢ jest proporcjonalna do predkosci spinow (v), dlatego obser-
wuje si¢ ja tylko dla spindw poruszajacych si¢. Spiny stacjonarne nie odczuwajg wptywu

gradientoOw bipolarnych, poniewaz wplywy od obu polarnosci gradientu znoszg si¢.

Gs
Gi——

spiny /'
poruszajace si¢ / Ad)
faza !
spinéw spiny
' stadjonarne

Rysunek 1.9: Zastosowanie gradient bipolarnego o wartosci Gp I czasie trwania t (Szare

obszary) do zakodowania predkosci w kierunku gradientu Gi. Zmiana fazy widoczna jest

tylko w przypadku spinéw poruszajacych sig.

Faza spinow poruszajacych si¢ z predkoscig v w kierunku gradientu Gi podda-

nych dziataniu gradientu Gp wyniesie [49]:
Opiy = FyGpvT? 1.29

Przy czym, faza ¢vi zmienia znak, jesli negatywna polarnos¢ gradientu Gp wystepuje
pierwsza. Rownanie 1.29 pozwolitoby na wyznaczenie predkosci przeptywajacych spi-
noéw gdyby na ich fazy nie miaty wptywu inne Zrédla (niejednorodnosci pola Bo, wplyw
impulséw RF). Wptywy te mozna usuna¢ poprzez wykonanie dwodch obrazoéw i ich odje-
cie [49].

Maksymalna faza, ktéra mozna wykorzysta¢ z obrazie MR jest rowna n. Z tego
wzgledu, istnieje maksymalna predkos¢ (VENC), ktorg mozna zakodowac dla gradientu
Go:

T
VENC = VG—bTZ 1.30

W przypadku wybrania za matej wartosci VENC, fazy spindw poruszajacych si¢ szybciej
beda miaty przypisane niewlasciwe wartosci (nastapi zawiniecie fazy). Dobor wartosci
VENC wptywa na czuto$¢ pomiaru.

Mapy predkosci rekonstruuje sie, wykorzystuje si¢ roznice kontrastow fazowych

pomiedzy dwoma zmierzonymi obrazami:
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A
p = ?(pVENC 1.31

Z map predkosci mozliwe jest rOwniez zbadania kierunku predkosci przeptywu krwi, po-
niewaz zmiana fazy moze przyja¢ warto$¢ negatywng lub pozytywna w zalezno$ci od
kierunku predkosci.

PC-MRI pozwala na bardzo dobra supresje sygnatu pochodzacego od tkanek.
Glowng wadg tej metody jest dos¢ dtugi czas pomiaru, zwlaszcza w przypadku zastoso-

wania gradientéw kodujacych we wszystkich kierunkach.
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2. WATROBA

Watroba jest najwigkszym organem wewnetrznym. Jej waga moze stanowi¢ do

2.5% wagi ciata dorostego cztowieka [11, 62].

2.1.BUDOWA I FUNKCJE

Budowe watroby przedstawiono na Rysunek 2.1. Anatomicznie dzielona jest na
8 segmentow wyznaczonych przez rozgalezienia zyly wrotnej. Zyle wrotnej towarzysza
odgatezienia t¢tnicy watrobowej, przewodow zotciowych 1 naczyn limfatycznych, two-
rzac triady watrobowe. Migzsz watrobowy zbudowany jest z komoérek watrobowych —
hepatocytow, ktore zorganizowane sg w blaszki, a te z kolei w szeSciokatne struktury
bedace podstawowg jednostkg anatomiczng watroby — zraziki. Pomiedzy blaszkami znaj-
duja si¢ zatoki naczyn krwionos$nych (sinusoidy), ktorymi krew przeptywa od triad do
zyty centralnej znajdujacej si¢ w $rodku zrazika. Pomi¢dzy zatokami a hepatocytami
znajduja si¢ przestrzenie Dissego, bedace miejscem wymiany substancji pomigdzy ko-
moérkami watroby a krwia.

Hepatocyty czeScig powierzchni przylegaja do siebie (strefa wydzielnicza)
a czescia sg otwarte na zatoki naczyn krwiono$nych (strefa resorpcyjng). Oprocz hepa-
tocytow w watrobie obecne sg: LSEC, komorki Browicza—Kupffera oraz gwiazdziste ko-
morki Ito [11, 63]. LSEC i komorki Kupffera naleza do uktadu siateczkowo—$roédbtonko-
wego (RES, ang. ReticuloEndothelial System).
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Rysunek 2.1: Mikroskopowa budowa watroby. W gérnej czgséci rysunku pokazane sg zra-
ziki watrobowe — szesciokatne struktury z zyla centralng w $rodkowej czgdci zrazika
I triadami watrobowymi w katach zrazika. W dolnej czgéci rysunku, pokazano w powigk-
szeniu blaszki zbudowane z hepatocytow z naczyniami zatokowymi (sinusoidami), kto-
rymi krew przeptywa od triad watrobowych do zyly centralnej, jednoczesnie odzywiajac
komoérki watroby i bedac oczyszczana z toksyn. Zrédito: http://illuminationstu-

dios.com/archives/150/structure-of-a-hepatic-lobule, data dostepu 2015/11, rysunek edy-

towany.

Watroba petni wiele funkcji w organizmie [64] do najwazniejszych naleza: wy-
twarzanie zotci, synteza cholesterolu, magazynowanie witamin i mikroelementow (gtow-
nie zelaza), filtracja toksyn, oraz gospodarka glukozowa.

Pecherzyk zotciowy, gromadzacy 1 zageszczajacy zo6t¢ ma pojemnos¢ okoto 50
ml. Uwolnienie zotci nastepuje przez skurcze blony migsniowej wywotane cholecystoki-

ning [64].

2.2.KRAZENIE

Catkowita objetos¢ krwi przepltywajaca przez watrobe dorostego cztowieka wy-

nosi okoto 800 — 1200 mL/min [65]. Co stanowi 25 — 35 % pojemnosci minutowej serca
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[11, 64]. Krew doprowadzana jest przez zyle wrotng i t¢tnicg watrobowa a odprowadzana

przez zyty centralne wpadajace do zyty gléwnej dolne;.

2.2.1. MECHANIZMY REGULACJI PRZEPLYWU KRWI

Przeptyw krwi w watrobie jest regulowany na kilku poziomach [66]. Najbardziej
og6lnym jest kragzenie ogolnosystemowe i zmiany pracy mig$nia sercowego.

Zyta wrotna doprowadza do watroby okoto 70% krwi. Jest to krew pochodzaca
Z narzadoéw trzewnych, w zwigzku z czym jest bogata w mikroelementy i sktadniki od-
zywcze, natomiast uboga w tlen. Pozostate 30 % doprowadzane jest t¢tnicg watrobowa.
Krew w tetnicy jest bogata w tlen. Przyjmuje si¢ jednak, ze zyta wrotna jest gtownym
zrodlem tlenu dla watroby, ze wzgledu na fakt, ze dostarcza znacznie wigcej krwi.

Drugim stopniem regulacji przeptywu Krwi w watrobie jest system HABR (ang.
Hepatic Artery Buffor Response), odpowiadajacy za staly poziom krwi naptywajacej do
watroby. Krazenie t¢tnicze jest dostosowywane do zaburzen przeptywu krwi wrotne;,
W celu wyréwnania przeptywu do statego poziomu [11, 67]. Krazenie t¢tnicze moze
skompensowac 25 — 60 % krazenia wrotnego w przypadku jego zmniejszenia [65]. Glow-
nym powodem istnienia HABR jest konieczno$¢ sprostania zapotrzebowaniu watroby na
sktadniki odzywcze i tlen. Dodatkowo proces ten pomaga w kontroli funkcjonowania ca-
tego organizmu poprzez utrzymanie funkcji filtracyjnych watroby na odpowiednim po-
ziomie [11, 68]. HABR jest regulowany przez szereg czynnikow [65, 69]. Choroby jak
| przeszczepy watroby nie zaburzajg istotnie jego funkcjonowania [65, 67, 68].

Trzecim poziomem regulacji perfuzji w watrobie jest mikrokrazenie w naczy-
niach zatokowych. Na przeplyw krwi w sinusoidach watroby wplyw maja naczynioak-
tywne substancje odpowiedzialne za obkurczanie i rozszerzanie naczyn zatokowych [11,
66]. Za utrzymanie fizjologicznych pozioméw tych substancji odpowiadaja LSEC, ko-

morki Kupffera 1 komorki Ito.

2.2.2. MIKROKRAZENIE
Triady watrobowe ulegaja rozgalezieniom na naczynia okolozrazikowe i zatokowe
doprowadzajac krew do zrazikéw 1 komorek watrobowych. Koncowe naczynia okotozra-
zikowe majg $rednicg 15-35 pm i dhugos¢ 50-70 um [17]. Arteriole zespolone z naczy-
niami wrotnymi, daja poczatek naczyniom zatokowym doprowadzajac do nich wymie-

szang tetniczo-zylng krew.
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Struktura sinusoid zapewnia hepatocytom dostgp do krwi, ktora jest prowadzona
od triad watrobowych do zyly centralnej. Zatoki ulokowane sg pomig¢dzy blaszkami zbu-
dowanymi z hepatocytow (Rysunek 2.1). Czasami tgczg si¢ poprzez krotkie zatoki uto-
zone poprzecznie do blaszek. Typowo sinusoidy majg dtugos¢ 250 um i $rednice 7-15
um [17].

Sciany naczyn zatokowych wyscielone sa LSEC z charakterystycznymi fene-
stracjami, na ktore sktada si¢ od 10 do 50 porow. Rozmiar fenestracji waha si¢ od 150 do
175 um, zapewniajac wysoka, ale selektywna przepuszczalno$é [11]. Fenestracje nie sa
statym tworem $rodbtonka [70]. Regulujg przepuszczalno$é w sposob dynamiczny, po-
niewaz moga by¢ formowane w dowolnym miejscu sinusoidy. Moga rowniez zanikac.
Wigksze fenestracje znajduja si¢ w poczatkowych odcinkach sinusoid, mniejsze 1 licz-
niejsze w centralnej czesci zrazika. Dodatkowo na przepuszczalnos¢ fenestracji wpltyw
maja komorki krwi. Srednica ludzkiego erytrocytu to okoto 6 — 8 um, limfocytu 6 — 15
um, s to rozmiary poréwnywalne ze $rednicg sinusoid. Podczas przeptywu, komorki
krwi majg tendencj¢ do wciskania mikroelementow znajdujacych si¢ we krwi do prze-

strzeni Dissego [71].

2.3.0STRY STAN ZAPALNY WATROBY

Ostry stan zapalny watroby jest rzadka choroba o gwaltownym przebiegu.
Liczba zachorowan w krajach rozwinig¢tych notowana jest na 1 do 6 0os6b na milion [2].
ALF definiuje si¢, jako wieloorganowe zaburzenie, w ktorym obserwuje si¢ martwice
hepatocytow oraz niewydolno$¢ pracy watroby bez wezesniejszych przewlektych chordb
watroby [1, 5, 72]. Moze wystgpi¢ encefalopatia. ALF rozwija si¢ w ciggu 8 tygodni od
wystgpienia czynnika chorobotworczego [5].

Najczestszymi przyczynami ALF sa infekcja wirusowa (zapalenie watroby typu
A, B i E) oraz przedawkowanie lekéw (np. paracetamol). Do innych przyczyn zalicza sig
m.in.: zatrucie toksynami (np. grzybami), zaburzenia metaboliczne i niedokrwienne.

Objawy ALF sa niespecyficzne, dlatego choroba jest trudna do zdiagnozowania
I leczenia [2]. Dziatania podejmowane w trakcie leczenia sg ukierunkowane na regenera-
cj¢ tkanki watroby, przywrdcenie jej funkcji oraz minimalizacj¢ komplikacji. Najskutecz-

niejszg i ostateczng forma terapii jest transplantacja watroby [2].
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2.3.1. ZMIANY STRUKTURALNE WATROBY

Rozwoj ALF prowadzi do zmian strukturalnych wptywajacych na pogorszenie
czynno$ci watroby i rozregulowanie pracy catego organizmu. W zapaleniu wirusowym
0 $rednio ostrym przebiegu obserwuje si¢ powickszenie watroby i wzmozenie jej konsy-
stencji. Dlug tlenowy tkanki objetej procesem zapalnym prowadzi do nagromadzenia
kwasow, zwigkszenia ci$nienia osmotycznego i zatrzymania wody [73]. W migzszu po-
jawia si¢ zlewna martwica hepatocytow lub martwica wielozrazikowa [74] jednak nasi-
lenie zmian martwiczych nie musi by¢ proporcjonalne do obrazu klinicznego. Widoczne
sg komorki balonowate oraz odczyny regeneracyjne [74]. Obserwuje si¢ rowniez nacieki
granulocytow i limfocytow. Natomiast zmiany w ilosci plytek krwi a takze zmniejszenie
syntezy czynnikow krzepniecia i ich inhibitoréw prowadza do krwotokow [74]. Naczynia
zatokowe sg przepetnione krwig.

Znacznemu pogorszeniu ulega funkcja filtracji krwi z powodu utrudnionego wy-
chwytu substancji rozpuszczonych w osoczu przez hepatocyty. Mozliwe jest przekiero-
wanie krwi wrotnej zawierajacej toksyny do krazenia obwodowego przez potaczenia
zylno—zylne z pominigciem watroby [74]. Dazenie do utrzymania funkcji na statlym po-
ziomie przez zniszczong watrobe prowadzi do jej puchnigcia i uciskania na inne organy

w jamie brzusznej.

2.3.2. ZMIANY PERFUZJI

Zaburzenia w wydzielaniu substancji odpowiedzialnych za obkurczanie naczyn
krwionosnych sg wskazywane, jako zrodto zaburzen perfuzji w ALF [3]. Pojawia si¢
przekrwienie zapalne. Szybkos¢ przeptywu krwi spada, poniewaz naczynia krwionosne
rozszerzajg si¢. Zwigksza si¢ przepuszczalnos¢ $ciany naczyn, €0 z jednej strony jest ko-
rzystne (m.in. dostarczanie przeciwciatl do terenu zapalenia, rozpuszczanie mas martwi-
czych) a z drugiej strony moze by¢ szkodliwe (m.in. zwezenia matych naczyn, rozsiew
toksyn) [73]. Swiatto naczynia zatokowego moze zosta¢ zwezone przez puchniecie ko-

morek Ito.

2.3.3. AKTYWACJA LIMFOCYTOW
W poczatkowej fazie wystgpienia ALF, wydzielane sa mediatory prozapalne,
ktoére maja za zadanie spowodowaé aktywacje LSEC i naptyw limfocytow do miejsc
zmienionych chorobowo. Mediatory (m.in. kachektyna (TNFa) i interleukiny (IL-1a.1 3,
IL-8)) doprowadzaja do adhezji aktywnych limfocytow na powierzchni komorek $rod-
btonka. Dodatkowo powoduja, ze komorki limfocytow zwigkszajg swojg sztywnos¢ [75,

37



76] co skutkuje ich uwiezieniem w sinusoidach [11]. Do akumulacji limfocytéw dochodzi
roéwniez w naczyniach zebranych w triady watrobowe. Jednak mechanizm powodujacy
ich gromadzenie jest inny od powyzej opisanego a polega gldwnie na mechanicznych
interakcjach wspieranych przez specyficzne molekuty adhezji [11]. Zaktywowane limfo-
cyty nie pozostajg bez wptywu na pozostate struktury watroby, co powoduje powstanie
btednego kota oddzialywan pomiedzy komoérkami.

OdpowiedZ odporno$ciowa oraz niszczenie chorych komoérek watrobowych za-
chodzi dopiero po dodatkowym sygnale (czesto cytokiny CXC) uwalnianym przez
zdrowe, lecz sgsiadujace z chorymi, hepatocyty. Do automatycznej migracji leukocytow

w glab migzszy watrobowego dochodzi tylko w nielicznych przypadkach [77].

2.4.ZWIERZECY MODEL OSTREGO ZAPALENIA WATROBY

Wybrany model ALF, indukowany podaniem ConA, jest modelem opartym
0 odpowiedz systemu odpornosciowego. W szczegdlnosci w modelu aktywowane sg lim-
focyty T [78], co odpowiada obrazowi klinicznemu w przypadku diagnozy tego schorze-
nia u cztowieka [10].

ConA jest lektyna roslinng uzyskiwang z fasoli Canavalia ensiformis stymulu-
jaca mitoz¢ limfocytow T [9], aglutynacje erytrocytow i komorek nowotworowych.
ConA jest silnie wychwytywana przez receptory zawierajace grupy cukrowe (gtownie o—
D—mannozowe i o—D—glukozowe) [8]. Takie receptory znajdujg si¢ m.in. na powierzchni
LSEC. Zostato wykazane, ze ConA jest wychwytywana przez komorki srodbtonka i ma-
krofagi w warunkach in vitro, natomiast w warunkach in vivo tylko przez komorki §rod-
btonka [8].

ALF stymulowane podaniem ConA rozwija si¢ dynamicznie. Pierwszym etapem
jest naptyw komorek odpornosciowych do sinusoidow oraz uwolnienie do krwioobiegu
cytokin prozapalnych. Trzy godziny po podaniu obserwuje si¢ apoptoze komorek,

a pierwsze obszary martwicze formowane sg osiem godzin po podaniu lektyny [9].
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3. MATERIALY Il METODY

3.1.APARATURA POMIAROWA I WYKORZYSTANE SUBSTANCJE

Obrazowanie MR przeprowadzono na magnesie wysokopolowym 9.4 T prze-
znaczonym do pomiaréw matych zwierzat (BioSpec 94/20 USR, Bruker, Niemcy). Ma-
gnes wyposazono w system gradientowy BFG-113/60-S i obj¢tosciowa nadawczo — 0d-
biorczg cewke wysokiej czestosci typu birdcage o srednicy 36 mm i dtugosci 45 mm.
Podczas obrazowania MR korzystano z oprogramowania ParaVision 5.1 (Bruker,
Niemcy), podczas pomiaru relaksacyjnosci z oprogramowania TopSpin vs 2.0 PV (Bru-
ker, Niemcy).

ALF wywotano podaniem ConA (Sigma-Aldrich, USA) rozpuszczonym w 1M
jatowym roztworze soli zbuforowanej (PBS, ang. Phospate Buffered Saline) zawieraja-
cym jony Ca?* i Mg?* (Pracownia Chemii Ogoélnej, IITD PAN, Polska). Zwierzetom z
grupy kontrolnej podano sdl fizjologiczng (Polfarma, Polska).

W trakcie pomiaréw monitorowano prace serca (ECG), oddech i temperature
zwierzat przy uzyciu systemu monitorujgcego I bramkujgcego (Monitoring and Gating
System, SA Inc., Stony Brook, USA). Temperature ciala zwierzat utrzymywano na po-
ziomie 37°C uzywajac t6zka wodnego (LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG,
Niemcy).

Zebrane probki krwi wirowano uzywajac wirdwki Sigma 2-16PK (Sigma,
Niemcy) w celu uzyskania osocza. Oznaczenia znacznikow stanu zapalnego wykonano
uzywajac analizatora biochemicznego ABX Pentra 400 (Horiba Medical, Japonia) z za-
stosowaniem odczynnikow tego samego producenta oraz czytnika Synergy 4 (BioTek
Instruments, Inc., USA) z uzyciem testu ELISA (Invitrogen, USA). Pomiar enzymow
AST, ALT, LDH wykonano metoda kalorymetryczng natomiast pomiar biatek SAA me-
toda immunoenzymatyczna.

Preparaty histologiczne wykonano wykorzystujac: stacje do zatapiania w para-
finie Thermo Scientific Microm EC 350-2 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), procesor
tkankowy w systemie karuzelowym Leica TP1020 (Leica Biosystems, Germany), auto-
matyczna stacje do barwienia preparatow Leica Autostainer XL (Leica Biosystems, Ger-
many). Probki histologiczne po wybarwieniu badano pod mikroskopem Olympus BX51
(Olympus Corporation, Japonia) do skanowania i archiwizowania preparatow histolo-

gicznych w postaci obrazoéw o duzej rozdzielczosci.
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3.1.1. SRODEK KONTRASTOWY - PRIMOVIST™

W eksperymencie zastosowano specyficzny dla hepatocytow $rodek kontra-
stowy (Gd-EOB-DTPA, Primovist™, Bayer Schering Pharma AG, Niemcy) skracajacy
czas relaksacji T1 bazujacy na atomach gadolinu (Gd**) z ligandem kwasu dwuetyleno-
trojaminopentaoctanowym (DTPA) 1 kowalentnie zwigzang grupa etoksybenzylowg
(EOB). Primovist™ jest komercyjnie dostepnym $rodkiem dopuszczonym do stosowania
u ludzi. Waga molekularna czasteczki srodka kontrastowego wynosi 726 Da [79, 80].
Zalecana dawka srodka dla osoby dorostej wynosi 0.025 mmol/kg podane dozylnie [81].
Primovist™ jest wychwytywany z krwi tylko przez zdrowe komorki watrobowe,
ze wzgledu na obecnos¢ pierscienia benzenowego w grupie EOB. Do hepatocytow do-
staje si¢ przy udziale polipeptydow transportujacych OATPB1/B3 (ang. Organic Anion
Transporting Polypeptides B1/B3) wychwytujacych pierscien benzenowy. OATPB1/B3
znajdujg si¢ na sorpcyjnej $cianie komorki [80]. Polipeptydy OATP stanowig kanaty
dwukierunkowe, dzigki czemu mogg umozliwi¢ powrdt CA do przestrzeni Dissego. Na
sorpcyjnej $cianie hepatocytu znajdujg si¢ rowniez proteiny MRP3/4 (ang. Multidrug Re-
sistance Protein 3,4), ktore rowniez mogg posredniczy¢ w powrocie CA do przestrzeni
Dissego [80]. Proteina MRP2 znajdujaca si¢ na wydzielniczej Scianie hepatocytu posred-
niczy w usuwaniu CA do zotci [80]. Kontrast jest usuwany w réwnej mierze drogami
z6tciowymi do pecherzyka zotciowego i poprzez nerki [79-81]. Czas potrzebny na usu-

nigcie potowy podanego CA z osocza krwi u cztowieka wynosi ok 56 min [80].

3.2.PROTOKOLY EKSPERYMENTALNE

3.2.1. POMIAR RELAKSACYJNOSCI SRODKA KONTRASTOWEGO

Relaksacyjnos$¢ srodka kontrastowego wyznaczono na podstawie czasOw relak-
sacji podtuznej T1 zbadanych dla czterech wartosci rozcienczen roztworu kontrastu
w polu 9.4T. Jako rozpuszczalnika uzyto wody destylowanej. Oryginalnie, roztwor kon-
trastu miat stezenie 0.25 mmol/ml. Roztwory rozcienczono 10-, 30-, 90- i 270-krotnie,
co odpowiadato stezeniom 2.5x1072, 8.333x10%3, 2.77x10% i 9.259x10* mmol/ml. Ba-
dano objetos¢ ok 0.9 ml.

Po umieszczeniu probki w glowicy, wykonano pomiar FID, przeprowadzono
shimowanie oraz zmierzono cze¢stos¢ centralng piku, po czym przeprowadzono automa-
tyczng sekwencj¢ w celu zmierzenia impulsu 180st odwracajacego magnetyzacje. Na-

stepnie zmierzono czas relaksacji dla kazdej probki.
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Pomiary czas6w T1 wykonano metodg odwrocenia i odrostu magnetyzacji (Roz-
dziat 1.2.2). Uzyto zmiennych czasow TI oraz zmiennych czaséw pomiedzy kolejnymi
impulsami odwracajgcymi magnetyzacje (TD, ang. Delay Time). Dla roztworow kontra-
stu zmierzono 16 TI (od 0.5 ms do 1.2 s), natomiast dla wody 8 (200 ms do 12 s). Czasy
TD wynosity 0.5, 1, 2, 2 oraz 20 s, odpowiednio dla roztworu o rozcienczeniu 10-, 30-,
90-, 270-krotnym oraz dla wody. Wykonano 4 powtérzenia pomiaru dla roztwordéw kon-
trastu i 1 dla wody. We wszystkich pomiarach wykorzystano impuls o szerokosci 49.96

us i pasmie 20 kHz.

3.2.2. BADANIE POZNYCH ZMIAN W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY
Eksperyment MR przeprowadzono na myszach ze szczepu BALB/c. Myszy
W momencie przeprowadzania eksperymentu miaty 3 miesigce. Zwierzeta podzielono na
dwie grupy: grupe kontrolng (kontrola, 7 zwierzat) i grupe chorg (ALF, 7 zwierzat). My-
szy karmiono standardowa dietg laboratoryjna. W zwierzgtarni, w ktorej znajdowaly sig¢
zwierzgta utrzymywany byt 12-godzinny cykl dziefi/noc oraz temperatura 23°C. Wszyst-
kie procedury zatwierdzone zostaty przez I Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen

na Zwierzetach dzialajaca przy Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

Przygotowanie zwierzat Pomiar anatomiczny Pomiar dynamiczny
do pomiaru. RAREst IntraGateFLASH™

przed MRI 15 - 20 min 30 - 120 min

CZAS TRWANIA EKSPERYMENTU

24godz przed MRI 0 - 15 min 20 - 30 min po MRI
Przygotowanie Pomiary bazowe. Pomiar perfuzji Histologia, biochemia,
modelu. FAIR-EPI analiza danych

Rysunek 3.1: Przebieg eksperymentu badania poznych zmian w modelu ALF.

ALF wywotano u zwierzat z grupy chorej dozylnym podaniem ConA 24 godziny
przed pomiarami MR w ilosci 8 mg/kg b.w. Zwierzgta z grupy kontrolnej poddane zostaty
analogicznej procedurze, podczas ktorej podano im odpowiednig objeto$¢ soli fizjolo-
gicznej.

Przed pomiarami MR wszystkim myszom podano dootrzewnowo 375 ul soli fi-
zjologicznej w celu zminimalizowania ewentualnych skutkow odwodnienia. W zyle ogo-
nowej umieszczono cewnik o dlugosci 70 cm i pojemnosci 100 pl, przez ktory podano
srodek kontrastowy wymagany podczas ostatniego etapu badania. Taka dtugo$¢ cewnika

pozwolita na podanie kontrastu bez konieczno$ci wysuwania zwierzegcia z magnesu.
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Na czas obrazowania MR, zwierzgta poddano anestezji wziewnej 2% izoflura-
nem w mieszaninie powietrza i tlenu. Podczas pomiaréw monitorowano elektrokardio-
grafi¢ (ECG), oddech i temperature ciala zwierzat. Do utrzymania stabilnej cieploty ciata
na poziomie 37°C wykorzystano 16zko wodne. Zwierzeta utozone byty w 16zeczku po-
miarowym na brzuchu. Pojedynczy eksperyment trwat ok 2.5 godzin (Rysunek 3.1).

Plaszczyzne obrazowania wybrano w taki sposob, aby przecinala duze naczynia
krwionosne (Rysunek 3.2). W przypadku zastosowania supresji sygnatu od thuszczu, sto-
sowano impuls o odpowiedniej czestotliwosci (1500 Hz) pozwalajacy na wysycenie tego

sygnatu. Uzywano impulsu o gaussowskim profilu i kacie odwracania 90st.

A

warstwa
nawigatora

il

warstwa
obrazowania

Rysunek 3.2: Wybor warstwy obrazowania i warstwy nawigatora. Przedstawione obrazy
byty obrazami pilotowymi wykonanymi w ptaszczyznie strzatkowej (A) i koronalnej (B).
Wybierano taka samg warstwe obrazowania dla wszystkich sekwencji. Warstwe obrazo-
wania o szerokosci 1 mm, wybierano tak, aby zawierata glowne naczynia krwionosne
watroby 1 aorte. Warstwe nawigatora, o szeroko$ci 8 mm, wybierano w sekwencji Intra-

GateFLASH™ tak, aby przekrywata serce badanego zwierzegcia.

Obrazy anatomiczne wykonano przy uzyciu sekwencji RAREst (Rozdziat 1.4.2,
str. 24) z nastgpujacymi parametrami: czas echa (TE) 6.85 ms, czas repetycji (TR) 1000
ms, liczba usrednien (NA) 4, ETL 4, pole widzenia (FOV) 30x30 mm?, rozmiar obrazu
256%256 px, rozdzielczos¢ przestrzenna (SR) 0.117x0.117 mm/px, grubos$¢ warstwy (ST)
1 mm, rozmiar danych (MTX) 256x256. Supresja sygnatu od tluszczu byta wiaczona.

Czas pomiaru obrazu anatomicznego wynosit ok 5 min.
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ASL wykonano przy uzyciu sekwencji FAIR-EPI (Rozdziat 1.4.3 str. 25 oraz
Rozdziat 1.5.1 str. 26) z nast¢pujacymi parametrami: TE 6.324 ms, TR 8000 ms, NA 4,
FOV 45%30 mm?, rozmiar obrazu 96x64 px, SR 0.469x0.469 mm/px, ST 1 mm, MTX
96x46. Zastosowano 10 czasoéw IR od 50 do 4500 ms. Supresja sygnatu od thuszczu byta
wlaczona. Czas pomiaru ASL wynosit okoto 10 min.

DCE-MRI przeprowadzono uzywajac sekwencji IntraGateFLASH™ (Rozdziat
1.4.1 str. 22) z nastgpujacymi parametrami: TE 0.838 ms, TR 4.212 ms, NA 1500 Iub
200, kat 18°, FOV 30x30 mm?, rozmiar obrazu 128x128 px, SR 0.234x0.234 mm/px, ST
1 mm, MTX 96x96. Wybrano warstwe nawigujaca z parametrami: grubos¢ 8 mm, kat
45°. Warstwa przekrywata serce (Rysunek 3.2). Catkowity czas pomiaru DCE-MRI wy-
nosit 90 min. W drugiej minucie pomiaru podawano 0.0025 mmol/mL Primovist™ przez
cewnik w ilosci 10 ul/1 g b.w. Obrazy MR zbierane byly w nastepujacy sposob: 1) w po-
czatkowej fazie podania kontrastu pomiar wigczano trzykrotnie (kazdy ok 10 min, 1500
NA, rekonstrukcja 150 obrazéw) w celu zobrazowania wychwytu kontrastu z krwi do
hepatocytow oraz aby zaobserwowaé¢ maksymalne rozjasnienie tkanki; 2) przez pozostatg
godzing pomiar wigczano, co 10 min (kazdy ok 2 min, 200 NA, 1 obraz) w celu zobrazo-
wania usuwania kontrastu z tkanki watroby.

Podczas pomiaréw anatomicznych i ASL uzywano bramkowania oddechem
I tetnem. Sekwencja uzywana do pomiarow DCE-MRI jest sekwencjg niewymagajaca
zewngtrznego wyzwalania dzigki pomiarom amplitudy sygnatu w dodatkowej warstwie
przekrywajacej serce (warstwie nawigatora).

Natychmiast po eksperymencie zwierzgta usypiano w celu pobrania watroby
I krwi do dalszych badan. Probki krwi pobierano z zyly nerkowej przy uzyciu kwasu
wersenowego (EDTA, ang. EthyleneDiamineTetraacetic Acid). Probki wirowano przez
10 min przy 1000g w temperaturze 4°C. Zebrane osocze przechowywano w -80°C do
czasu wykonania oznaczen. Watrobg pobierano po pobraniu krwi. Utrwalano ja w 4 %

roztworze formaldehydu w PBS i przechowywano do czasu oceny histopatologicznej.

3.2.3. BADANIE WCZESNYCH ZMIAN W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY
Eksperyment przeprowadzono na myszach ze szczepu BALB/c. W momencie
przeprowadzenia eksperymentu myszy miaty 5 miesiecy. Zwierzeta podzielono na trzy
grupy: grupe kontrolng (kontrola, 6 zwierzat) i dwie grupy chore (ALF 8, 7 zwierzat
i ALF_15, 5 zwierzat). W zyle ogonowej umieszczono cewnik o dlugosci 20 cm i pojem-

no$ci 30 pl. Dwie grupy chore rdznity sie ilo$cig podanej konkanawaliny. ConA podano
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dozylnie w trakcie pomiaréw MR w ilosci 8 mg/kg lub 15 mg/kg b.w. Pojedynczy eks-
peryment trwal ok 2,5 godziny (Rysunek 3.3).

Przygotowanie ~ Podanie Maska
zwierzat. ConA/soli  IntraGateFLASH™ Przeptyw FLOWMAP
przed MRI 40 min 60 - 65 min 115- 130 min
CZAS TRWANIA EKSPERYMENTU
0 - 40 min 45 - 55 min 75- 85 min 105 - 115 min | 135 - 145 min po MRI
Pomiary Pomiar perfuzji FAIR-EPI Biochemia, analiza
bazowe. danych

Rysunek 3.3: Przebieg eksperymentu badania wczesnych zmian w modelu ALF.

W pierwszej kolejnosci wykonano obrazy pilotowe w celu znalezienia odpo-
wiedniej ptaszczyzny do przeprowadzenia badan. Plaszczyzne obrazujaca wybierano
W osi krotkiej ciala, prostopadle do najwiekszych naczyn krwiono$nych watroby — aorty
brzusznej, zyly wrotnej 1 zyty gtownej dolne;.

Wykonano czterokrotny pomiar perfuzji krwi w tkance watroby w odstepie 5,
35, 65 1 95 minut po podaniu ConA/soli fizjologicznej. ASL zbadano przy uzyciu se-
kwencji FAIR-EPI (Rozdziat 1.4.3 str. 25 oraz Rozdziat 1.5.1 str. 26) z nastepujacymi
parametrami: TE 6.324 ms, TR 8000 ms, NA 4, FOV 30x20 mm, rozmiar obrazu 96x64,
MTX 96x46, SR 0.3125x0.3125 mm/px, ST 1 mm. Zastosowano 10 czaséw IR od 50 do
4500 ms. Supresja sygnatu od thuszczu byta wigczona. Czas pomiaru ASL wynosit okoto
10 min.

Pomiar predkosci przeplywu krwi wykonano przy uzyciu sekwencji
FLOWMAP (Rozdziat 1.4.1 str. 23) z nast¢pujacymi parametrami: TE 2.74 ms, TR od
7.22 ms do 9.5 ms, NA 12, FOV 30x30 mm?, rozmiar obrazu 128x128, MTX 128x128,
SR 0.234x0.234 mm/px, ST 1 mm, VENC 100 cm/s. Supresja sygnatu od ttuszczu byta
wylaczona. Pomiar prowadzony byt w trybie cine z 16 klatkami na cykl pracy serca. Po-
miar predkosci kodowano w jednym Kierunku — kierunku przeptywu krwi. Warstwe wy-
bierano tak, aby widoczne byly trzy gtowne naczynia krwionos$ne (aorta, zyta centralna
i wrotna) (Rysunek 3.4).Czas pomiaru przeptywu krwi wynosit ok 10 — 15 min.

Przeprowadzono rowniez pomiar sekwencjg IntraGateFLASH™ w celu wyko-
nania obrazéw anatomicznych, w celu uzycia ich, jako masek przy wyborze §wiatla na-
czyn krwiono$nych w pomiarze predkosci przeptywu krwi. Parametry sekwencji przed-
stawiaja sie nastgpujaco: TE 1.49 ms, TR 6.5 ms, NA 100, kat 18°, FOV 30x30 mm?,
rozmiar obrazu 256x256 px, SR 0.117x0.117 mm/px, ST 1 mm, MTX 192x192, grubos¢
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warstwy nawigujacej 1 mm. Warstwg wybierano w tym samym potozeniu, co warstwe

do pomiaru predkosci. Pomiar trwat ok 3 min.

Rysunek 3.4: Ulokowanie warstwy do pomiaru predkos$ci przeptywu krwi. (A) Warstwe
wybrano tak, aby widoczne byly aorta, zyta centralna i zyta wrotna. (B) Waznym punk-
tem odniesienia dla wyboru warstwy jest zyta wrotna. Warstwe¢ obrazujaca ulokowano
w gornej czesci zyly wrotnej pomiedzy skrgceniem widocznym na zyle a rozgatezieniami
(zaznaczone strzatkami). Obrazy s3a obrazami pilotowymi, sekwencja IntraGate-

FLASH™.

Po eksperymencie zwierze¢ta usypiano w celu pobrania krwi do dalszych badan.
Probki krwi pobierano z zyly nerkowej przy uzyciu EDTA. Probki wirowano przez 10
min przy 1000g w temperaturze 4°C. Zebrane osocze przechowywano w -80°C do czasu

wykonania oznaczen.

3.3.ANALIZY WYNIKOW

Analizy obrazow MR prowadzono w wybranych obszarach tkanki (ROI, ang.
Region Of Interest). Standardowo wybierano trzy ROl w miazszu watrobowym z ominig-
ciem widocznych naczyn krwiono$nych. Wyniki usredniano.

W przypadku innego wyboru jest to zaznaczone w opisie metody analizy.

3.3.1. RELAKSACYJNOSC SRODKA KONTRASTOWEGO
W celu wyznaczenia czasu relaksacji podtuznej T1 roztworow $rodka kontrastowego
1 wody do zebranych krzywych odrostu magnetyzacji dopasowano réwnanie:

y=yo—2x+xAxexp(=TI/T,) 3.1
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gdzie: yo — warto$¢ bazowa sygnatu, A — amplituda sygnatu, Tl — czas pomiedzy odwro-

ceniem magnetyzacji a kolejnym pomiarem. Nastepnie korzystajac ze wzoru:

- - + 3.2
—_— — 7. .
Ty Tw

gdzie: T — czas relaksacji probki i, Tiw — czas relaksacji wody, r1 — relaksacyjnosc, wy-

znaczono zmian¢ czasu relaksacji dla poszczegdlnych probek (AT):

11 1 -
AT Ty Tiw '

Zmiang¢ mierzono w stosunku do wody, poniewaz roztwory kontrastu byly robione w wo-
dzie. Z zaleznosci AT od stgzenia kontrastu wyznaczono r1, jako wspotczynnik nachyle-

nia prostej.

3.3.2. ANALIZA TEKSTUR

Analiza tekstur obejmuje analiz¢ parametréw wyznaczonych na podstawie hi-
stogramow, macierzy wspotwystepowania (GLCM, ang. Gray Level Co-occurrence Ma-
trix) oraz macierzy dhugosci ciagow (RLVM, ang. Run Length Vector Matrix). Parametry
histogramu sg oparte na rozkladzie jasnosci pikseli w obrazie, natomiast parametry
GLCM i RLVM pokazuja wzajemne zaleznosci i relacje pomigdzy pikselami [33, 34, 82,
83].

Wyznaczono trzy parametry histogramu: warto$¢ $rednia, sko$nos¢ 1 kurtozg.

Parametry obliczano w oparciu 0 momenty centralne:

K-1
m, = ) (i—w)"h() 3.4
2

gdzie: h(i) — warto$¢ i szaro$ci pikseli w obrazie, u — $rednia warto$¢ histogramu. Wartos¢
$rednia jest rowna mi, sko$no$é — ma/c®, kurtoza — ma/c*-3, gdzie o jest odchyleniem
standardowym.

GLCM jest macierzg kwadratowa skonstruowang dla czterech wybranych kie-
runkow (0°, 45°, 90°, 135°) i odlegtosci pomigdzy parami pikselami (Rysunek 3.5).
W pracy wyznaczano GLCM dla pikseli sasiadujacych ze sobg. Wiersze i kolumny ma-
cierzy GLC s3 indeksowane warto$ciami jasnosci pikseli, dlatego rozmiar macierzy za-
lezy od skali szaro$ci obrazu. W analizowanym obrazie zlicza si¢ ilo$¢ identycznych par
pikseli nastepnie ta ilos¢ zapisywana jest, jako element macierzy GLC. Wyznaczono pigc¢
parametréw GLCM: drugi moment katowy (ASM, ang. Angular Second Moment), kon-

trast, korelacje, odwrotny moment réznicowy (IDM, ang. Inverse Difference Moment)
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I entropi¢ [33]. ASM jest miarg jednorodnosci obrazu. Kontrast pokazuje lokalng zmien-
no$¢ jasnosci pikseli. Korelacje pokazuja liniowe zalezno$ci tonu szarosci pikseli. IDM,
podobnie jak kontrast opisuje lokalng zmienno$¢ jasnosci pikseli, bedgc odwrotnoscig

kontrastu. Entropia jest miarg losowos$ci jasno$ci pikseli w obrazie. Parametry dane byty

rownaniami:
K-1K-1
ASM = cl 3.5
i=0 j=0
K-1K-1
kontrast = (i — 3ch; 3.6
i=0 j=0
K-1K-1
korelacje = z (- Ml)(] IJJ) - 3.7
e £ 00j
=0 j=0
K-1K-1
Cij
=0 ]=0 L= J
K-1K-
entropia = Z cijlogcij 3.9

o

gdzie: cij—element ij macierzy GLC, i,j — jasnos$ci pikseli, K — najwyzsza warto$¢ jasno$ci
pikseli w obrazie, uij— $rednia warto$¢ jasnosci pikseli w obrazie, oij — odchylenie stan-

dardowe wartosci jasnosci pikseli w obrazie.

B C D
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Rysunek 3.5: Metoda wyznaczania macierzy GLC i RLV. (A) Przyktadowy obraz zawie-
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rajacy piksele o czterech jasnosciach. (B) Przypisanie poszczegolnym pikselom wartosci
liczbowej. Najjasniejszym pikselom przyporzadkowano najnizszg warto$¢ 0, natomiast
najciemniejszym warto$¢ najwyzsza 3. Macierze wyznaczano dla czterech kierunkow 0°,
45°,90°, 135° (czerwone strzatki). (C) Macierz GLC wyznaczona dla kierunku 0° z ob-
razu B. Pod uwage brano pary sasiadujacych ze sobg pikseli. W macierzy mozna zauwa-

zy¢ m.in., ze w obrazie byly trzy pary pikseli, w ktorych piksel o wartosci 3 sasiadowat

47



z pikselem o wartosci 1. Natomiast przeciwng par¢ pikseli, w ktorej piksel o warto$¢
1 sgsiadowat z pikselem o wartosci 3, zauwazono dwukrotnie. (D) Macierz RLV obrazu
B wyznaczona dla kierunku 0°. Najdtuzszy cigg w analizowanym obrazie liczyt 3 piksele.

Znaleziono dwa takie ciaggi, jeden dla pikseli o wartosci 1 1 drugi dla wartosci 3.

RLVM nie musi by¢ macierzg kwadratowa, poniewaz jej wiersze sg indekso-
wane jasnoscig pikseli a kolumny — dtugoscig ciggow utworzonych z pikseli (Rysunek
3.5). Ciggiem nazywamy zbior sgsiadujgcych ze sobg pikseli o tej samej jasnosci. Dhu-
gos¢ ciggu moze si¢ waha¢ od 1 do rozmiaru ROIl. RLVM wyznaczono dla tych samych
kierunkow, co GLCM. Obliczono warto$ci pigciu parametrow: wzmocnienie krotkich
ciggow (SRE, ang. Short Runs Emphasis), wzmocnienie dtugich ciggéw (LRE, ang. Long
Runs Emphasis), niejednorodnos¢ poziomoéw szarosci (GLN, ang. Gray Level Nonuni-
formity), niejednorodnos¢ dhugosci ciaggow (RLN, ang. Runs Length Nonuniformity) oraz
frakcj¢ obrazu w ciggach (FR, ang. Fraction in Runs). Znaczenie parametrow RLVM

zawiera si¢ w ich nazwie. Parametry wyznaczano ze wWzorow:

K—-1 L
Ti1
SRE = z zl—2>/cz 3.10
i=0 l=0
K— L
LRE = < Z i%)/cl 3.11
i=0 =0

K-1 L
GLN = (Z ril> / cl 3.12
L K-1
RLN = Z( ril) /Cl 313
K-1 L
FR = cl / (Z Z ir”> 3.14

gdzie: cl = ¥ X 'YL 7y, ri— element il RLVM, i — jasno$é piksela, | — dhugos¢ ciagu,
K — maksymalna jasnos¢ pikseli, L — maksymalna dtugos¢ ciagu w obrazie.

Obrazy importowano do programu ImageJ (NIH, USA) w celu ich przygotowa-
nia do analizy. Dla kazdego ROI wyznaczano warto$¢ parametrow teksturalnych w czte-
rech kierunkach. W celu zapewnienia niezmiennoS$ci rotacyjnej wartosci parametrow

usredniano [33].
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3.3.3. ANALIZA FRAKTALNA

Wyznaczano wymiary fraktalne (Dy, ang. fractal dimension) i lakularnosci (L)
anatomicznych obrazéw MR. Ds jest wskaznikiem skomplikowania struktury obrazu,
podczas gdy L niesie informacjg¢ o ilosci ,,dziur” w obrazie, czyli obszaru, na ktérym nie
mozna znalez¢ pikseli obrazu.

W analizie wykorzystano metode pudetkowg [84]. W tej metodzie na analizo-
wany obraz nanosi si¢ siatke z oczkami o boku ¢ a nastepnie zlicza si¢ oczka zawierajace
piksele obrazu (Rysunek 3.6). W kolejnym kroku zmniejsza si¢ rozmiar oczek i ponawia
si¢ zliczanie. Procedura jest powtarzana kilkukrotnie. Nastgpnie Df wyznacza si¢ zgodnie
z formuta:

Dy = —limlogN,/loge 3.15
gdzie: ¢ — dlugos¢ boku oczka w siatce, N — ilo$¢ oczek wypelnionych pikselami obrazu.

Lakularno$¢ wyznaczano w oparciu o rOwnanie:

o 2
L= (—) 3.16
U
gdzie: u - $rednia ilo$¢ pikseli w oczku, ¢ — odchylenie standardowe ilosci pikseli
w oczKu.
A B C D

Lne

Rysunek 3.6: Wyznaczanie wymiaru fraktalnego metoda pudetkowa. (A) Na obraz nano-
szona jest siatka o okreslonej dtugosci boku oczka. Zliczana jest liczba oczek wypelnio-
nych pikselami obrazu. (B, C) W nastepnych krokach zmniejszany jest bok oczka i po-
nawiane jest zliczanie. (D) Wartos$ci kreslone sg na wykresie. Df Wyznacza sig, jako na-

chylenie prostej dopasowanej do punktéw pomiarowych.

Obrazy importowano do programu ImageJ w celu ich przygotowania do analizy.
Obrazy binaryzowano po uprzednim zastosowaniu filtru wyostrzajacego krawedzie a na-

stepnie analizowano.
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3.3.4. WYZNACZANIE WARTOSCI PERFUZ]JI I CZASU RELAKSAC]I T1

Mapy perfuzji oraz czasu relaksacji T1 wyznaczono przy uzyciu ASL Perfusion
Macro (ParaVision 5.1, Bruker, Germany) z obrazéw uzyskanych w obrazowaniu FAIR-
EPI. Wartosci czasow relaksacji zostaly odczytane bezposrednio z przygotowanych map
w oprogramowaniu ASL Perfusion Macro. Wartosci T1 odczytywano w trzech losowych
miejscach tkanki watroby a nastepnie usredniano. Mapy perfuzji wczytywano do pro-
gramu ImageJ, w ktorym odcinano wartos$ci negatywne lub wigksze niz 500 ml/min/100g.
Wysokie warto$ci odcinano, aby usuna¢ z map perfuzyjnych obszary z duzymi naczy-

niami krwiono$nymi, w ktorych przeptywy maja wyzsze warto$ci niz w tkance. Nato-

miast ujemne odcinano, jako warto$ci niefizyczne (Rysunek 3.7).

o o v ‘.. ]
1 ' P b "8 9 . d
e

Rysunek 3.7: Przygotowanie map perfzji do énalizy. (A) Oryginalna mapa Eerfuzji Z na-
niesionymi ROI. (B) Zastosowany prog odcigcia: kolorem zielonym zaznaczono wartosci
wigksze od 500 ml/min/100g, natomiast kolorem niebieskim wartosci ujemne. (C) Mapa
perfuzji, ktorg analizowano 1 na ktérych wybierano ROI. Przedstawienie przyktadowych
ROI na obrazie (A) ma na celu zapewnienie wyzszej czytelnosci. Wszystkie obrazy sg

przeskalowane do 256x170 pxX.

3.3.5. EMPIRYCZNE MODELOWANIE MATEMATYCZNE (EMM)

Na kazdym obrazie MR uzyskanym w wyniku obrazowania DCE-MRI wybie-
rano ROI (Rysunek 3.8). Dla kazdego ROI wyliczano $rednie warto$ci intensywnosci
sygnatu. Uzyskane warto$ci postuzyly do wyznaczenia zaleznos$ci pomigdzy intensyw-
noscig sygnatu a czasem pomiaru. Wartosci sygnatu z obrazow zebranych przed poda-
niem kontrastu usredniono i odj¢to od catej krzywej w celu jej znormalizowania. Za czas

to = 0 min przyjeto moment podania kontrastu.
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Rysunek 3.8: ROI do analizy EMM wybierano w tkance watroby.

Do tak przygotowanych danych dopasowano model zaproponowany przez Fan
et al. [39]:

-yt
Ct)=A-(1—e )1.gFt. —1 +ze 3.17

gdzie: A — maksimum sygnatu, a — szybko$¢ wychwytu srodka kontrastowego (1/min), £
— szybko$¢ usuwania $rodka kontrastowego (1/min), y — poczatkowa szybko$¢ usuwania
kontrastu (1/min), q — parametr opisujacy poczatkowe nachylenie zbocza narastajacego
oraz krzywizn¢ wierzchotka krzywej. Wyznaczono pig¢ dodatkowych parametrow: czas
do wierzchotka intensywnos$ci sygnatu (Tpeak, [Min]), nachylenie narastajacego zbocza
krzywej (ES, [1/min]), polowiczny czas usuwania kontrastu (Ti2, [min]), pole po-
wierzchni pod krzywa (AUC) oraz krzywizng wierzchotka (kpeak). Pogladowe przedsta-

wienie parametrow znajduje si¢ na Rysunek 3.9. Tpeak Wyznaczono na podstawie formuty:

T oy (1+ @ ) 3.18
peak ~ o (LT 705, :

ES wyznaczono, jako stosunek Cmax/Tpeak, Przy czym Cmax to maksymalna wartos¢ inten-
sywnosci sygnalu odczytana z wykresu. AUC wyliczono, jako pole pod catg krzywa od
czasu to do 90 minuty. T12 wyznaczono poprzez dopasowanie krzywej eksponencjalnej

do opadajacego zbocza krzywej:

C(t) = Alexp(_t/Tl/z) + Co 319
gdzie: A1 — amplituda sygnatu, Co — podstawa sygnahu. Kpeak Wyznaczono z rGwnania:
+ 0.57)2
Kpeak = Cmax |@(B + 0.25y) + % —0.25y 3.20

Obrazy analizowane byly w programie ImageJ]. Modelowanie przeprowadzono

w programie Origin Pro 8.6.0 (OriginLab, USA).
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Rysunek 3.9: Pogladowe przedstawienie parametrow EMM w odniesieniu do danych eks-
perymentalnych, do ktérych dopasowywano model. Na niebiesko zaznaczono podsta-
wowe parametry modelu, wyznaczane na podstawie rownania 3.17. Na czerwono zazna-
czono parametry dodatkowe, wyznaczone w wigkszoSci w oparciu o parametry podsta-
wowe modelu. Natomiast parametr Cmax, zaznaczony na zielono, byt odczytywany dla

kazdej krzywej wprost z wykresu.

3.3.6. MODELOWANIE KOMPARTMENTOWE (MK)
Modelowanie kompartmentowe przeprowadzono na obrazach uzyskanych z po-
miaréw DCE-MRI. Obszary ROl wybrano w aorcie i w migzszu watrobowym (Rysunek
3.10).

Rysunek 3.10: ROI do analizy MK wybrano w aorcie i migzszu watrobowym.
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Obszar aorty jest zaciemniony ze wzglgdu na zastosowanie warstwy wysycaja-
cej o0 szeroko$ci 8 mm pozwalajacej na wysycenie krwi wyplywajacej z serca. Miato to
na celu wyrazne zaobserwowanie piku w sygnale mierzonym w aorcie podczas przecho-

dzenia kontrastu. Koncentracje kontrastu (C(t)) wyznaczono na podstawie wzoru [85]:

c _ 1
© =57

gdzie: Ta(t) — czas relaksacji w kolejnych chwilach czasu (na kolejnych obrazach), Tio —

)/r1 3.21

czas relaksacji przed podaniem $rodka kontrastowego, r1 — relaksacyjnos¢ $rodka kontra-
stowego. Czasy T1o0 W tkance i krwi wyznaczono na podstawie map T1 zmierzonych se-
kwencja FAIR-EPI. Do wyznaczenia koncentracji kontrastu w krwi przyjeto T1o = (2648
+ 321) ms. Natomiast koncentracje CA w tkance wyznaczono w oparciu o indywidualne
wartosci T1o (wyniki dla grup badawczych na str. 66). Wartos¢ relaksacyjnosci uzytego
kontrastu przyjeto, jako r1 = (5.831 + 0.013) mL/(mmol ms) na podstawie pomiaru (patrz
str. 40 i 58). Wartos¢ wyrazenia 1/T1(t) obliczono korzystajagc z wyrazenia na warto$¢
sygnatu uzyskiwanego w sekwencji echa gradientowego [49] [85], przy zatozeniu ze TE
< To* [86] i mozna poming¢ efekty zwigzane z relaksacjg poprzeczng:

sina[1l — exp(—=TR/T;)]

= 3.22
°1 — cosa - exp(=TR/T,)

S

gdzie: S — warto$¢ sygnatu, So — warto$¢ sygnatu w stanie rownowagi, a — kat odwracania

magnetyzacji, TR — czas repetycji. Z pordéwnania wyrazen na sygnat zebrany przed i po

podaniu kontrastu wyznaczono rownanie opisujace 1/T1(t):
1 1 m-—1

=——In [—

T,(t) TR Imcosa —1

przy czym:

Spost 1- exp(_ TR/T10)
m= 3.24
Spre 1 — cosa - exp(—=TR/Ty)

w rownaniach 3.23 i 3.24 mamy: Spest — sygnat zmierzony w obrazie MR po podaniu
kontrastu, Spre — sygnat zmierzony w obrazie MR przed podaniem kontrastu, TR — czas
repetycji. Po podstawieniu réwnania 3.23 do 3.21 otrzymano pelne wyrazenie na koncen-
tracje kontrastu w badanych tkankach.

Model przedstawiono na Rysunek 3.11. Dawkg srodka kontrastowego, ktorg po-
dawano zwierzgtom uznano za wielko$¢ wejsciowg modelu. W modelowaniu za objetos¢
dawki przyjeto 2 mL [87], odpowiadajace $redniej objetosci krwi myszy w celu ujedno-

licenia uktadu. Sygnal zebrany z tkanki watroby przypisano hepatocytom, poniewaz
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uzyty kontrast (Primovist™) jest srodkiem wychwytywanym przez komorki watrobowe.
Zaproponowany model jest modelem uproszczonym transportu CA.

dawka
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’ &
= disse O hepatocyty
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krazenie watroba

Rysunek 3.11: Model kompartmentowy zaproponowany i uzyty w pracy. Model ma na
celu opisa¢ kinetyke CA w organizmie myszy. Kompartment ‘disse’ jest nazwa na prze-
strzen Disssego, znajdujaca si¢ pomiedzy naczyniami zatokowymi a hepatocytami, nato-
miast ‘pgcherzyk’ jest pecherzykiem zotciowym, do ktorego odprowadzany jest CA z he-
patocytéw. Transfer pomiedzy aortg i przestrzenig Dissego oraz przestrzenig Dissego
I hepatocytami jest dwustronny. Symbol d/dt oznacza przypisanie rownania rozniczko-

wego do danego elementu.

Model opisywany jest uktadem rownan rézniczkowych, z ktorych kazde jest

sumg wplywow 1 wyplywow z danego elementu:

d(aorta
( = ) — k’j * kontrast + kg * disse — k2 * aorta — k&  aorta 395
d(disse
( dt - k§ * aorta + klj » hepatocyty — k& + disse — kj » disse ~ 3.26
d(hepatocyt
w = k,‘f * disse — kg * heptocyty — k{jl * heptocyty 3.27
d(pecherzyk
Hpecleryl) kj * hepatocyty 3.28
dt
d ki
—(n(: 2 = ki * aorta 3.29
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gdzie: k!, — stata czasowa transportu z kompartmentu i do kompartmentu m. indeksy sta-
tych czasowych sg pierwszymi literami kompartmentéw. Kolejne indeksy oznaczaja: k —
kontrast, a — aorta, n — nerki, d — disse, h — hepatocyty, p — pecherzyk. Réwnania réznicz-
kowe obliczane byly przy uzyciu funkcji odel5s, natomiast wartosci statych czasowych
ki, estymowano funkcjg Isqnonlin. Modelowanie przeprowadzono w SimBiology®
(MATLAB, The MathWorks Inc., USA).

Do sygnatu zebranego w aorcie, zwyczajowo traktowanego w modelowaniu
kompartmentowym, jako funkcj¢ wejscia (AIF, ang. Arterial Input Function), dopaso-
wano dwueksponencjalny model zaniku w celu uzyskania statych czasowych niezbed-
nych w modelowaniu [60], [88]:

y = Ajexp(—x/t;) + Ayexp(—x/t,) 3.30
gdzie: Ai—amplituda, ti — czas zaniku. Dopasowanie przeprowadzono w programie Origin
Pro 8.6.0. Parametry opisujace szybszy zanik sygnatu (i=1) powigzane sg z wychwytem
kontrastu w komodrkach watroby, podczas gdy wolniejszy zanik (i=2) zwigzany jest z
usuwaniem kontrastu przez nerki [89]. W modelowaniu kompartmentowym wykorzy-

stano stale czasowe k [1/min] tych proceséw:
1
ki =— 3.31
ti
Statg ki1 zaniku sygnalu w aorcie przypisano do parametru kg, natomiast stata ko przypi-

sano parametrowi k.

3.3.7. 'WYZNACZENIE PREDKOSCI PRZEPLYWU KRWI

Obrazy anatomiczne IntraGateFLASH™ postuzyly do wyznaczenia obszaréw
ROI w naczyniach, w ktorych mierzono predko$é przeptywoéw krwi (Rysunek 3.12A).
Nastepnie ROI naniesiono na obrazy FLOWMAP, ktorych rozmiar zwigkszono do
256x256 px (Rysunek 3.12B). W obrazach PC, w ktorych byto to konieczne, dokonano
recznej korekceji potozenia obszarow ROI, ze wzgledu na przesunigcie obrazow wzgle-
dem obrazéw anatomicznych. Dodatkowo na obrazach pilotowych, na ktérych wyzna-
czano potozenie warstwy obrazujacej mierzono kat odchylenia (kat ) naczynia od kie-
runku prostopadtego do warstwy obrazujacej (Rysunek 3.12C). Kata 3 nie mierzono na
drugim z obrazow pilotowych (Rysunek 3.4B), poniewaz warstwa ustawiana na nim byta

prostopadle do zyty wrotne;.

A B C
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umieszczano w naczyniach krwionosnych — zyle gtéwnej dolnej i zyle wrotnej. (B) Na-

niesienie wybranych ROI na obrazy PC. (C) Wycinek z obrazu pilotowego pokazujacy
pomiar kata B dla zyty gléwnej dolnej. Wybrana warstwa do obrazowania o grubosci
1 mm zaznaczona jest na rézowo. Kierunek prostopadly do warstwy wyznacza zielona

linia. Kat odchylenia w tym przypadku byt réwny 8st.

Przeptyw wyznaczono z rdwnania:
n-TR
'0.9-RR
gdzie: vy — srednia predko$¢ przeptywu krwi w naczyniu [cm/s], S — pole powierzchni

Q=vg4g*S - cospP 3.32
naczynia [cm?], n — iloé¢ klatek zmierzonych na cykl pracy serca, TR — czas repetycji
[ms], RR — interwat RR cyklu pracy serca [ms],  — kat odchylenia naczynia od kierunku
prostopadtego w stosunku do warstwy. W mianowniku réwnania 3.32 uwzgledniono
czynnik 0.9 poniewaz podczas pomiarow MR dtugos¢ czasu TR wyznaczano tak, aby
mozliwe bylo zmierzenie 16 klatek cine w czasie przypadajacym na 0.9 interwatu RR.
Srednia warto$¢ predkosci w zyle glownej dolnej i wrotnej rowniez byta wyzna-

czona z uwzglednieniem korekty pochodzacej od kata .

3.3.8. OCENA HISTOLOGICZNA I BIOCHEMICZNA

Wszystkie ptaty watrobowe zanurzano w parafinie i cigto na 5 pm plasterki.
Lacznie oceniano 6 plasterkow, cigtych w 2 grupach po 3 plasterki (odlegtos¢ pomiedzy
grupami ok 100 um). Zastosowano trzy metody wybarwienia: hematoksyling i eozyng
(HE), trichromem Gomoriego (TRICHROM) oraz metoda pozwalajaca wybarwié tkanke
taczng (OMSB) (Aneks 7.1, str. 93). Wybarwione probki histologiczne obserwowano pod
mikroskopem. Wystapienie zmian chorobowych poddawano ocenie jakosciowej a wiel-
kosci tych zmian 0Szacowano na skali przedzialowej. Oceniano ilo$¢, rodzaj zmian i wiel-

kos$¢ obszaru tkanki objetego zmianami. Sprawdzano czy wystapily martwice krwotoczna
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1 skrzepowa, nacieki w $cianach naczyh i w migzszu, apoptoza i inne uszkodzenia hepa-
tocytow oraz ogodlny obraz tkanki w probce. W przypadku obu rodzajéw martwicy oraz
ogolnych zmian tkanki postuzono si¢ skalg procentowag okreslajac, jaki procent po-
wierzchni tkanki obejmuje zmiana. W przypadku naciekéw zapalnych postuzono si¢
skalg czteroprzedziatowa (0-4), gdzie najwyzszej wartosci przypisywano najbardziej na-
silone nacieki.

Z probek osocza okreslono poziomy znacznikow stanu zapalnego. Poziom bia-
ek ostrej fazy (SAA ang. Serum Amyloid A) zmierzono metodg immunoenzymatyczng.
Poziomy aminotransferazy asparaginianowej (AST), aminotransferazy alaninowej (ALT)
oraz dehydrogenazy mleczanowej (LDH, ang. Lactate Dehydrogenase) zmierzono me-
toda kalorymetryczng. Nastepnie pordwnano zawartos¢ enzymow 1 bialek ostrej fazy

w osoczu krwi pobranej od zwierzat z ALF i od zwierzat kontrolnych.

3.3.9. TESTY STATYSTYCZNE

Testy statystyczne wszystkich parametrow uzyskanych w opisanych analizach
wykonano w programie Statistica 8.0 (Stat Soft, USA). Parametry ilosciowe prezento-
wane sg jako (Srednia + STD) natomiast parametry jako$ciowe jako mediany. Za wyniki
istotne statystycznie uznawano te, dla ktérych wartos¢ p byta nizsza od 0.05. Do zbadania
normalnos$ci rozktadéw uzyto testu Shapiro—Wilka. Parametry o normalnej dystrybucji
analizowano testem t, natomiast parametry niewykazujace normalnego rozktadu testem
U Manna-Whitney’a. Istotnos¢ w pomiarach powtarzanych testowano analizg wariancji
dla powtarzanych pomiaréw z testem HSD dla nieréwnych grup, jako testem post-hoc.
W przypadku badania trzech grup (bez powtarzanych pomiaréw) zastosowano ANOVE
Kruskala—Wallisa z wielokrotnymi poréwnaniami, jako testem post-hoc. Wybor testu
nieparametrycznego podyktowany byt liczebnoscia grup. Korelacje pomigdzy danymi
badano testem rang Spearmana, poniewaz cze¢$¢ parametrow byta jakosciowa lub nie

miata rozktadu normalnego.
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4. WYNIKI

4..1.POMIAR RELAKSACYJNOSCI SRODKA KONTRASTOWEGO

Wartos$ci czasu relaksacji podtuznej T1 zmierzono dla czterech warto$ci rozcien-
czen $rodka kontrastowego oraz dla wody. Do poszczegolnych krzywych odrostu magne-
tyzacji (Rysunek 4.1A) dopasowano krzywa eksponencjalng opisang rownaniem 3.1. Na-
stepnie wyznaczono 1/AT i wyliczono warto$¢ relaksacyjnosci $rodka kontrastowego
(Rysunek 4.1B). Wartosci T1 i /AT zebrano w Tabela 4-1.

Relaksacyjnos¢ r1 srodka kontrastowego uzytego w pdzniejszych badaniach wy-

niosta (5.831 + 0.013) ml/(mmol ms).

Tabela 4-1: Czas relaksacji podtuznej w roztworach $rodka kontrastowego oraz warto$¢

parametru 1/AT.

Ty (mMs) 1/AT (ms?)
10x 6.846 + 0.004 0.14573 + 1.5E-6
30x% 20.654 +0.011 0.04808 + 1.5E-6
90x 62.191 + 0.024 0.01574 + 1.5E-6
270x 177.71 £0.11 0.00529 + 1.5E-6
woda 2935 + 27 0=+3E-6
A B
Rozcienczenie roztworu CA 0,16
6 —=—10x ——30x
—4—00x —— 270x 0,144
41 0,12 4
; P e * 0,10 4
= 24 a
E é’ 0,08
g 0 '; ¢ : 0,06
@) . L
o:? - e - 0,04 -
x 2 ;/ % 0
o S 2 0,02 4
4 ; x woda —m—1/AT
4 3 6 9 12 0,00+ dopasowana prosta
TI (s) 0,02 95% przedziat ufnosci
© 0 200 400 600 800 1000 1200 ’ 0000 0005 0010 0015 0020 0025
TI (ms) Stezenie kontrastu (mmol/ml)

Rysunek 4.1: (A) Krzywe odrostu magnetyzacji zmierzone dla czterech wartosci rozcien-
czen $rodka kontrastowego 1 dla wody (pokazana w miniaturze ze wzglgdu na dtugi czas
relaksacji w porownaniu do roztworéw CA). Wartosci sygnatu s3 mnozone przez czynnik
108. (B) Zaleznos¢ pomiedzy odwrotno$cia zmiany czasu relaksacji a stezeniem kontrastu

w badanym roztworze. Z regresji liniowej wyznaczono warto$¢ relaksacyjnosci ri.
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4.2.POZNE ZMIANY W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY

4.2.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ZWIERZAT, HISTOPATOLOGIA, BIOCHEMIA
Zwierzeta wazonO przed rozpoczgciem eksperymentdéw (podanie ConA/soli fi-
zjologicznej) oraz 24 godziny pdzniej, kiedy wykonywano obrazowanie MR. Waga zwie-
rzat z grupy kontrolnej byta stabilna: (20.1 + 1.4) g na poczatku i (20 + 1.4) g przed MR.
Natomiast zwierzeta z grupy chorej w ciggu doby stracity na wadze z poczatkowych
(20.9+ 0.8) g do (19.9 + 1.1) g. Réznice w wadze nie byty jednak istotne statystycznie
(Rysunek 4.2).

O Waga poczatkowa [g]
22 O Waga koricowa [g]

] !
\

20

Waga [g]

19

18

17

kontrolna ALF

Rysunek 4.2: Waga zwierzat mierzona przed rozpoczeciem eksperymentéw (podanie
ConA/soli fizjologicznej) oraz 24 godziny pdzniej. Wagi zwierzat w grupie kontrolnej

byty stabilne. W grupie chorej $rednia warto§¢ wagi zmalata o 1g.

Zmiany w tkance watroby wywotane ALF manifestowaly si¢ gorzej zdefiniowa-
nym brzegiem watroby, licznymi odbarwieniami tkanki i widocznymi przekrwieniami.
Niektore z nich zaobserwowano w obrazach MR (Rysunek 4.3). Zauwazono ro6znice ko-
loru pobranego osocza krwi. Osocze z grupy ALF bylo zabarwione na rézowo, podczas

gdy osocze kontrolne byto przejrzyste.
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Rysunek 4.3: Obrazy MR watroby myszy z grupy kontrolnej (A, B) i z grupy ALF (C,
D). W tkance watroby z grupy ALF zaobserowoano duze obszary ze zmniejszonym kon-
trastem (C, D, czerwona strzatka), ktore podczas pobrania watroby zweryfikowano jako
przekrwienia. Tkanka watroby z grupy kontrolnej (A, B) jest jednorodna w catym obra-

zie. Przedstawiono obrazy sg obrazami pilotowymi.

Barwienie histopatologiczne tkanki watroby pochodzacej z grupy kontrolnej wy-
kazato apoptoze pojedynczych hepatocytow. Ze wzgledu na niewielkie ilosci tych zmian
uznano obraz tkanki kontrolnej za mieszczacy si¢ w granicach normy (Rysunek 4.4A).
W probkach pochodzacych z grupy ConA stwierdzono liczne patologiczne zaburzenia
struktury tkanki: wynaczynienie krwi, martwice krwotoczng 1 skrzepowa, nacieki zapalne
w $cianach naczyn krwiono$nych i w tkance, zatory w naczyniach krwiono$nych, dezin-
tegracj¢ $ciany naczyn i srodbtonka (Rysunek 4.4B, C, D). Dodatkowo zaobserwowano
przedostanie si¢ cytoplazmy komodrkowej do $wiatta naczynia w skutek przerwania

sciany naczyn. Obserwowano liczne ogniska zapalne 1 obszary martwicze.
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Rysunek 4.: Wcin histogczn qtr porne z ( grpy ontrolnej (barvviei
HE; powigkszenie 100x); (B) grupy ConA (TRICHROM; 200x); (C) grupy ConA (HE;
200x); (D) grupy ConA (OMSB; 400x%). Na wycinkach grupy ConA mozna zauwazy¢
wynaczynienie krwi (B, czarna gwiazdka), martwic¢ krwotoczng (B, czerwona
gwiazdka), martwice skrzepowa (C, strzaltka) przerwanie integralno$ci $ciany naczynia
(D, strzatka), cytoplazma hepatocytu wylana do $wiatta naczynia (D, czarna gwiazdka)
oraz zator (B, strzatka). Ponadto na obrazie (D) widoczne s3: kolagen wokoét naczynia
krwionosnego (niebieski kolor), erytrocyty (z6tty), cytoplazma komorek (rézowy), ela-

styna w $cianie naczynia krwiono$nego (purpura).
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Cztery parametry histopatologiczne opisujace zmiany tkanki watroby w warun-
kach ALF okres$lono na skali przedziatlowej. Parametry zbadano testem nieparametrycz-

nym, ktory wykazatl, ze trzy z nich byly istotnie r6zne pomiedzy grupami (Tabela 4-2).

Tabela 4-2: Histologiczna ocena wycinkéw watroby pobranych ze zdrowej i chorej
tkanki. Ocena wykazata, ze obraz tkanki z grupy kontrolnej znajdowat si¢ w granicach
normy. Dane uzyskane na skali jako$ciowej, analizowano testem U Manna—Witney’a.
W tabeli podano warto$ci median oraz sum rang (w nawiasach). Parametry istotnie roznie

zaznaczono (pogrubienie).

Parametr Grupa kontrolna Grupa ALF Warto$¢ p
Martwica krwotoczna [%] 0(r.s. 42) 0 (r.s. 63) 0.2
Martwica skrzepowa [%0] 0(r.s. 32) 10 (r.s. 74) 0.009
Nacieki zapalne w $cianie naczyn [j.w.] 0 (r.s. 28) 2(r.s. 77) 0.002
Ogolne zmiany tkanki [%] 0 (r.s. 28) 40 (r.s. 77) 0.002

Analiza biochemiczna wykazata podniesione poziomy znacznikéw zawartych
W osoczu krwi pobranej od zwierzat z grupy ConA. Test U pokazat, ze wszystkie markery
istotnie rozrozniaty obie grupy. Wartosci p dla poszczegolnych markerow wyniosty: ALT
(p < 0.001), AST (p < 0.001), LDH (p < 0.001), SAA (p < 0.001). Doktadne wartosci
zebrano ponizej (Tabela 4-3, Rysunek 4.5).

Tabela 4-3: Wartosci markerow stanu zapalnego oznaczanych z osocza krwi pobranej od
zwierzat obu grup doswiadczalnych. Parametry badano testem U. Wyniki istotne zazna-

czono w tabeli (pogrubienie).

Parametr Grupa kontrolna Grupa ALF Wartos¢ p
ALT [U/L] 38+7(r.s.28) 1627+1075(r.s.77)  <0.001
AST [U/L] 61+15(r.s.28) 1977+1285(r.s.77)  <0.001

LDH [U/L] 143 £67 (r.s.28) 23901237 (rs.77)  <0.001
SAA [mg/mL] 38424 (r.s.28) 40491910 (r.s.77)  <0.001

Skréty: ALT - aminotransferaza alaninowa, AST - aminotransferaza asparaginianowa,

LDH - dehydrogenaza mleczanowa, SAA - biatka ostrej fazy.

62



3000 Sekeke 3500 | Cakadd |
I 1
2500 3000
2500
2000 -
= S 2000
= 1500 i
= < 1500
1000
1000
500 = 500
0 0 —
kontrola ALF kontrola ALF
C D
4000 *kk 7000
I 1 Fhk
3500 6000 I L
3000 5000
—2500 g
> £ 4000
T 2000 té"
(=) —3000
= 1500 g
(%]
1000 2000
500 1000
0 0
kontrola ALF kontrola ALF

Rysunek 4.5: Wykresy znacznikow standw zapalnych zmierzonych w osoczu krwi zwie-
rzat z grupy kontrolnej i grupy ALF: ALT, AST, LDH i SAA. Poziomy badanych znacz-
nikow wzrosty. Wszystkie zmiany byty istotne statystycznie (***, test U, p < 0.001).

4.2.2. ANALIZA TEKSTUR

Dla kazdego obrazu wyznaczono parametry oparte o histogram, macierz wspot-
wystepowania oraz macierz dlugosci ciagow (Tabela 4-4). Rozktady populacji szesciu
parametrow w grupie ALF nie nalezaty do rozktadow normalnych. Byty to sko$nosc,
ASM, entropia SRE, LRE oraz FR. Pozostate parametry charakteryzowaty si¢ rozktadem
gaussowskim. Dla dwoch parametrow teksturalnych wyznaczonych na podstawie macie-
rzy GLC stwierdzono istotnos$¢ statystyczng. Pierwszym byt kontrast (test t, p = 0.015)
a drugim korelacje (test t, p = 0.04). Parametr kontrast osiggnat wartos¢ (80.2 + 8.2)
w grupie kontrolnej, natomiast w grupie ALF jego warto$¢ wzrosta do (118 £ 35) (Rysu-
nek 4.6A). Parametr korelacje osiggnagt warto$¢ (0.0062 + 0.0011) w grupie kontrolnej,
natomiast w grupie ALF jego warto$¢ spadta do (0.0046 + 0.0014) (Rysunek 4.6B).
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Rysunek 4.6: Na wykresach przedstawiono wartos$ci parametréw kontrast (A) i korelacje
(B), ktore byty istotnymi parametrami teksturalnymi wskazujacymi roznicg pomiedzy ba-
danymi grupami (*, test t, p = 0.04).

Tabela 4-4: Wartos$ci $rednie wszystkich parametréw teksturalnych wraz z ich odchyle-
niami standardowymi. Podano réwniez warto$ci p przeprowadzonych testow statystycz-
nych. Parametry o rozktadzie normalnym testowano testem t. Parametry o rozktadzie in-
nym od normalnego — testem U Manna—Witney’a, sumy rang podano w nawiasach. Pa-

rametry istotne statystycznie oznaczono (pogrubienie).

Parametr Grupa kontrolna Grupa ALF Wartos¢ p
Srednia 118.8+3.4 121.4+2.1 0.11
Sko$nosé¢ 0.64 +0.26 (r.s. 51) 0.60 +0.35 (r.s. 54) 0.89
Kurtoza 0.81+0.74 1.25+0.53 0.23
ASM 0.0052 +£0.0012 (r.s. 53) 0.0050 + 0.0015 (r.s. 52) 1
Kontrast 80.2 £8.2 118 £35 0.015
Korelacje 0.0062 + 0.0011 0.0046 + 0.0014 0.04
IDM 0.148 £0.010 0.133+0.017 0.07
Entropia 548 +0.19 (r.s. 54) 5.53+0.21 (r.s. 56) 0.71
SRE 0.943+0.010 (r.s52)  0.945+0.010 (r.s. 53) 1
LRE 1.196 + 0.046 (r.s. 54) 1.188 £0.045 (r.s. 51) 0.9
GLN 29028 + 820 28249+ 798 0.1
RLN 538 £ 56 530+ 33 0.74
FR 0.942+0.012 (r.s.51)  0.944 +0.012 (r.s. 54) 0.89

Skréty: ASM - drugi moment katowy, IDM - odwrotny moment réznicowy, SRE -
wzmocnienie krotkich ciggéw, LRE - wzmocnienie dtugich ciggdw, GLN - niejednorod-
no$¢ poziomow szarosci, RLN - niejednorodno$¢ dtugosci ciggéow, FR - frakcja obrazu

W ciggach.
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talng przedstawiono ponizej (Rysunek 4.7).

A

4.2.3. ANALIZA FRAKTALNA

Przyktadowy obraz MR watroby, jego binarng wersje¢ oraz uzyskang map¢ frak-

Rysunek 4.7: Proces wyznaczania wymiaru fraktalnego obrazu MR watroby. (A) Obraz

MR watroby. (B) Obraz binarny powstaty z obrazu A na ktory natozono filtr wyostrza-

jacy. (C) Mapa wymiaru fraktalnego obrazu binarnego B.

Wyliczone wartosci $rednie wymiaru fraktalnego obrazu byly nizsze w grupie

chorej, w ktorej wynosity (1.365 + 0.019) (Rysunek 4.8A). Dla porownania w grupie

kontrolnej Dr byt rowny (1.402 + 0.026). Wartosci $rednie tego parametru byly istotnie

rézne pomiedzy grupami (test t, p=0.01). Drugi parametr lakularno$¢ byt wyzszy w ob-

razach MR tkanki chorej (Rysunek 4.8B). Lakularno$¢ wyniosta (0.149 +0.013) w grupie

kontrolnej oraz (0.163 + 0.012) w grupie ALF, jednak ten parametr nie osiggnat istotnosci

statystycznej (test t, p = 0.06).
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Rysunek 4.8: Wymiar fraktalny (A) i lakularnos¢ (B) wyznaczone na podstawie obrazoéw
MR watroby. Wartosci $rednie D byly istotnie ré6znie pomigdzy badanymi grupami (*,
testt, p = 0.01).

Wymiar fraktalny i lakularno$¢ sg parametrami odwrotnie skorelowanymi (Ry-
sunek 4.9). Brak wysokiego wspolczynnika korelacji liniowej (R? = 0.17) jest wynikiem
braku istotnosci statystycznej dla zmiany warto$ci lakularno$ci pomigdzy badanymi gru-

pami.

0,19

0,18

0,16

Lakularnos¢ L

015 f-c-----mm T T

0,14

0,13

L =0,4265 - 0,1953*Dy;
r?=0,1677
0,12

1,32 1,34 1,36 1,38 1,40 1,42 1,44 1,46

Wymiar fraktalny Dy

Rysunek 4.9: Zalezno$¢ pomigdzy wymiarem fraktalnym obrazu a lakularnoscig. Ozna-

czenia na wykresie: grupa kontrolna — czarne kropki, grupa ALF — czerwone kwadraty.

4.2.4. PERFUZJAICZAS RELAKSAC]I T1
Przyktadowa mapa perfuzji uzyskana w wyniku obrazowania MR przedstawiona
zostala ponizej (Rysunek 4.10A). Usunigte zostaty piksele znajdujace si¢ w obszarze du-
zych naczyn krwiono$nych oraz piksele o wartosciach ujemnych. Perfuzja w tkance wa-
troby w grupie zdrowej wyniosta (245 + 20) ml/min/100g, podczas gdy w grupie ALF
wyniosta (200 £ 32) ml/min/100g (Rysunek 4.10B). Wartos¢ perfuzji zmalata w grupie
chorej o 18% w stosunku do grupy kontrolnej. Wynik byt istotnie rozny (test t, p=0.008).
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Rysunek 4.10: (A) Przyktadowa mapa perfuzji uzyskana w wyniku obrazowania MR.
Skala perfuzji ma rozpigtos¢ 0 — 500 ml/min/100g tkanki. Obraz przeskalowano do
256x170 px. (B) Wartosci perfuzji uzyskane w grupach kontrolnej i chorej. Wyniki uzy-
skane w obu grupach istotnie si¢ roznity (**, test t, p = 0.008).

Ponizej zaprezentowano przyktadowa mape¢ czasu relaksacji T1 wyznaczong na
podstawie danych uzyskanych w eksperymencie FAIR-EPI z wysyceniem nieselektyw-
nym (Rysunek 4.11A). Warto$¢ czasu T1 w grupie kontrolnej byta rowna (1249 = 91) ms,
podczas gdy w grupie ConA zwigkszyta si¢ (1597 + 130) ms (Rysunek 4.11B). Roznica
byla istotna statystycznie (test t, p < 0.001).
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Rysunek 4.11: (A) Przyktadowa mapa czasu relaksacji T1 w ms uzyskana z eksperymentu
FAIR-EPI z wysyceniem nieselektywnym. Obraz przeskalowano do 256x170 px. (B)
Wartosci czasu T1 uzyskane w obu grupach pomiarowych istotnie si¢ roznity (***, test t,
p <0.001).

Zbadano korelacje pomigdzy perfuzja i T1 a wynikami oceny histologicznej

I biochemicznej. Uzyskano istotng korelacj¢ pomiedzy perfuzja a naciekami zapalnymi
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w $cianach naczyn (-0.77) oraz z LDH (-0.58). Natomiast czas relaksacji podtuznej tkanki

korelowat z naciekami zapalnymi w $cianach naczyn (0.69), ogélnymi zmianami tkanki
(0.69), AST (0.53) oraz SAA (0.89).

4.2.5. EMPIRYCZNE MODELOWANIE MATEMATYCZNE (EMM)

Model empiryczny dopasowano do danych zebranych w dynamicznym obrazo-
waniu z uzyciem hepatospecyficznego $rodka kontrastowego opartego o Gd-EOB-
DTPA. Przyktadowy przebieg kinetyki $rodka kontrastowego od momentu podania
w zdrowej i chorej tkance przedstawiono na Rysunek 4.12. Mozna zauwazy¢, ze ksztatty
krzywych kinetyki $rodka kontrastowego w zdrowej i1 chorej tkance sg rozne. Gléwnag
roéznica jest ksztalt wierzchotka — tagodniejszy u chorych, a takze przebieg fragmentu
krzywej opisujacy wyptukiwanie kontrastu (od wierzchotka do konica pomiaru) — u zwie-
rzat chorych zbocze wyplukiwania ma tagodniejsze nachylenie. Dodatkowo warto$¢ ja-

snosci obrazu zmierzonego w 90 minucie po podaniu kontrastu jest wyzsza w grupie cho-

rej.
=
S,
4E+04 o =
=
QE) —e— control
) 8 EMM fit to control
o =— ConA
3E+04 - 2 EMM fit to ConA
=
4] o
L
&
2E+04 - g
1E+04 L
~—__ g
OE+00 ,Tlme. [mm]I
80 100

Rysunek 4.12: Przyktadowe krzywe jasnosci obrazu MR od czasu uzyskane dla zdrowej
(czarna krzywa) i chorej tkanki (czerwona krzywa). Mozna zaobserwowac roznice
w ksztatcie wierzchotkdéw i1 nachyleniu zbocz wyptukiwania. Ponizej przyktadowe obrazy

MR: 1) obrazy bazowe uzyskane przed podaniem $rodka kontrastowego; 2) obrazy
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0 maksymalnym rozjas$nieniu uzyskane 6 min po podaniu kontrastu; 3) obrazy uzyskane
30 min po podaniu kontrastu, rozpoczety proces wyptukiwania srodka kontrastowego
z tkanki watroby; 4) obraz uzyskany po 60 min od podania kontrastu; 5) obraz uzyskany
90 min po podaniu kontrastu — powrot do bazowej wartosci jasnosci obrazu. W trakcie
pierwszych 30 min wykonano trzy serie obrazow, z ktérych kazda zawierata 150 obra-

z6w. Od 30 do 90 minuty wykonywano 1 obraz, co 10 minut.

Model EMM dopasowano do danych DCE-MRI z wysokim wspétczynnikiem
determinacji (R? > 0.98). Warto$ci wszystkich parametréw EMM zebrano w Tabela 4-5.
Wszystkie parametry oprocz poczatkowej szybkosci usuwania kontrastu (y) charaktery-
zowaly si¢ rozktadem normalnym i zostaty przetestowane testem t. Zdolnos¢ parametru
v do rozrdznienia grup pomiarowych testowano testem nieparametrycznym U Manna—
Whitney’a. Sze$¢ parametrow bylo istotnie rdznych pomigdzy grupa zdrowa i chora: B (p
= 0.004), Tpeak (p <0.001), xpeak (p = 0.001), ES (p = 0.006), T12 (p <0.001) i AUC (p =
0.003).

Tabela 4-5: Wartosci parametrow EMM wyznaczone dla zwierzat z grupy kontrolnej
I grupy ALF oraz wartosci p wskazujace czy roznica $rednich warto$ci parametrow jest
istotna. Parametr y badano testem U Manna—Whitney’a. W nawiasach przy warto$ciach

srednich parametru y podano sumg¢ rang. Pozostate parametry badano testem t.

Parametr Grupa kontrolna Grupa ALF Wartosé p
A 57100 + 9669 67355 £31747 0.43
o [1/min] 0.20 £ 0.11 0.11 + 0.08 0.1
q 0.432 +0.064 0.380 £ 0.064 0.15
B [1/min] 0.037 £ 0.008 0.021 £0.008 0.004
v [1/min] 0.001 £ 0.002 (r.s. 43) 0.004 £ 0.007 (r.s. 62) 0.25
Tpeak [Min] 6.14 + 1.07 9.72+1.69  <0.001
Kpeak 413 + 180 102 + 71 0.001
ES [1/min] 6587 +£1731 4002 +£1113 0.006
Tz [Min] 31.7+73 66.5+10.5 <0.001
AUC 131 £ 25 x 10* 179 +£23x 10* 0.003

Skroty: A — maksimum sygnatu, o — szybko$¢ wychwytu $rodka kontrastowego, q — pa-
rametr opisujacy poczatkowe nachylenie zbocza narastajacego oraz krzywizne wierz-
cholka krzywej, B — szybko$¢ usuwania srodka kontrastowego, y — poczatkowa szybkos§¢

usuwania kontrastu, Tpeak — Czas do wierzchotka intensywnosci sygnatu, kpeak — Krzywizna
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wierzchotka, ES — nachylenie narastajacego zbocza krzywej, T1/2 — potowiczny czas usu-

wania kontrastu, AUC — pole powierzchni pod krzywa.

Istotne statystycznie parametry pokazano na Rysunek 4.13. Warto$ci parame-

trow ES 1 Tpeak wskazujg na szybszy wychwyt kontrastu z krwi w grupie kontrolnej. War-

tosci parametrow [ i T12 wskazujg na zwolnione wyptukiwanie kontrastu z hepatocytow

w grupie ConA.
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Rysunek 4.13: Parametry EMM, dla ktorych uzyskano istotno$¢ statystyczna: ES - na-

chylenie narastajacego zbocza krzywej, Tpeak — czas do wierzchotka intensywnosci sy-

gnatu, B — szybkos¢ usuwania $rodka kontrastowego, T1/2 — potowiczny czas usuwania
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kontrastu, Kpeak — krzywizna wierzchotka, AUC — pole powierzchni pod krzywa. Roznica
wartosci srednich obu grup byta istotna statystycznie (test t, oznaczenia: ** dla p < 0.01,
*** dla p <0.001).

Sprawdzono korelacje pomigdzy parametrami uzyskanymi z modelowania
EMM zastosowanego do danych uzyskanych z DCE-MRI a obserwacjami histologicz-

nymi i biochemicznymi. Wyniki zamieszczono w Tabela 4-6.

Tabela 4-6: Korelacje pomigdzy parametrami EMM a obserwacjami histologicznymi
I biochemicznymi zbadano przy zastosowaniu testu rang Spearmana. W tabeli przedsta-
wiono wspolczynnik korelacji. Za istotne uznano korelacje, dla ktorych p < 0.05 (pogru-

bione w tabeli).

T peak o B Y T
pea A

. . . . q . Kpeak ES AUC
[min] [1/min] [1/min] [1/min] [min]

Martwica krwotoczna
[%]

055 068 -056 -0.13 003 -040 046 -042 -0.52 0.18

Martwica skrzepowa
[%]

081 035 -050 -050 005 -045 070 -062 -0.72 0.47

Nacieki zapalne w
063 023 -042 -064 062 -041 068 -0.73 -047 0.77

$cianie naczyn [j.w.]

Ogoblne zmiany
tkanki [%]

088 031 -051 -061 008 -046 085 -070 -0.77 0.58

ALT [UL] 091 025 -050 -0.64 016 -0.60 076 -0.69 -0.72 0.69
AST [UIL] 001 024 -049 -065 016 -0.60 077 -0.69 -072 0.71
LDH [U/L] 082 037 -052 -0.62 028 -053 075 -0.72 -069 0.65
SAA [mg/mL] 051 017 -0.30 -049 016 -013 075 -0.55 -049 047

Skroty: A — maksimum sygnatu, o — szybkos$¢ wychwytu srodka kontrastowego, q — pa-
rametr opisujacy poczatkowe nachylenie zbocza narastajacego oraz krzywizne wierz-
chotka krzywej, B — szybko$¢ usuwania srodka kontrastowego, Y — poczatkowa szybko$¢
usuwania kontrastu, Tpeak — Czas do wierzchotka intensywnosci sygnatu, kpeak — Krzywizna
wierzchotka, ES — nachylenie narastajacego zbocza krzywej, T1 — potowiczny czas usu-
wania kontrastu, AUC — pole powierzchni pod krzywa, ALT - aminotransferaza alani-
nowa, AST - aminotransferaza asparaginianowa, LDH - dehydrogenaza mleczanowa,
SAA - biatka ostrej fazy.
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4.2.6. MODELOWANIE KOMPARTMENTOWE (MK)
Wszystkie krzywe dynamiczne przeliczono z warto$ci intensywnosci pikseli na
stezenie CA. Maksymalne stezenia CA w tkance watroby grupy kontrolnej byly wyzsze
niz w grupie ALF. W przypadku aorty sytuacja byta odwrotna — wyzsze warto$ci stezenia

CA w aorcie obserwowane byly w grupie ALF (Rysunek 4.14).
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Rysunek 4.14: Przyktadowe krzywe DCE-MRI z grupy kontrolnej (A, B) i grupy ALF
(C, D). Krzywe oryginalne zebrane z obrazéw MR znajduja si¢ w lewej kolumnie (A, C,
warto$ci mnozone przez 10%). Krzywe po przeliczeniu na stezenie CA w prawej kolumnie

(B, D, warto$ci mnozone przez 107).

ROI ulokowane w aorcie mialo znacznie mniejsza powierzchni¢ niz ROI
w tkance watroby. Dlatego na potrzeby modelowania usredniono krzywe AlF ze wszyst-
kich zwierzat w grupie (dla zwierzat kontrolnych i chorych osobno). W grupie kontrolne;j

usredniano sygnat z 7 zwierzat, a w grupie ALF z 6, poniewaz u jednego zwierzecia z tej
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grupy nie byto mozliwe uzyskanie krzywej AIF. Dopasowanie dwueksponencjalnej funk-
cji zaniku do zbocza opadajacego sygnatu w aorcie (rownanie 3.30) pozwolito scharak-
teryzowanie kinetyki CA w naczyniach krwiono$nych oraz na wyznaczenie statych cza-
sowych ki i ko. W grupie kontrolnej otrzymano: ki = (1.63 £ 0.07) min?, k, = (0.07131 =
0.0035) min™. W grupie ALF otrzymano: ki = (1.472 + 0.033) min, k, = (0.0582 =
0.0017) mint. Wszystkie parametry dopasowania podano w Tabela 4-7.

Tabela 4-7: Parametry dopasowania dwueksponencjalnej krzywej zaniku do krzywych
uzyskanych z u$rednienia sygnatu DCE-MRI w dwoch grupach doswiadczalnych. Dane

nie byty testowane statystycznie.

Grupa kontrolna Grupa ALF
A; [mmol/mL] 30.9 £5.7x10* 34.3+2.8x10%
t; [min] 0.614 + 0.026 0.679 + 0.015
Az [mmol/mL] 161.7 £ 6.9x107 314 £ 7.2x107
t, [min] 14.02 + 0.68 17.17 +0.49

Srednia dawka CA podana w grupie kontrolnej wyniosta (50.7 + 3.7)x10°
mmol, natomiast w grupie ALF (49.6 + 2.2)x10° mmol. Dawki dostosowywano indywi-
dualnie do masy ciala kazdego zwierzecia.

Wyznaczanie statych transportu kontrastu w modelu kompartmentowym miato
kilka etapow. Najpierw wykonano modelowanie populacji catej grupy, dla zwierzat kon-
trolnych i chorych oddzielnie. W tym modelowaniu uzyto wartosci statych k§ i k wy-
znaczonych w aorcie. Uzyskane wartos$ci stalych transportu z tego modelowania potrak-
towano, jako wartosci wejsciowe w indywidualnych dopasowaniach. Dopasowanie indy-
widualne przeprowadzano Kilkukrotnie. Ostateczne wartosci statych charakteryzowaty
si¢ rozktadami normalnymi. Test t wykazat znaczace réznice pomigdzy grupami (Tabela
4-8, Rysunek 4.15C). Przyktadowe krzywe wraz z dopasowanym modelem znajdujg si¢
na Rysunek 4.15A, B. Wartos$ci statych kg i kf, ktorym przypisano wartosci poczatkowe
na podstawie krzywych AIF, wskutek modelowania kompartmentowego wzrosty w obu

grupach.

73



O  OBS1(kantrok) _ i O  OBS1(ALF)
PRED1 (watroba.hepatocyty)

PREDA (watraba e patocyly) 16

Concentration [mmal'mL]
)
T
Concentration [mmol/mL]

.
20 40 &0 80 0 20 40 60 80
Time [min] Time [min]

Kk Okontrola
4 o

DALF
3,5 % 4
i

N
N w

k [1/min]

]

[

k k_a k a_d k a_n k d_a k_d_h k_h_d k_ h_p

Rysunek 4.15: Przyktadowe dopasowanie krzywej przy uzyciu modelu kompartmento-
wego: (A) grupa kontrolna, (B) grupa ALF. (C) Zestawienie wszystkich statych trans-
portu dla dwoch grup doswiadczalnych wyznaczonych w trakcie modelowania. Uzyskano

istotnosci statystyczne dla 6 parametrow (test t, p < 0.001, **%*).
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Tabela 4-8: State transportu $rodka kontrastowego pomigdzy kompartmentami zapropo-
nowanego modelu. Obliczenia wykonano dla 7 myszy kontrolnych i 7 chorych. Parame-

try, ktorych $rednie byly istotnie r6zne pomig¢dzy grupami zaznaczono (pogrubienie).

Grupa kontrolna Grupa ALF Wartosé p
kX [min?] 0.589 + 0.075 0.398 + 0.050 <0.001
k& [min?] 3.51+0.32 2.81£0.19 <0.001
k2 [min?] 0.247 £ 0.033 0.151 + 0.021 <0.001
k2 [min] 1.504 + 0.027 1.290 +0.037 <0.001
k¢ [min?] 3.18+0.22 2.59+0.19 <0.001
k" [min?] 0.475 + 0.021 0.534 +0.023 <0.001
Kk [min] 0.770 + 0.064 0.765 +0.040 0.88

Skroty (indeksy kompartmentow): k — dawka kontrastu, a —aorta, n —nerki, d — przestrzen

Dissego, h — hepatocyty, p — pecherzyk zotciowy.

Podobnie jak w przypadku modelownia EMM sprawdzono korelacje z wyni-
kami histologicznymi i biochemicznymi (Tabela 4-9). Zauwazalne jest, ze state kontrastu

sa w wiekszosci skorelowane negatywnie z wynikami obu ocen.

Tabela 4-9: Korelacje rang Spearmana pomigdzy stalymi czasowymi transportu CA wy-
znaczonymi w modelowaniu kompartmentowym a wynikami ocen histologicznej i bio-

chemicznej. Tabela zawiera wspoiczynniki korelacji. Za istotnie wazne uznano korelacje

dla p < 0.05 (pogrubione).
kk kg kg kd kKb Kl
[min?] [min?] [min?] [min?] [min?] [min?]  [min?]
Martwica krwotoczna [%] -0.42 -030 -042 -044 -0.30 0.33 0.21
Martwica skrzepowa [%] -0.35 -031 -038 -057 -0.38 0.29 0.38

Nacieki zapalne w $cianie naczyn [jw.] -0.71 -0.79 -062 -059 -081 0.71 -0.15

Ogblne zmiany tkanki [%] -055 -053 052 -062 -0.60 0.48 0.21
ALT [U/L] -082 -0.75 -081 -087 -055 0.83 0.18
AST [U/L] -085 -081 -082 -079 -061 0.85 0.07
LDH [U/L] -0.79 -0.73 -082 -087 -057 0.76 0.17
SAA [U/L] -0.76 -081 -0.72 -063 -082 0.75 -0.06

Skréty: ALT - aminotransferaza alaninowa, AST - aminotransferaza asparaginianowa,

LDH - dehydrogenaza mleczanowa, SAA - bialka ostrej fazy; (indeksy kompartmentow):
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k — dawka kontrastu, a — aorta, n — nerki, d — przestrzen Dissego, h — hepatocyty, p —

pecherzyk zotciowy.

4.3.WCZESNE ZMIANY W MODELU OSTREGO ZAPALENIA WATROBY

4.3.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ZWIERZAT. BIOCHEMIA

Zwierzgta zwazono przez pomiarami MR. Ich waga wyniosta $rednio (19.5 +
1.2) g. Nie zauwazono zmian w tkance watroby na obrazach MR. Zmiany w tkance wa-
troby nie byly rowniez widoczne w trakcie pobierania krwi z zyly nerkowej losowych
zwierzat. Osocze odwirowanej krwi do oznaczen biochemicznych w grupie kontrolnej
bylto przezroczyste, natomiast w grupach chorych byto zabarwione na r6zowo (podobnie
jak w modelu poznych zmian), jednak oznaczenia nie wykazaty podniesionych pozio-
mow bialek ostrej fazy (Rysunek 4.16). SAA zbadano dla 3 zwierzat z grupy kontrolnej,
6 z grupy ALF_8 1 5 z grupy ALF_15. Tlos¢ SAA w osoczu krwi dla grup kontrolnej,
ALF 81 ALF 15 wyniosta odpowiednio (38 + 53) mg/mL, (104 + 43) mg/mL i (72 + 15)

mg/mL. Test nieparametryczny nie wykazat istotnych réznic pomi¢dzy grupami.
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Rysunek 4.16: Wykres biatek ostrej fazy dla losowych zwierzat z badanych grup. WyniKki

nie byly istotne statystycznie.

4.3.2. PERFUZJA I CZAS RELAKSAC]I T1
Reprezentatywne mapy perfuzji znajduja si¢ na Rysunek 4.17A. Na wszystkich

badanych mapach perfuzji wykonano odcigcie wartosci ujemnych i przekraczajacych 500
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ml/min/100g. Wartosci perfuzji zmierzone podczas kolejnych pomiarow w grupach eks-

perymentalnych przedstawiono ponizej (Tabela 4-10, Rysunek 4.17B).

Tabela 4-10: Wartosci perfuzji [ml/min/100g] zmierzone dla zwierzat kontrolnych i zwie-

rzat z grup ALF we wczesnych zmianach chorobowych.

Grupa

Czas po podaniu ConA/soli fizjologicznej

5 min 35 min 65 min 95 min
Kontrolna  759+26  247+30 246+13  229+25
ALF_8 225412 225430 209+14  204+17
ALF_15 223425 207432 211+28 225+13

Wykazano réznice pomiedzy pomiarem w grupie kontrolnej w 5 minucie a po-
miarami w grupie ALF_8 w 65 minucie (test HSD, p = 0.02) i 95 minucie (test HSD, p =
0.007), oraz pomigdzy tym samym pomiarem grupy kontrolnej a pomiarem w grupie
ALF_15 w 35 minucie (test HSD, p = 0.01) i 65 minucie (test HSD, p = 0.03). Roznice

zaznaczono na wykresie (Rysunek 4.17B).

A
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Rysunek 4.17: (A) Przyktadowe mapy perfuzji uzyskane z obrazow MR. Skala perfuzji
ma rozpigto$¢ 0 — 500 ml/min/100g tkanki. Obrazy przeskalowano do wielkosci 256x170
pX. (B) Wartosci perfuzji uzyskane w grupach kontrolnej, ALF_8 i ALF_15. Zaznaczono

istotnie rozne wartosci perfuzji (test HSD, oznaczenia: * dla p <0.05, ** dla p <0.001).

Reprezentatywne mapy czasu T1 znajdujg si¢ na Rysunek 4.18A. Czas relaksacji
podtuznej w tkance watroby w grupie kontrolnej oraz grupach ALF_8 i ALF_15 zamiesz-
czono w Tabela 4-11 oraz na Rysunek 4.18B. Analiza wariancji nie wykazata istotnych

statystycznie roznic pomi¢dzy pomiarami.

Tabela 4-11: Warto$¢ czasu relaksacji podtuznej T1 [ms] tkanki watroby we wczesnych

zmianach chorobowych w modelu ALF.

Czas po podaniu ConA/soli fizjologicznej
Grupa

5 min 35 min 65 min 95 min

Kontrola  1338+27 1320462 1357 +45 1317+ 35
ALF_8 1330438 1356+33  1319+43 1322111
ALF_15  1302+£57 1259+49 1280+ 63 1337 + 63
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Rysunek 4.18: (A) Przyktadowe mapy czasu relaksacji T1 [ms] uzyskana z eksperymentu
FAIR-EPI z wysyceniem nieselektywnym. Obrazy przeskalowano do wielko$ci
256x170 px. (B) Wartos$ci czasu T1 uzyskane w trzech grupach pomiarowych. Nie zaob-

serwowano istotnych roznic statystycznych pomiedzy kolejnymi warto$ciami.

4.3.3. POMIAR PREDKOSCI PRZEPLYWU KRWI
Predko$¢ przeptywu krwi i warto$¢ przeplywu wyznaczano dla 4 zwierzat
z grupy kontrolnej, 6 z grupy ALF 8 15 z grupy ALF _15. Pozostale zwierzeta z grup
badawczych wyeliminowano z tej analizy ze wzgledu na wystgpienie takich komplikacji

jak zte bramkowanie pomiaru, zmniejszone pole widzenia lub zle ulokowanie warstwy.
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Wartos$¢ przeptywu krwi przez powierzchni¢ naczynia krwiono$nego oraz $red-
nig predko$¢ przeplywu wyznaczono dla zyly gtownej dolnej i zyly wrotne;.

Wartosci katow odchylenia naczyn krwionosnych od kierunku prostopadtego do
warstwy wahaty sie od 0 do 34 stopni.

Srednia predko$¢ przepltywu krwi w zyle gtownej dolnej w grupie kontrolnej
wyniosta (5.0 £ 1.4) cm/s, w grupie ALF_8 (4.37 £ 0.69) cm/s a w grupie ALF_15 (4.2
+ 1.2) cr/s. Srednia predkosé przeptywu krwi w zyle wrotnej wyniosta (5.9 + 1.0) cm/s,
(5.4+£1.4)cm/si(3.27 £0.71) cm/s, odpowiednio w grupie kontrolnej, ALF_8 i ALF_15.
Spadek predkosci przeptywu krwi w zyle wrotnej w grupie ALF 15 w stosunku do pred-
ko$ci w grupie kontrolnej okazat si¢ istotny (test wielokrotnych poréwnan, p =0.03) (Ry-
sunek 4.19).

Okontrola OALF_8 MALF_15

N m

v [ecm/s]
T
'—
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zyta gtéwna dolna zyfa wrotna

Rysunek 4.19: Wartos¢ predkosci przeptywu krwi przez zyte gtowna dolng i zyte wrotng
w trzech grupach badawczych. Istotnie wazna okazat si¢ spadek predkosci przeptywu
w zyle wrotnej w grupie ALF 15 w stosunku do predkosci przepltywu w grupie kontrolnej

(*, test wielokrotnych poréwnan, p = 0.03).

Warto$¢ przeplywu w zyle gtéwnej dolnej wyniosta (0.066 + 0.018) cm®/s w gru-
pie kontrolnej, (0.065 + 0.021) cm®/s w grupie ALF_8 i (0.046 + 0.016) cm®/s w grupie
ALF_15. Warto$¢ przeptywu w zyle wrotnej wyniosta (0.052 + 0.018) cm®/s w grupie
kontrolnej, (0.037 + 0.020) cm®/s w grupie ALF_8 i (0.020 + 0.005) cm®/s w grupie
ALF 15. Zmiana wartosci przeptywu krwi przez zyle wrotng pomigdzy grupami kon-
trolng 1 ALF 15 byla statystycznie istotna (test wielokrotnych porownan, p =0.012) (Ry-
sunek 4.20).
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Rysunek 4.20: Warto$¢ przeptywu krwi przez zyle gtdwna dolng i zyte wrotng w trzech
grupach badawczych. Istotnie wazna okazata si¢ zmiana przeplywu w zyle wrotnej w gru-
pie ALF 15 w stosunku do przeptywu w grupie kontrolnej (*, test wielokrotnych poréw-
nan, p =0.012).
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5. DYSKUSJA

Celem pracy byto zaplanowanie i przeprowadzenie eksperymentu obrazowania
MR pozwalajacego na scharakteryzowanie wptywu stanu zapalnego na prace¢ uktadu kra-
zenia na przyktadzie ALF. Badania przeprowadzono na mysim modelu ostrego zapalenia
watroby wywotlanego konkanawaling A. Przeprowadzono eksperymenty, w ktérych ba-
dano model wczesnych i poéznych zmian.

Stan ostrego zapalenia watroby indukowano przy pomocy dobranej dawki kon-
kanawaliny A wychodzac od wartosci spotykanych w literaturze 15 lub 20 mg/kg b.w.
[7,9, 10]. W trakcie badan okazato si¢, ze wymagania eksperymentu in vivo, co do prze-
zywalnosci zwierzat wymagaja zmodyfikowania tej dawki i zostata ona obnizona do war-
tosci 8 mg/kg b.w. Mozliwym czynnikiem konieczno$ci zmniejszenia dawki ConA uzytej
W niniejszych badaniach byt zastosowany rozpuszczalnik. Uzyto 1M PBS z jonami Ca?*
i Mg®* w miejsce rozpuszczalnika bezjonowego. Aktywnos¢ oraz struktura czasteczek
ConA silnie zalezy od parametréw rozpuszczalnika takich jak jego stezenie, pH oraz
obecno$¢ jonow [90, 91]. Warto jednak zwroci¢ uwagg, ze badania in vivo naktadajg wyz-
Sze wymagdania, co do stanu zwierzat gdyz samo badanie trwajace ponad dwie godziny,
ma wpltyw na zwierzeta (anestezja).

Jak pokazaty badania histopatologiczne i biochemiczne dawka ta pozwolila na
uzyskanie wystarczajaco silnych zmian patologicznych w tkance przy duzo wyzszej prze-
zywalnosci. Poprawie ulegla rowniez stabilno$¢ zwierzecia podczas anestezji majgca
duzy wptyw na wykonywane pomiary, gtdwnie poprzez zmiany rytmu oddechowego.

Ustalono rdéznigce si¢ protokoty eksperymentalne dla badan czynno$ciowych
i strukturalnych zmian we wczesnym i péznym modelu ALF. W poéznym modelu (24
godz. po podaniu ConA) spodziewane byty zmiany stabilne, obejmujace duzy obszar.
W takim czasie po wywotaniu ALF, w tkance uformowane sg obszary martwicze a w krwi
obserwuje si¢ obnizone poziomy znacznikéw prozapalnych [10, 92]. Dlatego protokot
zawieral badanie ASL, pomiar DCE-MRI 1 dodatkowo zostal rozszerzony o pomiar ana-
tomiczny. W modelu wczesnych zmian, skupiono uwagg na badaniu perfuzji (pomiar 4-
krotny) oraz przeptywu wrotnego, poniewaz oczekiwane zmiany byly zmianami dyna-
micznymi. Na takim etapie nie mozna spodziewaé si¢ zmian martwiczych czy silnych
uszkodzen [7, 9]. Mozna jednak oczekiwa¢ zmian w mikrokrazeniu spowodowanych for-

mujacg si¢ odpowiedzig zapalng. Oba protokoty byty relatywnie dlugie (pelny protokot
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od indukcji anestezji trwat ok 2.5 godz.), dlatego uwzglgdnienie kolejnych pomiaréw nie
byto praktycznie mozliwe, pomimo ze mogloby to dostarczy¢ dodatkowych informacji.

W badaniach histopatologicznych pdznego modelu potwierdzono naruszenie
struktury tkanki watroby przez rozwijajacy si¢ stan zapalny. Widoczne zatory w naczy-
niach krwiono$nych mogly by¢ skutkiem zaburzen w gospodarce ptytkowej [3]. Nacieki
I dezintegracja $ciany naczyn zatokowych mogly by¢ spowodowane akumulacjag ConA
w komorkach srodbtonka. Wykazano w [8, 9], ze ConA jest w duzej mierze wychwyty-
wana z krwi przez LSEC droga endocytozy. Dalsze zniszczenia tkanki watroby (w tym
widoczne wynaczynienia krwi i obszary martwicze) sg najprawdopodobniej zmianami
wtornymi powodowanymi przez zaktywowane komorki odpornosciowe [9].

Wyniki badan biochemicznych pdznego modelu potwierdzity zaréwno duze
zniszczenia hepatocytow (ALT, ASL, LDH) jak i toczace si¢ procesy antyzapalne (SAA).
Stosunek AST/ALT czesto pozwala na doprecyzowanie rodzaju uszkodzenia watroby
oraz etapu choroby. W tych badaniach stosunek AST/ALT byt rowny 1.2 co jest charak-
terystyczne w marskos$ci watroby, w poczatkach ostrego zapalenia czy uszkodzenia na
skutek zamknigcia odptywu zotci. Uzyskane wartosci ALT byly porownywalne z wcze-
$niejszymi danymi literaturowymi uzyskanymi po podaniu dawki 20 mg/kg ConA [10].
Poziom AST byt nizszy. LDH nie jest tak specyficznym wskaznikiem watrobowym, po-
niewaz znajduje si¢ w wielu komarkach. Jest jednak uwalniany do krwi w momencie
uszkodzenia komorek.

We wczesnym modelu zbadano poziomy SAA dla losowo wybranych zwierzat
z kazdej grupy. Badania nie pokazatly, ze w organizmach zwierzat z grup chorych rozpo-
czela sie faza ostrej odpowiedzi zapalnej. Uzyskany rezultat zgadza si¢ z wynikami
przedstawionymi w pracy Sternak et al. [92], w ktorej wydzielanie SAA wystepowato w
czasie pozniejszym niz 2 godziny po podaniu ConA. W etapie tak wczesnym jak badany
W niniejszej pracy, wydzielane sg przede wszystkim cytokiny zwigzane z poczatkujgcymi
odpowiedz zapalng limfocytami naptywajacymi do naczyn zatokowych [10, 93].

Jednym z zatozen prowadzonych badan byto zbadanie czy obrazowanie MR
moze uchwyci¢ zmiany strukturalne zachodzace w tkance pod wptywem ALF. W modelu
péznych zmian, w ktérym uzyskano duze zmiany chorobowe tkanki, wykonano obrazy
przy uzyciu sekwencji RAREst, ktore poddano dwdm analizom, opartym na intensywno-
$ci pikseli danego obrazu — analizie fraktalnej i teksturalnej. Natomiast w obu ekspery-

mentach zbadano czas relaksacji podluznej tkanki watroby.
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Analiza tekstur, oprécz dwdch parametrow, nie wykazala istotnych réznic po-
mig¢dzy obrazami z grupy kontrolnej i ALF w modelu pdznych zmian. Zmniejszenie war-
tosci parametru korelacji w grupie ALF wskazuje, ze w obrazach MR w tej grupie odcie-
nie szaro$ci pikseli obrazu sg bardziej roznorodne. Moze si¢ tak dzia¢ wskutek zwigksze-
nia niejednorodnosci tkanki, np. obecno$¢ obszarow martwiczych. Podobne podioze
moze mie¢ wzrost parametru kontrast w grupie ALF w stosunku do grupy kontrolne;j.
Jednak, pamigta¢ nalezy, ze nawet wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenna (0.117x0.117
mm/px), z ktérg wykonywane byty obrazy RAREst nie zapewnia bezposredniej wizuali-
zacji zmian w tkance. Duze obszary martwicze, zidentyfikowane w badaniu histologicz-
nym moga wcigz by¢ mniejsze od pojedynczego piksela w obrazie MR. Sprawia to, ze
sygnal w kazdym pikselu obrazu jest zawsze wazony stosunkiem powierzchni zdrowych
I zmienionych chorobowo obszarow, ktore zawierajg zardOwno naczynia jak i hepatocyty.
Znalez¢ mozna literaturowe doniesienia na temat przydatnosci analizy tekstur w ocenie
tkanki watroby. Badano m.in. obrazy pojedynczych komoérek watrobowych myszy na
roéznych etapach zwtoknienia [94], obrazy MR marskosci [95], zwtoknienia [96] i guzoéw
[97] watroby u ludzi, obrazy USG i CT stluszczenia watroby u ludzi [98]. Zarowno ba-
dania wykonane w tej pracy jak i w przytoczonych doniesieniach nie wykazaty duzego
potencjatu parametréw teksturalnych do stania si¢ znacznikami choréb watroby. Analiza
tekstur w badaniach u ludzi dawala lepsze wyniki niz w przypadku badah u zwierzat, ale
nie mozna bylo wskaza¢ jednoznacznego zbioru parametrow czutych na zmiany w obra-
Zie.

Analiza fraktalna znajduje zastosowanie w analizie uktadéw biologicznych, po-
niewaz uklady te charakteryzujg si¢ strukturg i ztozonoscig trudng do opisu geometrig
euklidesowg [38]. W pracy skupiono si¢ na dwoch podstawowych parametrach analizy
fraktalnej: wymiarze fraktalnym (D) i lakularnosci (L). Wykazano, ze w obrazach tkanki
objetej] ALF wymiar fraktalny ro$nie w stosunku do obrazu tkanki kontrolnej, natomiast
lakularno$¢ maleje. Nie wykazano jednak ich silnej odwrotnej korelacji (Rysunek 4.9,
str. 66). Mogto to by¢ wynikiem braku istotnosci parametru L. Wymiar fraktalny znacznie
czesciej niz lakularno$¢ znajduje zastosowania w analizie obrazow morfologicznych uzy-
skanych za pomoca r6znych technik [37, 99-101]. Przytoczone doniesienia literaturowe
I wyniki uzyskane w tej pracy pozwalaja wnioskowac, ze Df anatomicznych obrazoéw MR
jest parametrem czutym na istnienie obszaré6w o roznych strukturach w tkance watroby.

Na zmiang architektury tkanki, moga wptywac procesy zapalne, obszary martwicze, czy
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zmniejszony przeptyw krwi spowodowany zatorami lub zapadnigciami naczyn krwiono-
$nych. Wymiar fraktalny wydaje si¢ tez by¢ bardziej odpornym niz wczes$niej omdéwiona
analiza tekstur na komplikacje zwigzane z niejednorodnoscig zrodet sygnatu w pojedyn-
czym wokselu, co moze by¢ efektem zatozen lezgcych u podstaw analizy fraktalnej a mia-
nowicie samopodobienstwa analizowanego obrazu i jego niezmienno$ci podczas prze-
skalowywania.

Kolejnym parametrem strukturalnym, wyznaczonym na podstawie pomiaréw
ASL, w ktérych manipuluje si¢ magnetyzacja w tkance odwracajac ja lokalnie i globalnie,
jest czas relaksacji podtuznej tkanki Ti. W celu wyznaczenia czasu T1 wykorzystano
mapy po inwersji globalnej. Wyniki pokazaly jednoznacznie wzrost czasu T1 w watro-
bach zwierzat z ALF w p6znym modelu. Czas T1 w tej grupie wyniost 1597 + 130 ms.
W grupie kontrolnej w pdznym modelu czas T1 wyniost 1249 + 91 ms. Podobne wyniki
do tych zaobserwowanych dla grupy kontrolnej uzyskano we wszystkich grupach w ba-
daniu wczesnych zmian (Tabela 4-11, str. 78). Wyniki pokrywaja si¢ z danymi literatu-
rowymi 1360 + 60 ms uzyskanymi dla zdrowych zwierzat [102]. Wzrost czasu T1 w gru-
pie chorej w poZznym modelu najprawdopodobniej powodowany jest tym, ze woda w wy-
naczynionej krwi, znajduje si¢ poza sinusoidami, a co za tym idzie poza wymuszajagcym
jej ruch uktadem sercowo—naczyniowym. W grupach chorych we wczesnym modelu nie
zauwazono zmiany czasu T1 w stosunku do grupy kontrolnej, jednak zauwazono spadki
perfuzji. Moze to znaczy¢, ze jest to zbyt wczesny etap dla zaobserwowania zmian w
strukturze tkanki w obrazach MR (np. brak krwiakoéw, wynaczynienia, martwicy) jednak
mozliwe jest juz uchwycenie zmian w czynnosci naczyn.

Analiza czynnosciowa naczyn krwiono$nych byta podstawowym zalozeniem
pracy. Objeta ona badanie perfuzji tkankowej wykonanej w badaniach zarowno wcze-
snych jak 1 p6znych zmian, badanie kinetyki srodka kontrastowego w badaniu p6znych
zmian oraz badanie przeptywow i predkosci krwi we wezesnych zmianach.

Badanie wptywu ALF na perfuzj¢ krwi przez tkanke watroby W pé6znym modelu
wykazalo pogorszone mikrokrazenie w grupie ALF. Spadto ono z 245 + 20 ml/min/100g
w grupie kontrolnej do 200 + 32 ml/min/100g w grupie ALF. We wczesnym modelu
zmierzono perfuzj¢ czterokrotnie po podaniu ConA. Zmierzone wartosci perfuzji byly
poréwnywalne ze zmierzonymi w poéznym modelu (Tabela 4-10, str. 77). W grupach cho-
rych ALF_8 i ALF_15 we wczesnym modelu zaobserwowano spadki warto$ci perfuzji

w stosunku do badan grupy kontrolnej, potwierdzone przez analize statystyczng. Wyniki
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uzyskane w grupach myszy zdrowych pokrywaja si¢ z wezesniejszymi danymi literatu-
rowymi mierzonymi metodami inwazyjnymi [103, 104]. Wyniki zaprezentowane w po-
nizszej pracy zgadzajg si¢ takze z danymi przedstawionymi przez Ramasawmy et al.
[102] uzyskanymi w pomiarze FAIR z sekwencjg Look—Locker uzytg do odczytu (220 +
30 ml/min/100g w grupie zwierzat kontrolnych).

Zaobserwowana zmiana perfuzji w tkance ALF moze by¢ skutkiem aktywacji
leukocytow i ich naptywem do naczyn krwiono$nych watroby (Rozdziat 2.3.3, str. 37).
Zaktywowane komorki odporno$ciowe maja tendencje do zwigkszenia sztywnosci i lep-
kosci, przez co moga przylega¢ do $cian naczyn, ale rowniez moga ulec uwig¢zieniu w
sinusoidach [75, 76, 105]. Wptyw na mikrokrazenie moze rowniez wywiera¢ zaburzenie
w gospodarce krzepliwosci krwi. Nadmiar aktywnych ptytek krwi krazacych w naczy-
niach krwiono$nych moze prowadzi¢ do ich blokowania. Dodatkowo ptytki te nie sg od-
powiednio szybko usuwane w chorobach watroby [3, 11]. Kolejnym powodem do zwol-
nienia perfuzji krwi w ALF moze by¢ zaburzenie w wydzielaniu czynnikdéw regulujacych
prace naczyn — ich rozszerzalnos¢ i kurczliwosé [12].

W modelu wczesnych zmian ALF, badano rowniez przeptyw 1 predkos¢ prze-
ptywu krwi przez naczynia krwiono$ne metodg PC-MRI. Uposledzenie predkosci i prze-
ptywu zaobserwowano w zyle wrotnej w grupie ALF 15 w stosunku do grupy kontrolne;.
Moze by¢ ono zwigzane z pierwszg faza odpowiedzi zapalnej toczacej si¢ w organizmie,
ktorg jest naptyw limfocytow do watroby [7]. Niestety wyniku zaobserwowanego w zyle
wrotnej nie mozna pordwnac z krazeniem w tetnicy zaopatrujacej watrobe, ze wzgledu
na ulokowanie warstwy obrazujacej. Na mapach PC (Rysunek 3.12, str. 56) widoczna jest
aorta brzuszna, z ktorej tylko cze$¢ krwi dostarczana jest do watroby. Nie mozna byto
takze sprawdzi¢ czy pojawia si¢ kompensacja ze strony HABR, czyli zwigkszenie prze-
ptywu w tetnicy w odpowiedzi na zmiany w zyle wrotnej (Rozdziat 2.2.1, str. 35).

Dane zebrane podczas obrazowania dynamicznego w p6éznym modelu analizo-
wano stosujac dwa podejécia: parametryczne — modelowanie kompartmentowe (MK)
oraz nieparametryczne — empiryczne modelowanie matematyczne (EMM). Oba podejscia
do analizy obrazow DCE-MRI maja swoje mocne i stabe strony [22]. EMM pozwala na
szybkie wnioskowanie o dynamice $rodka kontrastowego z ksztaltu krzywej 1 jest fatwe
w aplikacji. Parametry EMM zwykle koreluja z fizjologia tkanki, dzigki czemu moga
wskazywa¢ zmiany zachodzace na skutek choroby. Jednak EMM nie pozwala, w przeci-
wienstwie do MK, okre$la¢ ilosciowo zmian fizjologicznych tkanki. Wynikiem modelo-

wania kompartmentowego moga by¢ informacje na temat przepuszczalno$ci naczyn,
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przeplywu czy objetosci przestrzeni poza komorkowej i poza naczyniowej. Trudnosciag
jest jednak dobor odpowiedniego modelu MK.

Da badan wybrano model empiryczny zaproponowany przez Fan et al. [39] do
analizy krzywych wychwytu kontrastu w raku prostaty oraz w raku piersi. Wspotczynnik
determinacji dopasowania modelu miat wysoka warto$¢ (R? > 0.98) u wszystkich obiek-
tow. Pierwszy fragment krzywej DCE mozna utozsami¢ z informacjami o perfuzji
w tkance [23, 24, 106]. Jest on czg¢sciej wykorzystywany w badaniach u ludzi niz na
zwierzetach ze wzgledu na szybko$¢ zachodzacych proceséw. Nachylenie krzywej (o,
ES) oraz czas do osiaggni¢cia maksymalnego rozjasnienia obrazu tkanki (Tpeak) informuje
o szybkosci, z jakg kontrast jest wychwytywany z krwi. W przeprowadzonych badaniach
nie zanotowano roznicy istotnej statystycznie w parametrze szybkosci wychwytu kontra-
stu (a) jednak juz w dwoch pozostatych parametrach taka réznica byta widoczna. Drugi
fragment krzywej DCE mozna natomiast utozsami¢ z informacjami o uszkodzeniu hepa-
tocytow [29]. Z tego fragmentu uzyskuje si¢ przede wszystkim informacj¢ o szybkosci
wyptukiwania §rodka kontrastowego z tkanki, a pamigtajac o zastosowanym hepatospe-
cyficznym $rodku kontrastowym, mozna wnioskowa¢ wtasnie o stanie i zdrowiu hepato-
cytow. Zauwazono zwolnione usuwanie kontrastu w grupie ALF (B, T1/2), co korelowato
z informacjami uzyskanymi z oceny histopatologicznej i biochemicznej, przy czym
uszkodzenia struktury obserwowane bezposrednio byty wigksze niz uszkodzenia czyn-
nosci, co jak wspomniano w Rozdziale 2.3.1 nie musi wspotgraé. Na uszkodzenie hepa-
tocytow przez procesy zapalne moga wskazywac réwniez dodatkowe parametry Kpeak
i AUC. Pierwszy opisuje zmiang ksztattu piku maksymalnego rozjasnienia tkanki, ktory
w obiektach grupy ALF bardziej przypominat plateau wskazujac na dluzsze zatrzymanie
srodka kontrastowego w tkance. AUC, istotnie wigksza w grupie ALF, rowniez wskazy-
wata na powolniejsze usuwanie kontrastu z hepatocytow. Podobny w zatozeniach ekspe-
ryment przeprowadzili Moriyama et al. [40], ktorzy badali ostre zapalenie watroby
U szczuréw przy pomocy EMM (model byt inny od prezentowanego w niniejszej pracy).
Jakkolwiek, trudno dokona¢ bezposredniego poréwnania wynikow modelowania, warto
napomnie¢, ze w obu pracach obserwowano podobienstwa w zmianie wyznaczanych
wartos$cCi, potwierdzajgce wplyw uszkodzenia na czynnosci badanego uktadu. Potwierdza
to skuteczno$s¢ EMM, jako szybkiej metody analizy kinetyki CA.

W niniejszej pracy zaproponowano uproszczony model kompartmentowy dla

wyznaczenia stalych transportu kontrastu pomiedzy kolejnymi elementami uktadu. Cyr-
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kularno$¢ uktadu krazenia zapewniono tutaj poprzez uwzglgdnienie transportu bilinear-
nego pomiedzy przestrzenig Dissego a aortg, symbolizujaca caty uklad naczyniowy.
Uproszczono réwniez opis transportu CA z hepatocytow do przestrzeni Dissego, ktory
moze odbywac si¢ dwoma drogami (OATP/MRP, Rozdziat 3.1.1, str 40). Aby uwzgled-
ni¢ obie drogi transportu, potrzebne by byty wstepne informacje o czasie przebywania
CA w przestrzeni Dissego i o szybkoSci, z jaka pracuja oba transportery.

W modelu kompartmentowym postanowiono uzna¢ dawke CA za warto$¢ wej-
sciowa, z uwagi na uzyskane krzywe AIF. W grupie kontrolnej obserwowano wyzsze
wartosci koncentracji kontrastu w tkance watroby niz w aorcie, co stanowilo problem
w trakcie modelowania. Krzywe AIF nawet w przypadku wyznaczania w lewej komorze
serca moga by¢ obarczone btedami. Dlatego stosuje si¢ r6zne metody poprawy tych krzy-
wych. Jedng z nich jest stosowanie krzywej populacyjnej [107, 108]. Ze wzgledu na trud-
no$ci pomiarowe ten sposob zostat wybrany w celu uzyskaniu wartosci wstepnych.

Uzyskane wyniki pokazaty, ze 5 statych transportu zmniejszyto si¢ w grupie
chorej. Podwyzszenie warto$ci zaobserwowano tylko w przypadku transportu z hepato-
cytéw do przestrzeni Dissego (k). Natomiast szybko$¢ transportu z hepatocytow do pe-
cherzyka zotciowego (k;}) nie ulegla zmianie. Wynik taki moze oznaczaé, ze zmniejszone
wyplukiwanie CA w grupie ALF jest spowodowane dtuzszym utrzymywaniem si¢ tego
kontrastu w krwi ze wzgledu na uszkodzenie hepatocytow. Zdaje si¢ to by¢ potwierdzone
przez korelacje uzyskane pomigdzy wynikami modelowania a oceng biochemiczng i hi-
stologiczng. Bardzo interesujacg korelacja jest zalezno$¢ pomigdzy stwierdzonym histo-
logicznie uszkodzeniem $ciany naczynia a statymi transportu. k4, k& sg skorelowane ne-
gatywnie z uszkodzeniem $ciany naczynia. Dokumentuje to zalezno$¢ pomiedzy stanem
czynnosciowym $ciany naczynia (w tym przypadku toczacym si¢ stanem zapalnym)
amozliwoscig transportu sktadnikéw. Zaobserwowano rowniez, ze k!t koreluje pozytyw-
nie a k? negatywnie z uszkodzeniem $ciany naczynia. Rowniez stwierdzono istotne ne-
gatywne korelacje pomi¢dzy znacznikami biochemicznymi, wskazujagcymi na uszkodze-
nie hepatocytow, a statymi transportu.

Jak wspomniano w Rozdziale 4.2.6 (str.72) przeprowadzone modelowanie kom-
partemtowe byto kilkuetapowe. W pierwszej kolejnosci wykonano dopasowanie do po-
pulacji catej grupy, korzystajac z wielkosci wyznaczonych z krzywych AIF. Na tym eta-

pie wartosci te traktowane byly, jako state. Nastepnie korzystajac z wyznaczonych war-
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tosci transportu przeprowadzono modelowanie indywidualne. Na tym etapie modelo-
wano wszystkie wielko$ci. Dla osiagniecia dobrych dopasowan krzywych i stabilnych
wartosci parametréw wystarczaly cztery iteracje modelu.

Jednym z celéw pracy wykonywanej na trudnym dla wykonywania pomiaréw
obrazowania MR obszarze jamy brzusznej byt dobor metodyki badania. Uzyte protokoty
badania perfuzji i mikrokrazenia opieraja si¢ gtdéwnie na szybkich sekwencjach obrazo-
wania. Miato to na celu poprawe jakosci uzyskiwanych obrazéw MR w zwigzku ze wspo-
mnianymi juz wczesniej zaburzeniami rytmu oddechowego i og6lng zta kondycja zwie-
rzat badawczych (gtownie w modelu p6znych zmian).

Zoptymalizowanie metody ASL do badan watroby jest zwigzane z roznymi pro-
blemami, z ktérych najwazniejszym jest rozwigzanie artefaktow ruchowych. Zwlaszcza
W obrazowaniu watroby matych zwierzat stanowi to wyzwanie gdyz cata jama brzuszna
porusza si¢ w trakCie oddechu. W niniejszej pracy zaproponowano, jako rozwigzanie po-
dwojne bramkowanie tgtnem i oddechem, oraz sekwencj¢ EPI, jako sekwencje odczytu
pozwalajacg na uzyskanie obrazu po pojedynczym impulsie RF. Uzyskiwane obrazy cha-
rakteryzowatly si¢ niskg rozdzielczoscig przestrzenng (96 X 64 px). Jednak, dzigki szyb-
kiej akwizycji danych w EPI, mozliwe byto uzyskanie obrazu MR w trakcie jednej bramki
oddechowej a tym samym ograniczenie wystgpowania artefaktow. W drugim ekspery-
mencie zmniejszono FOV, przy zachowaniu tej samej rozdzielczosci przestrzennej, co
poskutkowato doktadniejszymi mapami.

Podczas analizy obrazow FAIR-EPI napotkano na problem z warto$ciami per-
fuzji przypisanymi do pikseli obrazéw. Z obrazéw usuni¢to piksele z warto§ciami wigk-
szymi od 500 ml/min/100g, poniewaz byly one zwigzane z duzymi naczyniami krwiono-
snymi obecnymi w danym obszarze. Usunigto rowniez piksele z warto§ciami negatyw-
nymi, jako niefizyczne. Perfuzje wyznacza si¢ z réznicy pomigdzy znakowanym i kon-
trolnym obrazem, przy czym rdznica ta jest niewielka, na poziomie kilku procent [18].
Obraz kontrolny otrzymywany jest po inwersji magnetyzacji spindw w catej objetosci
cewki, jednak cewka nie obejmuje calego zwierzecia. Mozliwe jest, wigc ze magnetyza-
cja w obrazie kontrolnym zdazy odrosngé powodujac wzrost sygnatu w pewnych obsza-
rach obrazu tkanki. Inna kwestig wptywajacg na badanie, jest mikroskopowa budowa wa-
troby, zwtaszcza jej uktadu naczyniowego. Woksele obrazu MR, nigdy nie beda obejmo-
waty jednorodnego obszaru. Konstrukcja tkanki watroby, moze mie¢ lokalnie bardzo sil-
nie zroznicowane warto$ci czasu relaksacji dajace przyczynki do tego samego elementu

obrazu MR, co moze objawi¢ si¢ w uzyskiwanych warto$ciach. Pozorny czas relaksacji
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podtuznej moze by¢ nieprawidlowo okreslany w dopasowaniu krzywej odrostu magnety-
zacji ze wzgledu na zupehie nieadekwatny zestaw mierzonych czasow inwersji. W szcze-
g6Inosci moze tak si¢ dzia¢ w przypadku, gdy duzy udziat objg¢tosci woksela przypada na
naczynie krwionosne.

Dotychczas, w bezposrednich badaniach mikrokrgzenia w watrobie dominowaty
inwazyjne metody pomiarow. Nieinwazyjne metody zaczgto przystosowywac do tego ob-
szaru badan dopiero w ostatnich czasach [102, 109]. Ponizsza praca jest pierwsza pre-
zentujacg wyniki uzyskane metodg FAIR-EPI (wyniki opublikowano razem z wynikami
z EMM).

W analizie przeptywow krwi w naczyniach krwionosnych badanych metodg PC-
MRI uwzgledniono poprawke wynikajaca z kata B odchylenia naczynia od kierunku pro-
stopadtego w stosunku do warstwy obrazowania. Wptyw tych poprawek na warto$¢ prze-
pltywu uznaje si¢ za istotny w przypadku pomiaru, w ktorym B przekracza 30° (wtedy
cosp > 0.87) [18]. W przeprowadzonych pomiarach zaobserwowano takie odchylenie
tylko u jednego zwierzgcia.

Metody PC-MRI sg adaptowane na grunt badan matych zwierzat, jednak glow-
nym obszarem zainteresowania badaczy jest pomiar predkosci krwi w aorcie [110, 111].
Brak jest doniesien o pomiarach prgdkosci krwi wrotnej ta metoda (wedle wiedzy Au-
torki).

Do obrazowania dynamicznego uzyto sekwencji IntraGateFLASH™, ktora byta
oryginalnie przygotowana z myslg o badaniach serca. Jednak wtasciwosci tej sekwencji,
takie jak wspominane bramkowanie retrospektywne (Rozdziat 1.4.1, str. 22) spowodo-
waly, Ze jest ona przenoszona na grunt badan dynamicznych m.in. zwigzanych z watrobg
[112, 113]. Jest to rozwijajace si¢ i mtode podejscie do badan DCE-MRI. W badaniach
w niniejszej pracy zdecydowano si¢ na wykonanie trzech dlugich pomiaréw (10 min,
1500 NA) w ciagu pierwszych 30 minut obrazowania i ich pdzniejsza rekonstrukcje (150
obrazow). Sekwencja ta nie wymaga zewngtrznego bramkowania sercem czy oddechem
przy pomocy dodatkowych urzadzen. Wykorzystuje zastosowanie dodatkowej warstwy
— nawigatora, umieszczonej w obszarze serca pozwalajgcego na $ledzenie rytmu pracy
serca [51]. Dodatkowo pomiar amplitudy sygnatu z obszaru serca jest rowniez podatny
na ruchy zwigzane z oddechem, dzigki temu zaburzenia danych przez te procesy fizjolo-
giczne mozna usungé na etapie przetwarzania koncowego danych (retrospektywna re-
kosntrukcja danych). To istotne zwlaszcza dla zwierzat z grupy ALF, dla ktorych obser-

wowano m.in. duze wahania dlugosci rytmu oddechowego, w tym nagle przyspieszenia
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oddechu i jego zaniki, sptycenia oddechu prawie do granicy wykrywalnosci. Rekosntruk-
cja retrospektywna umozliwia rowniez zmiange liczby klatek trybu cine np. w celu zapew-
nienia niezbednej w badaniach dynamicznych wysokiej rozdzielczosci czasowej. Roz-
dzielczo$¢ ta jest ona zwlaszcza istotna przy analizie fazy wychwytu kontrastu a z drugiej
strony nie zawsze moze by¢ optymalnie dobrana przed pomiarem ze wzglgedu na rézny
stan zwierzat. W prezentowanej pracy uzyskano rozdzielczos¢ na poziomie 4 sekund na
obraz. Pozwolito to uchwyci¢ pik sygnatu w aorcie podczas przeptywu CA.

Podczas obrazowania z zastosowaniem sekwencji IntraGateFLASH™ celowo
uzyto szeroka warstwe nawigatora. Pozwolito t0 na wysycenie sygnatu w aorcie pocho-
dzacego od spinow krwi, dzigki temu zaobserwowano wzmocnienie sygnatu pochodzace
tylko od CA. W przypadku niestosowania warstwy wysycajacej konieczne jest dodat-
kowe uwzglgdnienie hematokrytu w obliczeniach koncentracji CA w naczyniu [85, 107].
Hematokryt krwi nie jest statg wielkoscig. W literaturze podawane sg wartosci z zakresu
0.4 - 0.5 w duzych naczyniach krwiono$nych [85, 88, 107, 114]. Z drugiej strony w przy-
padku niestosowania takiej warstwy, mozliwy jest pomiar AIF w sercu [88, 107, 115,

116].
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6. WNIOSKI

Wykazano mozliwo$¢ diagnostyki zaimplementowanego mysiego modelu
ostrego stanu zapalnego watroby technikami obrazowania RM.

Opracowane protokoty oparte na technikach obrazowania MR pozwolity na ja-
kosciowe 1 ilosciowe zbadanie zaburzen uktadu krazenia na poziomie duzych naczyn oraz
na poziomie mikrokrgzenia w odniesieniu do zmian strukturalnych tkanki. W efekcie
uwidocznione zostaly pierwsze zmiany w krazeniu juz na tak wczesnym etapie jak
W ciggu dwoch godzin od wywotania stanu zapalnego. Mozliwe bylo rowniez zbadanie
duzych zaburzen czynno$ciowych uktadu krazenia watroby na etapie ustabilizowanych
zmian badanych 24 godziny po wywotaniu stanu zapalnego.

Opracowanie catosciowej i oryginalnej metodyki badania krazenia w stanie za-
palnym watroby, jako znaczacego markera stanu tego organu w przebiegu patologii po-
zwala na potencjalne jej uzycie w przedklinicznych badaniach skuteczno$ci terapii hepa-
toprotekcyjnych.

Cel pracy zostal osiagniety.
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7. ANEKS

7.1.BARWIENIE OMSB

W pracy zastosowano barwienie OMSB, opracowane w laboratoriach Jagiellon-
skiego Centrum Eksperymentalnej Terapii (JCET) w Krakowie, ktore jest kombinacja
barwienia orceing Unny (O) oraz barwienia Martius, Scarlet and Blue (MSB). Barwienie
O stosowane bylo, jako pierwsze do podbarwienia elastyny i blaszek sprezystych w oce-
nianych preparatach. Nastepnie stosowano barwieniec MSB, ktore pozwala na wybarwie-

nie fibryny 1 pokazuje wykrzepienia. To barwienie sktada si¢ z nastepujacych krokow:

1. Barwnik zotty Martius yellow (M) — wybarwienie czerwonych krwinek krwi, mozliwe
wybarwienie wczesnych fibryn;

2. Barwnik czerwony Crystal scarlet (S) — wybarwienie mig$ni i dojrzatych fibryn;

3. Barwnik niebieski Methyl blue (B) — wybarwienie kolagenu i starych depozytow fi-

bryny.

Cata ocena histologiczna prezentowana w tej pracy zostata wykonana przez Pa-
nig mgr Agnieszke Jasztal. Natomiast ocena biochemiczna przez Panig mgr Barbarg
Sitek.
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