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Roviditések jegyzéke

ADC - Léatszolagos Difftizios Egyiitthaté (Apparent Diffusion Coefficient)

b-érték — diffiziés MR kisérletekben a jelcsokkenés exponense (kisérleti paraméterek
fliggvénye)

CPMG - Carr-Purcell-Meiboom-Gill (szerzok nevébdl alkotott MR szekvencia elnevezése)
DWI - Diffuzi6 sulyozott kép (Diffusion Weighted Image)

EC — Extracellularis

EMT - Effektiv Kozeg Elmélet (Effective Medium Theory)

IC — Intracelluléris

MR — Miégneses Rezonancia (Magnetic Resonance)

MRI — Mégneses Rezonancia Képalkotds (Magnetic Resonance Imaging)

PFGSE - Pulsed Field-Gradient Spin Echo

T2WI - T2 sulyozott kép (T2 Weighted Image)

TIWI - T1 sulyozott kép (T1 Weighted Image)

VVT — vOrosvértest



Bevezeto

A diagnosztikai MR képalkotds a mai radioldgia egyik legfejlettebb eljarasa. A rendelkezésre
allo technoldgia lehetdvé teszi a széleskorli klinikai alkalmazéast. Az MR képalkotds sordn a
mérési paraméterek szdma nagyobb, mint egyéb transzmisszids rontgen eljards esetén (pl.:
CT). Azon anyagi jellemzok szdma is nagyobb, amelyek az MR jelintenzitast befolyasoljdk.
Az MR mérések széles skdldn nytjtanak lehetdséget szovetek jellemzésére, azok kozotti
kontraszt eldallitdsdra. Ugyanakkor rendkiviil sok kérdés meriil fel a mérési paraméterek
megvéalasztasa, illetve a mérési eredmények értelmezése sordn. JOl példazzdk ezt az MR
diffiziés mérések. Az MR diffiziés mérések alapja rendkiviil egyszerli, de a gyakorlati
alkalmazas alapos szakértelmet kovetel meg. Hogyan vélasszuk meg a b-értéket, hogyan
allitsuk be a gradiens irdnydt, mi az ADC (Apparent Diffusion Coefficient -
latsz6lagos/mért/effektiv diffizids tényezd) jelentése valdjdban, hogyan allitsuk be a diffizios
1d6t, milyen szekvenciat hasznéljunk, milyen hatdssal van a relaxacié a mérésre, mi az eddy
aram hatdsa a mérésre?

A mérési eredmények és a hozzdjuk tartozé koéros elvéltozdsok pdrositdsa mara hatalmas
adatbazist épitett fel, koszonhetéen annak, hogy az MR képalkotds egyre szélesebb korben
érhetd el. Az ismeretek ilyen médon vald felhalmozddésa jelenleg még mindig expanziv
stddiumban van, a részletekben valé elmélyiilés még sok klinikai teriileten védrat magéra.
Ennek az oka fdleg az, hogy a patologidk MR képalkotdsbeli megjelenésének értelmezése
rendkiviil bonyolult lehet. A mért rendszer (él6 szovetek) minden szempontbdl Gsszetett. A
mérési paraméterek megvalasztasa kijeloli azt a tér-, ido-, €s energiaskalat, amelyen lezajlé
folyamatok befolydsoljdk a mérési eredményt. Ez lehetdséget nyujt arra, hogy a rendkiviil
Osszetett €l0 rendszerben (amelyben minden ismert részlet fontos funkcidval bir)
elhanyagoldsokkal élhessiink. Olyan részletektol kell eltekinteniink, amelyek az adott mérési
skalan, illetve mérés érzékenységén til nem jatszanak szerepet. Az egyszerUsités,
elhanyagolds soran azonban szem eldtt kell tartani az ilyen médon kapott eredmények
érvényességi hatérait.

Szamos patoldgia esetében nyilhat lehetdség arnyaltabb informdacié megszerzéséhez aziltal,
hogy az MR mérések eredményeit befolydsold jelenségeket tisztdzzuk. Az MR diagnosztikat
érintd kutatdsok az altaldnosan elfogadott paradigmék folytonos megujuldsdhoz vezetnek, a
folyamatos technoldgiai fejlodés mellett a mérési eredmények mikroszkopikus hatterének

tisztazasa folyik. J6I példazza ezt a folyamatot az ISMRM (International Society for Magnetic



Resonance in Medicine) 2006-ban kiadott ,,Outstanding Issues” (A kiemelkedden fontos
tigyek) cimii levele, amely kitér az MR képalkotast érintd biofizikai kérdésekre:
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9. "Establish the definitive biophysical mechanism underlying the dependence of ADC on the b-value in the

brain".

10. “Understand why the trace of the diffusion tensor (at moderate bvalues) is nearly constant across brain
tissue types and species”

11. “Definitively quantify the contributions of the intra- and extra-cellular components to the diffusion signal”
12. “Identify the cellular correlates of changes in diffusion anisotropy in white matter”

13. “Reliably quantify the dependence of diffusion on diffusion time, to identify different tissue types or
geometrical features”

14. “Better understand the biophysical nature of diffusion MR signal, in order to optimize diffusion experiments
more effectively”

15. “Identify all the causes of lambda?2 being greater than lambda3 in a fiber”

Jelen dolgozat targyat els6sorban az intra-, és extracelluldris tér diffizids jelcsokkenésben
jatszott szerepének tisztizdsa (Id. 11. pont fent), valamint az ezzel parhuzamba allithaté
relaxdcios jelenségek képezik.

Vizsgdlataink a stroke sordn felmeriild radiolégiai probléma nyoman azt a célt tlizték ki, hogy
ellendrizheté modellkisérletekben a viz diffizids tényezdjének és a T2 relaxacids idonek a
kontrollalhat6 paraméterektdl valo fliggését felderitsék. A vizsgélatok targyat kisérleti modell
oldatok, illetve sejtek szuszpenzidi képezték. A kisérleti eredmények elméleti modellekkel
vetettem Ossze, ennek célja: a) a modellek érvényességét tesztelni, b) a validalt modellek
alapjan 0Osszetett rendszerekben bekovetkezd diffizids tényezd €és T2 relaxdcids id6
valtozdsokat megjésolni, ¢c) az MR mérések tér-, és idOskaldjat illetden koherens képet
kialakitani, amely tdmpontot ad a diagnosztika szakemberei szdmadra. Vizsgalataim
kozéppontjdban heterogén (intra-, és extracellularis kozeget is tartalmazd) rendszerek
diffizids és relaxdcios tulajdonsdgai alltak. Az intra-, és extracelluldris tér oldott molekuldi

mindségének és mennyiségének hatdsat vizsgaltam.

Diagnosztikai aspektusok

A diffaziés MR képalkotds a kozponti idegrendszer betegségein kiviil a vese, a mdj és a
nyirokcsomok elvaltozdsainak diagnézisdban jétszik szerepet. A vizmolekuldk sejtmérettel
Osszevethetd tavolsdgd elmozduldsdnak tanulmanyozdsa fényt vet a viztranszportban

bekovetkezd véltozdsokra, valamint a szovetek geometriai és térbeli elhelyezkedési
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valtozdsaira a koros és egészséges allomanyok Osszehasonlitdsdban. A relaxacidés mérések
ugyanakkor az oldott anyag koncentracidjdnak valtozasardl, illetve a vizkoncentracidok
alakulasardl adnak informdcidt. Részben technikai okok miatt a kdzponti idegrendszer koros
elvaltozasainak tanulmédnyozésaban sziilettek az elsé MR difftiziés eredmények.

Az agytumorok diagnézisdnak teriiletén a betegpopuldcié viszonylag nagyszamui. Emellett a
tumortérfogatok inhomogenitdsa, a tumor mellett megjelend 6déma, miitéti beavatkozdsok
hatdsa, kemoterdpia hatdsa, cisztds 1éziok kialakuldsa, malignitasbeli kiilonbségek,
radioterdpia okozta elvaltozdsok olyan széles vizsgdlati bazist teremt, amely lehetdséget
teremt az MR technikdk optimalizdldsdra és a patologia-kontraszt 0Osszefiiggések
feltérképezésére (I1d. [1]). A kiilonbozd szovettartomédnyok diverzitdsa ugyanakkor kihivast is
jelent a diagnoszta szdmdra, hiszen a viz diffizidjanak alakuldsa mogott egészen kiillonbdzo
biofizikai mechanizmusok éllnak, sokszor (egy adott MR technika mellett) azonos kontrasztot
eredményezve. A differencidldiagndzis lehetdsége tobb mérési MR technika alkalmazisanak
sziikségességét is jelenti. A diffiizids tényezd a cisztds és nekrotikus régiokban magasabb az
egészségeshez képest. A vazogén eredetli 0démdk szintén nagyobb difftizids tényezOhoz
vezetnek. Ugyanakkor a radioterdpia okozta karosodasok alacsonyabb ADC értékhez
vezetnek. Staging szempontbdl talan legfontosabb a tumor gradusa és az ADC értéke kozotti
Osszefiiggés. A tumor gradusdnak novekedésével az ADC érték kis mértékben novekszik, a
tumor térfogatdban az ADC érték az egészségeshez képest csokkent értéket mutat. Mivel a
tumor és a radioterdpids kdrok ADC csokkenéshez vezetnek, e teriiletek megkiilonboztetése
kontrasztanyag alkalmazdsdval lehetséges, a tumor dllomany erezettsége az egészséges
szovetektol eltérd, ezért a perfizids tulajdonsagdban egyértelmiien kiillonbozik az egészséges
allomanytdl [1]. A tumoros dllomanyok patoldgidjukban jelentdsen kiilonbozhetnek, az ADC
értékek is nagyon kiilonbozdéek lehetnek. E kiilonbségek patomechanikdja és ezen alapuld
biofizikai hattere nem minden esetben tisztazott. A relaxacidos mérések (T1IWI, T2WI) a
cisztds dllomanyt nem minden esetben képes j6 intenzitaskiilonbséggel dbrazolni a DWI-hez
képest, ennek oka a cisztds dllomanyban esetenként felhalmoz6do relaxélé dgensként miikodo
fehérjék illetve fehérjeszarmazékok magas koncentriciéja [1]. Ez megmagyardzhatja a
relaxdcioban bekovetkezd csokkenést. Habar az ilyen jelenségekhez egyszerl és kozérthetd
magyardzatok tarsultak a diagnosztikdban, sokszor ellentmonddsosak és esetenként
félrevezetok lehetnek.

A diffazié sudlyozott képalkotds madsik nagy alkalmazdsi teriilete az agyérbetegségek
diagnézisa, a stroke, az ischemids allomanyok vizsgdlata. A DWI alkalmazdsanak egyik fo

oka (a szintén nagy szamu betegpopuldcié mellett) az, hogy a diffiziés képalkotdsban az



ischemids teriilet merében mds informdaciét nyudjt mint a T2 sdlyozott képeken. A stroke
kialakuldsénak elsd 6raiban a relaxdcio az érintett teriileten nem valtozik, ugyanakkor az ADC
értéke jelentdsen csokken, igy a DW képeken az érintett teriilet nagy jelintenzitasda. A T2
érték csak 6rak milva né meg, mikdzben 6déma alakul ki, ez a T2 sulyozott képeken nagyobb
jelintenzitashoz vezet. Az ADC értéke késobb novekszik, mint ahogyan a T1 érték is. Ez a
csokkenés a sziirkedllomdnyra jellemzd, a fehér dllomanyt nem érinti. Az Aallatkisérletek
hasonld, azonnali postmortem ADC csokkenést mutatnak. Tovabbi allatkisérletek hasonld
jelenséget igazoltak indukalt fokdlis agysériilések esetén [1].

Erdemes megjegyezni, hogy a kontrollalt és reprodukdalhaté allatkisérletek azt igazoljdk, hogy
az ischemia utdni els6 1-2 percben az ADC érték dtmeneti novekedést mutat (10-20%) az
érintett teriileten, mieldtt a csokkend tendencia mutatkozna [1]. Ez a jelenség a reperfiizios
folyamattal jol korreldl, ugyanakkor ez a korrelacié megszinik hyperglikémids éallatokban. Ez
a kisérleti eredmény ramutat az élettani folyamatok bonyolultsdgara.

Tobb mechanizmus sejthetd a jelenség mogott. Szoveti szinten citotoxikus 6déma kialakuldsa,
késObb megnovekedett szoveti viztartalom 1éphet fel. Mikroszkopikus szinten viz
athelyezddése az extracellularis térb6l az intracelluldris térbe, sejtmembran viz-
permeabilitisdnak megvaltozasa, extracelluldris térben molekuldris crowding, intracelluldris
térben ozmotikusan aktiv viz felszaporoddsa, és a vizmolekuldk szamara diffizié 4ltal
elérhetd térfogatok geometridjanak megvaltozdsa (tortuosity) az MR jelintenzitast
befolydsoljak. Tovdbbd a sejtek ozmotikus rezisztencidjdban bedllé valtozdsok szerepe is
felmeriil. Ezek a folyamatok idében nem egyszerre torténnek, ugyanakkor ok-okozati
Osszefiiggésben 4llnak, é&llhatnak egymdssal. Az MR jelekben az intracellularis és
extraceluldris tér hatdsa direkt médon nem vdlaszthat6 szét. Az allatmodell kisérletekben az
ischemia el6idézésére szamos technikai megoldéds kindlkozik, ezek azonban tobb egyideju
élettani hatdssal jarnak, amelyek tovabb bonyolitjdk a patoldgids torténések megértését. A
sejtszintll torténések tisztizdsara a szovetmodelleken végzett kisérletek adhatnak segitséget.
Az Osszetett jelenség tisztdzdsa segitséget nyudjt a kdrosodott térfogat meghatdrozdsa, a

karosodas eldrehaladédsa diagndzisaban, valamint a terdpids eljardsok meghatarozasaban.

Biologiai és biofizikai aspektusok

A biolégiai rendszerekben a viz tulajdonsidga meghatdrozé szerepet tolt be. Az, hogy a viz
sejten belill egyszeri folyadékként viselkedik, vagy ugy, mint egy egyszerii vizes oldatban,

esetleg ezektdl alapvetden kiillonboz6 tulajdonsdgokkal bir, élénk vitdk targyat képezte az



elmult évtizedekben [2]. A viz nem egyszertien makromolekuldk olddszere, hanem
transzportfolyamatok kozege is, mint ahogyan a makromolekuldk nem egyszertien oldott
anyagok, hanem szerkezetiik, kolcsOnhatasuk révén Osszetett funkciondlis szerkezetként
viselkednek. A mechanikus, diffizié 4&ltal vezérelt transzportfolyamat-modellek csak
korldtozottan érvényesek [2]. A viz, mint egyszerli folyadék fizikai tulajdonsdgai is
kiilonosek. A viz sirlisége 4 °C-on a legnagyobb, a kompresszibilitisa 46 °C-on a
legnagyobb, viszkozitdsa csokken a nyomds novekedésével, szildrd formdban kvazikristély.
Ezen tulajdonsdgok kiilonb6zo tipusd, jéghez hasonld szerkezeti mikrodomének jelenlétével
magyardzhatok, amelyek kozott a vizmolekuldk gyorsan cserélddnek [2]. Ez a tulajdonsag
rendkiviil fontossd vélik oldott ionok, molekuldk jelenlétében, ahol a hidraticiés rétegek
kozotti szerkezeti kiilonbségek, valamint az ezek kozotti vizmolekula cserélodés fontos
szerepet jatszanak. A viz bioldgiai kozegben tehat nem tekinthetd6 homogén folyadéknak,
inkabb kiilonbozd tipust folyadékok dinamikus keverékének. A sejten beliili térben a viz
koncentracidja kisebb, mint a sejten kiviili tartomanyban. Ezt a koncentraciokiilonbséget
(4llati sejtekben) a sejtmembranok ionpumpak segitségével (mint pl. Na* ionok intracelluléris
térbol vald kipumpéldasa) tartjdk fent, amellyel indirekt médon a viz koncentracidkiilonbségét
igyekszenek fenntartani. Az ionpumpdk ozmotikus reguldciés szerepe nem feltétleniil
egyediilalls. Az ozmotikusan inaktiv viz mennyiségére vonatkoz6 tanulmanyokbdl kideriil,
hogy az intracelluldris viz nagy része a fehérjékkel kolcsonhatdsban 4ll. A fehérjék
konformdcids véltozédsai pedig a veliikk kolcsonhatdsban all6 viz mennyiségét befolydsolni
képes. Ilyen médon az ozmotikusan inaktiv (nem mobilis, nem kivonhatd) viz mennyisége is
véltozik, ezzel mintegy a fehérjék ozmotikus regulatorként 1épnek fel. Habar az ok-okozati
Osszefiiggés nem feltétleniil helytdlld, az kijelenthetd, hogy az intracelluldris makromolekuldk
konformdcidja és mindsége, a vizmolekuldk mozgékonysédga, a sejt ozmotikus viselkedése,
valamint a metabolikus transzportfolyamatok kozott erds Osszefiiggés talalhato [2].

Az MR mérések térbeli felbontoképessége dltalaban jéval gyengébb, mint a sejtméret (az
extrém petesejt MR mikroszkopids vizsgalatatol eltekintve). Az MR mérések ezért legteljebb
a teljes intracelluldris atlagokat képesek mérni (sokasdgra vett atlag), mint diffizids tényezd,
illetve relaxacids allandd. A fent emlitett mikrodomének mérete a nm-es skalan van, ezért
ezek jelenlétérdl legfeljebb indirekt médon lehet igazolast, illetve céfolatot nyerni. Az intra-,
illetve extracelluldris vizterek kiilonbsége, a sejtmembranok vizre vonatkozé permeabilitdsa
szintén kozvetett mdédon jelenik meg, alapos kisérleti tervezéssel, in-vitro modellkisérletekkel
azonban az MR mérésekre gyakorolt hatdsuk meghatarozhat6. Val6éjaban az MR mérések

adnak lehetdséget arra, hogy a vizmolekuldk mozgékonysdgat in-vivo mddon, €16 intakt



sejtben mérni lehessen. A relaxdciés mérések kozvetetten ugyan, de a vizmolekuldk
tartozkodasi helyérdl és tartézkodasi idejérél adnak informdciét, hiszen a relaxécid
mikroszkopikus jelensége rovidtava kolcsonhatdsokon (dipdlus-dip6lus, dipdlus-kvadropdlus,
amelyek arnyékolds nélkiil is gyorsan térben lecsengd kolcsonhatdsok) keresztiil érvényesiil.

A sejtek ozmotikus reakciéjanak feltérképezése, a vizmolekuldk mozgékonysiga, valamint a
vizmolekuldk tartézkoddsi helyének és tartézkoddsi idejének feltérképezése fontos
informécidval szolgal olyan kéros folyamatok megértéséhez, mint a citotoxikus 6déma, a
sejtek ozmotikus reakcidja, vagy a sejtciklussal kapcsolatos intracelluldris torténések.
Mindezek az ismeretek az MR mérési eredmények eldrejelzését szolgalhatjak, ezzel teremtve

meg az MR képalkotasbeli megjelenés és az élettani folyamatok kozotti kapcsolatot.

A vizsgalt anyag altalanos fizikai tulajdonsagai

A biofizikai modellezéshez elengedhetetleniil sziikséges a vizsgdlt bioldgiai szovetek
altalanos fizikai tulajdonsiagainak ismerete. A vizsgalt szovetek bioldgiai, kémiai és fizikai
tulajdonsagai rendkiviil Osszetettek, €s ezen aspektusok szerint nem is mindig targyalhatok
kiilon-kiilon. Mégis sziikségesnek latszik, hogy biofizikai szempontbdl vizsgaljuk a mérés
targyat képezo rendszereket. E szempont szerinti tdrgyalds ugyan durvan leegyszertsitonek
tinhet egy biokémikus, illetve egy orvos szdmdra, ugyanakkor lehetdséget ad egyszeru
modellek feldllitdsdra, azok tesztelésére €s korrekcidjara. Nem utolsésorban e modellek
érvényességi hatdrait is vildgosan meg lehet hatdrozni. E modellek olyan egyszeri
paraméterekkel foglalkoznak, mint példaul oldott anyagok koncentricidja, viztartalom, a
sejtmembran ateresztoképessége, oldott anyagok molekuldinak tomege, fizikai dimenzidi,
sejtek mérete stb. Amennyiben e paraméterek valtozdsa koéros folyamatokban jol
feltérképezett, ugy az élettani, szovettani ismeretek fontos informdcidkkal szolgidlhatnak a
fizikai-kémiai modellekhez.

Az €16 szovetek fizikai tulajdonsdgainak leirdsa nem egyszerii feladat. A gdz halmazallapotd
anyagok tulajdonsdgainak lefrdsdban a termodinamika eszkoztara rendkiviil sikeres, a szildrd
testek esetében a szildrdtestfizika nyujt segitséget. Ez a két példa két szélsOséges esetet jelent.
A gazok esetében az alkotéelemek atlagos kinetikus energidja joval nagyobb az atlagos
potencidlis energidjukndl. A szilard testekben éppen az alkot6 elemek kozotti kolcsonhatdsbol
szarmaz0 potencialis energia az, ami a rendszer egészének viselkedését meghatarozza. E két
extrémum esetében elhanyagoldsokkal élhetiink, a gdzok esetében a potencidlis energidt, a

szilard testek esetében a kinetikus energiat illetden. Ezek az elhanyagoldsok utjan a fizikai
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mennyiségek olyan viszonylag egyszerli Osszefiiggéseihez juthatunk, amelyek az anyag
viselkedését széles érvényességi hatarok kozott jol irjak le (gaztorvények, fajhd, elektromos
vezetOképesség, dltaldnosan a linedris transzportfolyamatok leirasa)'. Ezen elhanyagoldsok
érvényességi hatdraihoz érve bizonyos korrekcidkkal élve az Osszefiiggések is korrigalhatok
(redlis gazok, phononok, diszlokaciok viselkedése kristdlyos anyagokban). A bioldgiailag
fontos anyagok esetében azonban inkdbb folyadék halmazéllapotrél beszélhetiink (legalabbis
ami a kinetikus energia €s a potencidlis energia viszonyit illeti). A folyadékok esetében a fent
emlitett elhanyagoldsokkal nem élhetiink. Eppen a helyhez kevéssé kotott (a szildrd testek
alkotéelemeihez képest) alkotéelemek kozotti kolcsonhatds az, ami kémiai é€s végsd soron
bioldgiai szempontbdl érdekessé teszi ezt a halmazallapotot. A folyadékok elméleti
modellezése mer6ben mas megkozelitést igényel, mint a szildrd testek, illetve gidzok leirasa.
Egymadssal kolcsonhatdsban allé alkotéelemekbdl all6 sokasdgok sztochasztikus, kollektiv
viselkedését kell modellezni. Tovdbb neheziti a leirdst, hogy a kolcsonhatdsok irreverzibilis
folyamatokhoz vezetnek, az egyensulyi termodinamikai megfontoldsok csak korldtozottan
alkalmazhatdk (viszkozitds, memoria, tobbrészecskés iitkozések). Bioldgiai anyagokat
illetden emlitést kell tenni a folyadékok makroszkopikus tulajdonsidgait meghatirozé
folyamatok iddéskéldjardl is. A sztochasztikus rendszerekben az elméleti modellek sokszor
feltételezik a rendszer ergodicitdsiat. A matematikai leirdsban, ez abban nyilvanul meg, hogy
az idOatlag és sokasdgra vett atlag azonos. A diffizids folyamatokat illetden ez azt jelenti,
hogy egy részecske (vizmolekula, oldott makromolekula, membranban lipidmolekula stb.) a
szamdara lehetséges teret, dllapotokat bejarja (az erre minimélisan felhaszndlt id6 pedig
elhanyagolhaté a leirni kivant folyamathoz képest). Ez a feltétel tdvolr6l sem teljesiil
automatikusan a rendkiviill mozgékony vizmolekuldkra egy MR diffuziés mérés esetében,
ahol a diffiziés id6 kb. 20-40 ms (tobbek kozott a sejtmembranok véges permeabilitdsa
miatt).
Az el6z6ekben emlitett elméleti problémak szempontjabdl érdemes néhdany megjegyzést tenni
az MR mérésekkel kapcsolatban:
* A legelterjedtebb MR képalkotds proton rezonanciara, azaz vizjelre épiil. A viz az €10
szervezetben leginkdbb folyadékként értelmezendd, az MR képalkotds folyadék MR
eljards (a szilard dllapotd anyagbdl szdrmazé jel elhanyagolhat6 az MR

diagnosztikdban).

" A leirasok lehetnek fenomenoldgiai leirdsok, vagy mikroszkopikus modelleken alapuldk. A mikroszkopikus

leiras a fenomenoldgiai modellt aldtdmasztja, illetve érvényességi hatarat jeloli ki.
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A relaxacids folyamatok (T1, T2) a viz és a rendszer egyéb alkotdelemei kozotti
kolcsonhatasok kollektiv viselkedésének eredménye.

A diffdzié olyan transzportfolyamatként értelmezhetd, amely a relaxéacids helyekre
széllitja a vizmolekuldk protonjait. A relaxdcié és a difftizi6 erdsen kapcsol6dd
folyamatok.

Az MR mérések makroszkopikus mérések, a mérési eredmények sokasigra vett
atlagértékekként értelmezhetok.

Az MR mérések idéskéaldjan az ergodicitds nem teljesiil magatdl értetédden. Az MR
mérések iddskaldja valamint a sejtes dllomanyban el6fordulé vizmolekulédk transzport

folyamatai idOskaldjuk szerint nem vélaszthatok kiilon.
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El6zmeények, irodalmi attekintés

Az elmuilt évtizedekben szamos tanulmany targyat képezte a folyadékok heterogén kozegben
val6 diffazidja. E tanulményok motivaciéi egymdastdl merdben eltérok. A porézus kdzetek
folyadéktartalmanak &ramlési tulajdonsidgait a geofizika, végsé soron a petrofizikai ipar
kutatja (kOolaj és foldgazkutatdsok, természetes gaztarozok). A polimerek tulajdonsigaival
kapcsolatos kutatdsokat, az Osszetett folyadékokkal kapcsolatos kutatdsokat az 4j anyagok
(milanyagok, ipari felhasznédldsi folyadékok) fejlesztésének igénye tdmogatja. A bioldgiai
rendszerek esetében e kutatdsokat a bioldgiai alapkérdések tisztazasa (szovetek tulajdonsagai,
sejtszerkezet, transzportfolyamatok) osztonzi. Ugyanakkor az orvosi teriileten a bioldgiai
kutatdsok az élettani folyamatok értelmezésében kozvetlen segitséget nyujtanak. Az orvosi
teriileten az MR diffizidés mérések eredményeinek értelmezése Osztonzi e kutatdsokat. Jelen
tanulmany fékuszaban ezen értelmezési problémak allnak.

A folyadékok diffizios viselkedésének in-situ tanulmanyozdsdra az MR diffiziés mérések
bizonyulnak a leghatékonyabbnak. A fent emlitett kutatdsi teriileteken alkalmazott MR
berendezések felépitésiikben (zart, illetve nyitott MR mérési tér) és miiszaki paramétereiket
tekintve (térer0sség, gradiens erdssége, gradiens duty-cycle tartomédny, mérések idGtartama,
mint pl. diffiziés id6) jelentésen kiilonbozhetnek, ugyanakkor a kisérletek eredményeként
megsziiletd, verifikdlt elméleti modellek kolcsondsen felhasznalhatdk. fgy pl. a porézus
kdzetek kutatdsi eredményei a heterogén bioldgiai szovetek tanulmédnyozédsdban is
felhasznalhatok.

Az elméleti modellekben meghatarozé probléma a Brown-mozgds szamara rendelkezésre allo

tér heterogenitdsa €s geometridja, fiiggetleniil a kisérleti modellrendszerektdl.
A viz diffuzidjanak egyszeri elméleti modellje

Nagyon révid diffuzios idé — gyors diffuzio: A—0

A heterogén kozeg teljesen 4j problémakat vet fel. Az, hogy a vizmolekuldk (amelyek az MR
jeleket szolgdltatd protonok f6 hordozéi) hogyan diffunddlnak az alapvetéen heterogén
szovetmodellekben, analitikus és numerikus moédon is tanulmdnyozhat6 [3]. Az MR
mérésekbdl szdrmazé eredmények az MR mérés térbeli felbontoképessége miatt sokasdgra
vett atlagként értelmezhetok. Az igy nyert diffizids tényezot ezért latszélagos diffizids
tényezének nevezziik (ADC - Apparent Diffusion Coefficient). Az ADC standard mérési
modszere a PGSE MR szekvencia (Pulsed Gradient Spin Echo). Az igy nyert MR jelet a T2
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relaxdcio terheli. Az egyszerll targyalds miatt ett6l érdemes elsé 1épésben eltekinteni. Az
analitikus targyalds harom id6tartomany szerint tehetd meg. Nagyon rovid infinitezimalis 4
(diffiziés 1d6), rovid és hosszi 4. Az elhanyagolhatéan rovid A melletti mérés esetén
feltételezhetd, hogy a kiilonb6z0 tértartomanyokba esé vizmolekuldk (IC - intracellularis, EC
- extracellularis) a mérés ideje alatt a széban forgd tartomanyt nem hagyjak el, végig itt
tartézkodnak, a sejtmembrdnokon nem lépnek at. Az 6sszes N molekuldbdl N;az IC-ben, Ng
az EC-ben tartézkodik. Az atlagos (sokasdgra vett) elmozdulds négyzete az IC és EC
kompartmentek részpopuldcidival silyozva kifejezhetd, mint a mérés diffizids idejének (A)
fliggvénye:
<X2(A)>=]]\\];<X2(A)>I +]X;5<X2(A)>E. (1)
Ez az Osszefliggés egy igen egyszerll €s haszndlhatd, éppen ezért széles korben elterjedt
képlethez vezet, feltéve, hogy az viz koncentracidja az IC-ben és az EC-ben azonos:
ADC(A4—0)=fD,+(1- f)Dy, 2)
ahol Dy az IC tartomdanyban 1év6 viz, Dg az EC-ben 1év6 vizmolekuldk diffizids koefficiense,

f pedig az IC térfogatfrakcidja, azaz f =V, /(V, +V;). Fontos megjegyezni, hogy ehhez az

Osszefiiggéshez a kovetkezd feltételezéseken keresztiil lehet eljutni: a A érték
elhanyagolhatéan kicsi, a T2 relaxéciot nem befolyédsolja a mérést, legalabbis a T2 érték az IC
és EC térben azonos; a viz koncentricidja a kompartmentekben azonos. Ezek a feltételezések
tavolrdl sem teljesiilnek egy redlis modellrendszerben. Ami a diffizids idét illeti, a redlis
mérési paraméter: 4 = 10-50 ms . Ez az id6 elegendd arra, hogy egy atlagos testi sejt
viztartalmédnak akdr 50%-a is kicserélddjon [4]. Pfeuffer tanulmanyaban F98 glioma sejteken,
asztrocita sejteken, és epitelidlis sejteken végzett modellkisérletei atlagosan 50 ms-os
intracellularis tartozkodasi idot becsiilt a vizmolekulédkra, 10 mm?/s intracelluléris diffdziés
tényezd mellett. Konnyen lathaté, hogy nem teljesiil az a feltétel, hogy az IC és EC
tartomanyban 1év0 viz a mérés ideje alatt szepardltnak tekinthetd. Mds szavakkal, nem teljesiil
az a feltétel, hogy az IC-bdl és az EC-bdl egymastdl fiiggetlen jel szdrmazzon. A (2) képlet
érvényességének masik feltétele, azaz az IC és EC terek T2 relaxdcids azonossdga szintén
nem teljesiil. Amig T2 relaxacids idok az IC-ben 30-70 ms nagysdgrendbe esnek, mig az EC-
ben ~200 ms-os idOkkel lehet szdmolni, természetesen a relaxdcids idok a térerdsségtol
fiiggenek [3, 5]. Ami a viz koncentricigjat illeti, ez szoOvettipustdl jelentOsen fiigg, a
kiilonbségek azonban az EC és IC tér kozott semmiképpen sem hanyagolhatdk el, ezzel a (2)
képlet érvényességét vesziti az (1) egyenlet azonban tovédbbra is érvényes. Amig azonban

térfogatfrakciok és azok patoldgiai véltozdsa konnyen becsiilhetd, addig a populdciok
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szamossagat rendkiviil nehéz. Felmeriil tovdbba az, hogy a fenti gondolatmenet a viz
szerkezeti tulajdonsdgat figyelmen kiviil hagyja. Azaz a vizet egyszeri folyadékként kezeli.
Szdmos tanulmany mutat rd a viz és a sejten beliili szildrd anyagok szerkezeti tulajdonsédgaira
[2, 6-9]. A sejten beliil uralkodé alacsony vizkoncentracié in-vitro oldatokban nehezen, vagy
egyaltalan nem éallithat6 el6 csapadék megjelenése nélkiil. A sejt belseje meglehetdsen zstfolt
tér, az emlds sejtekben a protein koncentriciéja 20-30 g/100 ml [10]. Mikézben e
koncentriacié a szorosan illeszkedd kemény gombokre tett koncentracid becsliilt értéke alatt
marad [11], ezen a koncentriciéon szamos protein kristdlyosodik [12]. A viz ozmotikus
kivondsa az intracelluléris térbdl csak egy hatarig folytathaté. Ez a felismerés vezetett az
ozmotikusan inaktiv viz fogalmdhoz [6], valamint az intracelluldris protein-viz interakcidk
Ujraértékeléséhez [13,14]. Az oldott anyagok a viz szerkezetét befolydsoljdk, dinamikus
hidrataciés rétegeket alakitanak ki sajat maguk koriil, ezek szerkezetiikben kiilonbozok,
méretik a nm-es skdlara esik [15, 16, 17]. A vizmolekuldk tartézkodasi ideje ezen
kompartmentekben kiilonboz6. A tartézkoddsi i1d6k ugyanakkor még csak nem is
jellemezhetOk egyetlen karakterisztikus idOvel [18]. A protein-viz talalkozasi feliilet egyetlen
hidrataciés pontjan sem létezik egy jol meghatarozott tartézkodasi id6. Ehelyett a tartézkodési
idok széles eloszldsa jellemz6, amelyekben extrém hosszu és rovid komponensek is vannak
(11, 1y). Ezek a karakterisztikus idok jellemzden: ¢, = 0,5-5 ps, illetve t, = 20-200 ps lehetnek.
Ezek az idOk joval rovidebbek, mint a x10 ms-os MR diffuzids kisérletek ideje. Habar ezek a
tartozkodasi idok rovidek, igy az MR mérések szamara nem detektdlhatok, kozvetleniil
meghatdrozzak a hidrataciés rétegek populdcidinak difftizids viselkedését. Molekuldris
dinamika tanulmanyok [19] rdmutatnak, hogy a viz diffizi6ja az oldott molekula kdzelében
kb. 50%-kal is csokken, az a tartomdny, amelyben csokkent diffizié tapasztalhat6 a feliilettdl
akar 5-10 pm tdvolsagig huizddhat, ez pedig a sejtek méretével Osszevethetd. A feliilettel
parhuzamos irdnyd diffizié gyorsabb, mint az arra merdleges irdnyd, valamint, hogy a
diffuzids tényezd tdvolsagfiiggésének profiljat az oldott molekula mindsége befolyasolja. Ez
Osszhangban van azzal az MR kisérleti tapasztalattal, hogy a hosszu oldott molekuldk, illetve
a tobb adszorpciods hellyel rendelkez6 molekuldk jobban csokkentik a viz diffizidjat, mint a
globuldris, illetve a kevesebb hidratacids hellyel rendelkez6 molekuldk [20].

Az intracelluléris térben, donté tobbségben a viz hidraticids rétegekben taldlhat6. Ezek
sokfélesége, valamint az a tény, hogy az ezekben diffunddlé viz diffizids tényezdje nem
jellemezhetd egy karakterisztikus értékkel, megkérddjelezi azokat a feltételezéseket, amelyek

az (1) egyenlethez vezetnek.

15



Nagyon hosszu diffuzids idé — lassu diffuzio: A— >

Hosszi  (4—) hatarértékben az ergodikussdg teljesiill, a Brown-mozgist végzo
vizmolekuldk a rendelkezésre 4ll6 teljes térfogatot teljesen bejarjak, az atlagos
elmozduldsnégyzet szamitasdnal a sokasagra vett dtlag az iddatlaggal azonos. Egy kiszemelt
molekula a mérés sordn minden tartoményt bejir, bolyongdsa sordn trajektoridgjanak minden
egymastdl kiilonbozo tartomanyba esd szakaszainak 0sszegzett hossza reprezentativ ardnyban
van jelen a teljes bejart tton. Mindez teljesiil fiiggetleniil attél, hogy a kiszemelt molekula
kezdeti pozicidjat hol valasztjuk meg, ha ettdl fiiggene, akkor a sokasdgra vett 4tlag
(amelyben minden lehetséges kezdOpont eléfordul) nem egyezhet meg az iddétlaggal. Milyen
nagyra kell 4 értékét valasztani, hogy ez teljesiiljon? Ehhez meg kell vizsgdlni az atlagos
mozgékonysagot, a 4 id6 alatt megtett atlagos elmozdulést, valamint a rendszerre jellemzo
karakterisztikus méreteket. Legyen A, a rendszerben legnagyobb karakterisztikus méret. Apax
az a méret, amelyen még nem figyelheté meg ismétlédés>. Az ergodikussdg teljesiiléséhez a

kovetkezd feltételnek kell teljesiilnie:

(X)) >R, 3)

sokasdg
Ezen a térbeli skdldan alkalmazhat6 a homogén térben torténd Brown-mozgast leird képlet,
ahol D, a hosszu ideju difftizids tényezo:

<X2(A)> =D,-A. 4)

sokasdg

Igy az ergodikussdg feltételét mérhetd fizikai paraméterekkel megfogalmazva:

2
A>>/1D‘“‘“. 5)

¢

A fenti gondolatmenetbdl kovetkezik a kovetkezd modellalkotds. Egy Am.x méretii alrendszer
térbeli ismétlésével eléallithaté a teljes rendszer’. A diffizi6 az elektromos vezetéképességgel
egyiitt linedris transzportjelenség. Pontos analdgia van a két problémakor kozott. Kézenfekvo
az ohmikus ellendllisok haromdimenziés haldzatdnak analdgidjabol kiindulni a

modellrendszer hosszi idejii diffiziéjanak meghatdrozasidhoz [3].

* Amennyiben a rendszer diffiziés térképének (minden térbeli ponthoz azt a diffiziés értéket rendeljiik, amely
az adott pontra jellemzd, homogén és végtelen kiterjedésli kzegben mérhetd diffiiziés tényezd lenne) 3D térbeli
Fourier transzformdcidjat elvégeznénk, akkor 1/ 4« lenne annak a gombnek a sugara, amin beliil még nem
elhanyagolhat6 a transzformalt fiiggvény értéke.

3 Természetesen ezzel az elédllitdssal a Amax karakterisztikus méret megjelenik a modellrendszerben, azonban

tudhat6, hogy semmilyen jelenség nem zajlik ezen a skédlan a val6di rendszerben.
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A probléma teljesen azonos a kovetkezd elektromossdgtan problémaval. Mekkora a fajlagos
vezetOképesség két végtelen sik kozott, amelyeket R; és R, ellendlldsok végtelen hdldzata kot

Ossze az 1. abra szerinti elrendezésben?

1. abra

E kétdimenzids probléma haromdimenzids altalanositasa a diffizids tényezd—vezetdképesség,
elektromos dramsiliriiség-anyagaramsiiriség, elektromos fesziiltség—koncentraciogradiens

fizikai mennyiségek megfeleltetésével az anizotrop diffizids problémanak felel meg.

2. abra

A difftziés probléma megfogalmazasa a kovetkezd. A rendszer két alrendszerbdl all: S; és S,.

S| azok a sejteket tartalmazé csovek, amelyekben a sejteket a sejtmembran és extracelluldris
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tér valaszt el. Ezek az elképzelt csovek a diffiziés mérés irdnydban dllnak, azaz a gradiens
iranyaval parhuzamosak, legyen ez az irdny x. Az erre merdleges irdnyban a csoveket
extracellularis térbdl all6 kozeg veszi koriil S, (1d. 2.4bra sematikus rajz).

Az S; és S, dllomanyok parhuzamosan kapcsolt vezetokként viselkednek, amelyekre a Py, P,
permeabilitds és A; illetve A, keresztmetszet a jellemzd. E paraméterek mellett a kozeg
permeabilitdsa (vezetoképessége) a kovetkezd modon hatdrozhaté meg:

péarhuzamos = Al Pl + A2
A +A, A +A,

e (6)

y irdnyd mérés esetén természetesen sorosan kapcsolt kozegekre kell a permeabilitast
szarmaztatni.

1 1 1
—— =t .
P B P,

SOros

(7

Természetesen nem a kiillonbozd irdnyd diffiziés mérésekrdl, hanem a tényleges kozeg
onkényes parhuzamos, illetve soros felbontdsardl van szé. Az eredményeknek a teljes
rendszer felbontdsdnak maddjatol j6 kozelitéssel azonosaknak kellene lenni.

Az igy szarmaztatott ADC értékek a kovetkezok.

Parhuzamos-soros felbontasban:

L, a aa,—11

ADCP (A — o) = x + 2 ED (8)

Illetve a soros-parhuzamos felbontdsban:

] _
ADC™(A = )=a. xy L& =hl o)
LI,D.+(aa,—11)D; Dy

ahol ay, ay, a, az extracelluldris teret, Iy, ly, [, pedig az intracellularis teret jellemz0 tdvolsagok
az adott Sy, S, felbontasban. Dg az extracelluldris tartomany diffuzios tényezdje, D¢ pedig az
intracellularis tér diffizids tényz6jébol (D) és a sejtmembrin véges permeabilitdsabol (P)
szarmaztatott diffizios tényezd (1d. 3. dbra).

L:L_FL. (10)
D. Pl D

Dc fenti (10) meghatdrozasa egydimenzids bolyongdsbdl szarmaztatott osszefiiggés [21]. Az

egydimenzids kozelit€és onmagaban elégtelen leirdas. A P—0 estetben Dc—0, ami a

parhuzamos lehetséges trajektoridk miatt nyilvanvaléan nem teljesiil. Az S; és S, tartomdnyok
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parhuzamos csatoldsa ezt a problémat kikiiszoboli. A geometriai és az EC illetve IC

tartomdanyok fizikai paramétereit szemlélteti a 3. dbra:

DE (,
3. abra — Szafer et al. MRM 1995 cikke alapjan reprodukalva

Ez az eljards matematikailag rendkiviil egyszerli és kovethet0 utasitdsokat ad pl. egy
szOovettani metszet elemzése sordn az S; és S, tartomdnyok geometriai meghatarozasdhoz. A
modell az 6sszes fontos geometriai paramétert tartalmazza, valamint az EC és IC tartoméanyok
diffiziés paramétereit és a sejtmembrdn permeabilitdsat, ezért alkalmas e paraméterek
hatdsdnak fliggetlen modellezésére. Ugyanakkor az S; és S, édllomédnyokra vald felosztds
onkényes, igy a szdrmaztatott geometriai paraméterek reprodukéalhatésdga kérdéses. A modell
hidnyossaga, hogy a sejtes dllomanyt valdszeriitlen négyzetracsos elrendezésben tételezi fel, a
péarhuzamos és soros felbontds eredményei csak kozelitik egymast”.

A Monte-Carlo-szimuldciokkal valé 6sszehasonlitdsban ez a modell j6 kozelitéssel adja vissza
a szimuldciok eredményeit. Ez a modell hasznos segitséget ad az anizotrép diffuzid
értelmezéséhez anizotrép szovetek esetén, a Diffuziéo Tenzor Képalkotds (DTI — Diffusion
Tensor Imaging) értelmezéséhez, amely az EMT (Effective Medium Theory - Effektiv
Médium Elmélet) modellben koriilményesebb feladatnak bizonyul [22]. A modell
alapfeltételezése az, hogy a difftizids 1d6 hosszu, ami alatt a bolyongast végzd vizmolekuldk a
rendelkezésre 4ll6 teret bejarjdk. A relaxdciés jelenségek ezen az iddskdldn mar nem
hanyagolhaték el, a modell azonban a T2 relaxdciés folyamatokat is elhanyagolja. A

sejtmembrain relaxdcids folyamatban jétszott, kiemelt szerepérdl nem ad szdmot.

* A modell MRI irodalmi megjelenésének idejében sokkal koriiltekintébb elméleti modellek dlltak rendelkezésre.

Ennek ellenére a publikiciét nagy szdmban idézik.

19



Véges diffuzios id6

A véges diffiziés id6 mellett lezajlo mérésekrdl a két fentiekben vazolt szélsOséges esetbdl
(4— oo illetve 4—0) nehéz kovetkeztetéseket levonni. A véges idejii mérések esetén éppen a
lokdlis anomdlidk valnak fontossa. Ilyen a sejtmembrin kozelében, a sejtek kozotti térben
lezajlo diffuzié, mikdzben e sajitos diffiziés viselkedést mutaté tartomdnyok kozotti
kicserélddés nem elhanyagolhat6. Az id6 és a tdvolsag egyarant jellemzi a vizsgdlati
tartomanyt homogén kozegben. Heterogén kozegekben azonban a karakterisztikus
tartomanyokhoz (pl. vezikulum méretek, sejtméret stb.) kiilonb6z0 mobililitds és ettdl akér
fliggetlen tartézkoddsi ido tarsul. Elvileg tehdt a kiilonb6z0 tartomanyok egymassal
kolcsonhato rendszerének statisztikai elemzése vezethet elméleti megfontolasokhoz. Szafer és
munkatdrsai 1995-6s MRM [3] kézleményben ezt a tartomdnyt csak szimuldlt szovetmodellen

Monte-Carlo szimulaci6 segitségével vizsgélta.

Heterogén kézegek diffuziéjanak EMT modellje

Az Effektiv Médium Kozelités (tovabbiakban EMT) — a fizika szamos teriiletén szokasos
eljaras, amikor Osszetett rendszer nagy Iéptékli tulajdonsdgait kell leirni. Az eljards a
heterogén rendszerek diffuzidja (IC és EC tartomdnyokbdl felépiild rendszer), elektromos
vezetOképessége (kiillonbozd vezetOképességli szemcsék sajtolasdval eldallitott vezetd),
mechanikai tulajdonsigai (porézus kozetek, betonkeverékek) meghatdrozdsdban egyarant
alkalmazast nyer. Egy makroszkopikus rendszerekben, ha egy kisméretii alrendszer
tulajdonsaga megvaltozik, akkor a geometriatdl és a leird egyenletektdl fiiggden egyértelmu
modon kezelhetd az egész rendszer tulajdonsdganak véltozdsa. Amennyiben Gjabb alrendszer
valtozik, akkor az mar egy, az els6 1épésben megvaltozott tulajdonsdgu rendszert befolyasol.
Az eljards egyre bonyolultabba valik, kiilonosen, amennyiben az alrendszerek egymadssal
kolcsonhatnak. Bizonyos feltételek mellett azonban megtehetd, hogy egy alrendszer
valtozdsdnak hatdsa a teljes rendszer egészében ugy jelenjen meg, mintha egy,
makroszkopikus tulajdonsdgdban ugyan kiilonb6z6, de homogén rendszer éllna eld. Ezzel az
Ujabb alrendszerek valtozdsdnak hatdsat vissza lehet vezetni az el6zd 1épésekre, és igy egy
rekurziv médszer all eld.

Ezt a modellalkotdsi eljarast koveti Latour és munkatdrsainak tanulmdnya a viz 1dofiiggd
diffuzidjarol, vorosvértestek (VVT) és extracellularis tér dltal alkotott bioldgiai modell

rendszerben [22]. A modell a hosszu difftiziés idejii mérések esetére vonatkozik (4—0). Az
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diffuzids tényezo dltalanos definicidja: D(r) = <r2(t)> /(6t) . Hosszu 1dOk esetén ez az idofiiggd
diffuzids tényezd egy hatdrértékhez tart, amely az effektiv diffizidés id6: lim, , D(t) =D, .
Latour EMT modellalkotasi eljardsa a kovetkezd. A VVT-ket a sugard, x permeabilitassal
jellemzett membrannal hatdrolt gombnek vehetdk. Az intracelluldris térre és az extracellularis
térre vonatkozdan az a feltételezés, hogy a diffizié szempontjabdl homogének, Diy €s Dex
tényezokkel jellemezhetok. Tovabbi paraméterek a viz (térfogat/térfogat) koncentracioi az IC
és EC térben: ciy és cext, az extracelluldris tér térfogatfrakcidja: ¢, és a sejtméret: a. Az elsd
1épésben egyetlen VVT-t helyeziink az extracelluldris teret alkotd kozegbe (amely a
tényezdvel Dy jellemezhetd). Ez a diffizids trajektoridkat médositja, a hipotetikus diffizios
aram megvaltozik. Ez a valtozas egzakt, analitikus médon szamolhat6. A probléma anal6g az
elektromos vezetoképesség problémadjaval. Az igy eldallt kozeg a tovabbiakban egy homogén
Dey’ tényezdjli kozegként kozelithetd. Ez a kozelités csak a VVT-t6]l nagy tavolsdgokban
helyes, a VVT-hez kozel nem érvényes. A kovetkezd VVT behelyezése ugyanigy kezelhetd,
azzal a kiilonbséggel, hogy a kiinduldsi diffizidés tényezd Dy helyett az effektiv Dey’
tényezobdl kell kiindulni. A tovédbbiakban ez a rekurziv eljards kovetendd (1d. 4. ébra).
Nyilvanvald, hogy a kozelités érvényessége hig VVT szuszpenzidra korlatozédik. Ez azt
jelenti, hogy a VVT-k egymds hatdsat nem befolydsoljdk, ez akkor teljesiil, ha egymastol
nagy tavolsagban helyezkednek el. A modell feltételezése tehat az, hogy 1. a diffizids ido

2
hosszi ¢ >>—"% (v6. (5)), mésrészt a VVTk 4tlagos tavolsdga nagy. Ez utébbi szamszerii
eff

alsé hatdrdnak becslése a x, Din, Dext €s a fizikai paraméterek ismeretében lehetséges.
Nyilvdnvald, hogy ezek az elhanyagoldsok milyen fizikai jelenségek elhanyagoldsahoz
vezetnek. Amennyiben a sejtek 4tlagos tdvolsdgat megtartva a sejtek elrendezése megvaltozik,
ez a modell ezt nem képes leirni. Tehat a sejtek elrendezési geometridjara a modell érzéketlen,
ugyanakkor a sejtméret, valamint a sejtek kozotti atlagos tartomany a kozelités
végeredményében szerepelnek. Amennyiben az MR mérés térbeli felbontéképessége V
térfogatot jelol ki, amely joval nagyobb, mint a sejtek kozotti tdvolsdg altal kijelolt térfogat,
akkor elmondhaté, hogy ezen a térfogaton beliili véltozdsok esetén a mérés érzéketlen,
ugyanakkor bizonyos, ennél kisebb tértartomédnyokrél hordoz informaciét, de csak azok V
térfogatra vett atlagértékérél. Az MR mérések azonban amugy is atlagértékeket szolgéltatnak,

ez a megszoritas nem jelent problémat a mérések értelmezésében.
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4. abra — az EMT rekurzios eljaras sematikus rajza
Fontos megjegyezni, hogy ez a modell linedris abban az értelemben, hogy a sejtek hatdsa
egymastol fiiggetleniil szuperpondlddik, azaz N db sejt hatdsa egyetlen sejt hatdsdnak N-
szerese. Ebben a kozelitésben a rekurziv formula a kdvetkezd eredményre vezet:
D e — D)y _ D, ¢, = Dyc,
D cs +2D,c, D, c +2D,c,

€

(11

ahol f az intracelluldris tér térfogatfrakcidja, ¢, =c, f —c,(1— f), az extracelluldris tartomény
diffazids tényezdje Dy, itt a viz koncentracidja c¢;, mig az intracelluldris tartomany diffizios
tényezdje D», itt a viz koncentracidja c,. Dy, egy, az egydimenziés modellbdl szarmaztatott
diffuzidés tényezd, amely a sejtek diffizids tényezdjét és a sejtmembran permeabilitdsét is
figyelembe veszi: (Dmcl)‘l =(xu)”’ +(D1c1)_1 (vo. (10) és [21]. Ez a kozelités hig
sejtszuszpenzidra érvényes.

Ez a durva kozelités tovabb finomithaté a differencidlis EMT megkozelitéssel. Ebben a
tovabbfejlesztett modszerben a sejtek alakja is meghatdrozéva valik. Ehhez meg kell
hatarozni az egyetlen VVT behelyezésének pontos hatdsat.

Ez a probléma megegyezik azzal az elektrosztatika problémaval, amikor egy eredetileg
homogén térbe helyezett a kozegtdl (e, permittivitds) eltérd permittivitdsi (g;) gomb,

ellipszoid esetén kell meghatdrozni az igy kialakul6 elektromos teret [23].
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5. abra — Simonyi Elméleti Villamosségtan 2.39 példa abrajanak reprodukci6ja

A probléma megoldisa gomb esetén gombkoordindtdkban megoldott Laplace egyenlet
viszonylag egyszerli feladat, ellipszoidra konfokélis koordinatarendszerben szintén
egyszerien kezelhetové valik. A kiillonboz6 gyakorlati alkalmazasokban az irodalom a gomb
esetét targyalja [22, 24].

Anizotrop esetben (pl.: DTI tanulmédnyozdsahoz) az ellipszoid, illetve henger esetét
célszerlibb targyalni, itt azonban elég az izotrop esettel foglalkozni. A gémbtdl vald eltérés
részleteitdl a fent emlitett dtlagolds miatt el lehet tekinteni.

Az elektrosztatikus, illetve vezetOképességgel kapcsolatos probléma esetén a vezetoképesség
(0) matematikailag azonos szerepet tolt be, mint a diffizidés probléménal a diffizids tényezd
és a vizkoncentracié szorzata, a megfeleltetés egyértelmii (o <> D-c). Az effektiv diffizié
valtozdsdnak meghatdrozaséhoz meg kell adni, hogy az intracelluldris tartomany

infinitezimalis véltozdsa milyen infinitezimédlis valtozast idéz el6 D -c¢ mennyiségben.
dg
A(DCotp ) = (Do Cogy ) - M( D Cogp )? ) (12)

ahol m(D,c,;) a gomb esetén harom dimenzidban:

D ey — Dy
2D ¢ + Dy

M(DygyCoip ) =3 (13)

(12) integralhat6 (D c)-re itt a o jelolést alkalmazva (a vezetOképesség analdgia alapjan) :

O i 1
[ do'=[Lag'=1n(p) . (14)
Oext m(o- ) o 4 ¢
A (14) egyenlet bal oldalan 1€v6 integralt elvégezve az eredmény:
1/3
Deffceff - chint . Dextcext — ¢ , (15)
D exlcext - D lcint D eff ceff
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D c..—kaD_.c.
. — ff ~eff 4 —
ahol: DICim = I(ZZe +D. c o ’ €S Cop =P Cy + (1 - ¢) “Cipe -

nt ~int

A differencidlis és egyszeri EMT modell kozott az alapvetd kiilonbség, hogy az egyszerii
EMT modell, a sejtekkel valé populdcié 1épéseiben végig ugyanakkora effektiv diffizids
tényezd valtozdssal szamol, mig a differencidlis EMT a populécié sordn az elemi 1épések
hatdsdnak mértéke kozott kiilonbséget tesz. Ez az m paraméter valtozdsdban nyilvdnul meg.
Felmeriilhet, hogy a hig és a koncentrélt sejtszuszpenziok kozotti kiillonbség a bolyongést
végzd vizmolekula ,,emlékezete” kiillonbozteti meg. Az Osszes itt targyalt elméleti modell
Markov-folyamatot tételez fel. Nem arrél van tehét szd, hogy egy molekula a trajektoridjat
bejarva pl.: egy sejttel valé taldlkozasrdl barmiféle informaciét hordozna magdval. A hig és
koncentralt szuszpenzidk nem ilyen nem-markovi folyamat miatt kiilonbéznek, hanem a
lehetséges trajektéridkon beliili IC és EC szakaszok ardnydban. A nem-markovi folyamatok
ugyanakkor jelent0s szerepet jatszanak alacsony viszkozitdsi kozegben. Az emlékezetet
altaldban a kozegben keltett orvényeknek szokds tulajdonitani [25], ezek a folyamatok
vezetnek az autokorreldcids fiiggvények hosszi idejli lecsengéséhez (long-time tails). A
biologiai  szovetek, kiilonosen az  intracelluldris tartomdny azonban  magas
fehérjekoncentracidja miatt mikroszkopikus 1éptéken 1is nagy viszkozitdsd, ezért a
vizmolekuldk pozicidjanak autokorreldcigjaban ettél a hosszu tdvi lecsengéstdl el lehet
tekinteni.

Erdemes az EMT modell eredményeirdl és korlatairél emlitést tenni. A modell hig és
koncentralt sejtszuszpenzidkra is érvényes Osszefiiggést ad annak fizikai tulajdonsagai kozott.
A ¢ = 0 hatarértékben (15) Osszefiiggés a sejtek szorosan illeszkedd, EC tér nélkiili

allomanyra az elvart (16) osszefiiggést eredményezi:

Dy =0 (16)

A x = 0 hatérértékben a (15) dsszefiiggés a D, ¢, = D, C., - ¢ Osszefiiggést eredményezi,

ext Cext
a pordzus kozegek vizsgdlatanak kisérleti eredményivel 6sszhangban. Ez utébbi 0sszefiiggést
Archie torvényként szokds idézni [26].

A (15) egyenletben szerepld 1/3 kitevd a hdromdimenziés gombszimmetrikus problémara
utal, ugyanez a kitevd kétdimenzids esetben 1/2. Az eljards altalanositdsaval
gombszimmetrikus eset helyett 6sszefiiggés hatdrozhaté meg a nyujtott alaki sejtekre gomb
helyett ellipszoidra szdmolva ki a (13) Osszefiiggést. Ez a tovédbbfejlesztés ugyanolyan

feltételek mellett igaz, tovabbd az anizotrop eset targyaldsét is lehetdvé teszi. A Szafer és
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munkatdrsai altal kozolt modellhez képest nyilvdnvaldan elegidnsabb, de foként jéval
eredményesebb ez a megkozelités’, nem tartalmaz 6nkényes kompartment kijelslést. Az EMT
modell dacdra annak, hogy a mérés térbeli skaldja meghaladja a sejtméreteket, mégis
elégséges informéciét hordoz az ezen a Iéptéken megjelend fizikai paraméterekrol
(sejtmembran permeabilitdsa, koncentracidviszonyok, sejtméret, sét sejtek alakja). Az EMT
modell csak hossza diffizids idejii mérések értelmezésére alkalmas, alapfeltétel, hogy a
Brown-mozgast végzd vizmolekuldk a rendelkezésre all6 teljes tartomdnyt bejarjak a mérés
ideje alatt.

Jelen tanulmdny kereteit meghaladja ugyan, de mégis érdemes néhdny szét ejteni az EMT
modell alkalmazdsi lehetdségérdl az anizotrop diffuzidé vizsgédlatdban. A DTI szdmos
diagnosztikai teriileten nyert alkalmazast, szamos kérdés azonban még mindig tisztdzatlan.
Pl.: Mi az oka annak, hogy rendre nagyobb a difftiziés tenzor masodik sajatértéke, mint a
harmadik sajatértéke? Mi a legmegfelelobb, a diffizids irdnyok szdmat illetéen, és milyen
irdnybeli eloszlést sziikséges kovetni (a gdbmbszimmetrikusndl bizonyosan van hatékonyabb
eloszlas)? Sziikség van-e az izotrop voxelekre a DTT alkalmazdsa soran?

Az 5. dbra jol illusztrélja, hogy a sejteken beliil a térerdsség (difflizid irdnya) nem parhuzamos
sem az ellipszoid hossztengelyével, sem pedig a kiilsé nem perturbdlt tér (diffizids dram)
iranyaval. Konnyen belathatd, hogy ennek kovetkeztében a diffizids tenzorhoz rendelt zart
masodrendli feliilet (ellipszoid) gombtdl vald kiilonbozosége és a sejtek gdmbtdl vald
kiilonbozdsége kozott j6 megfeleltetés teremthetd, de ez az anizotrdpia (pl.: frakciondlis
anizotropidban kifejezve) szamszerien nem azonos. Rdadasul ezt az IC és EC tér difftizids
tényez0Oi, valamint a sejtmembranok permeabilitdsa is befolydsolja. Mindezen problémadkat a
mérés tokéletlensége (jel-zaj viszony limitélt), és a DTI sordn kivalasztott irdnyok szdmanak
limitaltsdga (mérés ideje) csak sulyosbitja. A frakciondlis anizotropia élettani folyamatokkal
val6é megfeleltetéséhez e t€nyezok hatdsdnak vizsgalata sziikséges, amihez az EMT elégséges
eszkozokkel szolgél. Ugyanakkor a DTI irdnyainak kijeloléséhez is segitséget nydjtana egy
ilyen analizis. A difftiziés tenzor két kisebb sajatértékének kiilonboz0sége visszavezethetd az
elméleti modellben a sejteket reprezentdlé ellipszoidok tengelyei kozotti kiilonbségre.
Ugyanakkor feltételezhetd olyan eset is, amikor a kisebb tengelyek ugyan megegyeznek, de a
hossztengelyek irdnydnak eloszldsa a rostok irdnyara nézve nem hengerszimmetrikus. Ennek
vizsgalatdhoz az ellipszoidokra megoldott (13) Osszefiiggésre van sziikség, valamint a

hosszirdanyok kiilonb6z0 eloszlasdnak elemzésére.

* Meglepd, hogy Szafer [3] tanulmédnya Latour [22] tanulménya utdn keriilt publikaldsra.
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Porézus kdzeg — relaxacidé hatasa

A pordzus kozetek vizsgdlata a kdzetfizikai kutatdsok fontos teriilete. A pordzus kozegekben
val6 diffaziés tulajdonsdgok fontos informécidval szolgdlnak a kozeg mikrostruktirdjat
illetden. Ezek a mikroszkopikus paraméterek meghatdrozzdk a transzportfolyamatokat. A
karakterisztikus méretek, pérus méretek, porusokat Osszekotd torkok, porusok eloszlasa,
geometriai tényezOi (tortousity) a korldtozott Brown-mozgdst meghatirozzak. A lagy
szovetek diffuzios tulajdonsagait illetden sok tekintetben hasonlitanak a por6zus kozetekhez,
a legnagyobb kiilonbség a kiilonboz6 tartomanyok kozotti atjarhatdésdgban van. A pordzus
kozegek vizsgdlata eredményezett olyan megfontoldsokat, amelyek a diffizié és a relaxacid
szoros kapcsolatit irjak le. A hosszu diffiziés idok a rendszer tortousity paraméterérol
hordoznak informdcidt, de a pérusméretr6l nem. A T1 relaxdcids id6 a relaxald falak és a
porusok méretérdl is nyudjt informdciot, elsdsorban azonban a falak relaxivitdsa a
meghatdroz6. A diffiziés mérések rovid diffuziés id6 mellett a pdérus méretérol,
geometridjarol adnak informécidt a porusfalak relaxaciéjatdl fiiggetlenithetd moédon. A rovid
diffuzids idejli mérések tovabba azért is hasznosak, mert az erds relaxdlé dgensek jelenlétében
a jelcsokkenés problémat jelent (jel-zaj viszony). A relaxdlé falak kozotti diffuzié leirdsa a
relaxdcios és diffuzios folyamatok Osszekapcsoldsat hoztdk, e megkozelités szdmos Uj
modszer bevezetéséhez vezetett [27, 28]. Az eldzéekben targyalt egyszert diffizids
modellekben valamint az EMT kozelitésben a relaxdciot el kellett hanyagolni. Mint aldbb
kideriil, ez nemcsak pontatlansidgokhoz vezet, hanem fontos jelenségek figyelmen kiviil
hagydsahoz.

A PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin-Echo) kisérletek elméleti szempontbdl azért kiilondsen
érdekesek, mert kozvetleniil a diffizids propagator Fourier spektrumat méri. Legyen a PFGSE
jelamplitddéja M(k,t), ahol k a hullimszdmvektor, ¢ a spin-echo kisérlet echo ideje. A
diffaziés propagator G(r,ri,t) az a valdszinliségsiirliség, amely megadja, hogy egy r
poziciobdl indulé bolyongd részecske milyen id6 mulva taldlhaté r; pozicidban ¢ id6
elteltével. Egy adott térfogatban bolyongd részecskére a spin-echo kisérletben a jelhez vald

hozzéjérulés:
M k,1) :‘1/ [drdre* " Gr.r.) . (17)
\4

Amennyiben a rendelkezésre all6 tartomanyban a viz gy viselkedik, mint egyszert folyadék,

akkor a diffizidés propagator a kdvetkezd egyenletnek tesz eleget:
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oG(r,r,,1)
ot

A (18) kezdeti feltétele: G(r,r,,t =07)=0(r —r,). A (18) differencidlegyenlethez tartozé

= D,V’G(r,r,,t)— uG(r,r’,t)

>0 (18)

revV -’

hatarfeltétel tartalmazza a pdrusfal tulajdonsagat, y=0 esetén teljesen reflexiv, véges y pedig
relaxdcios hatast tételez fel (n a pérusfal normdlvektora, S pedig a pérosfal feliiletét jeloli), u a
térfogati relaxacids hatast irja le:

DunVG(r.r' .0+ yGr.r') _ =0 . (19)

A fenti difftizios probléma megoldédsa az R=r-r’ jeloléssel a kovetkez6 alakban irhat6 fel:
GR.1)=Y AFR)-¢"""" | (20)
n=0

ahol A, konstans, F,,(R) pedig a kovetkez0 sajatérték probléma ortogonadlis sajatfiiggvényei:

B bV F,(R)+ uF,(R) | @1

n

a kovetkezo hatarfeltétellel:

(nD,VF,(R)+)F,(R)),_ =0 . (22)

ReS

T, sajatértékek a kovetkezd sorrendbe allithatok: To=>T,2T,>2T52>...20.

A sajatfiiggvények relativ intenzitaskiilonbségei, Z I, =1:
n=0

1 [j F.(R'R|

L= (23)
1% j FX(R)d’R
A megtigyelheto jelintenzitds a kdvetkezd alakban irhato fel:
Sig(t)=Sig(t=0)>_1,-¢""™ . (24)

n=0
A zart geometridnak (hatarfeltétel) koszonhetden kiillonbozé exponencidlis lecsengésii
modusok jelennek meg a jelcsokkenésben. Az aldbbi tablazat osszefoglalja a hatarfeltételtdl
fliggd megolddsokat, M a feliileti atlagos relaxaciot jeloli, a a sejtméretet Dy a diffizids

tényezot:
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alakban

1.tablazat — Brownstein és Tarr, Phys. Rev.Lett. 1979 nyoman

A fenti tdblazat jol illusztrélja, hogy a korlatozott diffiizi6 sordn a jelcsokkenésben médusok
jelennek meg, ami a mono-exponencidlis jelcsokkenéstol valo eltérést okozzdk. Ezek a
modusok annak fiiggvényében képviseltetik magukat a jelcsokkenésben, hogy a feliilethez
odaérnek-e bolyongdsuk sordn miel6tt relaxdlédndnak. A geometria és a méretek a
jelcsokkenésben kozvetleniil megjelennek. A fenti okfejtés az MR mérés id6 és térskalara
val6 érzékenységét illusztrlja, valamint a kettd 0sszefiiggését, a relaxacié és a diffizié szoros
kapcsolatat teremti meg.

Brownstein és Tarr [29] tanulmdnyukban a zart térfogatokban lezajlé diffuzié és relaxécid
jelenségét visgaltdk a difftizidés egyenlet sajatértékeinek sorfejtésével a k—0 hataresetben.
Mitra [28] ¢és munkatdrsai hasonl6 megkozelitésben a diffiziés propagitor Fourier
transzformaltjanak k’-estdl valé eltérését vizsgéltdk és ezzel a poérusok méretére illetve
alakjara vontak le kovetkeztetéseket. A k?-nel aranyos tagban a pérusokat 6sszekotd nyakak
és torkok geometridjat térképezték fel. Megjegyzendd, hogy e munkdkban elsGsorban a
feliileti relaxacié hatdsat vizsgaltdk, ami por6ézus kdzetekben a pérusok faldn elhelyezkedd
elsdsorban paramagneses szennyezO0dések miatt indokolt, Brownstei és Tarr [29] munkdjaban
mindkét (feliileti és térfogati) relaxécié szerepét vizsgéltadk. Callaghan és munakatérsai [30,
31] szintén gyengén csatolt porusok tulajdonsidgat tanulmanyoztdk. A hosszd és vékony
nyakakkal 0Osszekotott poérusok problémdja a fenti targyaldsmdédban leirhaté azzal a
kiegészitéssel, hogy a hosszutava diffuzids viselkedésre vonatkozdan kiegészitést kell tenni.
A hosszi nyakak mentén lehetséges a szabad diffizid, ezek a véges 4—ji mérésekben tovabbi
jarulékokat adnak, mig a pérusokon beliil a lecsengés gyorsan lezajlik. A porusok €s a nyakak
geometriailag szétcsatolt, szepardltan targyalhaté alrendszerek, az MR jelhez adott, egymastdl

kiilénboz6 iddintervallumba eso jarulékokkal. Ez a megkozelités elsOsorban erdsen relaxalo
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hatdsu porusfalak, valamint ezek kozotti gyenge csatolds (vékony és hosszd kapillérisok,
illetve rétegek) esetén alkalmazhaték. Corey és Garroway *(MRM 1990) [32] elszigetelt
porusokra vontak le kovetkeztetéseket. A porusok méretének eloszlasa az atlagos
jelcsokkenésben megjelend multi-exponencidlis viselkedéshez vezet. A pdérusok méreteinek
eloszlasa €s az exponensek eloszldsa kozotti megfeleltetés lehetové teszi a mikrostruktira
tulajdonsagainak értelmezését.
A porézus kozegekre vonatkozé munkak eredményei koziil érdemes itt felsorolni néhéanyat.
A rovid diffizids idejii méréseknél tapasztalt diffizids idofiiggés kisérleti tapasztalat szerint
[33]:

Dg)zl—konst.-ﬁ . (25)

0

Valgjaban (18) és (19)-bol, u=0 és 4—0 hatarértékben kovetkezik [22, 27, 28]:

. (dInM(k, A) , pS
CREED - _pr> - 26
lﬂvg[ oA j k=5, (26)

Amibdl a rovid idejii mérésekre d dimenzidban az éltalanos kozelités (/D t -ben els6 rendig):

D@&)_, 4 [DgS
D, =1 dlz v +O0(Dyt) . 27

Brownstein és Tarr tanulmédnyédnak egyik f6 gondolata, hogy az MR jel multiexponencidlis
csokkenésére alternativ magyardzatot adjon. Habar a tanulmany 1978-ban jelent meg, a mai
napig él a kompartmentekkel val6 indoklas. Nevezetesen, a zérus permeabilitdsu kozegben az
intracellularis és extracelluldris kozeg egymastdl fiiggetlen jarulékdnak tudhaté be a nem
monoexponencidlis viselkedés. Szafer et al. [3] a gyors mérésekre is Kkiterjeszti ezt az
interpretacidt, mondvan a sejtmembranon valé 4thaladdsra nem jut elég id6 (TE echo idd

alatt), az IC és EC tartomanyok szepardltak maradnak.

! ¢ 10 (28)
[T2(TE - 0)],, T2 T2

leff
Ugyanez az argumentum vezet a (2) egyenletben leirt diffizidra vonatkoz6é megallapitdsban.
Amennyiben egymasté szepardlt tatomdanyok, fizikai tulajdonsdgukban egységesek és
egymastol tartomdnyonként kiilonboznek, akkor ez a jelcsokkenésben biexponencidlis
lefutdsu lesz. Forditva ez az éllitas természetesen nem feltétleniil igaz, egyéb mechanizmusok
allhatnak a héttérben.

Brownstein cikkében, Mitra tanulmdnyaiban a sajatértékek szerinti sorfejtés megmutatja,

hogyan jelennek meg a sajait moddusok a jelcsokkenésben, ami egyszerlien a (18)
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differencidlegyenlet (19) hatarfeltételek szerinti megolddsabdl kovetkezik. Ezek a mddusok
valéban az exponencialistdl valé eltérést okoznak, semmiféleképpen nem rendelhetdk
azonban ezek fizikailag szepardlt tértartomanyokhoz. A mdédusok dominancidja egymashoz
képest a diffizids tényezd (D: péruson beliill homogénnek feltételezve) sejtméret (a) és a
térfogati relaxacio (M) fiiggvénye (reflexiv porusfal esetén). A relativ jelerésség az Ma/D

paraméter fliggvényében lithat6 a 6. dbran.

1,65}

4 In(m(r)/m)

—

6. abra 7. abra

6. abra - A relaxaciés modusok relativ eréssége a jelben, gombszimmetrikus esetben (S),
hengerszimmetrikus esetben (C), ill. planaris elrendezés esetében (P). A szamok a sajatértékek sorszamara
utalnak, a nagyobb szam Kisebb sajatértékhez tartozik.

Brownstein, Tarr: Physical Review A, V19, N6, 1979 [29]

7. abra —az MR jel intenzitasanak idéfiiggése egyetlen zart térfogat esetén, a kezdeti és végso (leglassabb
lecsengés) meredekség kozotti kiilonbség a kiilonb6z6 médusok jelenlétére utal, nem pedig fizikailag
szeparalt kompartmentekre.

Brownstein, Tarr: Physical Review A, V19, N6, 1979 [29]

Eppen az Mitra tanulmanyainak értéke, hogy a diffizis propagtor k*-es tagtol valo eltérése
(ami ekvivalens a monoexponencidlis viselkedéssel) a mikrostruktirarél, mégpedig az
osszekottetésben 1évo porusok geometridjardl ad felvildgositast.

A diffizi6 és relaxédcid (18) és (19) egyenletek szerinti egységes kezelése teljes képet ad az
MR mérésekben tapasztalt jelcsokkenésrol. E modellekben azonban erds megkotés az, hogy a
porusfalak nem 4atjarhaték (a permeabilitds zérus). Ez a feltevés nehezen indokolhaté a

bioldgiai szovetekben.
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Brownstein és Tarr tanulmdnyuknban a k—0 esettel foglalkoztak. Ez a 4—0 ideju esettel
azonos a diffuzios kisérletekben. A 8. dbra egy sematikus rajz az elméleti modell
érvényességének €s tovabbfejlesztési lehetdségének szemléltetésére. Bioldgiai szovetekben az
a feltételezés, hogy S, feliilet teljesen reflexiv (x;=0) nem tarthat6. Ez a feltétel abban
nyilvanul meg, hogy a (19) egyenlet jobb oldaldala zérus, azaz a V, térfogatbdl kidramlds
nincsen. Eppen ez a hatarfeltétel vezet a sajatfiiggvények fent ismertetett alakjihoz. Ezen a
feltételen modositani egyszeril, a (19) egyenletben a ki és bedramlést is figyelembe vevo,
permeabilitdssal ardnyos tagot sziikséges bevezetni. Ugyanakkor az EC és IC terek kozott a
vizdramlds egyensilyban van, €z DinCint €S DexiCext k0zOtt Osszefiiggést teremt. Ekkor azonban
az EC-ben és az IC-ben kiilonboz6 térfogati relaxaciot is figyelembe kell venni. Tehét (19)
egyenlet helyébe két ezzel azonos szerepet betoltd egyenlet 1ép az intracelluldris térre és az
extracellularis térre vonatkoz6 relaxaciordl és az S feliileten torténd ki €s belépésrdl szamot
ad6 tagokkal. Felmeriil azonban a kérdés, hogy mi torténjék az S, feliileten (Id.: 8. dbra)?
Amennyiben olyan rovid diffuziés idokkel kell csak szdmolni, ahol azon a trajektdridk

jarulékai, amelyek V; térfogatbdl indulva S, feliiletet elhagyjdk, elhanyagolhatdk, akkor az S,

feliilet relaxivitasa p\s = oo feltétel alkalmazhat6. Ez a kozelités alkalmazhatd, amennyiben

2
A</qLEC

eff

, ahol ﬂéc a V, térfogathoz rendelt sugar, D¢ pedig a V; és V, térfogathoz rendelhetd

effektiv diffizids tényezo.

8. abra
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A (18) és (19) egyenletek helyébe 1ép6 egyenletek tehat a kovetkezd mdédon alakulnak:

aG(g’r’t) =D, V’G(r.r',t)— 1, G(r.r'1), t>0,reV, (18-1)

t

aG(g’r’t) =D, V’G(r,r' . t)— u, G(r.r't), t>0,reV, (18-2)
t

D, nVG(r,r't)+ pG(r,r',t)+ kG(r,r’,t) =0 , reS,,int  (19-2)

- D, nVG(r,r',0)+ pG(r,r',t)+kG(r,r’,1)=0. reS,,ext (19-2)

Tovdbb4, a sejten beliilli viztartalom véltozatlansaga miatt: D, .c, =D, c A fenti

int ~int ext ext *
egyenletekben a sejtmembran kiilsé és belso feliileti relaxivitdsa, valamint a kintrdl-befelé,

illetve a bentrdl-kifelé valé dramldsra vonatkozé permeabilitds azonos.

9. abra

Hosszabb diffizids idokre felmeriil az EMT-ben alkalmazott médszer és a zart térfogatokra
alkalmazott egzakt analitikus elemzés kombinacidja (Id.: 9. abra).

Az S,-feliileten kiviil az EC és IC, valamint a sejtmembrdnok hatdsa figyelembe vehetd,
amennyiben egy effektiv médiumot tételeziink fel, amely diffizidja az EMT modellbdl
szarmaztathat6. S; feliilethez végtelen relaxivitds rendelhet6. Ebben a l1épésben ugyan D
értéke csak kozelitdleg igaz, de a probléma analitikusan megoldhatd, az extracelluldris tér
hatdsa és a véges sejtmembran permeabilitds is figyelembe vehetd. Ezzel az eljardssal a zart
porusokbdl szarmaztatott rovid idejii diffiziés mérések, valamint az EMT-bol szidrmazd
hosszu idejt diffizios mérések is kezelhetdk, a véges diffuzids idokre pedig megalapozott
kozelités szarmaztathat6. Ugyanakkor, e megkozelités nem adhat szdmot a sejtek kozotti
tdvolsdg léptékén megjelend diffrakcid-szerli jelintenzitds-platokrol (1d. ,,Karakterisztikus

hossz, g-space” bekezdés).
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Transzverzalis relaxacié — helyfliggé Larmor frekvencia

A diffazid és a relaxdciés folyamatok kapcsolatat a porézus kozegek modellje jol illusztralja.
Ez a klasszikus difftiziés modell a relaxacié mikroszkopikus és statisztikai vonatkozdsaival
nem foglalkozik. Ebben a modellben a relaxécié térfogati €s feliileti elnyel6 kozeg hatdsaként
értelmezhetd. Ett6l merdben eltéré megkozelitést targyal Novikov és Kiselev [34]. Ebben a
leirdsban az NMR jel tulajdonsigat irjak le, amely egy heterogén Larmor frekvencidju
kozegbdl szarmazik. A tanulmany a T2 relaxdci6 mezoszkopikus skdldju folyamatdval
foglalkozik, ami a precesszids fazisok diszperzidjanak eredménye. Ebben a megkozelitésben a
Larmor frekvencia variancidja és a Larmor frekvencia, mint a térbeli koordinatdk fiiggvénye,
korreldcids fiiggvénye Osszefiliggésbe hozhaté az NMR jel spektrumdval. A diffizié és a
relaxdcié kapcsolatat e megkozelités Ugy teremti meg, hogy a bolyongds trajektoridjanak
minden pontjdhoz egy adott Larmor frekvencia tartozik. A bolyongas sordn az adott spin tehat
faziskiilonbséget akkumuldl, amely egyrészt a diffizids trajektdriatol, masrészt a Larmor
frekvencia térbeli eloszlasatdl fiigg. Ez a targyaldsi mod rendkiviil altaldnos, nem
korlatozédik intracellularis és extracelluldris kozeg kozotti kiilonbségre. Sejtmentes oldatok
esetében is jOl alkalmazhat6. A médszer roviden a kovetkezo.

Az MR jel spektruma a kovetkez6 alakban irhato fel:

1
s(w) = m , (29)

ahol 2'(w)a kozeg mérhetd jellemzdje. Ez a reprezentdcid a sok-test probléma részecske
propagatordbdl szarmazik. X'(w) -t sajat-energiaként szokds nevezni, ez kozvetleniil jellemzi a
mezoszkopikus struktirdt szemben az s(w) mennyiséggel, amely egy deformdlt Lorentz
fliggvény. A pordzus kozegek vizsgédlatandl megszokott modon itt is a diffizidés propagator
elemzése vezet eredményre. A diffizids propagator idofejlodése:
i N [ &
G(r.r,.t) = j Dr(t)-exp| —i £ dtQlr)]- ! dtw} , (30)

ahol Q(r) a Larmor frekvencia valtozo része: <.Q(r)>=0. Homogén térben (Q2(r)=0)

diffizids propagator Fourier transzformaéltja a kovetkezd alakot veszi fel:

1

G(wky=— .
(@.k) —iw— Dk*

€1y

A példa kedvéért alljon itt a jel spektrumdanak diszperzidjat leird sajatenergia képlete, egy

egyszerli esetben. Amennyiben a diffizié a kozegben homogén, a kozeg magneses
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szempontbdl inhomogén, gyenge magneses kiilonbségek mellett a perturbald sajat-energia
tag:

d’q  T(g9)
r) —iw+Dg*

Zr (@) = — j (32)

ahol 7I(r)= <.Q(r).Q(0)>r a magneses inhomogenitds autokorreldcids fiiggvénye, 71, (g) pedig

ennek térbeli Fourier transzformaltja. (24)-ben az integrélés a teljes Fourier térre torténik.

A mddszer rendkiviili elénye, hogy az MR jel spektruménak diszperzidjit kozvetleniil a
térbeli magneses és diffizids inhomogenitasokkal kapcsolja 6ssze. A modell hatranya, hogy a
heterogén kozeget teljesen bejarhatonak tételezi fel (vizmolekuldk bolyongésa), elzart
régidkat (zart porusok) nehezen lehet kezelni. Ez a bioldgiai rendszerekben nem tul erds
megkotés. Tovéabbi elvi probléma, hogy a transzverzdlis relaxdciét a szuszceptibilitasbeli
inhomogenitdshoz koti, a térfogati (bulk) relaxdciéval nem szamol. Ez tulajdonléppen egy
mezoszkopikus skdldn lezajlé T2* relaxaciot jelent. A homogén kozegekben (tiszta viz) nem
z€rus a relaxacid. Ez a megkotés ugyanakkor elfogadhat6, mivel a viz T2 relaxacidja tiszta
vizben j6éval nagyobb érték, mint bioldgiai mintdkban. Az Larmor frekvencia térbeli
inhomogenitdsa sokkal gyorsabb relaxiciét okoz, ez a meghatiroz6 effektus bioldgiai

6
rendszerekben’.

Karakterisztikus hossz, g-space

A PFGSE kisérletek eredménye kozvetlen informacidval szolgal a kozeg struktirafaktordra.
(1d.: (17) egyenlet). Az MR jel a kozegre jellemz6 diffuzids propagétorfiiggvény Fourier
transzformaltja. A (18) tipust 1d6fiiggd parcidlis differencidlegyenlet megoldésai alapvetOen a
(19) egyenletben megfogalmazott hatarfeltételektdl fiiggenek. A megolddsok kozvetleniil
arulkodnak a probléma dimenzionalitdsardl, illetve a hatarfeltétel szimmetridjarél. Masként
megfogalmazva, a peremfeltételek, azaz a diffuziés korlatok a diffuzids egyenlet
megolddsidban megjelennek. A pdrusok, mint merev korldtok, illetve egyéb akaddlyok
(permeabilis sejtmembrdnok) a propagatorfiiggvényt meghatarozzdk. Amennyiben egy

karakterisztikus méret megjelenik a kozegben (pl. pérus atmérdje, porusokat 6sszekotd

® E moédszerrel kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy a modern fizika eszkozeivel dolgozik, az

elhanyagoldsok matematikailag megalapozottak, de ezekhez nem minden esetben tarsithaté egyszerti, klasszikus-
fizikai kép. Tovabba spektroszképidn keresztiil kozeliti meg a problémat, a képalkotdsban valé kozvetlen

alkalmazdasa koriilményes.
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nyakak hossza, ill. sejtméret, vagy sejtek kozotti tdvolsdg), ez a diffizids
propagatorfiiggvényben is megjelenik.

Mitra és munkatarsai tanulmdnyukban Osszehasonlitottdk az egymdssal 0sszekottetésben allo
porusokban valé diffizié analitikus értékelését, valamint e rendszerre végzett Monte-Carlo

szimuldciok eredményeit [28].

Wavevector (1,0,0) Wavevector
0 T |
it
¢ = 0476
_2—
Iy —QJ
=
i
T - ,
1} 10,000
=54 ; ,"
i =0,000
-6- /1 130,000

10. abra — Mitra et al. Phys. Rev. Lett. 1992

A 10. dbra a jelintenzitds (M) hulldimszdmvektor (q) fiiggését dbrazolja. A bal oldali dbra egy
négyzetracsos elrendezésii (szigori geometriai rend) szildrd fald gobmbok esetén dbrazolja a
jeler0sség alakuldsét, a jobb oldali dbra a je értékének alakuldsat e gombok véletlenszer(i
elhelyezkedése esetén. A szaggatott vonalak az elméleti modellt, a folytonos vonalak a
Monte-Carlo szimulédcié eredményeit 4brdzoljdk. A kiilonbozd gorbék rendre nagyobb
1épésszamu szimul4cidhoz, illetve nagyobb diffizids id6hoz tartozd eredményeket dbrazoljak.
A hullimszamvektor tengelyen a nyilakkal jelolt hely az adott gombok daltal elfoglalt

térfogatfrakcidohoz  tartozé  karakterisztikus  hullimszdmvektor  abszolat  értékét

jelolik: k =27 /(2R,)) . JOl lathat, hogy a szigord geometriai elrendezéstdl eltérd véletlen

eloszlasi rendszerben is hatdrozottan jelentkeznek azok a csticsok, amelyek a rendszer
karakterisztikus méretét jelolik. Ez a jelenség a Rontgen diffrakcids kisérletek anal6gidjabol
meritve a diffiziés diffrakcié nevet kapta. Az elméleti és szimuldcidés eredmények a
karakterisztikus méretet illetben nagyon jé egyezést mutatnak. Tovdbbad a jelmenetek
egyezése azt is jelenti, hogy az elméleti modell, amely alapvetéen hosszu diffizids idot tételez
fel, a koztes idoskdldn is elfogadhaté eredményt ad. A bioldgiai rendszerekben a
karakterisztikus hosszak meghatdrozasa, illetve azok relativ véiltozdsa fontos indikatora lehet
kéros folyamatoknak (sejtduzzadds — citotoxikus 6déma, extracellularis tér novekedése —

vazogén eredetli 6déma, sejtszamban bedllé valtozas — sejtszaporodas, stb.).
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Callaghan és munkatdrsai azonos geometriafiiggést taldltak, amely ugyanigy jé egyezést
mutatott a szdmitégépes szimulédcié eredményeivel [35]. Kuchel és munkatérsai [36] human
VVT szuszpenzién végzett mérései magas b-érték mellett (b > 1500 s/mm?) kimutattik a
karakterisztikus hosszt a jelcsokkenésben, valamint annak hematokrit fiiggésére is ramutattak

(1d.: 11. &bra).
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11. abra — Kuchel et al. MRM 1997 [36]

a gorbék fentrdl lefelé csokkené hematokrit szami mintak jelintenzitasai a g értékének fiiggvényében

A 11. abrdn jol lathat6, hogy a sejtes dllomédny térfogatfrakciéjanak (hematokritszdm)
csokkenésével a karakterisztikus méretet jellemzd diffrakcids csics egyre markansabb. Ennek
az az oka, hogy a sejtméreten kiviil tobb egyéb méret is jellemz6 erre a heterogén kozegre
(pl.: sejtek kozotti atlagos tavolsag). Ezek a méretek azonban egyre kevésbé jellemzoek (ezek
eloszldsa egyre szélesebb, szordsa egyre nagyobb, mikézben az atlag is nd hematokritszdm
csokkenésével), ezért a sejtméret vélik a leginkdbb jellemzd méretté.

A karakterisztikus méret megjelenithetd képi intenzitdsként is az MR képalkotasban. Ez az
eljards a g-space imaging alapja [37, 38]. A g-space az angol terminoldgidban elterjedt

hulldmszdmvektor jelolésbdl (g) szarmazik (a k jelolés az MR irodalomban foglalt).
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Ceélkitiizés

Az elmult évtizedekben szamos kutatdsi program és tudomanyos kozlemény targyat képezte a
viz mikroszkopikus skélan lezajlé diffizidja. A kiillonb6zo tudomanyteriiletek szamos jelentOs
eredménnyel jarultak hozzd e probléma megértéséhez. A bioldgiai szovetek vizsgdlata,
amelyek természetiiknél fogva heterogén kozegek a viz difftizi6janak szempontjabol, tobb
szempontbdl is érdekes eredményre vezetett. Mdara nyilvanvaléva vélt, hogy a viz diffiziéja
megvaltozik kiillonbozd kéros folyamatok sordn, mint példaul stroke, intra- és extracranialis
tumorok, metasztazisok, epilepszia [22, 39-42]. A viz diffiziéja j6l mérhetd és jellemezhetd
Migneses Rezonancia képalkotdssal, nem invaziv és megismételhet6 moédon. Ugyanakkor,
szamos esetben nem vildgos, hogy a viz koros dllapotokban megvaltozott diffizidja mogott
milyen molekuldris mechanizmusok rejlenek. Példaul, a latszélagos diffizids tényezd (ADC)
csokkenését a stroke esetében az extracelluldris tér viztartalmanak csokkenésével és
ugyanakkor az intracelluldris tér viztartalmdnak novekedésével szokds magyardzni (azaz az
EC-bdl at IC-be draml6 viz, azaz citotoxikus 6déma fellépésével) [43]. Szdmos egyéb elmélet
is napvildgot latott. Ilyen az intracelluldris térben az dramlasi folyamatok csokkenése — ,,IC
streaming”: [44], a diffiziés mozgds szamdra rendelkezésre all6 térfogat geometridjanak
valtozdsdval — ,jincreased tortousity”: [45], a sol-gél frakci6 megvaltozdsdval: [46, 47].
Ugyanakkor a mai napig nem alakult ki konszenzus a stroke esetén bekovetkezd diffizids
valtozdsok okaival kapcsolatban. Tovabbd az a tény, hogy a T2 értékében bekovetkezd
valtozds nem korreldl a diffiziés értékben bekovetkezett valtozassal, mindeziddig magyarazat
nélkiil maradt.

Az ischemids teriileten az ADC csokkenés 30 percen beliill bekovetkezik [1]. A T2WI
képeken ez a valtozds csak 6rak milva jelenik meg [1]. Az ADC csokkenés a sziirkedllomany
esetén 1ép fel, a fehérdlloméanyban az els6 30 percen beliil nem tapasztalhaté6 ADC csokkenés
[1]. Ugyanakkor, az epilepszids gécokban is ADC csokkenés tapasztalhatd, amelybdl az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy az ADC az idegsejtek karosoddsdval egyiitt jar. Az epilepszids
gécok esetén kiilonds, hogy ezek a teriiletekre daltaldban hiperperfizié jellemzd. Ezt
patkdnyon végzett bicuculline-nel eldidézett epilepszia esetében is sikeriilt igazolni.
Ugyanakkor a teriilet spektroszkdpiai vizsgdlatdval a csokkent ADC, megnovekedett agyi
véraramlds mellett az ATP szintje nem valtozott [1], ami az energiahidnyos éllapotra utalna.
Az idegsejtek karosoddsanak és az ADC csokkenésének viszonyat vizsgdlva Kain sav (kainic
acid) és rose bengal alkalmazdsdval ADC csokkenést tapasztaltak [1]. A spektroszkopiai

vizsgalatokkal a laktat, nagy energidju foszfatok id6beli valtozasat kovették. Ezzel egyidoben
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a pH érték iddbeli valtozasat is kovették. A kisérleti eredmények azt mutattdk, hogy a rovid,
30 perces okkluzidval kivéltott ischemia utdn a foszfét szintje 10 perc elteltével a normaélis
értékre tér vissza, mig a pH érték csak 20-30 perces késéssel. A laktit szint 40 perc utdn
normalizalédik. A reperfiizié hatdsara rovid okklizié mellett az ADC érték is normalizalodik.
Az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy az ADC véltozdsa nem feltétleniil jar sejtkarosoddssal. A
permanens ischemia kialakuldsakor a CT képek és a T2 stlyozott MR képek kb. 24 6ra utan
mutatnak azonossdgot a diffuzié silyozott képekkel, ez mar az ischemia miatt kialakult
élettani folyamatok irreverzibilis tartomédnya. Az irreverzibilis esetekben az ADC 2-5 napon
beliil a normadlishoz kozelitd értékhez tér vissza, azaz novekszik, mig a protondenzitds (és az
ezzel szorosabb kapcsolatban 1évé T1 relaxacids idd) szintén novekszik. A Na'/K* pumpdk
gatlasdval (ouabain-nal indukdlva) az ADC értékében 50%-os csokkenés idézhetd eld,
hasonléan az ischemids teriileteken tapasztaltakkal. Felmeriil, hogy az ADC vailtozdsa
citotoxikus 0démdval tarsul, ami az ischemidban gyorsan alakul ki, a vazogén ©déma
kialakuldsa pedig a T2 relaxdci6hoz tarsul, amely csak o6rdk alatt alakul ki. Az élettani
folyamatok hétterében levdé mechanizmusok azonban nem tisztazottak. Tobb kiilonbozo
mechanizmus hizédhat meg a hattérben, a kémiai anyagokkal végzett kisérletek sordn nem
bizonyos, hogy ezen anyagok hatdsa exkluziv. Példdul az ouabain nemcsak mint Na*/K*
pumpa inhibitor, hanem mint ATPase inhibitor is mikodik [1]. Igy nemcsak a sejtek
ozmotikus viselkedését, de az energiaelldtasi folyamatokat is befolydsolja. Rdadasul az ilyen
kisérletek esetén a hatéanyagok intracelluldris térbe valé bejutdsat, annak dinamikdjat is
sziikséges lenne vizsgalni.

A stroke sordn kialakulé ischemia a sejtek energiaellatiasit jelentdsen befolydsolja. A
kialakul6 6déma, a szovet makroszkopikus perfizids tulajdonsdgdn tdl, az intracelluléris
térben lejatsz6dé metabolikus folyamatokat is érinti. A sejteken beliili viz mobilitdsanak
csokkenése korreldl a proteinekhez kothetd viz ozmotikusan inaktiv viselkedésével [48]. A
protein-viz kolcsonhatds a viz diffizidjdnak csokkenésében kulcsszerepet tolt be. E
kolcsonhatds vizsgédlata azonban a gyors kicserélddési folyamatok miatt nehezen vizsgalhat6
[49]. Az ozmozissal kapcsolatban az intracelluldris viz egy jelentds része kozvetleniil
proteinekhez kothetd [50]. Bizonyos traumdk €s ischemia esetén ozmotikusan nem reagédld
agyi 6déma alakul ki és ugyanakkor az MR képalkotdsban az érintett teriileten csokkent ADC
érték taldlhat6 [51-53]. Az ozmotikus kisérletek a viz dllapotanak felmérésében kulcsszerepet

jatszanak.
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Motivacio

A VVT szuszpenziok j6 szoveti modellként szolgdlnak az ozmotikus viselkedés, ADC
valtozdsok és relaxdcids valtozdsok tanulmdnyozdsdban [22, 43]. A sejtméret, membrin
permeabilitds, intracelluldris térfogatfrakcid, extracelluldris térben oldott fehérjék
koncentraciéja és mindsége, valamint az extracelluldris tér ionkoncentrici6ja egymastol
fliggetleniil valtoztathato.

A szakirodalomban elterjedt moédszer a sejtek eritrocita ghost-okkal valé helyettesitése. Ez a
modszer valdjdban a lehetd legdurvabb beavatkozds a sejtek életébe. A sejtek semmilyen
szempontbdl nem tekinthetdk oldatokat tartalmazd, lipid kettOsréteggel hatarolt ,,zsdkoknak™.
Nemcsak a membridn funkcionalitdsa kiilonbozik drasztikusan az él6 sejtektdl, hanem az
intracellularis tér is. Az ionpumpak funkcionalitdsa nyilvdnvalé nem tekinthetd intaktnak. A
membrén tulajdonsdgai részben a transzmembran fehérjéknek, részben egyszerli mechanikai
koriilményeknek koszonhetden erdsen befolydsoljdk az intracelluldris tartomény szerkezetét
és ezen keresztiil a funkcionalitdsat is. Az intracelluldris tér helyettesitése oldatokkal
kézenfekvonek latszik, hiszen igy az oldott anyag koncentricidja, mindsége szabadon,
kontrollédltan véltoztathat6. Az IC tér modellezése oldatokkal azonban tdlsdgosan durva
kozelités. Az IC tér koncentrici6ja nem kozelithetd oldatokban, az oldott anyagok
kolcsonhatasa végképp nem. Ahhoz, hogy a szoveteket minél inkabb kozeliteni lehessen egy
sejtszuszpenzidval, miikdodo, intakt sejtek alkalmazasira van sziikség.

A sejtmembrén funkcionalitdsa befolydsolhat6 sejtszuszpenzidhoz adott ouabain-nal (Na*/K*
pumpdk gatlasa, ATPase gatldas) [1]. A sejtmembrdn viz permeabilitisit pCMBS
hozzaadéasaval lehet befolydsolni [22]. Ezen eljardsok sordn alkalmazott kémiai anyagok
hatdsmechanizmusa ismert, ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy a kivéant hatdsok mellett egyéb
mellékhatasok is fellépnek.

Célszerli olyan kisérleti mddszereket vélasztani, amely sordn a normadlis koriilményektdl a
lehetd legkevésbé tériink el. Természetesen addédik az olyan extracellularis paraméterek
valtoztatdsa, amelyek a normadl koriilmények kozott is véltozhatnak, és amelyek véaltozasara a
sejtek kontrolldlhaté hatdrok kozott rezisztensek. Ilyen lehet az extracelluldris tér
ionkoncentracidja, oldott fehérje koncentraciéja, az oldott fehérjék mindségének valtozasa.
Az extracelluldaris tér diffuziés €s relaxdciés paramétereinek valtozdsa egyszeri
oldatkisérletekkel meghatarozhat6.

Az extracelluldris matrixhoz valé kapcsolddés a sejtek életében meghatarozé lehet, biofizikai

szempontbdl megengedhetd, hogy a szoveti EC teret egy in-vitro médon elééllitott oldattal,
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illetve géllel lehessen helyettesiteni. Az oldatokkal végzett kisérletek tdmpontot adhatnak
abban, hogy hogyan befolyasolja az oldott anyag az olddszer viz diffizidjat és relaxaciojat.
Az EMT modellben példaul, az EC és IC tartomdny kiilon-kiilon, diffiziés és relaxacids
szempontbdl, mint homogén kozeg szerepel. Az oldott anyagok molekuldinak karakterisztikus
mérete, hidrofilitdsa, relaxdcidés helyeinek mindsége befolyasoljadk a viz diffiziés és
relaxdcids tulajdonsagét. E terekben bedllé valtozasok (proteinek felszaporodésa, proteolizis
termékek megjelenése, sol-gel fazisdtalakuldsok, gél matrixdnak halémérete stb.) jol
modellezhetok egyszerli koncentraciovéltozéssal, oldott anyagok méretének véltoztatasaval,
cross-linker-ek alkalmazdsdval, ionkoncentracié valtoztatdsiaval. Ezek a paraméterek jol
kothetdk ugyanakkor bizonyos koéros folyamatokhoz. Az egyszerli koncentraciovaltozds a
diffizié véltozdsahoz vezet, a Brown-mozgds szdmadra rendelkezésre all6 tér megvaltozasa
miatt. Ugyanakkor a relaxdcios helyekhez kozeli térfogattartomany (hidratacios rétegek) és az
attol tavoli (bulk) térfogat ardnya is véltozik, ez az egész oldatra atlagolt relaxacié értékét
befolydsolja. Az egyszerli koncentracidvaltoztatds mellett elvégzett kisérletek a difftizié €s
relaxdcio értékének vialtozdsat koveti nyomon, a bedlld relativ valtozasok 0sszevethetok az €16
szovetekben bedllé valtozasokkal. E homogén rendszereken végzett kisérletek eredményei a
heterogén rendszerek modelljeinek fontos bemend paraméterei. Az oldott molekuldk
minOségének valtoztatdsdval olyan folyamatokat lehet modellezni, mint az intracellularis
térben torténd, protein degraddcidval jaré folyamatok, illetve a sejtfazisra, vagy sejt és
extracelluldris matrix kapcsolatdara jellemzd szerkezeti véltozdsok (szintézis, bef(izddés,
filopodiumok megjelenése stb.). A fehérjékrdl altalaban elmondhatd, hogy kiilsé feliiletiik
hidrofil, bels¢ tartomdnyuk kevésbé hidrofil. A fehérjék degradicidja 1ép fel a cytotoxikus
oedema esetén. A kiilonbozd fehérje szdrmazékokkal, illetve szintetikus molekuldk oldatdval
végzett kisérletek e vdltozdsokat modellezik. Igy Osszefiiggésbe hozhaték a diffiizids,
relaxdcios értékek valamint az oldott anyagok hidrofilitasa.

A heterogén kozegek vizsgalatinak kovetkezd lépése az intracellularis és extracelluldris
tartomany egymastol fiiggetlen valtoztatdsa, amelyben az IC tartomdny allapotdnak rogzitése
mellett a szuszpenzié EC tartomdnyanak véltoztatdsa torténik az oldatok esetében leirt
modon. Mivel az elméleti modellek és az azok alapjaul szolgédld kisérleti eredmények a két
tartomany erds Osszefiiggését josoljak, érdemes a vizkicserélddés hatdsat vizsgalni. Az €16
rendszerekben tobb mechanizmus egyszerre léphet fel, a sejtszuszpenzidk vizsgalatanal
azonban a jelenségek szepardlhatok. A citotoxikus 0déma esetén tobbrol van sz, mint
egyszeri vizathelyezddés az EC-bdl az IC tartomanyba. Ez lehet annak a folyamatnak az

o

eredménye, hogy az IC tartomédnyban fellépd proteolitikus folyamatok az IC tartomdnyban
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oldott molekuldk 4ltal ,kotott” viz mennyiségét megnovelik (ozmotikusan inaktiv viz,
megovekedett relaxivitds €s csokkent diffuzids ért€k), mikoézben az EC tartomany
megnovekedett oldott anyag koncentriciéja ugyancsak csokkent diffizidhoz vezet. Ez
megmagyaraznd, hogy miért vezet a cytotoxikus oedema csokkent ADC értékhez.
Amennyiben csak bedramldsr6l van szd, akkor az IC tartomdnyban az ADC értéke
novekedne, az EC tartomdny ADC értéke csokkenne. Az eredd ADC értékre nézve nehéz
levonni egyértelmii kovetkeztetést, hiszen a két mechanizmus hatidsa egymdst gyengiti. A
heterogén szuszpenzié vizsgdlata ugyanakkor rdmutathat arra, hogy az IC és EC
tartomanyokban bedll6 ADC és T2 valtozasok milyen mértékliek, valamint arra, hogy
egyéltalan van-e remény intracelluldris torténések (sejtciklus valtozasok) nyomonkovetésére
redlis jel-zaj viszonyok mellett a diagnosztikai b-érték tartomédnydban. Ugyanezek a
vizsgdlatok arra is rdmutathatnak, hogy az intracelluldris tér fehérje 4allomanyaban
bekovetkezd valtozas tetten érhetd-e difftizids illetve relaxdciés mérésekkel. Ez a lehetdség az
onkoldgiai diagnosztikdban siker esetén igen nagy jelentdséggel birhat.

Az IC tér manipulalasa joval bonyolultabb feladat. Amennyiben a mddositds sordn életképes
sejtek dllnak eld, amelyek funkcionalitisukban és sejtbioldgiai kisérletekkel ellendrizhetd
paramétereikben kozel azonosak a nem moddositott sejtekhez képest, valamint a mddositott
fehérjedllomédny kontrollalhat valtozason megy keresztiil, akkor feltételezhetd, hogy az IC
tartomdany véltozdsa a tobbi biofizikailag relevdns paraméter valtozasit nem vonja maga utan.
Ehhez hasonl6 lehetdség kiilonbozo fajok azonos funkciéji sejtjeinek vizsgalata. Amennyiben
az adott sejtek miikodése és kiilsé behatdsokkal szembeni viselkedése jol ismert, akkor az
ezeket tartalmaz6 sejtszuszpenzidkon végzett ozmotikus kisérletek és az igy nyert diffizids és
relaxdcids paraméterek, valamint azok valtozasai 6sszehasonlithatok.

Tovébbi lehetdség a sejt sajat €letciklusa sordn bekovetkezd véltozdsokat kovetni, kiillsd miivi
beavatkozds nélkiill az intracelluldris tér véltozdsa mellett a diffiziés és relaxacids

paraméterek valtozasa is kovetheto.

Intracellularis crowding

Az emlds voOrosvértestek nagy varidciét mutatnak térfogatukat és viztartalmukat, és az
ozmotikus kihivasokkal szembeni rezisztencidjukat tekintve is nagyon kiilonboznek.
Ugyanakkor nagyon hasonlék plazma ozmolaritdsukat tekintve (~300 mOsm) [54]. A teve és
rokon emlésok VVT-i rendkiviil rezisztensek az ozmotikus behatdsokkal szemben. A

kiilonboz6 fajok hemoglobinjuk szerint is kiilonboznek, a tevefélék hemoglobinja tobb
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hidrofil aminosavat tartalmaz, mint a tébbi emldsé. Tovdbba a teve hemoglobin magasabb
izoelektromos pontja alacsonyabb intracellularis Na és K tartalomhoz vezet [55]. A
hemoglobin molekuldk magasabb hidrofilitisa magasabb kotott viztartalomhoz is vezet,
amely nagyobb mennyiségli ozmotikusan inaktiv IC vizzel parosul [56]. Az intracelluléris tér
protein-viz interakcidja a teve fajtdk VVT-iben erdsebb (fajlagosan tobb viz tarsithaté a
hidraticiés réteghez, illetve a tartézkoddsi id0 ezekben a rétegekben hosszabb). A viz
diffizidjat a protein-viz interakcié korldtozza. Feltételezhetben a teve félék VVT
szuszpenzidjdban alacsonyabb az IC térben a diffiziés tényezd, mas fajok VVT
szuszpenzidjahoz képest.

A modellkisérlet parhuzamba allithaté a klinikai tapasztalatokkal. Bizonyos traumas illetve
ischemids esetben kialakulé agyi 6démdban az érintett teriiletek viztartalma gyogyszeresen
nem csOkkenthetd (ozmotikusan inaktiv viztartalom), ugyanakkor a teriileten mért ADC érték
csokken.

A kiilonbozo fajok VVT szuszpenzioi modellezik az érintett ill. normdl szoveteket. Ez a
modell €16 intakt sejtekbdl all, a normélishoz kozeli kdrnyezetben, ami a ghost-okkal, illetve
pl. az ioncsatorna inhibitorokkal végzett kisérletekhez képest elonyt jelent. Ugyanakkor a
kiilonboz6 fajok VVT-inek kiillonbsége tobb paramétert is érint, amelyek fontosak lehetnek a
viz diffazidjat illetben. A mintdkat alkot6 VVT-k nem csak hemoglobinjuk mindségében
kiilonboznek, de sejtméretiik, a sejtek alakja, valamint membrdn prmeabilitasuk is kiillonb6zd
lehet. A sejtmembran permeabilitisdnak hatdsdnak vizsgdlata ugyanakkor arra mutatott ra,
hogy a fajok kozotti, az ozmotikus rezisztencidban megtaldlhat6 kiilonbség elsddleges oka a
protein-viz interakciéban, nem pedig a membrdn permeabilitisban keresendd [56]. A
modellkisérlet célja az intracelluldris térben taldlhat6 viz diffuzidja és a protein-viz interakcid

kozotti osszefiiggés felderitése.

Proteolizis modell

Az ischemia altal érintett teriileteken a sejtek energiaelldtdsa sulyosan sériill. Az ischemia
hatdsara az IC és EC terek viztartalma véltozik, amely a diffuzids és relaxacios paraméterek
megviltozdsaval jarnak. Ezzel parhuzamosan az intracelluldris valamint a transzmembrin
proteinek degraddcidja kovetkezik be. A proteolizis folyamatdnak gatldsdval az érintett
allomany sejtjei megdvhatdk [77]. A sejtmembran permeabilitdsdnak megvaltozasa, valamint
az intracelluldris térben a protein-viz kolcsonhatdsok megvéltozdsa parhuzamosan lezajld

folyamatok. A difftizi6 és relaxdcié szempontjabdl mindkét folyamat fontos szerepet jatszik, a
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két folyamat parhuzamosan zajlik, hatdsuk nehezen szétvdlaszthaté. Sziikséges tehdt e
folyamatokat egymadstol fiiggetleniil megvizsgalni. Az oldatokkal végzett kisérletek annak a
jelenségnek a felderitését is célozzak, amely az intracelluldris tér megvaltozott
fehérjedlloméanyaval kapcsolatos. Az intracelluldris tér, in-vitro médon, oldatokkal csak igen
kozelitéleg modellezhetd. Az IC tér molekuldinak néhdny karakterisztikus sajatossaga és azok
diffuzidra €s relaxdcidra gyakorolt hatdsa vizsgdlhatd, amelyekbdl korlatozott érvényességgel
ugyan, de kovetkeztetéseket lehet levonni az €16 sejtek megvéltozott fehérjedllomanyanak
hatdsdra vonatkozdan is. Ez a célja a proteolizis modellkisérleteknek.

Normal sejtfunkciék mellett elmondhatd, hogy a proteinek kiilsé feliilete inkdbb hidrofil, a
bels¢ tartomdnyok pedig kevésbé hidrofil jellegliek. A degradicié sordan az IC tartomdny
oldott molekuldit illetden feltételezhetd, hogy kevésbé hidrofilekké valnak (1d. Intracellularis
crowding kisérletek). Ugyanakkor elmondhatd, hogy a sejtek energiahidny miatt fellépd
degraddci6ja a proteinek darabolddasaval jar, azaz az oldott molekuldk mérete is valtozik,
amely az IC-ben lev0 szabad viz szamdra megvaltozott kdlcsonhatdsi lehetdségeket jelent. Ez
a relaxdcidra €s a diffuziora is hatdssal van. Az oldatok szintén nem tekinthetdk homogén
kozegnek az oldészer viz szempontjabdl, hiszen az interakcids helyek, hidrataciés rétegek
kiillonboznek térfogati (bulk) viztdl. Az elméleti elézmények fejezetben emlitett modellek
nem terjednek ki az ilyen mikroszkopikus 1éptékii heterogenitds tdrgyaldsdra. E problémadk
szigoru targyaldsa, nem torténhet klasszikus fizika analdgidk alapjdn, a kvantummechanika
eszkozeit és eredményeit kell haszndlni. E targyaldasmodban lehetséges a sok mikroszkopikus
kvantumrendszerbdl all6 makroszkopikus inkoherens sokasdg targyaldsa [57]. A szigord és
korrekt tdrgyalds és jelen kisérleti modellek eredményei kozotti kapcsolat megteremtésének
feladata tdlmutat jelen tanulmédny keretein. Az oldott anyagok koncentracidvaltozasinak,
illetve mindségének valtozdsa hatdsara bekovetkezd relaxacids id6, valamint ADC valtozas
feltérképezése kisérleti feladat.

Az intracelluldris tér koncentricidvaltozdsa két kiillonbozé mddon torténhet. Az egyik
lehetdség a sejtek duzzadésa IC proteolizis nélkiil, ez EC—IC vizdramlés esetén 1éphet fel, pl.
ozmotikus koriilmények megvaltozasa miatt (EC tér ionkoncentracié valtozik, ill. ionpumpak
funkciéja sériil). Ez az IC tér szabad viztartalmanak valtozdsat jelenti. A masik lehetOség
merében mds folyamat. Az IC tér proteinjei nem tekinthet6k oldott molekuldknak,
szerkezetileg kompakt és kolcsonhaté molekuldkrol van sz6. Ez a kompaktsag a proteolizis
sordn megsziinik. Ekkor a teljes IC proteintartalom nem valtozik, mégis Ugy tekinthetd, hogy
az oldott anyag tartalma megnd. Egy nagyon egyszerii példaval élve, egy adott térfogati

vizhez adott kristdlyos NaCl az oldédas el6tt és utan ugyanazzal a NaCl (tomeg/viz térfogat)
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koncentracidval jellemezhetd, ugyanakkor nyilvanvalé a kiilonbség a két allapot k6zott. Erre a
félrevezetd koncentracio-fogalomra hivja fel a figyelmet tanulmédnyédban [2]. Hipotézisiink
szerint a citotoxikus ddéma nem egyszerli vizathelyez6dés az EC térbdl az IC térbe. Az IC
térben lezajlé proteolizis miatt megvaltozott ozmotikus viszonyok miatt az IC térben az oldott
anyag koncentrdci6ja megnd, ami nagyobb kotott vizmennyiséghez vezet. Ez az ozmotikus
egyensuly fenntartdsa miatt EC—IC vizdthelyezddéssel jar, ugyanakkor az IC térben ez nem
vezet magasabb szabad viztartalomhoz. Amennyiben az ozmotikus egyensiily is felborul, ez a
folyamat akar alacsonyabb szabad viztartalomhoz is vezet. Természetesen az ozmotikus
egyensilyban nemcsak az IC proteinek, hanem Na® és K' ionok is részt vesznek, ezek
aramldsaban pedig az ionpumpdk. A sejtdegradicid sordn e pumpdk funkcionalitdsa is sériil.
Ezt tdmasztjdk ald a patch-clamp kisérletek, amelyek a sejtvaz valtozdsai és az ionpumpdk
funkciéja kozotti kapcsolara mutatnak ra [58].

A proteolizis sordn az IC tér fehérjedllomanya (illetve fehérjeszarmazékok) nemcsak
koncentraciéjaban, hanem mindségében is megvaltozik. A citoszkeleton struktirdjdhoz nem
tartoz6, most mdar oldott fehérjeszirmazékok molekuldinak mérete is csokken. A
fehérjedlloméany spektruma (moléris koncentracié eloszldas a molekulatomeg fiiggvényében)
eltolédik. Ezt a folyamatot illusztrdlja a 12. dbra. Az dbrdn a és b gorbék alatti teriilet
valtozatlan, amennyiben EC—IC vizidthelyez6dés nem torténik. Vizathelyez0dés esetén a b
gorbe alatti teriilet kisebb, mint az a gorbe alatti teriilet. A piros nyil jelzi a folyamat iddbeli

irdnyat.

molaris koncentracié

molekula témeg

12. abra - a proteolizis soran bekovetkezo oldott anyag tartalom spektralis valtozasanak illusztracioja

(a és b gorbék alatti teriilet itt azonos, ami a viztartalom valtozatlansagat jelenti)
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A proteolizis modellkisérletekben a kiilonb6z6 méreti molekuldk oldata ADC és T2
értékének vizsgdlata a 12. dbrén illusztrélt folyamat hatésait vizsgdlja.

A korai ischemids teriiletek MR képalkotas leletei az ADC csokkenés mellett nem mutatnak
T2 érték valtozast. A proteolizis modellkisérletek célja az oldott anyag koncentracié és
min0ség mellett a T2 és az ADC érték valtozasdnak feltérképezése. A modell IC, EC tér
jelenlétére vonatkozéan homogénnek tekinthetd, ugyanakkor az IC tér véltozdsai a sejtes
allomany T2 és ADC értékeire is kihatnak. E modellkisérletekbdl kvalitativ kovetkeztetéseket

lehet levonni a sejtes dlloméanyu heterogén kozegek viselkedésére.

Intra és extracellularis tér hatasa az MR jelintenzitasban

A modellkisérletek egy madsik szintje az extracelluldris és intracelluléris tartomédnnyal
egyarant rendelkezd heterogén kozegek vizsgdlata. A sejtes dllomannyal rendelkezd
szoveteket jol modellezik a VVT szuszpenzidk. A vizmolekuldk az EC és IC tartomanyokat
egyarant bejarjak a kisérlet ideje alatt. Az MR jelek valtozasdban az EC és IC tartomdnyok
egyardnt szerepet jatszanak. Amennyiben a sejtmembranok atjarhatdk, az egyes tartomdnyok
egyedi vizsgdlata csak részben ad valaszt a heterogén rendszer ADC és T2 értékének
valtozdsdra. Az extracelluldris térben oldott molekuldk koncentricidja €s mindsége tag
tartomadnyban valtoztathatd. Az intracellularis tér koncentracidjat reverzibilis modon lehet
befolydsolni az extracelluldris tér ionkoncentracidjan keresztill. Az ischemia sordn
reverzibilisen és irreverzibilisen médosuld tartomdnyok alakulhatnak ki. Az IC ozmotikus
uton valé manipuldciéja a reverzibilis folyamatokat modellezi. Az 6démaés teriileteken az EC
és IC terek térfogatardnya megvaltozik. Az IC tartomény térfogatfrakcidja a szuszpenzidk
esetén fliggetleniil valtoztathatd6 a hozzdadott EC térfogattal. Az EC és IC terek
térfogatardnydnak hatdsa a mért ADC és T2 értékekre fiiggetleniil vizsgalhat6 a sejtmérettol
és az IC tér koncentraciéjatol. A modellkisérletek célja a kovetkezd paraméterek hatdsanak
fliggetlen vizsgdlata a diftizziés tényezore és a relaxaciés idokre: IC tér térfogatfrakcidja, EC
tér vizkoncentraciéja, EC tér oldott anyag mindsége, IC tér vizkoncentricidja. A
modellkisérletek arra is keresik a vélaszt, hogy az IC és EC térben bekdvetkezd, egymdastol
fliggetlen valtozasa kiilon-kiilon milyen mértékben €s milyen irdnyban befolydsolja az MR
mérések eredményeit. A citotoxikus 6déma esetén e folyamatok egymadssal parhuzamosan
folynak le. Kérdés, hogy a difftizids és relaxdcids paraméterek valtozdsaban tetten érhetdk-e

ezek a folyamatok kiilon-kiilon, vagy éppen egymadst gyengitd hatdsokrdl van-e sz6? Ilyen
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moédon e modellkisérletek az MR mérésekbdl levonhaté kovetkeztetések érvényességét
teszteli. A modellkisérletek tovdbbi célja, hogy a kisérleti eredményeket az elméleti
modellekkel 0Osszevesse. Elfogadhat6 egyezés esetén az elméleti modellek Osszetett
folyamatok diffizidra és relaxdciéra valdé hatdsat jol modellezheti. A VVT szuszpenzids
kisérletek nem konkrét Osszetett patoldégiai mechanizmusokat modelleznek, hanem azok

fiiggetlenithetd folyamatainak egyedi hatdsit azonositjdk.

Intracellularis tér médosulasainak hatasa a diffuzios és relaxacios

paraméterekre

A VVT szuszpenzidval végzett kisérletek és az elméleti modellek alapjan elmondhatd, hogy
az intracelluldris tér fehérjedllomdnydban bekovetkezd valtozasok a teljes szuszpenzion mért
ADC és T2 értékeket befolydsolja. Az Osszefiiggések felderitésére és az elméleti modellek
alkalmazhatésaganak igazoldsdra a VVT modellek megfelelok, ugyanakkor az in-vivo IC
torténések modellezésére csak részben alkalmasak. Az in-vivo torténések modellezésének
alkalmasabb mddja lehet egy alaposan tanulmanyozott, tenyészthetd, kontrolldlt sejtvonal
sejtjeibdl (HeLa, Jurkat) elddllitott szuszpenzidk vizsgdlata. A kovetkezd két kisérletcsoport
ilyen sejtszuszpenziok vizsgalatat tlizte ki célul. A kovetkezd kisérletek olyan jol ismert
folyamatok vizsgalatat célozzdk, amelyekben az intracelluldris tér véltozdsa nyilvanvalo és

kontrollalhaté.

O-gliikolizdcio hatdsa az IC vizterekre

Az intracellularis fehérjék O-gliikolizaci6ja dinamikus, reverzibilis folyamat, amely soran
gliikozamin csoport kapcsolddik, illetve vélik le a fehérjékrdl. Ez a folyamat egy reverzibilis
jelatviteli mechanizmus, amely szamos sejtélettani folyamatban megy végbe. Szerepet jatszik
a sejtciklus szabdlyozdsdban, az akut stresszallapotok sordn, a tumorgenezis sordn és az
apoptozis folyamatdban. Ugyanakkor az olyan kéros dllapotok kialakuldsaban is részt vesz,
mint a diabétesz, gyulladdsos folyamatok, valamint az ischemids teriileteken a reperfuzid
soran kialakulé karosodds. Az O-gliikolizacié az IC fehérjetartalméanak tobb alkotéelemét
érinti. A O-gliikolizaci6 enzimek dltal vezérelt egyensulyat mddositja az IC térbe juttatott
tobblet gliikkéz, vagy gliikkozamin (GIcNAc). Az egyensily eltoléddsat ugyanakkor a
gliikozamin fehérjérdl valo levalasat szabalyoz6 enzim gatldsa PUGNAc segitségével. A 12.

abra illusztrdlja az O-gliikolizaci6 folyamatét.

46



UDP-GIcNAC UDP

&GfCNAC Transferay
Hi
>

¢
/ O-GlcNAcase
GlcNAc —l_

PUGNAc

O-(2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosylidene)

OH
H & . )
OWN NH amino N-phenyl karbamat = PUGNAc¢
NH o

0
13. abra - A fehérjék O-gliikolizacioja, forras: dr. Nagy Tamas

A gliikkozamin felszaporoddsa az IC proteinek és a viz kolcsonhatdsat modositja. A kisérlet
célja annak vizsgdlata, hogy a fehérjék moddosuldsa a sejt viztereit milyen mértékben
modositja, ozmotikus rezisztencidban okoz-e véltozdst, sejtméret valtozassal jar-e, valamint,
hogy ez a moédosulds az IC térben detektalhaté-e MR mérésekkel. Sejtszuszpenzids
modellrendszerrel vizsgédltuk a diffizids €s relaxacids tulajdonsdgok valtozasat.

Mivel az O-gliikolizacié szamos koéros folyamatban el6fordul, valamint a mechanizmusa jol
ismert, ez a modellkisérlet valédi mechanizmusok MR detektdlhatésagat vizsgédlja. Ez a
modell Jurkat (humén T-sejt leukémia eredetii sejtvonal) sejtek szuszpenzidjaval tortént. A
kisérlet alapjdul, a diffizids és relaxdcids viselkedés detektdlhatosdgat illetben, a VVT
szuszpenzidkon végzett mérések eredményei €s modszerei szolgéltak.

Sejtciklus hatdsa az IC vizterekre

A sejtek osztoddssal valé szaporoddsa szigoru ciklusba rendezddott 1épéseken keresztiil
torténik. A sejtciklus sordn szdmos dramai véltozas megy végbe a sejtekben. A sejtciklus M,
Gy, S, G, fazisai a DNS édllomany nyomon kovetésével jol azonosithatok. A sejtmagban
lezajlé szintézis folyamata, a citokinézis stb. olyan folyamatok, amelyek kétségkiviil érintik a
sej viztereit, az intracelluldris protein-viz kolcsonhatdst. Egy sejtszuszpenzidban a sejtek
populécidjdban a sejtciklus fazisai idéhosszuknak megfeleld ardnyban fordulnak eld. Ez az
eloszlas nem valtozik idében, a sejtek szdma iddben exponencidlisan nd. A sejtek
szinkronizaldsaval elééllithaté olyan sejtszuszpenzid, amelyben egy adott fazis van csak jelen
(a szinkronizicid tokéletességétdl fiiggden). Egy ilyen moddon eldkészitett populdcidban
kovethetd, hogy a sejtciklus mely szakaszaban tartanak a sejtek. Amennyiben van olyan fazis,

vagy azon beliili szakasz, amelyben a diffizids és relaxaciés paraméterek a tobbi szakasz
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értékeitdl szignifikdnsan kiillonboznek, ez a szinkronizalt populdcidban tetten érhetd. Mivel a
sejtciklus soran drasztikus IC tartalomvaltozdsok zajlanak le, ezért j6 esély van egy, vagy akar
tobb fazis, vagy szakasz azonositdsira MR mérésekkel. A normdl szovetekben ilyen foku
szinkronizaci6 nem fordul eld. In vitro sejttenyészetekben azonban szdmos eljards all
rendelkezésre a szinkronizacié elérésére. A legegyszeriibb a sejtek kiéhztetése, amellyel a
szintézis bizonyos folyamatai ledllnak. Ilyen mddon elérhetd, hogy a minimalis
tdpanyagsziikséglet rendelkezésre bocsatdsdval a sejtek életben maradjanak, ugyanakkor a
sejtciklus egy szakaszan felsorakozzanak. A tipanyag tovabbi sziikséges szintre emelésével a
teljes populdcié azonos fazisban tovdbbhalad a sejtciklus szerint. A szinkronizacié akar két
teljes ciklus ideje alatt is fennmaradhat. Hasonléan reverzibilis médszer a mikrotubulusok
polimerizacidjdnak reverzibilis gétldsa, amely a mitdzis fazisdban sorakoztatja fel a
sejtpopulédciét. A gatlds megsziintével a sejtciklus Gjraindul. Egyéb szelektiv eljarasok is
alkalmazhatdk, ilyen a citotoxikus szerek, illetve ionizdlé sugarzas alkalmazédsa. Ez utébbi
modszerekkel a sejtciklus adott fazisdra (szakaszdra) specifikusan, sejtpusztulds érhetd el,
amely a sejtpopuldcié fazis szerinti eloszlasat sziikiti. In-vivo kemoterdpids szerek esetén is
tapasztalhaté szinkronizacids hatds. A sejtszinkronizacios kisérletek célja szinkronizalt sejtek
szuszpenzidjanak ADC és T2 értékeinek vizsgédlata. A kisérletek célja igazolni, hogy a
sejtfazisok megkiilonboztetése lehetséges heterogén kozegben. Az in-vitro kisérletek egyrészt
tdmaszkodnak a VVT szuszpenzion végzett mérésekre, masrészt a modosult IC teri Jurkat
sejtekkel végzett kisérletekre. A sejtszinkronizacids kisérletek legfobb motivacidja felderiteni
annak a lehetdségét, hogy a kemoterdpids szerek szinkronizald hatdsét in-vivo, nem invaziv
MR képalkotasi eljardssal lehessen vizsgdlni. A kisérletek eredményessége esetén felmeriilhet
a kemoterdpia €s sugarterdpia Osszehangolt alkalmazdsidnak lehetOsége, amely kell foku
szinkronizaltsag esetén a sugarterdpia hatasfokat 10-30%-kal is novelhetné, igy lehetové tenné

a klinikai értelemben hatdsos d6zis novelését.
Eszk6zOok és modszerek

MR technikak

Az intracellularis crowding kisérletek MR képalkotds mddszerrel, az oldat kisérletek, az
EC/IC tér szerepét vizsgald kisérletek, valamint az intracellularis tér modosuldsait vizsgalod
kisérletek spektroszképiai eljardssal torténtek. Minden MR kisérlet Varian "™ YINOVA 400

WB spektrométerrel tortént (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). A mégnes tipusa 89 mm bore
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méretll, fiiggdleges elrendezésii 9,4 T térerdsségli Oxford magnes (Oxford Instruments Ltd.,
UK).

A spektroszkopiai mérések gerjesztd €s kiolvasé mérofeje 5 mm mintatér atmérdjii ID-PFG
tipust volt (Varian). A minta a berendezéshez rendszeresitett MR kompatibilis csovekben,
hematokrit kapilldrisokban foglalt helyet. A kapilldrisok alkalmazdsat a minta mennyiségének
csokkentése tette sziikségessé. Valamint sziikséges volt a vizjel nagysdgit a berendezés
optimalis érzékenységi tartomédnyédba hozni. A csokkentett vizmennyiség jele igy 0-20 dB
hardveres attenudcié mellett jeltorzitds nélkiill mérhetd volt minden vizsgdlt mintdban. A
kapilldarisok nem MR méréshez késziiltek, a mérés sordn a jelcsokkenést nem befolydsoltdk a
kisérleteket megeldz0 kalibraciés mérések tanisédga szerint. A kapilldrisok a vérmintdk esetén
megszokott médon gyurmadugdval mindkét végiikon le voltak zdrva a minta szivargasat
elkeriilend6. A kapilldrisokba vald felszivds a mintdkat tartalmazé 1 ml-es eppendorf
csovekbdl tortént a feliileti fesziiltség hatdsanak segitségével. Igy az esetlegesen a mintatarté
kapillarisba keriild buborékok is elkeriilhetok voltak az esetek dontd tobbségében. A

buborékos mintak nem keriiltek felhasznalasra.

14. abra — magnes (a), mintatarto (b), kapillaris (c)

A minta behelyezését kdvetden a rendszer manudlis frekvenciahangoldsa tortént. A hangolést

kovetden auto-shimming eljardssal a magneses tér mintatérben valé homogenizacidja (shim)
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tortént. Az eljards a Varian szoftvercsomag alkalmazasaval tortént (Vnmr 6.1C gzmap). A
shimming procedura sordn a szemmel nem l4thaté 1égzarvanyok, buborékok is észlelhetdk
voltak. Amennyiben a shim procedira az igy fellépd, mintdn beliili szuszceptibilitds
kiilonbségekbdl ad6dé magneses tér inhomogenitdsokat nem tudta kikiiszobolni, a minta nem
keriilt felhaszndldsra. A shimming utdn az RF Kkalibracié tortént a 90°-os pulzus
meghatdrozdsara. A 90°-os pulzus meghatdrozdsa (RF kalibrdcié) a vizjelre, inverzids
technikdval tortént.

Az effektiv diffiziés tényezd meghatarozasa PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo)

szekvenciaval tortént (Id.: 15. 4bra).

/2 n
15 ms 15 ms
TX/BRX
A=25 ms
gradiens l—l l—l
6;:15 T

15. abra - PFGSE szekvencia, a mérésekben hasznalt jellemzé paraméterekkel

A mérésekben a gradiens hossza 0= 4 ms, a gradienspar tavolsidga 4= 25 ms volt. Hét gradiens
echo kertilt detektdlasra valtoz6 gradiens erdsség mellett, amely a 25-180 mT/m tartomédnyba
esett (b-érték < 3000 s/mm?=0,3 10" s/m?). A gradiens erdsségének tartomanya a kisérletek
sordn azonos volt (VVT, sejtszuszpenzid, oldatok esetén kiilon-kiilon), annak érdekében,
hogy a mérési tartoméany azonos diffizids sebességek detektaldsat tegye lehetdvé, elkeriilendd
az esetleges moddusokbodl szdrmazd torzitdsokat. Az exponencidlis lecsengés (b-érték
figgvényében) kell6 mértéke sziikséges az illesztés pontossdgdnak noveléséhez. A
jelcsokkenés kb. egy nagysdgrend volt, de mindig meghaladta az 1/e értéket. A spektrélis
gorbék alatti teriiletek logaritmusa a gradiens erdsségének fiiggvényében keriilt dbrazolasra.
Linedris illesztés utdn (legkisebb négyzetes eltérések moddszerével, Varian post-processing

alkalmazas), az exponens meghatdrozasra keriilt.
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A T2 relaxacié meghatarozdsa CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) szekvenciaval tortént, 1d.

16. abran.

/2 b1
10 ms 10 ms
7.5 us 15 ps
10x ismétlés

16. abra — CPMG szekvencia, a mérésekben hasznalt jellemzé paraméterekkel

A m pulzusok kozott eltelt id6 12 ms volt, és egy 10 tagi m pulzussorozat szerepelt a
szekvencidban. A pulzussorozat hossza a mintdtél fiiggden egy pilotmérésben Kkeriilt
bedllitdsra. A pulzussorozatban a jelcsokkenés mindig meghaladta az 1/e értéket. A mért
jelintenzit4s exponense a fentiekhez hasonldan linedris illesztéssel keriilt meghatirozasra.

A T1 relaxéciods érték meghatdrozasa inverzids technikdval tortént (Id. 17. abra).

T /2
15 ps 751
T

17. abra - Inverzioés szekvencia, a mérésekben hasznalt jellemz6 paraméterekkel

A mérések (25,0 £ 0,1) °C —on torténtek. Az ADC, T1 és T2 mérések hibdja a nemlinedris

legkisebb négyzetek mddszerével torténd illesztés hibajabdl szarmazott, ez 4tlagosan 2%-3%
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volt, de minden esetben kisebb volt mint 4%. A jel-zaj viszony a spekroszkopidban elvart
modon messze 10 f616tt volt minden esetben.

A képalkoté mérések gerjesztd és kiolvaso eszkoze, 35 mm mintatér 4tmérdjii multinukledris,
Litz térfogati tekerccsel és aktiv drnyékolassal ellatott mérdfej volt. A mérdfej gradiens
erosségének maximadlis értéke 350 mT/m (Doty Scientific Inc., Columbia, SC, USA).
Hangolés, shim és kalibraci6 utén a diffizié sulyozott spin echo mérések 31 elemii kiilonboz6
b-érték mellett torténtek egyetlen szeletben. A b-értékek a kovetkezd tartomédnyba estek: 0 —
17684 s/mm>. A mérés tovabbi paraméterei: repeticios id6 TR = 8000 ms, echo id6 TE = 28,2
ms, FoV =20 mm x 20 mm, szeletvastagsag 3.0 mm, matrix méret 16 x 16 pixel, gerjesztések
szdma 1. A szeletvastagsag, a repeticios id0 nagy értékeit a nagyobb jel-zaj viszony elérése
indokolja. Az egy irdnyba eso gradiens értékének limitdltsdga miatt a hdrom gradiens tekercs
egyidejiileg lett kapcsolva. A diffizidsulyozds paraméterei a kovetkezok voltak: o= 8,5 ms,

4 = 15,5 ms. A gradiens maximaélis erdssége 300 mT/m. A centrifugdlt eritrocitdk esetén
felléphet anizotrop elhelyezkedés. Ez elvileg anizotrop diffuzidés tényezohdz vezet *
(személyes kommunikécié P.W. Kuchel-lel). Probamérésekkel igazolt médon az adott b-érték
tartomanyban anizotrépidt nem sikeriilt kimutatni. A jelcsokkenés jellegének mono-
exponencidstol valé eltérése miatt biexponencidlis illesztés tortént Microcal Origin 6.0
szoftvercsomag segitségével. Mindkét exponens felhaszndldsra keriilt a tovabbi
vizsgalatokban. A spektroszkdpids mérdfejhez képest nagyobb gradienserdsség érhetd el.
Ennek tudhat6 be, hogy a mono-exponencidlis jelcsokkenéstdl eltérés tapasztalhatd, és

biexponencidlis illesztés valik sziikségessé.

Oldatok

A proteolizis modell kisérleteihez kiilonb6z6 molekuldk oldatai késziiltek. Az oldott
molekuldk mérete hatdsanak vizsgalatdhoz modell polimer PEG (Polietilén-glikol: HO-(CH;-
CH,-O-),-H ) oldatok késziiltek. A PEG az etilén-oxid polimerje, széles molekulatomeg
tartomanyban all rendelkezésre kereskedelmileg. A PEG modellkisérletekben szélesen
elterjedt korben haszndlatos, vizzel tetszOleges ardnyban keveredik. Eldgazas nélkiili hosszu
lancot alkotnak a monomerek. Oldészerként desztilldlt viz szolgdlt. Az oldott
molekultomegek 200, 600, 1000, 3350, 8000 és 15000 Da voltak. A PEG oldatok
koncentriciéja hatdsdnak vizsgédlatdhoz 2,5%, 5%, 10%, 15%, 20% és 25%-os
(tomeg/térfogat) oldatok késziiltek. A bioldgiai polimerek vizsgdlatdhoz albumin és lizozim

oldatok késziiltek, oldészerként izot6nids séoldat szolgdlt. Az ionkoncentracié (Na*, CI)
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hatdsdnak vizsgalatdhoz kiilonboz6 koncentracidju séoldatok késziiltek (referenciamintdk). A
lizalt fehérjék hatdsdnak vizsgdlatdhoz pepton oldatok késziiltek, amelyek széles
tomegspektrumban tartalmaznak fehérjeszarmazékokat. Olddszerként a fehérjeoldatokhoz
hasonléan izoténids séoldat szolgdlt. A pepton oldatok oldott molekulatomege hatdsanak
vizsgalataihoz az oldatok a széles tomegspektrumu alap oldatbdl, mechanikus kaszkadszeru
szliréssel késziiltek. Az oldatok koncentrdcidja a szlrt (most mdr meghatdrozott oldott
molekulatomeg tartomanyt) mintdkban szdraz és nedves tomeg meghatarozdssal és utdlagos
dializissel, valamint izoténids sdéoldattal vald visszahigitdssal tortént. Az igy eldallo
oldatokban a molekulatomegek < 3 kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa, 10-30 kDa és 30 kDa < voltak.
A koncentréacidk az 5-35% (tomeg/térfogat) tartomadnyba estek. A vegyi anyagok mindegyike
a Sigma Aldrich-t6] szarmazott (Sigma Aldrich Ltd. St. Louis, USA).

Fluoreszcencia anizotropia mérések — oldott molekuldk mozgdsdnak fiiggetlen mérése

Az oldatokban 1év6 vizmolekuldk mozgdsat MR diffuziés mérésekkel j6l lehet kovetni. Az
oldott molekuldk és a vizmolekuldk mozgasa Osszefiiggésben all egymdssal, ennek az
Osszefiiggésnek a felderitése nem egyszerli feladat. Az oldott molekuldk méretétdl, alakjatol
fligg, a relaxdcids helyek szdmatdl, illetve a viz e helyek kozelében val6 tartézkodasi idejétol.
Az oldott molekuldk diffizids tényezdje MR kisérletekkel csak akkor allapithaté meg, ha az
oldott molekuldk nagy mennyiségben tartalmaznak karakterisztikus kémiai eltoldédasu
hidrogénatomokat, amelyek MR jele spektralisan elkiilonithetd. Ez a PEG molekuldk esetén
lehetséges. A modellkisérletekben felhaszndlt albumin, lizozim €s pepton esetén ez az eljaras
nem alkalmazhat6. Az oldatok fluoreszcens jelolésével a marker molekuldk diffizidja
vizsgadlhat6. A fluoreszcencia anizotropia a molekuldkhoz kapcsol6dé marker rotacids
diffazidjaval van kapcsolatban, amely 0Osszefiiggésbe hozhaté az oldatban jellemzd
transzlacios diffizids folyamatokkal. Albumin és PEG oldatok fluoreszcens keverékével
fluoreszcencia anizotropia vizsgédlatok késziiltek. Az oldatok FD4 (4tlagos molekulatomeg 4
kDa) és FD40 (atlagos molekulatomeg 40 kDa) FITC-dextran jelolése tortént. A felhasznalt
oldatok 1-8 kDa 10%-os PEG oldatok voltak, illetve 2,5% - 5% koncentracidji albumin
oldatok. Az oldatokon mért fluoreszcencia anizotrépia és ADC, illetve T2 relaxéciés ido

értékei keriiltek 0sszehasonlitasra.
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VVT szuszpenzio

Az ,,Intra és extracelluldris tér hatdsa az MR jelintenzitasban” kisérletekhez

A vérmintdk fiatal egészséges alanyoktol szarmaztak, a levétel utan 10 IU Li-heparin tartalmu
csovekbe keriiltek. A vérmintdk jégen tartva 2 O6ran beliill felhaszndldsra keriiltek. A
heparinnal kezelt vérmintdkbdl a 3000 g érték mellett 10 percig vald centrifugédlds utdn (
Sorvall RC-5 centrifuga (DuPont USA)) a plazma eltdvolitdsra keriilt. A vorosvértestek
ezutdn hdrom alkalommal dtmosdésra keriiltek (pH 7,4 PBS: phosphate-buffered saline), 300
mOsm/kg ozmolaritds mellett.

Kiilonb6zd inkubédciés médium keriilt felhaszndldsra az extracelluldris tér hatdsdnak
vizsgilatdhoz. A PBS pufferhez albumin hozzdaddsaval 5%, 10% és 20% albumin
koncentraciéji (tomeg/térfogat) oldatok késziiltek. Az igy elddlld inkubéciés médium
ozmolaritdsa 300 mOsm/kg volt. Ezzel azonos médon 10%-o0s lizozim inkubdciés médium is
késziilt az extracellularis térben oldott anyag mindsége hatdsanak vizsgalatahoz.

Az extracellularis és intracelluldris térfogatardnyok valtoztatdsa kiillonbozé erdsségli
centrifugdlassal érhetd el. A VVT alap szuszpenzié centrifugdldsa utdn a feliiluszo
eltdvolitasaval allitottuk eld a kiilonbozd térfogataranyd mintdkat. A centrifugélds er0ssége a
kovetkezd volt: 120 g, 500 g, 1000 g, 3000 g, mindegyik 3 perces idétartammal (ez rendre
1000, 2000, 3000, 5000 fordulat per percnek felel meg). A centrifugdlds utdn a mintdkat
gyenge vortexeléssel homogenizdltuk. A centrifugalds esetleges hatdsat kikiiszobolendo,
minden mintdhoz késziilt egy referencia EC minta. Ez a referenciaminta az azonos mddon
elkészitett minta alapos centrifugdlasidval (30 perc, 20000 g) annak feliillisz6janak
felhaszndlasdval késziilt. A centrifugdlds sordn ugyanis felmeriilt, hogy a VVT-khez
kapcsolodé EC fehérjéket illetden koncentracié gradiens all eld. Ugyanez a koncentricid
gradiens felléphet egyéb, a VVT-k felszinéhez nem tapadd, de az alapos mosas ellenére a
mintdban maradé plazma fehérjék esetén is. A referencia mintdk és az inkubdcids puffer
diffazids és relaxacids tényezdi is mérésre keriiltek.

A VVT szuszpenzid, mint szovetmodell intracelluldris tér hidrataltsdgdnak valtoztatdsa a
kovetkez6 moddon tortént. A VVT-k kiilonbozd ozmolaritasi pufferben keriiltek inkubalasra.
A puffer oldatok 10% koncentraciéban albumint tartalmaztak, ozmolaritdsuk pedig 220
mOsm/kg és 330 mOsm/kg érték kozott valtozott. Az ozmotikusan manipuldlt VVT
szuszpenziok a vonatkoz6 ozmolaritds mellett azonos médon késziiltek a tobbi mintdval. Az

extracellularis tér ellenOrzése is a fentiekben leirt referencia minta elkészitésével tortént.
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Az extracellularis térfogatfrakci6 meghatarozdsa fluoreszcencia moddszerrel tortént. A
fluoreszcens anyag FITC-dextran volt (fluorescein isothiocyanate -dextran). A FITC-dextran
inert, a sejtmembrédnon dthatolni nem képes fluoreszcens komplex. Azonos (300 pl) térfogati
lecentrifugélt VVT és FITC-dextran tartalmd (5 mg/ml koncentraciéban, atlagosan 40 kDa
molekuléris stilyd) PBS oldat alapos elkeverése utdan a szuszpenzié 30 percig 20000 g érték
mellett centrifugédldsra keriilt. A feliiliszobol szarmazé 200 pl minta és egy FITC-dextrant
tartalmazd, 5 mg/ml koncentricidju referencia oldat fluoreszcencidjit hasonlitottuk dssze. A
fluoreszcencia mérések Hitachi F-4500 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) fluoreszcencia
spektrométerrel késziiltek (gerjesztés: 490 nm, emisszié: 520 nm hulldmhossz mellett). A
FITC-dextran higuldsa a centrifugalt tiledékbe az iiledék extracellularis frakcigjatdl fiigg. Az
extracellularis térfogatfrakcié meghatdrozasa Thelwall és munkatédrsai dltal publikalt, VVT
ghost szuszpenzidkra alkalmazott eljarasat kovette [43].

Az , Intracelluldris crowding” kisérletekhez

A humin vérmintdk levétele a fentiekben leirt médon tortént. A teve vérmintdk a Budapesti
Allatkert kozremiikodésével keriiltek levételre, és 24 6ran beliil felhaszndldsra keriiltek. A
VVT minta dehidrdldsa mannitol oldatban tortént. A human VVT-k 24 6ran keresztiil, 4 °C
homérsékleten 10 mM Tris pufferben, izoozmotikus mannitol koncentricié mellett
inkubalédtak. Mivel ez a pufferoldat nem tartalmaz Na* és K ionokat, az intracelluléris tér az
inkubdlds sordn ionokat veszit. Ez a dehidrdldsi moddszer a hiperténids oldatok
alkalmazédsihoz képest azzal az elénnyel jar, hogy igy a Na" és K' ionok sejtekbe val6
dramlasa meggatolhatd, tovdbba a mannitol nem képes a sejtmembranon &thatolni. Az
inkubdlds eredményeként a VVT-k gomb alakot vesznek fel. Az eljards soran ellendrizhetd,
hogy a teve eritrocitdk Na* és K ionkoncentraci6ja alacsonyabb a humén VVT-khez képest
(165 mM, 128 mM-hoz képest). Az ozmotikus rezisztencia méréséhez, a mintdk a dehidrélt
sejtek kiilonbozd NaCl koncentraciéju oldatokkal vald 30 perces inkubdcidjaval késziiltek. A
viztartalom meghatdrozasa ezutdn szdraz- és nedves tomeg meghatirozasival tortént. A VVT
viztartalom az ozmotikus nyomds (//) inverzének fliggvényében lett dbrdzolva. A mérési
pontokra illesztett egyenes ordindtival valé metszési pontja alapjan hatdrozhaté meg az
ozmotikusan inaktiv viztartalom [59]. A hemoglobin ozmotikus viselkedésének
meghatdrozasdhoz a mintdk a kovetkezd eljarassal késziiltek. A hemoglobin az eritrocitdk
hipoténids hemolizisével keriiltek izoldldsra [60]. A ghost eltdvolitdsa utdn egy éjszakdn
keresztiil tart6 liofilizalds utdn izotonids, pufferelt NaCl hemoglobin oldat késziilt. Az igy
késziilt oldatok kolloid ozmotikus nyomdsanak mérése Knauer kolloid ozmométerrel tortént

(Knauer GmbH, Berlin, Germany). A koncentraci6 inverzének az ozmotikus nyomds inverze
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szerinti dbrazoldsdban az illesztett egyenes ordindtaval valé metszéspontja hatirozza meg az

ozmotikusan inaktiv viztartalmat [59].

Intracellularis téer modosulasai

A gliikozamin kisérletekhez a sejtszuszpenzidk Jurkat sejteket tartalmaztak.
A Jurkat sejtek a kovetkez6 sejtvonalbdl szdrmaztak: ATCC TIB 152 human acute T-cell
leukemia. A sejtek tenyésztéséhez felhasznédlt médium: RPMI-1640 + 10% Fetal Bovine
Serum + 100 U/ml penicillin és 100 pug/mL streptomycin. A kisérlet el6tt a médium
lecserélésre kertilt friss, meleg médiummal, ami 5 mM gliikézt tartalmazott.
Négy kiilosnbozé médon kezelt sejtszuszpenzié késziilt, mindegyik ~2,5x10" sejt/minta
sejttartalommal, a kezelés 37 °C-on 1 6rds inkubéléssal tortént.
1. kontroll minta:
tovabbi 5 mM gliik6z hozzdadasaval (6sszesen 10 mM gliik6z)
2. glilkozaminnal kezelt sejtek
5 mM gliikkozamin hozzaadasa
3. PUGNACc kezelt minta
5 mM PUGNACc hozzdadasa
4. gliikozzal kezelt sejtek
25mM gliik6z hozzédadasa (6sszesen 30 mM gliik6z)
Az inkubécié utdn a mintdk gyors lecentrifugalds utan 500 pl 10%-0s BSA tartalmu Hank’s
médiumban lettek mosva. Ujabb centrifugilds és a feliiliszé gondos eltdvolitdsa utin 50%-o0s
(térfogat/térfogat) modositott Hank’s médiumos szuszpenzidé késziilt. Ez a médium a
tovabbiakat tartalmazta: 10% BSA, 5 mM gliikkéz, 1.2 mM CaCl,, 1.0 mM MgSO; és a pH
érték: pH = 7,2. Az albumin hozzdad4sa a sejtek lilepedését gatolja (eljards: dr. Nagy Tamas).
A sejtszinkronizacids eljarashoz Hela sejtvonal keriilt felhasznéldsra. A tenyésztés hasonld
koriilmények kozott tortént, RPMI-1640 helyett DMEM felhaszndldsdval. A kisérlet elott a
HelLa sejtek tripszin felhasznalasaval keriiltek a médiumba. Ezutdan a kovetkezd inkubéacids
1épések torténtek:
1. centrifugdlas utdn reszuszpendalds PBS-ben, timidin hozzdaddsaval, amelynek végso
koncentraciéja a médiumban 2 mM
2. 37°C —on 19 6réig inkubdlas
3. médium eltavolitas és haromszor PBS-ben mosas

4. friss, timidin nélkiili médiumban reszuszpenzid, inkubalés 9 6ran at 37 °C —on.
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5. timidin hozzdadasa 2 mM koncentracidig, inkubalds Gjabb 16 6ran at

A timidinnel val6 kezelés hatdséra a sejtek G1 fazisba keriilnek (eljaras: dr. Safrany Géza).

Az inkubdlés és 1jbdli centrifugélds utdn a reszuszpenzio a tenyésztésnél hasznalt médiummal
tortént. A sejtek iilepedését itt 0,3%-o0s agar hozzdaddsdval gatoltuk, amely 42 °C felett nem
dermed, a reszuszpenzié és kapilldrisba vald felszivist kovetden szobahOmérsékleten a
dermedés masodpercek alatt megtorténik. Ulepedés ez utdn nem volt tapasztalhatd, az egy

mintan beliili, egymads utdn mért ADC értékek idoben (1-6ran beliil) nem valtoztak.

57



Eredmények

Proteolizis modell

PEG, albumin, lizozim és pepton, kiillonb6z6 koncentracidju vizes oldatait dllitottuk eld. Az
oldatok diffuzids tényezdje és T2 transzverzdlis relaxacids ideje keriilt meghatarozdsra, MR
spektroszkopiai eljardssal. Az oldott molekuldk diffizidjanak és relaxdcidjanak, az oldott
molekuldk mindségétdl, molekulatomegétdl és koncentracidjatdl valé fiiggése Kkeriilt
meghatdrozasra. Tovabbd, albumin oldatban FITC-dextran hozzdaddsdval a fluoreszcencia
anizotropia vizsgélatok torténtek, amelyek az azonos oldatokban MR moddszerrel mért
diffiziés tényezdjével keriiltek Osszehasonlitisra. PEG oldatokban a PEG molekuldk
diffiziéja MR mddszerrel mérhetd, a viz diffizidjaval egy idében, azonos mintdn. Az azonos
oldatokban mért viz és PEG molekulak diffizidja 6sszehasonlitdsra kertilt.

A PEG vizes oldataival végzett mérések az oldott PEG molekuldk koncentracidjanak

novekedésével a viz diffizids tényezdjének csokkenését mutattik.
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A 18. dbra jol szemlélteti, hogy a koncentriciéfiiggés a PEG molekuldk esetén linedrishoz
kozeli. Adott molekulatomegli mérési pontok esetén a linedris illesztés josdga R” > 0,98. A
molekuldk méretétdl valo fliggés minimaélis. Az abszolut értékek kozotti legnagyobb eltérés a
10%-25% koncentraci6 tartomanyban kisebb mint 6%, a mérési pontok exponencidlis illesztés

pontatlansagdbdl ad6do hibdja < 0,6%.
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Ugyanez a linedris koncentraciéfiiggés tapasztalhat6é albumin, lizozim és pepton oldatai esetén

is (1d. 19. abra).
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A peptidek vizes oldatdban a linedris illesztés jésaga R* > 0,99.

Az oldott molekuldk mérete és mindsége, valamint koncentricidja egyardnt befolydsolja az
oldészer (viz) diffiziés tényezdjét. A koncentracié széles tartomdnyban jo kozelitéssel
linedris Osszefiiggésben 4all a viz diffuziéjaval. A koncentraciétdl valo fiiggés és a
molekulatomegtdl valo fiiggés szamszerli 6sszehasonlitdsa nem ad érdemi informéciét. A 0%-
25% koncentricié-tartomdnyban (amely az élettani szempontbdl relevdns koncentrécio-
tartomanyt lefedi) a diffizids tényezd 50%-os véltozast szenvedhet. Ugyanakkor a 200 Da —
30 kDa molekulatomeg tartomanyban a diffizids tényezd 6%-7% -os valtozdsaval lehet
szdmitani. A diffuziés tényez6, mint az oldott molekuldk mindségének e tartomdnyokra
értelmezett indikatora, a koncentriciora érzékeny indikatornak tekinthetd, a molekulatomegre
ezzel szemben nem tekinthetd érzékenynek. A 20. dbra szemlélteti a diffizid, mint a

molekulatomeg indikatordanak alacsony érzékenységét.
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20. abra — PEG oldatban a viz diffaziés tényezéjének fiiggése a molekulatomegtél, kiilonb6zé

koncentraciok esetén

A T2 transzverzélis relax4cids ido6 a diffuzids tényezotol eltérd viselkedést mutat. A 21. dbra a

viz T2 relaxdciés id0 koncentraciéfiiggését dbrazolja PEG oldatokban. A T2 relaxacids id6

koncentraciétol vald fiiggése a linedristdl eltérd viselkedést mutat. A molekulatomeg jelentds

hatdssal van a relaxdcids iddre, a gorbék lefutdsa jelentdsen kiillonbozik egymdstol.
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21. abra

Az 200 Da -1000 Da molekulatomegii oldatok esetén a koncentraciofiiggés megsziinik

(mérési hiban beliil) a 10%-25% koncentricidtartoméanyban.

A 22. dbra a T2 relaxécids id6 koncentracidfiiggését dbrazolja peptid oldatok esetén.
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22. abra

A peptid oldatok esetén a koncentraciotdl valoé gyenge fiiggés még inkabb feltlind. A pepton
oldatok esetén az 10%-25% koncentracidtartomanyban a T2 relaxdcids id6 valtozasa
atlagosan 6%, a mérési hiba ebben a tartomanyban < 7%.

Erdemes Osszehasonlitani a diffizids tényezd és a transzverzilis relaxdcié id6 figgését az
emlitett mérési tartomanyokban.

Altaldnos kvantitativ Osszefiiggés a koncentracié, molekulatomeg, valamint a diffiziés
tényezd és transzverzdlis relaxdcidés id0 kozott a mérési eredmények alapjan, az oldott
molekuldk mindségétdl fiiggetlenil nem allithaté fel. A kiilonb6z0 mindségli oldott
molekuldkkal végzett kisérletek jol illusztraljdk, hogy a diffizids tényezd és a T2 relaxacids
1id0 valtozdsai nem korreldlnak egymdssal, merében kiillonb6zé koncentricié-, és
molekulatomeg-fiiggést mutatnak. A kisérlet mérési tartomdnydban a diffiziés tényezd a
koncentracié valtozdsdnak, a T2 relaxdciés id0 a molekulatomeg valtozdsa indikatoranak

tekintheto.
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molaris koncentracié

molekula tdmeg

23. abra

A peptonoldatok méréseibdl a kovetkezd kvalitativ kovetkeztetések vonhatok le (Id.: 12.
abra). A kisérletek a 23. dbran illusztralt valtozasokat modellezik. Az a—b folyamat az oldott
anyagok spektrumdban olyan vdltozast jelent, ahol az oldott anyag koncentriciéja nem
valtozik (23. dbrdn az eloszlds gorbe alatti teriilet), ugyanakkor az oldott anyagok atlagos
molekulatomege valtozik. A a—c folyamat sordn a gorbe alatti teriilet valtozik (koncentréacid
csokkenés), az atlagos molekulatomeg valtozatlan. Az a—b folyamat sordn a diffizids
tényezd (pepton esetében) a mérési tartomanyban < 10% csokkenést mutat, mig a T2
relaxdcids 1d6 3,8-szeresére valtozik. Az a—c folyamat sordn a diffiziés tényezé a mérési
tartomanyban 50%-os csokkenést mutat, mig a T2 relaxdciés id6, mérési hiban beliil
valtozatlan.

A mérési eredmények ravilagitanak tovabba arra is, hogy a T2 relaxéaciés idd
meghatdrozasdhoz nem elégséges az oldott molekuldk tomegét €s koncentricidjit figyelembe
venni. A PEG és a pepton oldatokban a molekulatomeg novekedésével a T2 relaxacids idO
ellentétes iranyban valtozik.

Az oldatok diffuzios viselkedését fluoreszcencia vizsgalatok egészitik ki. A fluoreszcens
molekuldk rotacids diffizidja hatdrozza meg a mért fluoreszcencia anizotropia mértékét. A
24. éabra a kiilonboz6 koncentraciéju albumin oldatokban mért fluoreszcencia anizotropia

értékét abrazolja az oldatban MR spektroszképidval mért diffizids tényezo fliggvényében.
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24. abra

A FITC-dextran molekuldk rotacids diffizidja és az oldatban mért diffizids tényezd pontos
(R > 0,99) linedris Osszefiiggést mutat.

A PEG oldatok esetében lehetséges a PEG molekuldk diffizidjanak kozvetlen MR diffizids
kisérlettel valo6 mérése. Ezt a PEG MR jelének hatarozott kémiai eltolédédsa teszi lehetdvé. A

25. abra a PEG vizes oldatdnak MR spektrumat mutatja.

25. abra — PEG vizes oldatanak MR spektruma

A viz és PEG molekulédk diffizidéjanak egyidejli mérése alapjdn Osszevethetd a molekuldk
diffiziés tényezdje. A 26. abran kiillonbozd (koncentracié ill. PEG molekulatomeg) PEG
oldatokbdl szdrmazé oldott molekula diffizids tényezdjét édbrazolja az oldészer (viz)

molekuldk diffiziés tényezdje fiiggvényében.
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26. abra

Megfigyelhetd, hogy alacsony viz diffiziés értékek felé haladva (magasabb PEG
koncentrici6), a PEG molekuldk diffiziés tényezdje kisebb mértékben csokken a viz
molekuldk diffaziés tényezdjéhez képest (linedris Osszefiiggéstdl vald eltérés). Ez a PEG
molekuldk alakjaval all kapcsolatban. A magas PEG koncentracié a hosszd polimerldncok
kolcsonhatdsdhoz vezet (0sszegabalyodds - entanglement). A polimer oldatokban ebben a
koncentriciétartomédnyban a polimerek korlatozott diffizidja valésul meg, pl.: reptacié [61].

A PEG molekuldk diffizidjara vonatkozé kisérleti eredmények kovetkezményeként a
kovetkez0 megallapitdsok tehetok. Az MR diffiziés mérések sordn a mért jelr6l nem
feltétleniil mondhat6 el, hogy ebben a nem a vizbdl szarmaz6 hanyad elhanyagolhaté (a PEG
oldatok spektrumdban ez szembetiind, 1d.: 25. dbra). Kémiai eltolédds hidnya esetén az oldott
anyagokbol szarmazé jel nagysdga nem becsiilhetd meg. Az MR diffiiziés mérések tehat az
0sszes hidrogén jel atlagat tartalmazzdk. Az oldott molekuldk diffizidja a koncentracid
novekedésével nem mindig all linedris Osszefiiggésben. Ebbdl kovetkezden, az MR diffizids
mérésbol szdrmazoé diffuzids tényezo az oldott molekulak kozotti kdlesonhatastol is fiigg. Ez
nagyobb koncentricidk esetén egyre er6sebben jelentkezik. Ugyanakkor elmondhaté az is,
hogy amennyiben az oldott molekuldkbdl szarmazé jel nem elhanyagolhaté (oldott molekuldk

és viz hidrogéntartalmanak ardnya), valamint az oldott molekuldk transzlacids diffizidja
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hatarozott eltérést mutat a vizmolekuldkhoz képest, akkor a mért MR jel b-érték fiiggése

megjdsolhatéan nem mono-exponencialis.

Ozmotikus rezisztencia — diffuzio

Human és teve VVT-k kiilonb6zé NaCl tartalmi oldatokban valé reszuszpenzidja és 30
perces inkubdldsa utdn a minta viztartalma és szdraz tomege meghatarozdsra keriilt. A 27.

abra mutatja az intakt human és teve eriotrocitdk ozmotikus reakciéjat.

4

357 v = 476,23x + 0,33
human

el

y=172,55x + 0,68

camel

L
1

a2
[5,]
1

g water'g dry mass
o om
1 1

-
1

(=
[5,]
1

(=]

0,002 0,004 0,006 0,008
1/mOsm

(=]

27. abra — Az abszcissza a minta ozmotikus nyomasanak reciprokat abrazolja 1/mOsm egységekben, az
ordinata a minta viztartalmanak és szarazanyagtartalmanak grammban kifejezett aranyat (dimenzio

nélkiili mennyiség) [54]

Az abran a mérési pontokra illesztett egyenes ordindtaval valé metszéspontjabol hatarozhatd
meg az ozmotikusan inaktiv viztartalom. A humaén eritrocitdk esetén az illesztett egyenes
meredeksége sokkal nagyobb. A teve eritrocitdk ozmotikusan inaktiv viztartalma magasabb,
mint a human eritrocitaké.

Az oldészer (viz) tulajdonsigait az eritrocitdk hemoglobintartalma befolydsolja. A
hemoglobin hatdsdnak kozvetlen vizsgdlatdhoz, kiilonb6z0 koncentracidju (2%-10%,
tomeg/térfogat) teve és humédn hemoglobin oldatok kolloid ozmotikus nyomdsdnak mérése

tortént. A 28. dbra dbrdzolja a mérési eredményeket.
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28. abra - Az abszcissza az oldat kolloid ozmotikus nyomasanak reciprokat abrazolja 1/cm egységekben,
az ordinata a minta viztartalmanak és szarazanyagtartalmanak grammban kifejezett aranyat (dimenzio

nélkiili mennyiség) [54]

Az ozmotikusan inaktiv viztartalom a teve hemoglobin oldat esetében szignifikansan
magasabb értéket mutat, huménban: 3,57 g viz/g hemoglobin, tevében: 7,56 g viz/g
hemoglobin. Ez a viszony az eritrocitdk esetén is igaz.

A human eritrocitdk viztartalma (2,08 = 0,07) g (viz)/g (szdrazanyag). Ez a teve eritrocitdk
viztartalménak dupldja *(1d.: 1. tablazat). Az eritrocitdk dehidrdldsaval az ozmotikus
rezisztancidjuk megvaltozik. Mannitol inkubéciéval dehidralt humén eritrocitdk ozmotikus

valaszat dbrdzolja a 29. 4bra.
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29. abra [54]

A dehidralt eritrocitdk ozmotikusan inaktiv viztartalma a kontrollhoz képest jelentOsen

nagyobb, a teve eritrocitdkhoz kozeli értéket vesz fel.
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g viz/g széraz ADC,q ADCow foow %

tomeg 10" m?/s 10" m?/s
Normalis human eritrocita 2,08 + 0,07 3,52 +0,20 0,72 + 0,06 36+2
Dehidralt human eritrocita 1,11 +£0,14 3,04 £0,25 0,58 £0,16 28 +8
Normalis teve eritrocita 1,02 +0,10 2,90 + 0,09 0,62 + 0,06 34+6

2. Tablazat [54]

A teve, human és a mannitollal dehidralt human eritrocitdk viztartalmat, és diffiziés tényezdit
tartalmazza az 2. tdblazat. A b-érték fiiggvényében vald jelcsokkenés bi-exponencidlis
illesztésének eredményeként a diffizids tényezd gyors €s lassu tagokra bonthatd: ADCyyg,
ADCgjow. Az extracelluldris tér hidnya miatt a 6. dbradn illusztralt médusok nagyobb szerepet
kapnak, ezért a monoexponencidlistél eltérd jelcsokkenés tapasztalhatd. A moddusok a
geometriai korlatok miatt alakulnak ki, fizikai kompartmentek nem jatszanak szerepet. Ez a
kisérleti eredmény megerdsiti azokat az in-vivo eredményeket, amelyek szerint nem mono-
exponencidlis jelcsokkenés kompartmentektdl fiiggetleniil is felmeriilhet [76]. Ezért a
modusok kiilon-kiilon egyarant tiikkrozik az intracelluldris tér diffizidjanak valtozasat. A lassu
komponens szdzalékos aranyat jellemzi az fy,w paraméter. A diffizids értékek a viztartalom
véltozasdval jol korrelalnak. Az eritrocitdk viztartalmdnak kiilonbsége humdn és teve esetben
kozel kétszeres, mig a diffuzids értékek csak 15%-18% kiilonbséget mutatnak. 20%
koncentraci6ji hemoglobin oldatok 0Osszehasonlitdsdban kitlinik, hogy a jelentds
hidrofilitasbeli, illetve ozmotikusan inaktiv viztartalomban meglévé kiilonbségek ellenére a
diffuzios tényezok kozel azonos értéket vesznek fel. Teve hemoglobin oldat esetében ez az
érték 1,23 - 10 mm?/s, humén esetében pedig 1,25 - 10~ mm?s.

Az eritrocitdkkal végzett kisérletek Osszhangban vannak a hemoglobin oldatokon végzett
kisérletekkel. Az eritrocita mintdk gyakorlatilag extracelluléris tért6l mentesek, a sejten beliili
proteintartalom 95%-4t a hemoglobin teszi ki. Az eritrocitamintdk gyakorlatilag hemoglobin
oldatokkant viselkednek azzal a kiilonbséggel, hogy a diffiziét limitdlé véges permeabilitasu
sejtmembranok vannak jelen.

A teve €s humdn eritrocitdkon végzett kisérletek Osszhangban vannak a PEG, pepton
oldatokon végzett diffuzids kisérletekkel. A kiilonboz6 hemoglobin oldatok azonos
koncentracié mellett azonos difftiziés tulajdonsdggal birnak, a hemoglobinkoncentricid

csokkenése pedig a viz diffizidjanak csokkenéséhez vezet.
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IC és EC ter fliggetlen vizsgalata — VVT szuszpenzio

Az extracelluldris és intracelluléris tér hatdsanak vizsgdlatdhoz VVT szuszpenzidk szolgéltak
modell-rendszerként. Az extracellularis tér ADC-re és T2 relaxacios idOre vonatkozd hatdsa
vizsgalatdhoz kiilonb6z6 mindségli (albumin, lizozim oldatok) €s koncentracidji oldatokban
szuszpenddlt VVT mintdkat hasznéltunk. Az intracelluldris tér hatdsa vizsgdlatdhoz az
extracellularis térként szolgdlé médium kiilonbozé NaCl koncentracidval késziilt oldataiban
szuszpendalt VVT-k szolgéltak.

Az effektiv médium elméleti modell a kovetkezd paraméterek kozott teremt kapcsolatot: EC
és IC tér diffuzidja, a sejtméret és sejtmembran permeabilitdsa, az EC tér térfogatfrakcioja,
valamint a kozegben mérhetd ADC, azaz effektiv diffuzids tényezd (D). A (15) egyenlet:

1/3
Dcy — Dy (DECCEC J =9, (15)
Dyccge = Dicye Dc

_ D¢y — xaDyccic
b

ahol: D¢, = €s co =@ -Ccge +(1—0) .
1~IC K+ DICCIC eff EC IC

A fenti kifejezésben a paraméterek abszolut értékei szerepelnek, célszerlibb azonban &ttérni

relativ értékekre. A (15) egyenletbol:

—_— - -1/3
D
DEC CECD DEC Crc . 1 CICJ =, (33)
1 1 Cic Dye cge
Dy cpe

ahol a kovetkezd két tényezd tovabbi kifejtésével:

D%:D{¢+(l_¢)cm} , (34-1)
Dge e D Crc
illetve:
Do _Deoe 1 _ (34-2)
Do cge Dye e 1+M
Ka

A ka, cic és Dic paraméterek a (33) kifejezést nehezen kezelhetové teszik (1d. 34-2. jobb
oldala). A (25) kifejezésbdl kovetkezik, hogy ¢—0 esetben (EC tértdl mentes, alaposan
centrifugalt VVT iiledék) (26-1) és (26-2) bal oldala meg kell, hogy egyezzen. Igy (34-2) jobb
D(@=0) ¢

¢ Crc

oldala helyettesithetd a kovetkezdvel tényezdvel: . Ezzel a (33) kifejezés a

kovetkez6 alakra hozhato:
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l;)((p) {m(l—co)?c}mg:o) {¢+(I—¢)§‘C} 5 113
EC . _ES EC EC ( (¢){¢+(l—¢))?€}] —p. (35
((0_){¢+(1_¢)CIC} EC EC
Dy Crc
Elmondhat6 tehat, hogy a kovetkezd paraméterek kozott az alabbi Osszefiiggés all fenn:
gp{D((P)’D((P:O)’CIC@}:O, (36)
Dy Dy Cgc

ahol @&, viltozéinak harmadrangi fiiggvénye. (35) és (36) kifejezésben minden paraméter
egyszertien mérheté a VVT szuszpenzidval végzett kisérletekben. A kisérleti eredményekre
(36) kifejezésnek megfeleléen elméleti gorbe illesztheté a legkisebb négyzetes eltérés
médszerével, ahol ci/cpe az illesztés paramétere. Erdemes itt megjegyezni, hogy a (36)
kifejezésben @ valtoz6i egymdstdl nem fiiggetlenek.

Az EC tér hatdsanak vizsgélatandl kiilonbozd EC térfogat-frakcidju (p) mintdk késziiltek, a
szuszpenziok kiilonb6zd mértékii centrifugalasdval. A feliiliszé és a szuszpenziés médium
ADC (az EMT kifejezésekben: D.) és T2 mért értékei a mérés hibdjan beliill megegyeztek. Ez
a kisérleti eredmény arra mutat rd, hogy a centrifugdlds hatdsa sem az EC tér oldott
molekuldit’, sem a VVT-k intalktszig:,ra’lt8 nem befolydsolta olyan mdédon, hogy az kihatdssal lett
volna az MR mérések eredményeire.

A 30. dbra a relativ ADC (D/D..) értékeit abrazolja, a ¢ fiiggvényében.

1,0 4
» 5% albumin
A 10% albumin
v 20% albumin
0,8 - 4 10% lysozyme

—c_J/c =0.8

ec ic

0,2

0*0 T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

¢
30. abra [78]

7 Oldott EC molekuldk VVT membranhoz tapaddsa, centrifugélds sordn valé iilepedés

8 Hemolizis, IC tartalom kidramldsa az EC térbe
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A 30. abra jol illusztrdlja, hogy az EC térben oldott proteinek molekulatomege és hidrofilitasa
nincs hatdssal a relativ ADC értékre. Az abrdn feltiintetett gorbék az effektiv médium
modellbdl (EMT) szarmazo6 elméleti gorbék kiilonb6zd vizkoncentraciok mellett (ceo/cic). Az
elméleti gorbék a kisérleti eredményekkel igen j6 egyezést mutatnak. A gorbék menete arrél
tantskodik (pozitiv mésodik derivélt), hogy az extracelluldris térfogatfrakci6tdl valo fiiggés
az alacsony ¢ értékek felé haladva csokken. Az abszolit ADC érték EC tér koncentraciéjatol
val6 fiiggése az oldatkisérletekben meghatarozott médon irhat6 le (1d. 19.4bra).

A 30. abran az elméleti gorbék kiillonbozd cio/cgc paramétereket jelolnek. Lathatd, hogy a
cic/cgc paraméter széles tartomdnyban j6 egyezést ad a kisérleti eredményekkel, tovabba
szembetlind, hogy a paraméter véltozdsara a relativ diffizids tényezd nem érzékeny.

A 31. dbra a T2 relaxécids id0 ¢ fiiggését abrazolja.
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31. abra - T2 relaxacios idé abrazolva ¢ fiiggvényében. A szimbélumok Kiilonb6zé mintakon mért

értékeket reprezentalnak, amelyek az EC térben oldott proteinekben kiilonboznek: 5% albumin (H), 10%

albumin (A), 20% albumin (V), 10% lizozim (#). A szaggatott vonal az 6sszes mért adatra valé linearis

illesztés eredménye [78].

Sem az EC térben oldott molekuldk mindsége, sem azok koncentraciéja nem befolydsolta a

mért tartomédnyban, adott ¢ mellett a T2 értékeket.
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A diffazids tényezd és a T2 relaxdcids id6 viselkedését osszehasonlitva elmondhatd, hogy a

cops .y . e L L dT2Y .
relativ diffuzids tényezd (D/Dgc), a relativ T2 relaxdcids 1d6 (TZ (;J valtozasdhoz képest
@
annak kb. negyede az adott ¢ mérési tartomanyban.
Az IC tér hatdsanak vizsgalatdhoz 200-500 mOsm ozmolaritdsd, 10% albumint tartalmaz6 EC
médium késziilt. A ¢ véltoztatdsa a fentiekkel azonos méodon tortént. A centrifugdlds kdros
mellékhatdsai e kisérletekben sem jelentkeztek.

A 32. dbra az ozmotikus kisérletekben mért relativ diffizids tényezot abrazolja az EC tér

térfogatfrakcidjdnak fiiggvényében (¢).

1.1+

D/D

32. abra - A relativ effektiv diffiiziés tényezé (D/D,.) ¢ fiiggvényében. A vonalak az EMT-bol

szarmaztatott elméleti gorbék a kivetkezé paraméterekkel: c../c;. = 0.8, folytonos vonal (p/ D, )‘F0

=0,145

szaggatott vonal (D / Da_) , =0,243 pontozott vonal (D /D, )(Fo =0,34 . A szimbélumok a kovetkezd

.
ozmolaritasi szuszpenziékat jelolik: 220 mOsm ([0), 260 mOsm (A), 300 mOsm (M) , 400 mOsm (A ) and

500 mOsm (V).

A 32. dbra elméleti gorbéinek menete a cjo/cgc paramétertdl szintén gyakorlatilag fiiggetlenek
(a kiillonbozo paraméterek valasztisa az illeszkedés josagdt alig befolydsolja). Ez nem azt
jelenti, hogy az intracellularis viztartalom nem befolyésolja a szuszpenzioban mért diffuzids

tényezd értékét. (D/D,)  ugyanis implicit médon tartalmazza az intracelluldris tér

@=0
koncentraciéjat (1d.: 34-1 és 34-2 kifejezések). Az intracellularis tér hatdsa 32. dbran az

elméleti gorbék ordindtdval valé metszéspontjanak ((D/D,, )(p=0) eltolédasdban érhetd tetten.
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A (27) és (28) kifejezések ugyan konnyen kezelhetdk, ugyanakkor valtoz6i nem fiiggetlenek
egymastol.

32. abran megfigyelhetd, hogy a normdl (300 mOsm) ozmolaritisnal alacsonyabb
ozmolaritasi médiummal késziilt szuszpenzidk diffizids tényezdi nem mutatnak eltérést. A
hiperozmotikus szsuszpenzidk esetében hatdrozott valtozas figyelheté meg. Az EMT modell e
viselkedésre elfogadhaté magyardzatot nyujt. (15) kifejezés cgc = 0 esetén a kovetkezd
egyszeri alakot veszi fel:

1 1 Cie
=+ :
D(p) D k-a

(37)

Az oldatkisérletek alapjan feltételezhetd, hogy Dic €s cjc kozott linedris Osszefiiggés all fenn:

D, = m-Do#C , ahol cp az 1zoozmotikus sejtek koncentracidja, Dy pedig az intracelluléris
c
0

diffizidja. Amennyiben feltételezhetd, hogy az EC tér ozmolaritdsa csak a sejtek méretének

valtozdsaval jar, gy a sejtméret (a) és az intracelluldris vizkoncentracié kozott a kovetkezd

( " I-¢
Osszefiiggés teremthetd: (a = a{l g

1/3
j , ahol ag az izoozmotikus sejtek mérete). Igy a
_Cic

=0 esetben, az effektiv diffizids tényezore a kovetkezd Osszefiiggés érvényes:

1/3
Dy Gy Do [ 126 | (38)
D ¢ KkK-a, l-cc

A 33. dbra Dy(cic)/Do(cic=0,71) elméleti értékét abrazolja cjc fiiggvényében, a kovetkezd

feltételezések mellett: x = 0,01 cm/s, ag = 2:10* cm ésm = 1.
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33. abra — Az elméleti gorbe a (30) kifejezés alapjan, a sejtek zsugorodasaval , illetve duzzadasaval jaro

hatésat szemlélteti. A relativ, teljesen centrifugélt minta diffiziés tényezéjét abrazolja: (D /D, )M A

(De /D, )¢=0 becsiilt értékek nyillal jelolve 300, 400 és 500 mOsm mellett. (c;c izoozmotikus értékének

becslése 1d.: [36])

A 33. édbra jol szemlélteti, hogy a hipoozmotikus, sejtduzzaddssal jaré esetben az
izoozmotikus értékektdl vald eltérés kisebb, mint a hiperozmotikus esetekben (1d.: 33. dbra,
pozitiv masodik derivalt). Ez az elméleti eredmény egybevag az irodalmi adatokkal [72]. Ez
nyilvdnvaléan csak egy durva becslés, hiszen nem veszi figyelembe a sejtek alakjanak
valtozasat. Fontos megjegyezni, hogy hasonlé viselkedést figyelt meg Kuchel [36], amelyet a
sejtek feliiletének relaxacidés hatdsdval indokolt. A két effektus egymdst nem zarja ki, és
egymads hatdsat erdsiti.

A 34. dbra az ozmotikus kisérletek soran mért 72 relaxdcids idOket dbrazolja.
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34. abra - T2 relaxaciés id6 ¢ fiiggvényében. A vonalak a 300 mOsm adatokra illesztett egyenessel

parhuzamosak (I1d. 31. abra). A szimbélumok a Kiilonb6z6 ozmolaritasokat jelolik: 220 mOsm (H), 260

mOsm (A) , 400 mOsm (V) és 500 mOsm (¢) [78].

A T2-¢ gorbék alacsonyabb T2 értékek irdnyaban tolédnak el, ahogyan az extracelluléris tér
ozmolaritasa 220 mOsm értéktdl 500 mOsm értékig valtozik.

A T2 relaxdciés id0 viselkedésének kisérleti eredményei arra mutatnak rd, hogy az az
egyszerll elméleti megkozelités, amely szerint a bolyongast végzd vizmolekuldk kiilonbozo
kompartmentekben val6 tartézkoddsi ideje ardnyos a kompartmentek térfogatdval, nem
helytall6. Ez a feltételezés alulbecsli az IC tartomany hatdsit a relaxdcioban. A 35. dbra

illusztralja a problémit.
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35. abra - T2 az EC térfogatfrakcio (¢) fiiggvényében. Az adatpontok 5% albumin tartalmi VVT
szuszpenziokra mérési eredményeit abrazoljak. Az elméleti gorbék: szaggatott vonal — térfogati silyozas,
folytonos vonal - diffizio és térfogati silyozas. Az egyszerii térfogati silyozas alulbecsli a 72 relaxacio idét
a nagyobb ¢ tartomanyban. Az elméleti gorbék illesztésénél a fiiggetlen paraméterek a 72 relaxacios idék

=0 és p=1 mellett felvett értékei voltak. A diffiizio-korrigalt silyozasnal a ( D,),, (D), paraméter

értéke 0,15 volt, megegyezoen a 30. abra értékeinek megfelelden.

A diffazié-korrigalt eljards roviden a kovetkezOkben foglalhaté 6ssze. Egy Brown-mozgést
kovetod részecske trajektoridjan az IC és EC tereket egyarant bejarja, amennyiben erre a mérés
soran megfeleld id6 all rendelkezésre (ergodikus hatarérték). A tartomanyok kiilonb6z6
relaxdcids idovel jellemezhetOk. T2gc és T2ic. A relaxécid valdszintisége a trajektdridn t 1d6
alatt a széban forgé tartomanyokban: 1/ T2gc, ill. 1/ T2jc. A teljes trajektoridn eltoltott ido IC
térben eltoltott idoére és EC térben eltoltott idore bonthatd: 7ic, €s gc., ezek a trajektéria
vonatkozé szakaszaira jellemzd részecskemobilitdsbdl szarmaztathatok. Ezt figyelembe véve
a trajektoridra vett atlagos relaxdcids idore a kovetkezo Osszefiiggés irhato fel.

1l l-p|_ 11l-¢p 1 ¢ (39)
T2 Dec D Tzic Dic Tzec Dec

1c

Az 4tlagos relaxdciés valdszinliség mérhetd paraméterekkel kifejezve (39-bol néhany

egyszeru 1épéssel):

_ L (D)
| Y (A=) T2, i (D,) ey
L . (40)
T2 ¢( e)(p:O +(1_¢)
(D))
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(40) kifejezés a (D,),_,/(D,),., =1 esetben (amikor a kompartmentekben a difftizios tényez6

azonos), az egyszeru térfogati stlyozas kifejezését adja. Tovabbd a p—1 és p—0 esetekben is
természetesen a megfeleld eredményre vezet.

Ez a megkozelités a heterogén kozeg relaxécidjara jobb kozelitést ad (I1d. 35. abra).

Tovabbd, mivel lim(1/72)y—0=(1/T2)¢-0, a (40) kifejez€s magyardzatot ad T2-nek a 34. dbran

illusztralt viselkedésére, mivel 72 -t (D,),.,/(D,),., =1 hatirozza meg az alacsonyabb ¢

tartoméanyban.
A 36. édbra szerint a diffazié-korrigdlt térfogati sdilyozds az ozmotikusan mddositott

szuszpenziok viselkedését helyesen irja le.

100

T2 (ms)

36. abra — Az adatpontok VVT 10% albumint tartalmazé szuszpenziéinak T2 értékeit abrazoljak,
kiilonb6z6 ozmolaritas mellett: 220 mOsm (m) és 500 mOsm (A ). A gorbék a diffizié-korrigalt térfogati

silyozas elméleti illesztett gorbéit jelolik.

E megkozelités hibdja, hogy figyelmen kiviil hagyja a véges sejtmembran permeabilitast
(xk<1). Természetesen a (31) kifejezés érvényét veszti k=0 esetben. A véges permeabilitds
miatt (39) alulbecsli a T2 értékeket a magasabb ¢ tartomanyban. Erdemes megjegyezni, hogy
(39) osszefiiggés alapja a trajektoridkra vett atlagbdl szdrmazik. Novikov és munkatérsainak
tanulmanya a trajektéridk szerinti atlagszamitas részletesebb spektroszkopiai alkalmazasa

[34].
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Intracellularis téer modosulasai

Az intracellularis tér diffizids tényezdre €s T2 relaxdciora vald hatdsdnak vizsgélata a sejtek
gliikkoz, glilkkozamin és PUGNACc tartalmi médiumban val6 inkubdéssal tortént.

A 37. ébra a fehérje elektroforézis vizsgalatok eredményét mutatja. Az O-GLcNAc fehérjék
specifikus antitesttel (CTD110.6, mouse IgM) valé jelolésével, Western blot médszerrel az O-
GLcNAc fehérjék mennyisége meghatdrozhaté. Az inkubdlds hatdsdra a O-GLcNAc fehérjék

mennyisége szignifikdnsan megnott (kétmintds 7-proba, kontroll és kezelt, p<0,01).

kontrol GleN PUGNA: 30 mM glikoz 160

: :.-““Mw 120 | |

250 kD

. . " ‘
~REASRaNg -
o Jed

.-
100 ) m— ; " 40
L aeeeeaes

L .
. : 0 ‘ , :

- - - Kontroll GleN PUGNAC 30 mM glikéz

50 D) — e & '
a b
37. abra

A kezelt sejtek izoozmotikus szuszpenzidjaban a sejtméret véltozdsa fénymikroszképpal
torténd ellendrzése a 38. dbran lathaté eredményeket hozta. A sejtek mérete a kezelés hatdsara

nem valtozott szignifikdnsan (kétmintés #-préba, p<0,05).
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38. abra

Ugyanakkor, a sejtek flow-citometrids mérései a kezelt sejtek optikai tulajdonsidganak
szignifikdns megvaltozasat igazoltdk (forward scattering, kétmintds z-préba, kontroll és kezelt,

p<0,01), 1d.:39. dbra.

300 mOsmol
850
o =
g 750 1 T £ S
a
2 650 1 —
550 4 . . . &
kontroll GleN PUGNAc 30 mM gliikéz
39. abra

Az 50%-os IC tartalmi sejtszuszpenzion végzett MR mérések a diffizids tényezd szignifikans
megvaltozasat igazoltak 1d. 40. dbra (kétmintds #-proba, kontroll és kezelt). A gliik6zzal kezelt
és kontroll sejtek szuszpenzidja diffizids tényezdje kozott nincs szignifikans kiilonbség, a
kontroll és GIcN és kontroll kozott szignifikdns (p<0,01), a PUGNAc és kontroll kozott
gyengébb, de szignifikdns kiilonbség taldlhatd (p<0,05). A szuszpenzidk T2 relaxacios ideje a

mérés hibdjan beliil azonos volt.
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40. abra

A sejtszinkronizacids kisérletek a kovetkezd eredményre vezettek. A 41. dbran lathaték a
flow-citometrids eredmények a szinkronizaciot koveto 0., 4., 8. és 10. 6rdban. A sejtpopulécid
eloszlasaban bekovetkezd valtozasok jol latszanak. A 8. 6rdban a sejtpopuldcié legnagyobb

része a G2 fazisban talalhato.

94

57

0 o6ra 4 6ra

8 dra 10 ora

41. abra

Az ezzel egy idOben végzett MR diffiziés mérések eredményei e sejtpopulaciok 50%-os IC

tartalmi szuszpenzidjan, a 42. abran lathatok. A G2 fézisi populdcié a tobbi fazisd
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populdciétdl szignifikdnsan eltérd diffizids tényezot eredményez (kétmintds 7-préba, kontroll

és kezelt, p<0,01).

12

1.5 T 1
1
4
e 105 7
= 10
o 95
fa)
< g

8.5

8 : : :

0 4 8 10
idé (h)
42. abra

A szuszpenzidk T2 értékei kozott szignifikdns kiillonbség nem mutatkozott, az értékek hiban

beliil azonosak voltak.
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Diszkusszio, tovabbi lehetéségek

Az diffuziés MR képalkotds elterjedése a korai ischémids stroke diagndzis sikerében rejlik,
egyben ez a mddszer konnyen hozzaférhetd mdédon szolgaltat objektiv fizikai paramétereket.
A kvantitativ elemzések azt mutatjdk, hogy az ischémids teriileten a szoveti viz diffizidja
mintegy a felére csokken, melynek cellularis, molekularis okait leginkabb az ischémiat kovetod
citotoxikus 6démaval ill. celluldris térfogatszabalyozassal hozzak Osszefiiggésbe. Ugyanakkor
szamos kisérleti eredmény cafolja ezt az elképzelést, mely alternativ elméleti és
patofiziologiai megfontoldsokat tesz sziikségessé. Kutatdsaink egyik fokuszat az
intracellularis tér potencidlis valtozasai ill. annak hatdsa a viz diffizidjara jelentette, masrészt
modellkisérletben teszteltiik a ,.klasszikus” tedria predikcidit.

Az ischémia okozta nagymértékii intracelluléris proteolizis régéta ismert jelenség, melynek
diffiziéra gyakorolt hatdsit eddig nem vizsgaltdk. A modellkisérleteink problémafelvetése
abbdl a radioldgiai megfigyelésbdl szdrmazik, amely szerint a korai ischemia esetén a
diffuzié-sulyozott MR képek és a T2 sulyozott képek nem korreldlnak egymdssal. Az
oldatokkal végzett kisérletsorozatban homogén kozegek oldott molekuldinak hatdsat
vizsgaltuk. Munkahipotézisiink a kovetkezd volt: az ischemids régioban a metabolikus
folyamatok ledllnak, és a gyors proteolizis miatt az intracelluldris féhérjék (az ,,oldat”)
komponensei megvaltoznak. A dezintegracié elOrehaladtdval az oldott molekuldk mérete
csokken, a 12. dbran illusztralt véltozas tételezhetd fel a komponensek spektrumdban. Ez az
oldott molekuldk tomegét és koncentracidjat is érinté folyamat. Tovdbba a molekuldk
daraboloddsanak kovetkezményeként az oldat komponensei hidrofilitdsukat és/vagy
hidraticiés Osszfeliileteiket illetden is megvaltoznak. Az ADC a viztartalomra is érzékeny
mérési paraméter. A munkahipotézisben feltételezett valtozds ADC-re gyakorolt hatdsa
mogott olyan mikroszkopikus jelenségek huzdédnak, mint a lehetséges bolyongési térfogat
geometridjdnak, térfogatdnak megvaltozdsa, amelyek a viz diffiziéjat korldtozzdk. A
relaxdcié valtozdsa az oldott molekuldk vizzel vald interakcidjdnak megvéltozasabol
kovetkezhet, a relaxaciés helyeken vald tartézkodasi idOk megvaltozdsdn keresztiil. A
radioldgiai probléma megvalaszoldsahoz az oldott molekuldk spektrumédban bekovetkezd
valtozdsokat egymdstdl fiiggetleniil (koncentrdcid, molekulatomeg, molekuldk mindsége)
modelleztiik, az oldat ADC és T2 relaxécids idejének monitorozasa mellett.

A megfigyelések alapjan a kovetkezd megéllapitdsok tehetok. Az ADC értéke elsdsorban a
koncentraciotdl fiigg (1d.: 19. dbra, 20. dbra). A molekulatomeg hatdsa az ADC értékére nem

elhanyagolhatd, ugyanakkor elmondhatd, hogy bioldgiai értelemben igen drasztikus
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valtozdsnak kell bedllnia az oldott molekuldk tomegében, hogy az, az ADC értékében tetten
érhetd legyen (Id.: a—b, ill. a—c valtozasok, 23. abra). Kvantitativ kovetkeztetéseket csak
konkrét oldott molekula esetén lehet és érdemes levonni. A T2 relaxacios 1d0 ezzel szemben
molekulatomeg véltozdsatol erds fiiggést mutatott, mikézben a koncentricidtartoméany egy
sz€les tartomanyaban (10%-25%) gyakorlatilag nem fiigg a koncentraciotdl (Id.: 21. dbra, 22.
abra).

Az oldatkisérletek alapjan feltételezhetd, hogy az ischémia okozta intracellularis proteolizis
egy olyan fehérje koncentracié-valtozast hoz létre, mely az ADC véltozdsat vonja maga utén,
mikozben a T2 értékében nem 4all be valtozds. (Azok a folyamatok pedig, amelyek
koncentracié-véltozas nélkiil, az oldott molekuldk tomegének véltozdsaval jarnak (pl. fehérje
polimerizacid), a T2 valtozadsdval jarnak, mikdzben az ADC értéke nem valtozik.) Ezek az
eredmények lehetséges magyardzatot adnak arra, hogy miért nem korreldl az ADC és T2
értékek valtozdsa a korai ischemids teriileteken.

Nem elhanyagolhatd szempont ugyanakkor, hogy az intracelluldris tér nem feltétleniil ill.
korlatozott mértékben modellezhetd fehérje vagy egyéb polimer oldatokkal, azaz a bioldgiai
szovetekre a laboratériumi oldatokndl megszokott koncentricié fogalom nem feltétleniil
alkalmazhaté [2]. Elképzelhetd, hogy a fehérjék konformdcidjanak vagy aggregéicidjanak
megviltozdsaval a tényleges szdrazanyagtartalom nem vadltozik ugyan, de az olddszer viz
szdmdara az oldatban djabb interakciés feliiletek jelennek meg. Ezdltal a vizmolekuldk
bolyongési trajektéridihoz megnovekedett kolcsonhatdsi valdszintiséget kell rendelni,
hasonldéan, mint a megndvekedett szarazanyagtartalom esetében, azaz a szdrazanyagtartalom
valtozasa nélkill az ADC értéke csokkenhet. A fehérjék intracelluléris allapota, interakcidja
természetesen sokféle folyamatban véltozik, mely a viz diffuzidjat kisebb-nagyobb mértékben
befolyésolni tudja.

A fehérje-, ill. vizkoncentraciok véltozdsanak a ,klasszikus” tedria szempontjabdl is lehet
fontossdga, mégpedig az EC—IC vizathelyez0dés soran két kompartment fehérje
koncentricidja véltozik. Mig az IC térfogatban a koncentricid csokken, addig az EC
térfogatban nd. Ezek egymadssal ellentétesen befolydsolhatjdk az egész heterogén térfogat
ADC értékét. Ez utébbi problémakor megértését szolgaljadk a VVT szuszpenzidval végzett
kisérletek.

Az oldatoknal joval bonyolultabb rendszernek mindsiil az EC tért6l mentes VVT szuszpenzid.
Az intracelluléris crowding kisérletekben ilyen mintdk ADC értékének vizsgalata tortént. A
sejtes dllomény elsdsorban abban kiilonbozik az egyszerti oldatoktdl, hogy a sejtes dllomany

sejtmembranjai a diffiziét korldtozzdk, tovabba az intracelluldris térfogat annak ellenére,
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hogy protein tartalma 95%-ban hemoglobin, nem tekinthetd egyszerli oldatnak. A teve
eritrocitdk €s human eritrocitdk dsszehasonlitasa egyediilallé lehetdséget nyujt a viz-protein
interakciok viz diffuzidjat befolydsold hatdsanak vizsgdlatdban, mivel a humén és teve
eritrocitdk hemoglobinja eltéré hidrofilitdsi. = Ugyanakkor az eritrocitdk ozmotikus
manipuldcidja utjdn a viztartalom valtozdsdra adott vélaszuk is Osszehasonlithaté. A
membrénok (és ezzel egyiitt az ahhoz kotddo fehérjék) hatdsa a viz difftizidjara a fajok kozott
eltéré lehet [62], ennek az ADC értékben valé megjelenését a human és teve eritrocitdk
esetében kizarhatjuk [63]. A sejtek alakja a diffuziét szintén befolyédsolja, a human VVT-k
bikonkdv alakdak (izoozmotikus koriilmények mellett), a teve VVT-k pedig ellipszoid
alakdak. A magasabb b-érték mellett tortént diffizid-diffrakciés mérések az ozmotikusan
manipuldlt sejtek ADC értékei kozott kiillonbségek felmertilhetnek [64], kisérleteinkben a b-
érték messze elmaradt ettdl a tartomanytél. Mindezek fényében, a kisérletekben az eritrocitak
IC tartomanyanak f6 Osszetevdje, a hemoglobin vizzel torténd kolcsonhatdsa tekinthetd az
ADC meghatarozé tényezdjének. Kisérleti eredményeink azt is megmutattdk, hogy in vitro a
teve hemoglobin oldatokban az ozmotikusan inaktiv viztartalom magasabb, mint a humén
hemoglobin esetén. Ezzel Osszhangban, a teve eritrocitdk ozmotikusan inaktiv viztartalma
relativ és abszoltt értében is magasabb, mint a human eritrocitdké. Az ADC értékek a teve
eritrocitdk mint4jan alacsonyabb, mint a humdn esetben. Mivel a humdan eritrocitdk
viztartalma magasabb, mint a teve eritrocitdké, ezért a hemoglobin molekuldk és a viz
molekuldk kolcsonhatdsan kiviil a koncentracié-kiillonbségek is szerepet jatszanak. A teve
eritrocitdkndl mért viztartalomra torténd dehidrdlds utdn a humén eritrocitdkon mért ADC
érték kozeliti a teve mintdn mért értéket.

Ezen kisérleti eredmények alapjdn elmondhatd, hogy a sejtmembranok jelenléte befolyasolja a
diffizidés folyamatot, ugyanakkor az intracelluléris tér sajatossagaival jol korreldlnak a sejtes
allomanyon végzett kisérletek eredményei. Az IC tér molekuldinak mindsége és
koncentracidja is hatdssal van az ADC értékre (1d. 28. dbra). Ugyanakkor elmondhatd, hogy
az ADC értékét elsOsorban a koncentricié hatarozza meg (Id. 1. tablazat, 27. abra teve adatok,
29. 4bra dehidrdlt human eritrocita adatok). Ez a megéllapitds 6sszhangban van a kiilonbdz6
mindségli (hidrofilitds), molekulatomegii és méretli (perzisztenciahossz) molekuldk oldatain
végzett kisérleti eredményekkel. Az intracelluldris tér oldatokkal valé modellezésének
korlataira mutat rd az a tény, hogy az eritrocitdk €s a hemoglobin oldatok ozmotikus
rezisztencidja kiilonb6zo értéket ad. E kiilonbség valdszinlileg az oldott molekuldk

aggregaci6jabol fakad [65].

83



A VVT szuszpenzion végzett kisérletekkel az volt a célunk, hogy az ischémids szovetekben a
“klasszikus” tedria szerint lejatsz6d6 intracellularis és extracellularis folyamatokat
modellezziik. A DWI jelvaltozasok molekularis mechanizmusait szamos tanulmany részletezi
[22, 66-68], mely szerint a DWI citotoxikus ¢démara utal, amely az EC—IC kompartmentek
kozotti vizathelyez8déssel jar. Igy az EC tér protein koncentriciGja a normélis 2-4%
(tomeg/térfogat) értékrél akar a négyszeresére is ndhet [69, 70], az EC tér
térfogatfrakcidjdnak csokkenésébdl fakaddan [71, 72]. A kisérletekben alkalmazott protein
koncentracid ezt a tartomanyt lefedi.

A fenti kisérleti modellrendszer eredményeit az elméleti EMT modell jol kozeliti. A modell
nagy diffuziés idokre érvényes, pontosabban olyan hosszu diffuzids idokre, amely alatt a
bolyongé vizmolekulét az EC €s IC teret egyardnt bejarjak. A kisérleti modell a vizmolekuldk
diffuzigjat illetden, a mérési tartomanyban ergodikusnak tekinthetd.

A kisérleteinkbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a mért diffiziés tényezd a
sejtszuszpenzidban nem fiigg az extracelluldris tér oldott molekuldinak mindségétdl
(oldatkisérleteink eredményei is ezt tdmasztjdk ald). A 30. dbra szemlélteti, hogy a difftizids
tényez6t nem befolyédsolja az EC térben oldott molekuldk kémiai mindsége, az extracellularis
tér térfogatfrakcidjanak (@) széles tartomanyaban. Ugyanakkor, ahogy az oldatkisértletekben
lattuk az ADC értéke linedrisan fiigg az oldott molekuldk koncentricidjatol (1d. 19. dbra). Az
intracellularis tér hidrdltsdganak novelése (ischemia esetében gyakran felmeriild EC—IC
vizathelyezddés) felmeriil, mint a szovetben mért ADC valtozas egyik tényezdje. A 32. dbra
jol illusztrdlja, hogy ez a folyamat (a kisérleti mérési tartomanyban) onmagaban nem vezet az
ADC viltozasdhoz. Az ezzel parhuzamosan torténd EC tér koncentricidjdnak novekedése
azonban a fentiekben ismertetett modon csokkenti a minta ADC értékét. A kisérletek és azt
tdmogaté elméleti modell alapjan feltételezhetd, hogy azok a kéros folyamatok, amelyek az
extracelluldris tér oldott anyag koncentrici6janak novekedésével jarnak, az ADC értékének
csokkenését vonjdk maguk utdn, fliggetleniil az IC tér koncentricidjanak véltozdsatol. Az
ADC e viselkedését a 33. abrdn szemléltetett Osszefiiggés is aldtdmasztja.

A transzverzalis relaxdcios id6 (T2) az agyi koéros folyamatok diagnosztizdldsdban szintén
kulcsszerepet jatszik. JOl ismert jelenség, hogy a stroke bekodvetkezését kovetden, csak ordk
utdn mutatkozik T2 véltozds az érintett teriileten [73]. Allatkisérletek igazoljdk, hogy a stroke
akut szakaszdban egy gyors T2 csokkenés utdn (csokkent oxyhemoglobin szint) az ischemids
1ézi6 kozponti régigjaban fokozatos T2 ndvekedés valosul meg [74, 75]. Kisérleteinkben

szamos biofizikai faktor vizsgdlata tortént. Habar a VVT szuszpenzié nyilvanvaléan
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kiilonbozik az agyszovetektol, kisérleti eredményeink tdmpontot adhatnak a relaxécid
alakulasat illetben [22, 76].

Az EC tér csokkenésével T2 értéke linarisan csokken (1d.: 31. dbra). Sem az EC térben oldott
molekuldk koncentriciéja, sem azok mindsége nem befolydsolta a mintdban mért T2
relaxdcios idot. Ezzel szemben az IC hidraltsaga jelentésen befolydsolja a T2 értéket (1d.: 34.
abra). A stroke sordn a két effektus egymadssal ellentétes irdnyban hat. Az EC tér csokkenése
kompenzilhatja az IC viztartalom novekedésének hatését. Igy feltehetd, hogy a stroke sordn
tapasztalt lassu T2 novekedés mar a vazogén €s a citotoxikus 6déma egyiittes jelenlétére utal.
Ez utébbi nagyobb intracelluldris viztartalommal jar. Ebb6l kovetkezdleg a T2 értékének
fokozatos novekedése a teljes viztartalom novekedését jelzi, fiiggetleniil att6l, hogy ez az
intra-, vagy extracellularis térben valosul meg.

Az EMT modell kivdl6 matematikai eszkoznek bizonyult a kisérleti eredmények
értékelésében. Ez a modell szolgédlhat alapul olyan komplex folyamatok ADC-re kifejtett
hatdsdnak josldsdban, ahol az EC és IC tér egyardnt véltozik. A modell érvényességét az
ergodikussdg szabja meg. Alacsonyabb permeabilitasu sejtek esetén, illetve rovidebb diffuzids
idok esetén a modell érvényességét vesztheti. A modellkisérletek alapjan olyan kdéros
folyamat-modell éllithat6 fel, amely az ADC és T2 valtozasaban megfigyelt korreldlatlansagot
igazolja, a megfigyelt T2 és ADC véltozasok mellett.

A VVT szuszpenzids kisérletek eredményei felvetik annak a lehetdségét, hogy az
intracelluldris térben bekovetkez0 molekuldris valtozdsok egy heterogén, extra-, és
intracelluldris teret egyarant tartalmazé mintdban, a mért diffiziés tényezo, illetve a T2
relaxdcids id0 valtozdsdban is megnyilvanuljanak. Az O-gliikolizdciés egyensily eltolédasa
kiillonbozd koros folyamatok sordn kovetkezhet be. Az O-gliikolizalt fehérjék szamanak
felszaporoddsa az intracelluldris térben megfigyelhetdé a diabetes, gyulladdsos folyamatok,
tumor kialakuldsa €s apoptdzis sordn is. Az O-gliikolizacids egyensily eltolédédsa reverzibilis
modon, mesterségesen eldidézhetd. Az igy megfigyelt ADC érték véltozasa szignifikdnsnak
mutatkozott 50%-os intracellularis térfogatfrakci6 esetén is (I1d.: 40. dbra). Ugyanakkor nem
mutatkozott szignifikdns véltozds a T2 értékben. A teve és humdén eritrocitdkon végzett
kisérletekkel Osszevetve, ez a kisérleti eredmény nem meglepd. Az O-gliikolizacids egyensily
eltolédasa az intracelluldris fehérjedllomany hidrofilitisdnak megvaltozasat jelenti,
ugyanakkor egyéb jelentds IC térbeli valtozas nem kotddik ehhez a folyamathoz. Az O-
gliikkoliz4cids egyensuly eltoldddsa nem okozott sejtméret véltozast sem (I1d.: 38. dbra). Habér
az ADC értéke leginkdbb a koncentraciok fiiggvénye, a teve és human eritrocitdk esetében is

megmutatkozott a hemoglobinmolekuldk kozotti kiillonbség az ADC értékben (Id.: 1.
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tdblazat). Az ADC alakuldsat a molekuldk mindsége is befolydsolja. Az oldatkisérletekkel ez
a kovetkeztetés Osszhangban van (Id.: 19. dbra). A T2 értéket az intracelluldris molekuldk
mindsége is befolyasolja. Az az eredmény, hogy a T2 értékében nem tapasztalhaté valtozas az
O-gliikolizaci6 hatdsara, tovabbi vizsgdlédas targyat kell, hogy képezze. A relaxécids
folyamatok leirdsa a protein-viz interakcidk egyszerli mennyiségi analizisével nem lehetséges.
A kisérleti eredmény elvi lehetOséget teremt in-vivo MR diagnosztikai eljarads szamdra. Az
eljaras gyakorlati értékét az effektust illeto jel-zaj viszony hatdrozza meg. Az eredmények in-
vivo allatkisérleteken ellendrizhetok, az MR mérések és szovetminta flow-citometriai mérései
osszevethetok. Az MR diffuziés kisérletek hangoldsa is része egy gyakorlati eljarés
kidolgozasanak.

Az intracelluldris milli0 jellegzetes megvéltozasa véarhato a sejtciklus bizonyos fazisaiban. A
sejtmag dallomanydnak duplikdléddsa, a citoszkeleton atrendezddése, a mikrotubulusok
polimerizaci6ja mind olyan folyamat, amely a protein-viz interakcidjdban lényeges
véltozdsokkal jarhat. Igy feltételezhetd, hogy e valtozdsok, akdr egy 50%-os intracelluldris
térfogatfrakcidju sejtszuszpenzidban is tetten érhetdk az ADC és a T2 véltozdsain keresztiil. A
sejtciklus fazisai azonban normélis esetben, az 1d6tdl fiiggetleniil, a hosszuk ardnydban
vannak képviselve egy adott sejtpopuldcidban. A sejtek fazisdnak szinkronizdcidjaval a
populécié azonos fazisba hozhaté. Ezutdn a teljes populdcié szinkronban, azonos fazisban
halad a természetes sejtcikluson dt. Egy szinkronizalt populdcidban tehét az id6 fiiggvényében
az intracelluldris tér valtozdsai varhatok, amelyek feltételezhetden az ADC és a T2 értékek
valtozdsdban tetten érhetdk. Ezt a munkahipotézist ellendrzi és erdsiti meg a Hela
sejtvonallal folytatott sejtszinkronizacids kisérletsorozat. A kisérletek sordn a G2 fazis alatt
szignifikdns ADC érték csokkenés figyelhetd meg (Id.: 41. és 42. 4bra). A kisérletek
érdekessége, hogy a T2 értékekben nem kovetkezett be szignifikdns véltozds. Ez tovabbi
magyardzatra szorul. A kisérlet azon tdl, hogy igazolja az intracelluldris torténések ADC
értékben valé megjelenését intakt sejtekbdl all6 szuszpenzidban, tovdbbi lehetdségeket kinal.
A tumoros betegségben szenvedOk kemoterdpids kezelése olyan citotoxikus szerek
alkalmazasat jelenti, amelyek sejtszinkronizdciéhoz vezetnek. A sejtszinkronizacié in-vivo
MR igazoldsa, annak mértékének szamszertsitése nyilvanvaldé gyakorlati elényokkel jar. E
kisérletsorozat eredményei elvi lehetdséget nydjtanak allatmodelleken valé alkalmazdsra,

citotoxikus szerek hatdsdnak in-vivo vizsgalatéra.
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KoszoOnetnyilvanitas

Nem konnyii orvosi relevancidju teriileten fizikai problémakkal foglalkozni. Sziikséges hozza
a magas technoldgiai héttér, szoros kapcsolat a napi gyakorlattal a betegelldtdsban, a
diagnosztikai gyakorlati problémdk természettudoméanyos megfogalmazasa, és elsdsorban az
igény, hogy a rendelkezésre 4ll6 technoldgidt a legjobban kihasznaljuk. A Kaposvari Egyetem
Egészségtudomdnyi Centrumdnak Onkoradiolégiai osztilydnak dolgozdjaként (2004-2007)
olyan kornyezet vett koriil, ahol a legmodernebb MR, CT és besugarzdsi technika is
rendelkezésre allt. Ebben a kozegben lehetdségem nyilt arra, hogy betekintést nyerjek az
orvosi teriileten alkalmazott fizika aktudlis kérdéseibe. Ez a munkahely az MR fizikdjat illetd
kutatdsaimat mindig tdimogatta.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Repa Imrének, a Kaposvari Egyetem
Diagnosztikai €s Onkoradioldgiai Kézpont igazgatéjanak, aki taldlkozasunk elsé pillanatatol
kezdve tamogatott kutatdsaimban, fizikusként alkalmazott, és a nehezebb idOszakokban is
0sztonzott. Az 6 személyes tdmogatédsa, valamint az altala vezetett intézmény 4altal biztositott
hattér nélkiil nem nyilt volna lehetéségem az orvosi fizikaval foglalkozni.

Szeretném  megkoszonni  Prof. Dr. Bogner Péternek, a Kaposvari Egyetem
Egészségtudomanyi Centruma elndkének, hogy figyelmemet az MR képalkotasban felmeriild
problémadkra irdnyitotta, hogy témavezetomként a kutatdsi irdny és mddszerek kivalasztdsanal
tamogatott. Kiilon koszonet illeti a diagnosztikai problémdk természettudomanyos
megfogalmazasaért és a kutatdsi eredmények diagnosztikai relevancidjanak értékeléséért, és
azokért az évekért, amelyekben 6nszervezddd kutatécsoportot alkottunk.

Dr. Berente Zoltannak, a Pécsi Tudomanyegyetem Biokémiai Intézete docensének szeretném
megkoszonni, hogy az MR kisérletek tudomanydban mindenben segitségemre volt a
kisérletek megtervezésétdl az eredmények értelmezéséig. Tovabbi koszonet illeti Ot a
szamtalan Otpercesnek induld, de Oordkig tarté beszélgetésért a természettudomanyrol.
Koszonom Prof. Dr. Siimegi Baldzsnak, a Pécsi Tudomdnyegyetem Biokémiai Intézet
vezetdjének, hogy kisérleteimhez az MR berendezést rendelkezésemre bocsdjtotta.

Koszonetet szeretnék mondani fizikus kollégdimnak, Antal Gergelynek és Glavak Csabdnak a
Kaposvari Egyetem Egészségtudomdnyi Centrumanak Onkoradioldgiai osztdlyan, akik a
munkamegosztdsban mindig rugalmasak voltak és a fizikai problémaék diszkusszidjara mindig
készen alltak.

Koszenet illeti meg Dr. Miseta Attila egyetemi tanart, a Pécsi Tudoményegyetem

Laboratériumi Medicina Intézet igazgatd helyettesét azért, hogy rendelkezésemre bocsdjtotta
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a klinikai laboratériumi infrastruktirat. Dr. Nagy Tamdsnak koszonom a sejtbioldgiai hattér
biztositasat, a sejtszinkronizacids €s az O-gliikoliz4cids kisérletekben vald egyiittmiikdodését.
Ko6szonom Dr. Safriny Gézéanak, az Orszdgos "Frédéric Joliot-Curie" Sugarbioldgiai és
Sugéregészségiigyi Kutat6 Intézet Sugarbioldgiai Foosztaly vezetdjének a sejtszinkronizacids
kisérletekben nyujtott timogatasat és szakmai tanécsait.

Koszonom ifj. Dr. Kellermayer Miklosnak a Semmelweis Egyetem Biofizikai és
Sugérbioldgiai Intézet vezetdjének a szdmos részletes szakmai megbeszélést, amit a bioldgiai
rendszerek mikroszkopikus skdlan lezajlé sztochasztikus folyamatairdl folytattunk.
Koszonom Dr. Nagy Attilanak a fluoreszcencia vizsgédlatokban és a pepton oldatokkal
folytatott kisérletekben nyujtott segitségét.

Végiil pedig koszonetet szeretnék mondani sziileimnek, kozépiskolai és egyetemi
tandraimnak, akik a természettudomdnyok és a matematika szeretetére tanitottak, és

feleségemnek, aki mindvégig tdimogatott.
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Osszefoglalé

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

Proteolizis modell kisérletek

Egy homogén mintdban a difftiziés és relaxdcids tulajdonsdgokat a viz €s az oldott anyag
molekuldi kozotti kolcsonhatdsok hatdrozzak meg. A molekuldris torténések (proteinek
degraddlédédsa, polimerizaciés folyamatok), valamint a koncentracié-valtozasok egyszerre
jelenhetnek meg élettani folyamatokban. E torténések egymastdl fliggetlen hatdsdnak
vizsgalata allt a modell-kisérletek kozéppontjdban.

Molekuldris crowding kisérletek

A VVT fehérjedllomanya 95%-ban hemoglobin. A kiilonb6zd fajok hemoglobinja eltérd
hidrofilitdsi aminosavakat tartalmaz. Az intracelluldris tér molekuldinak vizzel valé
kolcsonhatdsa fajonkénti kiilonbozik. E kisérletek célja az extracelluléris tértdl mentesnek
mondhaté vorosvértest (VVT) masszdk MR vizsgdlatinak és a mintdk ozmotikus
viselkedésének Osszevetése volt. Az oldatkisérletekkel és a heterogén rendszereken végzett
kisérletekkel valo 6sszehasonlitasban a sejtfalak diffiziot gatlé hatdsa meghatdrozhato.
Intracelluldris (IC) és extracelluldris (EC) tér hatdsdnak fiiggetlen vizsgdlata

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

altal meghatarozott id6-, és térskaldju viselkedésének leirdsdhoz.
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Intracelluldris tér modosuldsdnak hatdsa

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

alapkoncepcigjanak vizsgalata is egyben.

Modszerek

MR technikdk

Az intracelluldris crowding kisérletek MR képalkotds moddszerrel, az oldat-kisérletek, az
EC/IC tér szerepét vizsgald kisérletek, valamint az intracellularis tér modosuldsait vizsgalod
kisérletek spektroszkdpiai eljdrdssal torténtek. A kisérletek Varian "~ YINOVA 400 WB MR
berendezésen torténtek (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). Az effektiv diffiziés tényezd
meghatdrozasa PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo) szekvencidval, a T2 relaxécid
meghatidrozasa CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) szekvencidval, A T1 relaxdciés érték
meghatdrozasa inverzids technikaval tortént. Az exponencidlis jelcsokkenésekbdl a diffizids
tényezd (ADC), T2 és T1 relaxacids idok a Varian utélagos adatfeldolgozé szoftvercsomag
segitségével keriilt meghatdrozasra.

Oldatkisérletek

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

VVT szuszpenziok

Human és teve vérmintdkbdl szdrmazd eritrocitdk szuszpenzidi szolgaltak a kisérletek
alapjdul. Az intracelluldris tér hatdsit ozmotikusan manipuldlt VVT szuszpenzidkkal
vizsgaltuk, illetve a  kiillonbozd fajok VVT  szuszpenzidja tulajdonsdgainak
Osszehasonlitdsaval. Az extracelluldris tér hatdsit a szuszpenziés médiumokban oldott

molekuldk mindségének és mennyiségének valtozasan keresztiil vizsgaltuk.
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Intracelluldris modosuldsok

Jurkat sejtek kiilonb6z0 médiumban vald inkubdldsdval az O-gliikolizaci6 egyensulyat
modositottuk. Az intracelluldris térben gliikolizalt fehérjéinek felszaporoddsdnak hatdsat
vizsgaltuk, a sejtek 50%-os szuszpenzidjan végzett MR kisérletekkel, a diffizids tényezd és a
T2 relaxécids id6 mérésével. HeLa sejtek szinkronizaldsat értiik el timidin felhaszndldsaval. A
szinkronizalt sejtpopuldcié fazisaiban mért diffuziés €és relaxdciés 1ddk keriiltek
Osszehasonlitésra.

Heterogén rendszerek elméleti modellezése

Osszevetettiik az effektiv médium kozelités (EMT) eredményeit a VVT szuszpenziékon mért
diffuzios kisérletek eredményeivel. Az EMT modellbol szdrmazé - heterogén rendszer
paramétereit tartalmazé - Osszefiiggést dtalakitottuk egy dimenzié nélkiili, szdrmaztatott
paraméterek kozotti Osszefiiggéssé, amelyben minden paraméter egyszeriien mérhetd,
azonban egymastél nem fiiggetlen. E dimenzidtlan paraméterek kozotti Osszefiiggés és a
kisérletek eredményeinek egyezését vizsgdltuk. A relaxdcié meghatdrozasara diffuzio-

korrigélt térfogati sulyozast alkalmaztunk, e modell érvényességi hatérait vizsgéltuk.

Eredmeények

Proteolizis modell — homogén biologiai modell
Kisérleteim alapjan, a mért diffiziés tényezdvel (ADC) és a T2 relaxacids tényezdvel
kapcsolatban a kdvetkezd megallapitdsok tehetok.

e Az ADC az oldott molekuldk koncentraciéjatdl fiigg elsdsorban, az oldott molekuldk
tomege sokkal kisebb mértékben befolydsolja. A koncentrdcié tdg tartomdnyédban az
ADC fiiggése a koncentraciotdl linedaris. Az ADC a koncentraciévéltozasok jo
indikatoranak bizonyult, de az oldott molekuldk tomegére €s mindségére érzéketlen.

® Az oldott és oldészer molekuldk diffizidja sz€les koncentracio-tartomanyban linedris
Osszefiiggést mutat. A magasabb oldott anyag koncentraciok tartomanyédban ettol
eltérés figyelhetd meg, az oldott molekuldk kolcsonhatdsanak koszonhetden.

e A T2 relaxécids tényezd a koncentracio tag tartoméanyédban fiiggetlen a koncentraciétol
(biol6giai molekuldk esetén), az oldott molekuldk tomegétdl és mindségétdl erds
fliggést mutat. A T2 relaxdcids 1d6 a molekuldk mindségének jo indikatora.

e Az ADC és a T2 valtozésai kiilonboz0 €lettani folyamatokhoz kothetdk, a kisérletek a

két mennyiség korreldlatlan valtozdsanak lehetséges magyardzatat adjik:
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— Az ischemia sordn fellépd folyamatok sordn az oldott molekuldk spektralis
Osszetételének megvaltozasa T2 valtozast idéz eld, feltételezhetd tehdt, hogy a
megfigyelt T2 véltozasok proteolitikus folyamatokat jeleznek.

— Feltételezhetd tovabbd, hogy az ischemia sordn megfigyelt ADC valtozas, a
fellépod koncentracio-véltozasok (6déma) hatdsa.

Ezek az eredmények a Magyar Neuroradioldgiai Tarsasag XIV. Kongresszusa €s
Tovéabbképzd Kurzusa keretében és a CNS Injury és a Magyar Idegsebészeti Tarsasag XVIIL.
Kongresszusa keretében megtartott eldaddsaim keretében keriiltek kozlésre (3. és 4. szadmu
kozlemény).

Intracelluldris crowding

A teve és humdn eritrocitdkon végzett kisérleteink 6sszhangban vannak az oldatokon végzett
diffuzids kisérletekkel. A kiilonb6z6 hemoglobin oldatok azonos koncentracié mellett, kozel
azonos diffuzids tulajdonsdggal birnak. A hemoglobin molekuldk kiillonboz6 hidrofilitdsa a
diffuzids folyamatokat csak kis mértékben mddositja. A hemoglobin-koncentracié csokkenése
a viz diffuziéjanak csokkenéséhez vezet. Az IC tér hidrofilitdsa csak kozvetetten, a
viztartalom véltozasan keresztiil befolyasolja az ADC értékét.

A sejtfalak jelenléte az MR mérések paramétereinek e tartomanyaban a mono-exponenciélis
jelcsokkenéstdl valé eltérésben nyilvanul meg, a koncentrdcié hatdsa a gyors és lassu
modusokban egyarant megjelenik. A kisérletek igazoljdk, hogy a mdédusok megjelenése nem
mindig kothetd fizikailag elkiiloniilt tértartoméanyok jelenlétéhez. Ezek az eredmények a Cell
Biology International foly6iratban keriiltek kozlésre (2. szamu kozlemény).

IC és EC tér fiiggetlen vizsgdlata — heterogén biologiai rendszerek

A kisérletek eredményeit az EMT modell megfelel6en irja le. Az EMT modellben a relativ
paraméterekre valé attérés rendkiviil sikeresnek bizonyult, a kisérletek MR mérésekre és
egyszeri tomeg-meghatarozasra redukaldédtak. A kisérleti eredmények, valamint az elméleti
modell alapjan a kovetkez6 megéllapitasok tehetdk a heterogén rendszerekre az intracellularis
tér térfogatfrakcidjdnak széles tartomanydban (ezek az eredmények a Magnetic Resonance
Imaging folydéiratban keriiltek kozlésre, 1d. 1. szdmu koézlemény):

e A mért diffuziés tényezd nem fiigg az extracellularis tér oldott molekuldinak
mindségétdl, az ADC értéke linedrisan fiigg az oldott molekuldk koncentraci6jatol, az
oldatkisérletek eredményeivel 6sszhangban.

e Az intracelluldris tér viztartalma az ADC értékét az EMT modellel 6sszhangban

befolydsolja, aszimmetrikusan a hipo-, €s hiperozmotikus tartomdnyokban. Az
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irodalomban targyalt mechanizmusokhoz képest ezt 1Uj érveléssel sikeriilt
alatamasztani, valamint fliggetlen vizsgalattal igazolni.

e A T2 relaxacios tényez0 az EC tér koncentracidjatdl tdg tartomdnyaban fiiggetlen a
koncentraciotol, az oldott molekuldk tomegétdl €s mindségétdl vald fliggése
elhanyagolhaté.

o A T2 relaxécids tényezd az intracelluldris tér viztartalmatol hatdrozott fiiggést mutat, a
diffazié-korrigdlt térfogati silyozds modellje szerint. E modell az ergodikusnak
tekinthetd rendszerekben a térfogati silyozastdl eltérden helyesen irja le a heterogén
rendszer T2 relaxécids idejének alakuldsat az intracellularis térfogatfrakcid véltozasa
fliggvényében.

e Az ischemia MR diagnosztikgjat illetden a kovetkezd megallapitasok tehetok:

— Az extracelluléris tér valtozdsai a vartndl kisebb relevancidval birnak.

— Megkérddjelezhetd, hogy a citotoxikus 6déma soran fellépd sejtduzzadas ADC

véltozédshoz vezet.

— A hosszabb T2 relaxacioés idok citotoxikus ddémadra utalnak.
Intracelluldris modosuldsok
Az intracelluldris tér koéros €s normadlis folyamatokban valé megvaltozasit 50%-os
sejtszuszpenzidkon diffiziés MR mérésekkel sikeriilt detektdlnom. Az O-gliikolizacids
egyensuly eltoloddsdt mesterségesen eldidézve, az igy megfigyelt ADC érték valtozasa
szignifikdnsnak mutatkozott. Ugyanakkor nem mutatkozott szignifikdns véltozas a T2
értékben.
Egy szinkronizélt populdcidban az intracelluldris tér valtozdsai diffiziés MR mérésekkel
detektalhatok. A kisérletek sordn a G2 fézis alatt szignifikdns ADC érték csokkenés figyelhetd
meg. A kisérletek érdekessége, hogy a varakozédsokkal ellentétben a T2 értékekben nem
kovetkezett be szignifikdns valtozas. Az eredmények kozlése folyamatban van.
Tovdbbi kutatdsi lehetoségek
Az elméleti modellek értékelése és a kisérleti eredmények tovédbbi kutatdsi, és alkalmazasi
lehetdségeket vetnek fel.

¢ [schemia hatdsanak vizsgalata sejtbioldgiai modelleken és dllatkisérletekben.

e Diffizié Tenzor Képalkotdis MR technikdjanak optimalizdldsa, mérési eredmények
értelmezésének pontositdsa.

e Kemoterdpidban alkalmazott citotoxikus anyagok, sejtpopuldciét szinkronizald

hatasanak in-vivo, kvantitativ értékelése.
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Summary

Initially motivated by the evaluation problems of MRI findings related to stroke, the main
goal of this study was to identify and quantify the relevant parameters and their role in
influencing the apparent diffusion coefficient (ADC) and T2 relaxation time. The subject of
the study consisted of model polymer solutions and cell suspensions. The goals of theoretical
modeling of the experimental systems are the following: a) test the validity range of models;
b) predict ADC and T2 changes based on validated models; ¢) build a coherent picture of
time-, and length scale in order to support field radiologists. In the focus of the experiments
were heterogeneous systems (consisting of intracellular and extracellular space as well), and
their diffusion and relaxation parameters. The effect of the quality of the intra-, and
extracellular space was investigated.

Proteolysis mode experiments

The diffusion and relaxation properties of water in a homogenous sample are determined by
the interactions between the solute and the solvent (water) molecules. Molecular events
(protein degradation, polymerization), and concentration changes may occur simultaneously
in physiological processes. The independent effect of these events are in the focus of these
experiments.

Molecular crowding experiments

The proteins in red blood cells (RBC) consist of 95% hemoglobin. Mammalian erythrocytes
differ in the amount of their hydrophilic amino acids. Also the interaction between the water
and their intracellular proteins are different. The goal of these experiments was to compare
extracellular space-free RBC samples regarding their ADC and osmotic behavior. In
comparison with the experimental results on the polymer solutions, the effect of the cell
membrane in diffusion was to be evaluated.

Analysis of the effect of intracellular (IC) and extracellular(EC) space

The effect of the EC and IC solute molecules in RBC samples was studied. The effect of
systematically modified EC space concentration and the nature of EC space solute molecule,
also the concentration of the IC space effects the diffusion and relaxation of the samples. The
goal was to identify and apply a theoretical model that properly describes the experimental
findings. These findings and their theoretical models yield plausible explanation of complex
physiological processes in heterogeneous systems, on the time-, and length-scale of the MR
experiments.

Modification of the intracellular space and its effects
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The experimental findings and theoretical models imply that in-vivo intracellular events can
be indeed detected by macroscopic, voxel size MR imaging measurements. The experiments
with cell-suspensions evaluate the feasibility of detection of intracellular events. Jurkat cell
line was utilized in an experiment series, where O-glycolisation and its effect on diffusion and
relaxation was studied. O-glycolisation modifies the intracellular proteins in several
pathological processes: diabetes, tumor genesis, apoptosis, reperfusion following ischemia.
Another experiment series was carried out on HelLa cell suspensions, where the cell
population was synchronized by application of thymidine. These experiments aimed the
feasibility of detection of cell cycle phases by MR diffusion and relaxation experiments.

These latter experiments served as a proof of concept study for further diagnostic technique.

Methods

MR techniques

The intracellular crowding experiments were carried out by MR imaging technique, the
effects of EC/IC space, intracellular modification and experiments on solutions were carried
out by MR spectroscopy technique. All measurements were performed on a Varian
UNITYINOV A 400 WB spectrometer (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA. ADC was measured
by PFEGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo) sequence, T2 was measured by CPMG (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill) sequence, T1 was measured inversion recovery sequence. ADC, T2,
T1 was derived from exponential signal decay by linear fitting with Varian built-in post-
processing software packages.

Experiments with solutions

Aqueous solutions of various solutes were prepared for the proteolysis model experiments. To
test the effect of weight of the solute molecules, PEG (Polyethilene-glycol: HO - (CH,-CHa»-
O-), - H) was used. To test the effect of the biological polymers, albumin and lysozyme was
used. To test the effect of peptides of various sizes, peptone solutions were used.

RBC suspensions

Human and camel erythrocytes and their suspensions were used in these experiments. The
effect of the intracellular space was studied by osmotically altered RBC suspensions and also
by comparison of RBC suspensions of various species. The effect of the extracellular space
was tested by applying various suspension media, where solute concentration and the nature
of solute molecules were systematically altered.

Intracellular modifications
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The dynamic equilibrium in O-glycolization of intracellular proteins was modified. The
increased glycolized protein content was monitored, the diffusion and T2 relaxation properties
of 50% suspension of the modified cells were determined in MR experiments.
Synchronization of Hela cells was achieved by application of thymidine. The diffusion and
relaxation properties of suspension of HeLa cells in various cell cycle phases were compared.
Theoretical modeling of heterogeneous systems

The goal is to compare Effective Medium Theory (EMT) model and experimental findings.
The relationship between the parameters of the heterogeneous system, derived from EMT, is
rewritten in a relationship between relative parameters, where all parameters can be measured
easily, although these parameters are not independent pair-wise. The coherence between
experimental findings and this theoretical relationship between dimensionless parameters was
investigated. Furthermore, for the interpretation of the behavior of T2 relaxation time,

diffusion-corrected volume weighting was used, and its validity investigated.

Results

Proteolysis model — homogenous biological model
Based on the experimental findings related to ADC and T2, the following statements can be
made.

e ADC is influenced mainly by the concentration of the solute molecules, the molecular
weight has little effect. In a wide range of the concentration, there is a linear relation
between ADC and concentration. ADC proved to be a good indicator of concentration
and a poor indicator of the solute molecular weight.

¢ In a wide range of concentration, there is a linear dependence between the diffusion
coefficient of the solute and solvent molecules. In the higher regime of concentrations
a deviation from linear behavior is observed. This deviation is explained by the
interaction between solute molecules.

¢ In a wide range of concentration T2 relaxation time appears to be independent from
concentration (emphasized in experiments with biologically relevant solute
molecules). T2 appears to be strongly dependent on the solute molecular weight, also
on the individual characteristics of solute molecules. T2 relaxation time proved to be a
good indicator of the nature of the solute molecules.

e (Changes in ADC and T2 can be related to physiological processes. A possible
explanation is provided by the experimental findings for the uncorrelated behavior of

these parameters:
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— The processes involved in ischemia induce changes in the spectral (molar
distribution of molecular weight) composition of solute molecules, thus
inducing T2 changes. It can be rightly expected, that T2 changes reflect
proteolytic processes.

— It can be further assumed, that changes in ADC reflect concentration changes
(oedema).

These results were presented at “Magyar Neuroradioldgiai Tarsasdg XIV. Kongresszusa és
Tovabbképz6 Kurzusa” and “CNS Injury é€s a Magyar Idegsebészeti Tarsasdg XVIIL.
Kongresszusa” (see publication 3., 4.).
Intracellular crowding
The experiments on human and camel erythrocytes are in accordance with the diffusion
experiments on polymer solutions. The diffusion coefficients of the various hemoglobin
solutions are very close at the same concentration. The differences in hemoglobin
hydrophilicity have little effect on the diffusion. The increase in hemoglobin concentration
leads to the decrease of the water diffusion. The hydrophilicity of the IC space has effects on
the ADC only indirectly, i.e. through the influence in the intracellular water content.
The effect of the cell membranes reveals in the non-mono-exponential signal decay in the MR
diffusion experiment, the effect of concentration reveals both in the slow and the fast
component. These experimental findings emphasize the fact, that emergence of modes in
signal decay does not necessarily reflect the existence of physically separate compartments.
These results were published in Cell Biology International (see publication 2.).
Independent analysis of IC and EC spaces — heterogeneous biological systems
EMT proved to be a proper theoretical model. The derived, new relationship between
dimensionless parameters proved to be a very useful evaluation tool, the experiments
simplified to MR experiments and straightforward mass measurements. Based on the
experimental findings and the theoretical modeling, the following statements can be made,
valid in a wide range of the intracellular space volume fraction (these results were published
in Magnetic Resonance Imaging, see publication 1.):

¢ The measured diffusion coefficient does not depend on the nature of the extracellular

space solutes; ADC depends linearly on the EC solute concentration, in good
accordance with the experiments on polymer solutions.
¢ The IC water content determines the ADC value of the sample, according to the EMT

model. The dependence is asymmetric for the hypo-, and hyper-osmotic regimes. This
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finding of other studies was supported by new argumentation, also independent
experimental findings was achieved.
e In a wide range of the EC solute concentration, T2 relaxation time proved to be
independent of concentration, also solute molecule weight was found to be irrelevant.
e T2 relaxation time proves to be strongly influenced by IC water content, in good
accordance with the diffusion-corrected volume weighting. This model, in contrast to
the simple volume weighting, describes the behavior of the T2 relaxation time as a
function of the IC volume fraction. This model is valid for ergodic systems.
e Related to the MR diagnostics of ischemia, the following statements can be made:
— The changes in the extracellular space are less relevant than expected.
— It is questionable that the cell swelling, induced during cytotoxic oedema, will
lead to changes in the ADC.
— The longer T2 relaxation times refer to cytotoxic oedema.
Intracellular modifications
The detection of changes in intracellular properties - related to normal and pathological
processes — proved to be feasible in 50% cell suspensions by MR measurements. The
modified equilibrium in intracellular O-glycolized protein content led to significant ADC
changes. However, no T2 relaxation time change was observed.
Also the changes of the intracellular space during normal cell cycle phases were detected by
MR diffusion measurements. Apparently no T2 changes followed in contrast with the
expectations.
The publishing of the results is in progress.
Future research opportunities
The evaluation of theoretical models and experimental findings suggest further research and
application opportunities.
e Study of the ischemic processes in cell-biological models and animal models,
e Optimizing Diffusion Tensor Imaging MR technique, further clarify interpretation
methods,
e In-vivo, quantitative evaluation of cell-synchronizing effect of cytotoxic

chemotherapy.
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