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Wprowadzenie

W doniesieniach literaturowych mozemy przeczytaé, ze spek-
troskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego MRS odgrywa
podstawowa role w badaniu metabolitéw [1]. Badania te dostar-
czajq informacji o obecnosci zwigzkdéw chemicznych w ptynach
ustrojowych czy tkankach. Metoda ta jednak posiada czutos¢
uznawang za niska. Jednoczeénie dostepne ilodci substancji
pochodzenia biologicznego sg zazwyczaj niskie. Prébki biolo-
giczne posiadaja ztozony sktad i pojawia sie problem z wydo-
byciem pozadanej informacji. MRS posiada stosunkowo waski
zakres czestotliwosci, bo ok. 10 ppm, przy czym w zakresie od
1-5 ppm wystepuja sygnaty od grup -CH, -CH,, -CH,, a wiec naj-
bardziej powszechnych substancji chemicznych wystepujacych
biologicznie. Ta cecha spektroskopii NMR sprawia, ze obliczanie
powierzchni pod krzywymi czy tez analiza krotno$ci jest znacz-
nie utrudniona. Jedng z metod poprawiajaca te sytuacje sg bazy
danych [2, 3] oraz metody automatycznej analizy i przypisywania
metabolitéw [4]. Trzeba doda¢, iz automatyczna identyfikacja

Streszczenie

widm nie jest bezbtedna i nie zawsze jest skuteczna. Zwigzane
to jest z faktem, iz na wyglad widm ma wptyw szereg zaktécen,
np.: pH czy tez obecnos¢ niektérych jondw, co powoduje ich
przesuwanie [5-9]. Duzym problemem jest okres$lanie iloSciowe
poszczegdlnych sktadowych widma. Bardzo duze znaczenie dla
jakosci pozyskiwanego widma ma samo przygotowanie proé-
bek. Badacze w pracy [9] prezentujg wyniki badania czynnikéw
zaktdcajacych widmo, a majacych pochodzenie w tworzywach
sztucznych, z ktérych wykonano naczynia laboratoryjne badz
tez odczynnikdéw chemicznych stosowanych przy pracy z mate-
riatem komérkowym. W pracy [10] autorzy zwracaja uwage na
trudnosci pomiarowe zwigzane z samymi protokotami badan ich
wptywowi na wyniki. Zwracaja uwage, ze rézne linie komérko-
we wymagaja modyfikacji protokotéw badan. Autorzy pracy [10]
sugeruja rowniez mozliwe do zastosowania modyfikacje para-
metréw skanowania. Mimo szeregu trudnosci technicznych me-
toda ta jest ogdlnie stosowana do badania prébek. W niniejszej
pracy przedstawiono wyniki pomiaréw spektroskopowych przy
uzyciu 1,5 Tesla systemu MR.

Abstract

agnetyczny Rezonans Spektroskopowy (MRS) mimo swo-
Mjej siedemdziesiecioletniej historii jest dziedzing ulegajaca
statemu i niestabngcemu rozwojowi. Wiaze sie to z mozliwoscia
wszechstronnego wykorzystania pomiaréw MRS zaréwno ekspe-
rymentalnie do badan podstawowych z zakresu biochemii i fizyki
(wyznaczania pewnych parametréw kinetycznych i termody-
namicznych), jak i klinicznie w praktyce medycznej. Jako obiekt
badan wybrane zostaty hodowle komérkowe, a wyniki badania
spektroskopowego w hodowlach komérek nowotworowych
s prezentowane w niniejszym opracowaniu. Celem pracy byta
optymalizacja pomiaru spektroskopowego w hodowlach komér-
kowych na $redniopolowym systemie magnetycznego rezonansu
jadrowego. Zapotrzebowanie najakos$ciowe iiloSciowe analizy za-
wartos$ci aminokwaséw w mediach i réznych ptynach fizjologicz-
nych i poznanie sktadu mieszanin aminokwaséw biatek spowodo-

wato rozwdj wielu technik spektroskopowych, m.in. MRS.

Stowa kluczowe: Spektroskopia Rezonansu Magnetycznego
(MRS), hodowle komérkowe
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agnetic Resonance Spectroscopy (MRS), despite its sev-
M enty years of history, is a field undergoing constant and
uninterrupted development. This involves the possibility of
comprehensive use of MRS measurements both experimentally
forbasicresearchin the field of biochemistry and physics (deter-
mination of certain kinetic and thermodynamic parameters) as
well as clinically in medical practice. Cell cultures were chosen as
the object of research and the results of spectroscopic examina-
tion in cancer cell cultures are presented in this study. The aim
of the work was to optimize spectroscopic measurement in cell
cultures on a medium-field nuclear magnetic resonance system.
The need for qualitative and quantitative analysis of the content
of amino acids in the media and various physiological fluids and
knowledge of the composition of amino acid mixtures of pro-
teins has resulted in the development of many spectroscopic
techniques, among others MRS.
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Materiat

Hodowle komérek nowotworowych prowadzone w warun-
kach laboratoryjnych potrzebuja odpowiednich warunkéw,
ktére beda dla danej hodowli optymalne. W badaniach in vitro
dazy sie do tego, aby warunki te byty jak najbardziej zblizone do
warunkéw in vivo, odpowiadajace naturalnemu $rodowisku dla
komoérek. W tym celu wykorzystuje sie specjalistyczne media
komérkowe. Media powinny przede wszystkim dostarcza¢ po-
trzebnych sktadnikéw odzywczych. Ponadto nalezy w hodowli
zadba¢ o odpowiedni poziom pH, utrzymaniu odpowiedniej
temperatury oraz poziomu wilgotnosci w inkubatorze. Pozywki
wykorzystywane w praktyce laboratoryjnej sg o $cisle okreslo-
nym sktadzie chemicznym, dobranym optymalnie do potrzeb da-
nej linii komérkowej. W sktad mediéw stosowanych do hodowli
znajduja sie substancje odzywcze, takie jak aminokwasy oraz
szereg mineratéw i witamin [7, 8]. W praktyce medycznej zna-
ne sa sposoby identyfikacji aminokwaséw oparte na reakcjach
chemicznych. Zaprezentowana tutaj metoda jest nieinwazyjna
i nie wymaga obrébki chemicznej badanego obiektu. Waznym
komponentem sg aminokwasy umozliwiajgce wzrost hodowli,
co przektada sie na uzyskanie maksymalnej gestosci komérek.
Do hodowli dodawane sg antybiotyki, np. penicylina, ktéra po-
winna stanowi¢ ochrone przed rozwojem w hodowli niepozada-
nych bakterii. Wazne sq warunki, w jakich inkubujemy hodowle,
oprécz optymalnej temperatury i wilgotnosci istotne okazuje
sie stezenie dwutlenku wegla, zazwyczaj atmosfera, ktéra po-
winno sie utrzymywac to od 5 do 10% dwutlenku wegla. Zacho-
wanie odpowiedniej atmosfery przyczynia sie do utrzymania
réwnowagi pomiedzy CO, w inkubatorze a jonami weglanowy-
mi i wodoroweglanowymi, dzieki czemu pozywka osigga pH na
poziomie okoto 7,4. Optymalny dobér sktadnikéw pozywki do
hodowli komérkowych okazuje sie bardzo istotny, poniewaz
bezposrednio przyczynia sie do rozwoju linii komérkowej, dla-
tego nalezy stosowac zawsze zalecane pozywki proponowane
przy zakupie linii komoérkowej. Celem tej pracy byto sprawdzenie
mozliwosci pomiarowych systemu 1,5 Tesla w zakresie uzyska-
nia wiarygodnego pomiaru mediéw uzywanych w hodowlach
komaérkowych.

Metoda

Badania spektroskopowe MRS wykonano przy pomocy syste-
mu rezonansu magnetycznego prod. GEHC typ. OPTIMA 360MR.
Ten kliniczny system MR posiada magnes o sile pola magnetycz-
nego 1,5 Tesla. Badaniu poddano prébke o objetosci 2 mlz zanu-
rzonymiwewnatrz 2 kapilarami zawierajagcymi etanol w stezeniu
99,7% i objetosci kazdej okoto 50 uL. Uzyskane wyniki w postaci
plikéw zawierajacych surowe dane analizowano wstepnie de-
dykowanym oprogramowaniem wchodzacym w sktad systemu
MR, a nastepnie specjalistycznym oprogramowaniem SAGE
7.7.1. Oprogramowanie to zostato dostarczone wraz z syste-

mem rezonansu magnetycznego. Pakiet ten stanowi$rodowisko
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pozwalajgce na analize spektralng prébek uzyskanych w wyniku
badania MRS. Szereg funkcjonalnosci i opcji, jakie znajduja sie
w tej aplikacji pozwalajg na bardziej rozszerzonga analize badane-
go sygnatu. Program SAGE jest duzym pakietem narzedziowym.
Analiza danych odbywa sie catkowicie na drodze analizy mate-
matycznej. Jest on alternatywnym rozwigzaniem w stosunku do
innego pakietu, jakim jest LCModel [5, 6].

Protokét uzyty do badania prébek byt zmodyfikowanym proto-
kotem do badania gtowy i tak: TE = 27 ms, TR = 1500 ms, NEX = 8.
Liczba powtdrzen wynosita odpowiednio 128, 256, 512 dla dobrania
optymalnych warunkéw pomiaru. Optymalng warto$cia jest liczba
powtdrzen wynoszaca 256. Z uwagi na mata objetos¢ probki voksel
posiadat wymiary 10 x 10 x 10 mm. Zmniejszenie wielkosci vokse-
la zaowocowato znacznym zmniejszeniem wartosci sygnatu, a tym
samym pogorszyto warunki rejestracji. Do badania wykorzystano
cewke skonstruowang na potrzeby badania matych obiektéw.
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Rys. 1 Charakterystyka czestotliwosciowa uktadu pomiarowego
Zrédto: Opracowanie wtasne.

Na rysunku 1 zaprezentowano charakterystyke czestotli-
woscig obwodu odbiorczego. Charakterystyka ta zostata za-
rejestrowana analizatorem widma RIGOL DSA815 TG. Dobro¢
uktadu pomiarowego wynosita ok. Q = 14,7 i zostata wyznaczo-
na jako stosunek czestotliwosci rezonansowej f; do szerokosci
pasma przy spadku amplitudy o 3dB~F, .. Rezonansowy obwdd
odbiorzy zostat przytaczony do systemu poprzez dedykowany
interfejs zapewniajacy wtasciwe dopasowanie falowe i zabez-
pieczenie catosci uktadu oraz stopnia wejsciowego systemu MR.

Etap 1

Pierwsza czeé¢ badania obejmowata skanowanie znanej prob-
ki zawierajacej roztwér alkoholu etylowego i wody. Przygotowa-
ny roztwoér zawierat etanol rozpuszczony w wodzie o stezeniu na
poziomie 0,5%.

Analize widma przeprowadzono specjalistycznym oprogramo-
waniem SAGE 7.7.1. Z uwagi na fakt, iz program nie umozliwia zapi-
suwyniku pomiaru w ppm, a jedynie w jednostkach czestotliwosdi,
liczac od czestotliwosci srodkowej, ktéra to odczytuje z danych za-
wartych w pliku p-file, nalezy te wartosci obliczy¢. Kliniczny system
rezonansu magnetycznego w procesie dostrajania czestotliwosci
3/2020
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Rys. 2 Widmo MRS wodnego roztworu C,H,OH
Zrédto: Opracowanie wtasne.
dazy do osiggniecia wartosci maksymalnej intensywnosci sygnatu,
ktéra to zawsze jest osiagana dla czestotliwosci wody - f. Wyni-
ka to z konstrukgji systemu do badania ludzkiego ciata, w ktérym
woda jest sktadnikiem dominujacym. W celu okreslenia wtasciwej
wartosci w ppm nalezy warto$¢ ilorazu czestotliwosci raportowa-
nych w pliku wyjéciowym f_ i czestotliwosci rezonansowej f odjac
od 4,7 ppm. Nalezy doda¢, iz wartosci czestotliwosci beda diame-
tralnie rézne dla réznych wartosci pola magnetycznego. Beda sie
one réwniez rézni¢ w zaleznosci od probki i warunkéw dostrojenia
systemu do czestotliwosci Srodkowej. Kazdorazowo, dokonujac
obliczen, konieczne jest uwzglednienie wtasciwej czestotliwosci f,
ktéra to moze sie zmienia¢ od kilkudziesieciu do kilkuset Hz w za-
leznoéci od badanego obiektu czy tez procesu dostrojenia. War-
to$¢ czestotliwosci f; jest zapisana w pliku wyjsciowym programu
SAGE, skad mozna jg pobra¢. Nieuwzglednienie wtasciwej f bedzie
powodowa¢ btedne wartosci ppm, a tym samym btedne interpre-
tacje widm. Warto$¢ ppm zostata obliczona ze wzoru:

f
ppm:4.7—f—6-106 (1.

Wskazanym jest do oblicze wartoséci ppm przyja¢ mozliwie
najdoktadniejsza warto$¢ f [Hz]. System MR oraz oprogramowa-
nie raportuje te wartosci z rozdzielczoscig do 1 Hz. Przyktadowo
dlawyznaczenia warto$ci ppm dla roztworu etanolu (Rys. 2) cze-
stotliwoécia podstawowa byta f = 63885167 [Hz].

Analizujac otrzymany obraz, wida¢ bardzo niski poziom sy-
gnatu pochodzacego od wody. Taki stan rzeczy zostat spowo-
dowany zastosowaniem wbudowanej funkcji oprogramowania
SAGE 7.7.1, jaka jest cyfrowa filtracja sygnatu oraz funkcjonal-
no$¢ samego systemu MR. Jak kazda, tak i te metode usuwania
niepozadanych sygnatéw z uzytecznego widma nalezy stosowacé
z ostroznoscia, gdyz kazdy filtr moze zaburza¢ pozadana czeséé
widma. Badanie byto prowadzone w temperaturze 14°C.

Etap 2

Kolejnym krokiem badania byt pomiar ptynéw bedacych roz-

tworami, w ktérych hodowane sg komérki zdrowe, jak réwniez
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komérki bedace zmienione nowotworowo. Badaniu poddano
najpierw medium stosowane do hodowli komérek zdrowych,
a nastepnie medium stosowane do hodowli komérek nowotwo-
rowych. Badania wykonano przy uzyciu parametréw: TE =27 ms,
TR =1500 ms, NEX = 8. Liczba powtdrzer wynosita: 128.
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Rys. 3 Wynik skanowania probéwki zawierajqcej czyste medium stosowane do ho-
dowli komérek zdrowych
Zrédto: Opracowanie wtasne.
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Rys. 4 Wynik skanowania probéwki zawierajqcej czyste medium stosowane do ho-
dowli komérek
Zrédto: Opracowanie wtasne.

Wyniki skanowania pokazujg, iz media przeznaczone dla ko-
morek zdrowych réznia sie zasadniczo od tych, ktére sa przezna-
czone dla komérek zmienionych nowotworowo. Przy analizie
obrazéw nalezy wzig¢ pod uwage obecnos¢ artefaktow zaktdca-
jacych. Praktycznie zakres analizy moze by¢ prowadzony od 0 do
4,5 ppm. Powyzej tego zakresu widmo zawiera duze artefakty
uniemozliwiajgce prowadzenie analizy.

Etap 3

Kolejnym etapem badarn byto skanowanie probéwek zawiera-
jacych media wraz z markerem (etanol). Do probéwek dodano
2 kapilary wypetnione etanolem w stezeniu 95% o pojemnosci
ok. 50 pl—tacznie 100 pl alkoholu.
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Rys. 6 Wynik skanowania probéwki zawierajgcej medium stosowane do hodowli
komdrek zdrowych oraz etanol
Zrédto: Opracowanie wtasne.

| 5x108] |
(. |
01 | [ | ,1

5.0x10° 4 |

Rys. 7 Wynik skanowania probéwki zawierajgcej medium stosowane do hodowli

komérek nowotworowych oraz etanol
Zrédto: Opracowanie wtasne.

Na rysunkach 6 i 7 przedstawiono wyniki badania mediéw z alko-
holem jako markerem. Jednoznacznie mozna stwierdzi¢ podwyzszo-
ny poziom szumuiartefaktéw w obrazie. Zmiany te sa spowodowane
obecnoscig najprawdopodobniej tworzywa sztucznego, z ktérego
wykonane sg probéwki. Przedstawiony tok badania zostat dopusz-
czony przez autoréw z uwagi na fakt, iz hodowle komérkowe, ktére
beda poddawane analizie, s3 prowadzone w probéwkach z tworzy-
wa sztucznego. Intencja byto zachowanie tych samych warunkéw
badania. Do badan uzyto probéwek tego samego producenta co do
hodowli. Z uwagi na zatozenie wielokrotnego badania w procesie ho-
dowli nie zdecydowano sie na uzycie innych naczyn szklanych, gdyz
wymagatoby to uzywania dodatkowych odczynnikéw chemicznych.
To z kolei wprowadza dodatkowe artefakty do obrazu.

Whnioski

System MR o polu 1,5 Tesla pozwala na prowadzenie badan
w zakresie spektroskopii mediéw stosowanych do hodowli
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komoérkowych. W mediach stosowanych do hodowli komérek
zdrowych zawarte s3 sktadniki organiczne, w wiekszo$ci amino-
kwasy w zakresie steze 0,002-0,2 [g/|] oraz zwiazki nieorganicz-
ne w zakresie 0,04-0,8 [g/l]. W mediach stosowanych do hodowli
komérek nowotworowych zawarte sg aminokwasy w zakresie
stezen 0,002-0,7 [g/l] oraz zwiazki nieorganiczne w zakresie
0,04-0,8 [g/l]. Aminokwasy ulegaja wielu przemianom podczas
hodowli komérkowych, a konsekwencja tych przemian jest zmia-
na stezania w mediach. Praca wykazata, ze mozliwy jest pomiar
jakoSciowy i ilosciowy mediéw hodowlanych. Optymalizacja
tego procesu ma aspekty biologiczne, a takze ekonomiczne ze
wzgledu na to, ze hodowla komérkowa zazwyczaj trwa okoto
3-5 tygodni, aby uzyska¢ gesto$¢ komaorkowa wymagang przez
detekcje MR. Wydaje sie bardzo uzasadnione poszukiwanie no-
wych prostych sposobdéw analizy, w ktérych procedura przygo-
towania prébki do pomiaru i sam pomiar bytby mozliwie prosty,
a uzyskane wyniki jak najbardziej wiarygodne.
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