Изучение технических возможностей использования метода 19F МРТ оксиметрии в магнитном поле 7 Тл
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Гипоксия в опухолях и некрозы являются результатом дисбаланса между потреблением и поступлением кислорода в ткани. Определяя содержание кислорода в опухолевой ткани, можно предсказать степень ее развития или, наоборот, ингибирования. Для этих целей можно использовать метод 19F МРТ оксиметрии [1].
В сравнении с часто применяемыми методами определения содержания кислорода в области интереса – игольчатыми полярографическими электродами Кларка или оптоволоконными датчиками кислорода, метод 19F МРТ оксиметрии является наиболее информативным, неинвазивным и предназначен для in vivo исследований [2].
Метод основан на способности перфторуглеродов (ПФУ) растворять большие объёмы газов, включая кислород. Поскольку кислород парамагнитен, то в зависимости от его парциального давления pO2 в ПФУ, будет меняться скорость продольной релаксации R1=1/T1 ядер фтора-19 (T1 – продольное время релаксации ядер). Причем, данная зависимость является линейной, что значительно упрощает использование метода 19F МРТ оксиметрии [3]. Полученные калибровочные прямые зависимости R1 от pO2 можно использовать для определения значений парциального давления в области интереса in vivo, в частности, в зоне роста опухолевых клеток. Для этого после непосредственного введения ПФУ в область расположения опухоли проводят измерение R1 ядер фтора-19, а затем по калибровочным прямым получают значение pO2.
В данной работе изучались технические возможности использования метода 19F МРТ оксиметрии на научно-исследовательском МР-томографе Bruker BioSpec 70/30 USR c постоянным магнитным полем 7 Тл на примере двух известных ПФУ перфтордекалина (ПФД, C10F18) и перфтортрибутиламина (ПФТБА, (CF3CF2CF2CF2)3N), широко используемых для синтеза искусственной крови [4].
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Рис. 1. 19F спектры ЯМР ПФТБА (А) и ПФД (Б). Нормировка шкалы выполнена по хим. сдвигу трифторуксусной кислоты (δ=-76.55 ppm).
Как видно из рис.1 19F спектры ЯМР исследуемых ПФУ являются довольно сложными – их ядра фтора-19 образуют несколько пиков в довольно широком интервале частот. В связи с этим представляло интерес определить зависимость R1 от pO2 для каждого из ядер фтора-19, образующих пики на 19F спектрах ЯМР. На рис. 1 эти пики отмечены цифрами. Для ПФТБА в качестве 5 пика выбрана совокупность двух пиков (1 и 4) с целью одновременного возбуждения ядер фтора-19, образующих данные пики.

Значения скорости продольной релаксации R1 ядер фтора-19 исследуемых ПФУ определяли с помощью импульсной последовательности (ИП) RAREVTR – последовательность RARE (быстрое накопление сигнала с усиленной релаксацией) с несколькими временами повторения TR. Для проведения данных измерений ПФД и ПФТБА в количестве 10 мл размещали в специальные эппендорфы. Образцы готовили с учетом различного содержания в них O2: ≈0%, ≈20%, ≈100%.

По измеренным значениям R1 исследуемых ядер фтора-19, были построены графики зависимости R1 от величины pO2 в изготовленных образцах – рис. 2, затем по ним были рассчитаны коэффициенты наклона прямых, отображающие парамагнитный вклад кислорода в значения R1. Стоит отметить, что данные значения хорошо коррелируют со значениями, полученными в аналогичных работах за рубежом [5].
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Рис. 2. Графики зависимости скорости продольной релаксации R1 (с-1) ядер фтора-19 от парциального давления кислорода pO2 (атм) для образцов с ПФТБА (А) и ПФД (Б).
Применительно к использованию метода 19F МРТ оксиметрии in vivo важно определить количество ПФУ, которое необходимо ввести в область интереса так, чтобы с одной стороны объема ПФУ было достаточно для измерения R1 исследуемых ядер фтора-19, а с другой стороны, чтобы не допустить механического повреждения тканей. В связи с этим были проведены in vitro эксперименты. Для этого в небольшие эппендорфы объемом 1 мл размещали различное количество ПФТБА и ПФД (от 10 мкл до 100 мкл) и запускали ИП RAREVTR.

В ходе проведения данных экспериментов было установлено, что минимальный объем ПФТБА, при котором имеется возможность измерения R1 составляет 25 мкл (ядра фтора-19, образующие пик 5 – рис. 1А), а минимальный объем ПФД составляет 50 мкл (ядра фтора-19, образующие пик 1, пик 2, пик 3 или пик 4 на 19F спектре ЯМР – рис. 1Б). В тоже время, ядра фтора-19, образующие пик 2 и пик 3 на 19F спектре ЯМР ПФТБА, а также ядра фтора-19, образующие пик 5 на 19F спектре ЯМР ПФД, дают слабый 19F сигнал ЯМР, поэтому их нецелесообразно использовать в МРТ исследованиях in vivo.
Таким образом, на примере двух известных перфторуглеродов ПФТБА и ПФД в работе изучены технические возможности использования метода 19F МРТ оксиметрии в магнитном поле 7 Тл, показана его реализуемость. Получены калибровочные прямые зависимости скорости продольной релаксации R1 ядер фтора-19 от парциального давления pO2 внутри ПФТБА и ПФД, а также определены ядра фтора-19 и их минимальные концентрации для проведения измерений R1 в экспериментах in vivo.
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