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Souhrn:

Tato prace je zaméfend na studium transplantovanych ledvin pomoci MR fosforové
spektroskopie. MR fosforova spektroskopie je moderni zobrazovaci metoda, kterda umoziuje
neinvazivnim zplisobem zobrazit biochemické procesy a sledovat metabolizmus organu.
Cilem této prace je zjistit moZnosti a vyuZziti této metody u pacientli po transplantaci
s dysfunkci ledviny.

Na 1,5 T MR tomografu bylo metodou 2D-CSI vysetieno celkem 68 pacientl
po transplantaci ledviny. Pacienti byli podle klinického a histologického nalezu rozd¢€leni
do skupin: akutni tubuldrni nekréza (ATN), epizoda akutni rejekce (AR) a pozdni dysfunkce
Stépu (LGD). Kontrolni skupinu tvofili pacienti s dobrou funkci Stépu ledviny. Béhem
vySetieni, které trvalo 20 minut, byla méfena intenzita signalti odpovidajici metabolitim:
fosfomonoestery (PME), anorganicky fosfat (Pi), fosfodiestery (PDE), gama, alfa a beta
adenosintrifosfat (y-, a-, B- ATP). ATP bylo méteno s ptispévky a- a B- adenosindifosfatu.

U pacientl s epizodou akutni rejekce bylo zjiSténo signifikantni zvySeni poméra
metaboliti PME/B-ATP, PME/Pi a PDE/Pi v porovnani s kontrolni skupinou. U skupiny
s ATN bylo pozorovano snizeni parametrit PDE/B-ATP a PDE/Pi oproti kontrolni skuping.
U skupiny s LGD bylo zjisténo signifikantni snizeni poméru PME/Pi oproti kontrolni
skupiné. Skupina pacientli s AR se signifikantné odliSovala od skupiny ATN v parametru
PME/Pi a PDE/Pi, od skupiny LGD v parametru PME/Pi.

Vysledky této prace ukazuji, ze metoda *'P MRS umoziuje sledovat metabolizmus
transplantované ledviny a na zdkladé¢ porovnani pomérti relativnich koncentraci rozlisit

zékladni pticiny dysfunkce ledviny v ¢asném potransplantacnim obdobi.

Klicova slova:
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Summary:

The aim of this work was to evaluate the possibility of using in vivo phosphorus
magnetic resonance spectroscopy (*'P MRS) for diagnosis of kidney graft dysfunction after
transplantation. In vivo *'P MRS is noninvasive imaging method which make possible
to assess energy metabolism.

A total of 68 patients with kidney grafts were examined on a 1.5T MR scanner.
'P MRS was performed using the 2D-chemical shift imaging method. The patients were
divided into four groups: acute rejection; acute tubular necrosis; late graft dysfunction;
and patients with good renal function after transplantation. We measured the signal intensities
of phosphomonoesters (PME), inorganic phosphate (Pi), phosphodiesters (PDE) and a-, 8-, y-
adenosine triphosphate (with contribution of a-, B-adenosine diphosphate) and their ratios.

Patients with acute rejection episodes showed significantly elevated PME/B-ATP,
PME/Pi and PDE/Pi signal ratios compared to the control group. The group with acute
tubular necrosis has decreased these ratios: PDE/B-ATP a PDE/Pi compared to the control
group. Patients with late graft dysfunction revealed only significant decrease of PME/Pi ratio.
The group of AR patients display higher ratios of PME/Pi and PDE/Pi compared to the group
of ATN patients and display higher ratios of PME/Pi compared to the group of LGD.

We conclude that *'P MRS is capable to distinguish between the two main causes

of graft dysfunction early after transplantation.

Keywords
'P. MR spectroscopy, kidney, transplantation, acute rejection episodes, chemical shift

imaging



Pouzité zkratky

2D-CSI - 2D spektroskopické zobrazovani (chemical shift imaging)
P MRS - fosforova MR spektroskopie

AR - epizoda akutni rejekce

ATN - akutni tubularni nekroza

ATP - adenosintrifosfat

Cr - kreatinin (umol/l)

K - kontrolni skupina

LGD - pozdni dysfunkce §tépu ledviny (late graft dysfunction)
MRI - magnetic rezonance imaging - zobrazovani magnetickou rezonanci
PCr - fosfokreatin

PDE - fosfodiestery

Pi - anorganicky fosfat

PME - fosfomonoestery

TE - echo ¢as (Time Echo)

Tx - transplantace

TR - repeti¢ni Cas (Repetition Time)



Uvod

Tato prace se zabyva klinickou aplikaci >'P MR spektroskopie u pacientil po transplantaci

ledviny, s cilem zjistit jeji moznosti a vyuziti v praxi.
Cil prace
Zameéfili jsme se na studium nésledujicich aspekt:

1) analyza °'P MR spekter transplantovanych ledvin

2) kvalitativni a kvantitativni zpracovani ziskanych spekter
3) porovnani vysledki jednotlivych skupin pacientti
4) zhodnoceni moznosti metody

Teoreticka ¢ast

Magneticka rezonance patii mezi neinvazivni metody, kterd umoziiuje zobrazit jak anatomii -
klasické MR zobrazovani a funkci - funkéni MR zobrazovani, tak i diky MR spektroskopii
umoznuje neinvazivni sledovani biochemickych pochodi v riznych organech jak
za normalnich, tak patologickych podminek (1). MR spektroskopie je jednou z mala technik,
které umoznuji stanoveni zastoupeni metabolitl ve tkanich in vivo a proto byva nckdy
ozna¢ovéna jako in vivo MR biopsie (1). U protonové 'H MR spektroskopie mizeme ziskat
informace o zastoupeni a koncentraci nékterych sloucenin obsahujici vodik. Tato metoda se
uplatiiuje predeviim ve sledovani metabolizmu mozkové tkang. U fosforové *'P spektroskopie
ziskdvame informace o relativnim zastoupeni metabolitii obsahujici fosfor, ktery je ptfitomen
predev§im v makroergnich fosfatech. Fosforova spektroskopie (*'P MRS) je vhodna pro popis
energetického metabolizmu tkané ¢i organu (2). NejCastéji je vyuzivana k vySetfovani
pacientil s metabolickym onemocnéni svalu. V poslednich letech byly metodou fosforové

spektroskopie sledovany zmény energetického metabolizmu jater.

Od roku 1966, kdy byl zahajen systematicky program transplantaci ledvin, je 1é¢eni selhani

ledvin pomoci transplantace ledviny zcela rutinni metodou (obrazek €.1).
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Obrazek 1: Schéma ulozeni transplantované ledviny v levé kycelni jamé.

Ptic¢ina dysfunkci $tépu ledviny a jejich diagnostika

Pooperac¢ni priibéh po transplantaci byva az v 60 % komplikovan zpomalenim funkce ledviny,
které se laboratorné projevuje stagnaci sérové hladiny kreatininu a snizenou glomerularni
filtraci. Mezi nejcastéjsi komplikace ptichazejici v prvnich 6 mésicich po transplantaci patii
epizoda akutni rejekce (AR). Akutni rejekce souvisi simunitni reakci organismu
na pritomnost ciziho télesa. Dalsi pfiinou, ktera vede k dysfunkci ihned po transplantaci, je
akutni tubuldarni nekréza (ATN). Tato jednotka Uzce souvisi s dobou studené ischémie
(obdobi od odbéru organu, kdy je organ podchlazen a skladovan ve specidlnim roztoku). Dalsi
Castou pricinou zhorSeni funkce je toxicita vyvoland imunosupresivni 1é¢bou, ktera zabratuje
akutni rejekci a prodluzuje dlouhodobé piezivani §tépu. Dalsi zavaznou diagnézou s relativné
vysokou incidenci je pozdni dysfunkce St€épu (LGD). Je velmi obtizn€ ovlivnitelnd a je
charakterizovdna pomalym progresivnim poklesem glomeruldrni filtrace. Pfi diagnostice
dysfunkci S$tépu ledviny se uplatiuje =ze zobrazovacich metod ultrasonografie
s dopplerovskym vysetienim. Metodou volby a zaroven zlatym standardem je histologické
vySetieni Stépu ledviny. Biopsie §tépu ledviny je vykon minimalné invazivni, pifesto je
provazen v malém procentu komplikacemi a to zejména krvacivymi. Nové moZznosti

v diagnostice nabizi vySetfovani pomoci MR spektroskopie.

MR spektroskopie a vySetiovaci techniky
3P jadra v riiznych metabolitech rezonuji diky odlisné chemické struktuie té dané latky
s odlisnou frekvenci. Vysledkem spektroskopického vySetfeni je pak spektrum skladajici se

z rizné intenzivnich signali o charakteristické frekvenci.



Pro in vivo MR spektroskopii je vypracovana fada metod k naméfeni fosforovych spekter.
Viibec nejjednodussi sekvenci je metoda jednoho pulsu, tzv. Free Induction Decay (FID).
Lokalizace je dana vyzatovacim profilem civky a spektrum se méti z celého objemu, ktery je
civce dostupny. Tato metoda se vyuziva pii vySetfovani energetického metabolizmu svalt.
Dalsi metodou, ktera byla prvné predstavena v 80. letech a byla pouzita v této praci, je
metoda spektroskopického zobrazovani nebo-li CSI (Chemical Shift Imaging). Metoda
spektroskopického zobrazovani umoziiuje béhem relativné kratké doby ziskat spektra
z n€kolika prostorové vymezenych oblasti - voxell. Volitelnymi parametry je repeticni

¢as (TR), sklapéci uhel, tloustka vrstvy, FOV (field of view) a pocet akumulaci.
Experimentalni ¢ast

Experimentalni cast zahrnuje nckolik dil¢ich méfeni provedenych na fantomech
a na pacientech. Vysledky téchto méieni slouzily k optimalizaci méticiho postupu a k dalSimu
studiu. Pomoci méfeni na fantomech byl naptiklad testovan vliv naplné dutého systému a vliv
bohatého cévniho zdsobeni transplantovanych ledvin na vysledné spektrum. Opakovatelnost
meéfeni byla testovana na skupin€ 6 pacientlli a ze ziskanych udajii vyplyva chyba méfeni
15 %. Opakovatelnost zpracovani dat byla testovana na skupiné 13 pacientl a hodnota

vypoctené relativni chyby je 7 %.

Subjekty
Vysetfovanym souborem byli pacienti po transplantaci ledviny, ktefi byli béhem jejich
hospitalizace vySetfeni na oddéleni MR pomoci spektroskopického zobrazovani. Pacienti byli

vySetfovani se souhlasem oSettujiciho 1€kare a pied vySetfenim podepsali pisemny souhlas.

Statisticky bylo hodnoceno celkem 68 pacienti (ztoho 47 muzl, 21 zen, primérny
vek 47,1 £ 11,9 let). Pacienti byli rozd€leni do 4 skupin: ATN — pacienti s akutni tabulérni
nekrozou (n = 6), AR — pacienti s epizodou akutni rejekce (n = 20), LGD — pacienti s pozdni
dysfunkeci stépu (n = 11). Kontrolni skupinu K tvofili pacienti s dobrou stabilni funkci $tépu

(n=31). Klinicka data pacientl jednotlivych skupin shrnuje tabulka 1.

Béhem experimentu byla rovnéZz namétfena mald skupinka zdravych dobrovolnikil (4 muzi
a 1 Zena, primérny vek 26,5 + 5,8 let). Ziskana spektra slouzila pro porovnani vysledkl

transplantovanych ledvin a nativnich ledvin.



Tabulka 1: Vysledky biochemickych a klinickych testl pacientl (primér a smérodatna

odchylka).

K ATN AR LGD
Pocet pacienti 31 6 20 11
Vék pacientii [roky] 48,7+ 11,9 56,4+ 10,6 41,7+9,7 475+11,8
Doba od transplantace [mésice] 15,0+43,1 0,4+0,3 09+1,3 55,7+70,8
Kratinin [pumol/1] 134 +£ 32 901 + 325 249 + 195 228 £ 62
ﬁlz‘]’m"“lar“‘ filtrace [ml/s/L.73 1 45 038 | 0132013 | 0.69+0.30 0,53+ 0,24
Cyclosporin [ng/ml] 203 £91 182 £ 23 218 + 100 179 + 57

Klinicky vySetiovaci protokol

Vsechny subjekty byly vySetfeny na celotélovém MR tomografu Magnetom Vision 1,5 T
firmy Siemens s pouzitim 'H/*'P povrchové civky. Vysetfované osoby byly mé&feny v poloze
na zadech. V této studii byla délka vyseteni celkem 20 min. Po uloZeni na vysetrovaci ltizko
byla pacientovi do pravé ¢i levé kycelni jamy (podle umisténi Stépu ledviny) umisténa
povrchova civka, kterd byla ve zvolené poloze fixovdna dvéma pasy se suchym zipem.
Vlastni protokol métfeni obsahoval naméfeni T1 vazenych obrazl ve vSech tfech rovinach:
transversalni, koronalni, sagitalni (obrazek 2). Uvodni obrazky slouzily k orientaci
a k umisténi vrstvy méfeni. Po umisténi méfici vrstvy byla civka piepnuta na fosforovou

frekvenci (25,8 MHz).

Obrazek 2: T1-vazené obrazy transplantované ledviny a) v koronarni roviné, b) v sagitalni

roving a ¢) v transversalni roving, s vyzna¢enymi oblastmi, ze kterych byla spektra snimana.
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Vysetfovaci sekvence CSI 31P_ledviny, ktera je na MR tomografu k dispozici, je variantou
zékladni 2D-CSI sekvence. Parametry této sekvence byly nésledujici: pocet kodovacich
krokt 8, pocet akumulaci 32, repeti¢ni ¢as TR =323 ms, TE = 3 ms, FOV 320 mm, zakladni
sklap&ci uhel @o 90°, tloustka vrstvy 30 nebo 40 mm, objem voxelu 4 x 4 x 3 cm (48 cm’)
nebo 4 x 4 x 4 cm (64 cm’), celkovy métici ¢as 11 min 1 sec. Méfeni bylo provadéno
s automatickym shimem, ktery optimalizoval homogenitu magnetického pole. Oblast zajmu
(volume of interest (VOI)) byla zvolena z ivodnich MR obrazli a u 52 pacientd byl 48 ml
a u 16 pacientt byl 64 ml. Celkova doba vysetieni byla kolem 20 minut.

Pro zpracovani byl vytvofen protokol, kterym byla vyhodnocena vSechna spektra. Spektra
byla vyhodnocovana manudlné na pracovni stanici Sun s vyuzitim softwaru Numaris 3, ktery

je soucasti vybaveni tomografu Siemens Vision 1,5 T.

Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byla pouZzita metoda Analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni
(ANOVA). Porovnani jednotlivych skupin s kontrolni skupinou K bylo provedeno

Dunnetovym testem a porovnani skupin pacientll navzajem Duncanovym pofadovym testem.

Vysledky

Vysledkem fosforové spektroskopie transplantovanych ledvin je spektrum se 7 rozliSitelnymi
signaly pfi spektralnim rozpéti 40 ppm, které se 1iSi svoji polohou (maji rozdilny chemicky
posun 0). Na zéklad¢ porovnani s dostupnou literaturou a pracemi provedenymi pii vysSich
magnetickych polich, byly tyto signdly pfifazeny jednotlivym metabolitim (obrazek 3 a).
Prvni signél (chemicky posun ~ 6,5 ppm) odpovida fosfomonoesteriim (PME), které zahrnuji
prekursory lipidl, jako je fosfoethanolamin nebo fosfocholin. Druhy signal (~ 5,1 ppm)
predstavuje anorganicky fosfat (Pi). Tieti signdl (~ 2,6 ppm) tvoii fosfodiestery (PDE), které
zahrnuji glycerol-3-fosfocholin nebo glycerol-3-fosfoethanolamin. Pfi méfeni fosforovych
spekter se uplatiluje vliv sousednich tkani — tzv. Partial Volume Effect (PVE), diky kterému
byl ve vétSiné naSich spekter ziskanych z transplantovanych ledvin pozorovan signal
fosfokreatinu PCr. Signal PCr s chemickym posunem 0,0 ppm odpovida ¢tvrtému signalu

a pochazi z okolnich svalti. V naSi praci byl pouzit jako wvnitini standard pro stanoveni
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chemickych posuni, které byly pouzity pro vypocet intracelularni hodnoty pH. Paty, Sesty
a sedmy signal ( ~-7,8 ppm, ~ -18,3 ppm, ~ -2,7 ppm) odpovidaji tfem signalim — gama, alfa

a beta adenosintrifosfat (y-, a-, B- ATP), ke kterym ptispiva signdl adenosindifostatu ADP.

V naprosté vétSiné naméfenych spekter z transplantovanych ledvin byly zakladni metabolity
dobfte rozlisitelné. VSechna spektra byla naméfena s dostatecnym pomérem signal/Sum, ktery
je pro kvalitu spekter rozhodujici. K porovnani skupin byly pouzity primérné hodnoty fady
relativnich koncentraci metabolitd a vypoctena hodnota intraceluldrniho pH. Vysledna

fosforova spektra jednotlivych skupin jsou zobrazena na obrazku 3.

AR ATN LGD

404 404 TATP BATP. 404 404

PCr

intenzita signalu

Obrazek 3: *'P spektra transplantovanych ledvin se 7 rozligitelnymi signaly a) dobré funkce
Stépu, 8 mésicli po transplantaci (Tx); b) epizoda akutni rejekce, 20 dnti po Tx; ¢) akutni

tubularni nekroza, 4. den po Tx; d) pozdni dysfunkce §t€pu, 65 méesict po Tx.

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny hodnoty pomérii jednotlivych metabolitii vySetfovanych skupin
pacientd. V této tabulce jsou vyznaceny signifikantni rozdily P <0,05 oproti kontrolni skupiné
K a rozdily mezi skupinami navzijem. Hladina pravdépodobnosti 0,05 < P <0,08 byla
povazovana za trend. Vyhodnocovali jsme metabolity Pi, PME a PDE v poméru k B-ATP,
protoze tento signal obsahuje pifispévek pouze z ATP. Signdly a-ATP a y-ATP obsahuji
prispévek z ADP a dalSich metabolitd. Dale byly vyhodnocovany poméry PME/Pi, PDE/Pi
a PME/PDE. Z tabulky 2 vyplyva, ze od skupiny kontrol se liSila skupina pacientl
s epizodou akutni rejekce vzestupem ve tfech parametrech: PME/B-ATP (1,11 £+ 0,54 vs.
0,85 + 0,20), PDE/Pi (3,23 + 1,34 vs. 2,44 + 0,87) a v parametru PME/Pi (2,74 + 1,19 vs.
1,78 + 0,57). U skupiny pacienti s ATN bylo zji§téno oproti kontrolni skupiné signifikantni
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snizeni v parametru PDE/B-ATP (0,80 + 0,28 vs. 1,21 + 0,38) av parametru PDE/Pi
(1,38 £ 0,46 vs. 2,44 + 0,87). U skupiny pacientti s LGD byl v porovnani s kontrolni skupinou
pozorovan signifikantni pokles v parametru PME/Pi (1,36 £ 0,61 vs. 1,78 + 0,57).

Skupina pacientii s epizodou akutni rejekce se li§i od pacienti s ATN signifikantnim
zvySenim v parametru PME/P1 (2,74 + 1,19 vs. 1,36 = 0,57) a v parametru PDE/Pi
(0,14 £ 0,04 vs. 0,21 + 0,07). Skupina pacientli s AR se dale odliSuje od skupiny pacienti
s pozdni dysfunkci Stépu v parametrech: PME/Pi (2,74 £ 1,19 vs. 1,36 = 0,61) a PDE/Pi
(3,23 + 1,34 vs. 2,06 £ 0,68). Signifikantni zmény hodnot pH mezi jednotlivymi skupinami

nebyly zaznamenany.

Tabulka 2: Poméry relativnich intenzit metabolitli 3 skupin pacienti a kontrol (primérné

hodnoty a smérodatné odchylky).

K ATN AR LGD
PME/B-ATP 0,85 + 0,20 0,68 £0,24(*) | 1,11+0,54*(F) | 0,82 0,30
Pi/B-ATP 0,52 +0,14 0,54 + 0,22 0,44+ 0,18 0,63 + 0,30
PDE/B-ATP 121+0,38 0,80 + 0,28* 1,35+0,69(f) | 1,29 +0,43%
PME/PDE 0,75 + 0,27 0,94 + 0,33 0,88 + 0,32 0,69 £ 0,34
PME/Pi 1,78 + 0,57 1,36 + 0,57 2,74+ 1,19%F | 1,36 +0,61%§
PDE/Pi 2,44 +0,87 1,38 + 0,46* 3,23+ 1,34%F | 2,06+ 0,68(*)§
pH 729 + 0,23 727 +0,34 731 + 0,47 7224021

* (p<0,05) signifikantni rozdil v porovnani s kontrolni skupinou K , (*) (p<0,08) trend

T (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou ATN a AR, () (p<0,08) trend
1 (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou ATN a LGD, (}) (p<0,08) trend
§ (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou AR a LGD, (§) (p<0,08) trend

Diskuze

Fosforova *'P MR spektroskopie prokézala zmény v energetickém a fosfolipidovém
metabolismu transplantovanych ledvin skupin pacientd s dysfunkci Stépu. Pro klinickou
aplikaci je dulezité, ze prace prokazala, Zze tato neinvazivni vySetfovaci metoda umoziuje
na zakladé zmén relativnich koncentraci metaboliti rozlisit nejen dysfunkci Stépu

na podkladé epizody akutni rejekce od ledvin s dobrou stabilni funkci, ale také pacienty
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s akutni rejekci od pacienti s tubularni nekrozou Stépu. Pravé tento poznatek muze
diagnosticky pomoci a v nékterych ptipadech usetfit pacientim bioptické vysSetieni.

Z porovnani s ostatnimi pracemi (3-5) vyplyva, Ze nase hodnoty jednotlivych pomérii jsou
v rozmezi uvadénych publikovanych hodnot, nicméné je zaroven patrny znacny rozptyl
publikovanych dat. Pti porovnani s publikovanymi studiemi je nutné mit na paméti, ze byly
pouzity rozdilné méfici parametry i odliSné vySetfovaci techniky. Byly publikované prace,
ve kterych byly méfeny absolutni koncentrace fosforovych metaboliti transplantovanych
ledvin (6), ale vzhledem k technickym obtiznostem vétSina autortli, stejné jako v nasi praci,

~r 14 LA 14 M /4 4 l ‘L0
vyuziva méfeni relativnich koncentraci *'P metabolitd.

Zaveér

Publikované experimentalni i klinické prace predstavuji >'P MRS jako metodu schopnou

rozpoznat podminky, které¢ vedou k dysfunkcim transplantovaného organu.

Vysledky nasi prace lze shrnout v téchto bodech:

e Detailni analyza >'P MR spekter transplantovanych ledvin potvrdila, Ze ve fosforovém
spektru ziskaném =z transplantované ledviny mizeme sledovat 7 zakladnich
metabolitt, které popisuji metabolické pochody, a to jak zanormalnich, tak
patologickych podminek.

e Zporovnani spekter ziskanych z ledvin s rozdilnou funkci bylo zjisténo, Ze se tato
spektra kvalitativng 1i§i. Metodou fosforové *'P MR spektroskopie byly prokazany
zmény Vv energetickém a fosfolipidovém metabolismu transplantovanych ledvin
skupin pacientl s dysfunkei $tépu.

e 7 vysledkl klinické c¢asti vyplyva, Ze metoda fosforové spektroskopie je schopna
na zéklad¢ zmén relativnich koncentraci metaboliti rozlisit ledviny s dysfunkci $tépu
na podkladé epizody akutni rejekce od ledvin s dobrou stabilni funkci Stépu.

e Skupina pacientli s diagnostikovanou nebo jiz 1écenou epizodou akutni rejekce St€pu
ledviny se signifikantné odliSovala od skupiny pacient s ATN.

e Metoda fosforové spektroskopie umozituje neinvazivnim zptisobem zpiesnit stanoveni

pri¢iny dysfunkce transplantované ledviny.
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