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Abstrakt

Dizertaéni prace se vénuje in vivo fosforové ('P) MR spektroskopii (MRS) a '"H MR
zobrazovani (MRI) svalové tkané spojené s vykondvanim fyzické zatéze. Teoreticka
¢ast dizertacni prace popisuje zejména fosforovou spektroskopii jak z pohledu metodiky
méfeni, tak z pohledu klinického vyuziti fosforové MR spektroskopie ve spojitosti
s vyzkumem metabolickych zmén probihajicich ve svalové tkani pifi diabetu, srdecnim
selhani a pii ischemické chorobé dolnich koncetin (ICHDK). Vysledky dizertacni prace
1ze rozdé€lit na metodické a na klinické. Metodické vysledky zahrnuji technické Gpravy
experimentdlniho  vybaveni, vyvoj softwaru a  experimentidlni  poznatky
o reprodukovatelnosti zatézové *'P MRS. 'H MR zobrazovéni v kombinaci se zat&i je
v dizertaéni préci uZzito k posouzeni zapojeni jednotlivych svalt lytka do vykonaného
pohybu na chodidlovém MR kompatibilnim ergometru. Prvni ¢ast klinickych vysledkli
dizertatni prace popisuje metabolické zmény pii diabetu a pii kritické ischemii.
U kritické ischemie je také hodnocen efekt 1é¢by angioplastikou, nebo transplantaci
mezenchymalnich kmenovych bunc¢k. Druhd ¢ast klinickych vysledki se zabyva
porovnanim metabolismu pacientdl se srde¢nim selhanim, jez je komplikovano
sideropenii. U téchto pacienth byl zkouman efekt experimentalni lécby

karboxymaltozou Zeleza.
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Abstract

The dissertation is concerned to in vivo phosphorus MR spectroscopy (*'P MRS) and
'"HMR imaging (MRI) of muscle in combination with physical workload. The
theoretical part of the thesis describes methodology of *'P MRS measurement and its
clinical use in research of metabolic changes in diabetes, heart failure and peripheral
artery disease (PAD). The results of the thesis are divided into methodical and clinical
parts. Methodical results deal with the construction of experimental equipment,
software modification and development, and show of the reproducibility of the dynamic
'PMRS. The MRI after exercise was used to the describe involvement of the
individual calf muscles to muscle contraction during pedal movement in MR compatible
ergometer. The first part of the clinical results of the thesis describes changes in muscle
metabolism during diabetes and critical ischemia. In patients with critical ischemia the
effect of treatment by angioplasty or transplantation of mesenchymal stem cells was
evaluated. In the second part of the clinical results the metabolism of patients with heart
failure complicated by sideropenia was studied. In these patients the effect of

experimental treatment by iron carboxymaltose was described.
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Seznam zkratek a nejdilezitéjSich proménnych

H, Bc,*'P MRS

ABI
Acq
ADP
ATP
AMP
AU
BMI
BOLD
CEMR

CNS
CRLB

CSI

4
APCr
DM1
DM2
DRESS
DTI
EPI

FA
FID
fMRI

FT
GUI

HF
Icc
ICHDK
IR

ISIS
LASER

LV EF

Meas.

Protonova, uhlikova a fosforova
spektroskopie magnetickou rezonanci
Ankle Brachial Index, kotnikovy index

Akvizice

Adenosindifosfat

Adenosintrifosfat

Adenosinmonofosfat

Arbitrary Unit, arbitrarni jednotka

Body Mass Index, index télesné hmotnosti
Blood Oxygenation Level Dependent

Center of Excellence for MR research
(Medical University of Vienna)
Centralni Nervova Soustava

Cramér—Rao Lower Bound, Cramer Raova
dolni mez

Chemical Shift Imaging, chemické
zobrazovani, spektroskopické zobrazovani
Coeficient of Variation, koeficient variace

Pokles fosfokreatinu béhem zatéze
Diabetes mellitus typu 1

Diabetes mellitus typu 2

Depth Resolved Surface Coil Spectroscopy
Diffusion Tensor Imaging, traktografie
Echo Planar Imaging

Flip Angle, sklapéci thel

Free Induction Decay, signal volné precese

Functional MR Imaging, funkéni MR
zobrazovani
Fourierova Transformace

Graphical User Interface, grafické
uzivatelské rozhrani
Heart Failure, srde¢ni selhani

Intra—Class Correlation

Ischemicka Choroba Dolnich Koncetin
Inversion Recovery

Image-Selected In-vivo Spectroscopy

Localization by Adiabatic SElective
Refocusing

Left Ventricular Ejection Fraction, ejek¢ni
frakce levé komory

Musculus, sval

Measurements, méieni



MRI

MVF
NADH

NYHA

Qmax

PCA

PCr
PDE
pH
PHP

Pi
PME
PTA

Pt()t
rf

SAR

SNR
ST

T
TcpO,
TE

TI

TR
TXT

Tpcr
VOI

Vecr

Magnetic Resonance Imaging, zobrazovani
magnetickou rezonanci

Maximal Voluntary Force, maximalni
vynutitelna sila
NikotinamidAdeninDinukleotid

New York Heart Association Functional
Classification, funk¢ni klasifikace srde¢niho
selhani

Mitochondrialni kapacita

Pravdépodobnost

Principal Component Analysis, analyza
hlavnich komponent
Fosfokreatin

Fosfodiestery
Intramyocelulérni pH

Hypertext PreProcessor, programovaci jazyk
PHP
Anorganicky fosfat

Fosfomonoestery

Perkutdnni Translumindlni Angioplastika
Pearsontv korela¢ni koeficient

Suma signalu metabolitii v *'P MRS spektru
Radiofrekvencni

Sideropenie

Specific Absorption Rate, mérny
absorbovany vykon
Signal Noise Ratio, pomér signdlu vici Sumu

Saturacni transfer

Spin-miizkovy relaxacéni Cas
Spin-spinovy relaxacni ¢as
Transkutanni tenze kysliku

Echo ¢as

Inverzni Cas v IR

Repeticni ¢as

Textovy soubor/format

Recovery ¢as (konstanta) fosfokreatinu
Volume Of Interest, vybrana oblast zajmu
Pocate¢ni rychlost tvorby PCr
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1 Uvod

MR spektroskopie (MRS), MR zobrazovani (MRI) a dal$i odvozené MR techniky
jsou moderni vySetfovaci metody, které umoznuji ziskat strukturni, biochemickou ¢i
jinou pozadovanou informaci o tkéani. Jejich hlavni vyhoda spociva v neinvazivnosti
avmoznosti dand vySetfeni u jednotlivych osob bez znamého zdravotniho rizika
opakovat. Ztéchto uvedenych divodi se magnetickd rezonance, zejména MR
zobrazovani, stala velmi rychle dulezitou diagnostickou metodou v Iékafstvi.
Specialnéjsi techniky jako zminénd MR spektroskopie nebo kvantitativni difizometrie,
relaxometrie, traktografie, funkéni MRI, MRI elastografie se uspésné rozvijeji
predevsim ve specializovanych centrech, kde byly tyto metody pouzity k vyzkumu fady
onemocnéni a kde neustale dochézi k jejich technickym inovacim.

Ackoliv se stale nejvétsi pozornost pouziti magnetické rezonance v Iékatstvi
soustfed’'uje na CNS, je také svalova tkan jednim z nejpiihodnéjSich organi, které lze
vySetfovat pomoci MR. V poskozeni svalové tkan¢ a v limitaci jeji funkce se totiz
odrazi postup fady zdvaznych onemocnéni, jako je diabetes mellitus nebo ischemicka
choroba. Konkrétng fosforova MR spektroskopie (*'P MRS) pfin4si moznost detailniho
in vivo zkoumani energetického metabolismu svalu. Mimo zjiStovani klidového
zastoupeni metabolitii fosfokreatinu, anorganického fosfatu, adenosintrifosfatu,
fosfodiestert a pH, jez vypovidaji o klidovém energetickém a membranovém
metabolismu, Ize vyuzit i zatéZovou *'P MRS, ktera poskytuje udaje o funkci svalu za
zvyenych metabolickych narokil. Zatézova °'P MRS obnasi vysetfeni konkrétniho
svalu pii fyzické zatézi. Z takto provedeného vySetieni lze dopocitat pokles pH béhem
zatéze, rychlost obnovy PCr nebo celkovou teoreticky dosazZitelnou vykonnost
oxidativniho metabolismu mitochondrii, tzv. mitochondridlni kapacitu - Q. (Kemp G.
J. et al., 1993). Protonova MR spektroskopie (‘"H MRS) u svalu podava doplitkovou
informaci zejména o zastoupeni mastnych kyselin, cholinovych sloucenin a celkového
kreatinu. U mastnych kyselin lze rozliSit signdly od alifatického fetézce lipidi
pochazejiciho z extra nebo intramyocelularniho tuku (Skoch A. et al., 2006). Pti zatézi
1ze navic ziskat informaci o produkci laktatu (Meyerspeer M. et al., 2007) nebo saturaci
myoglobinu (Richardson R. S. et al., 2001).

Technicky nejslozit&jsi je C MR spektroskopie (°C MRS), kterd umoziuje
zjistit zastoupeni svalového glykogenu (de Graaf R. A., 2007).
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Dalsi oblast MR metod obnasi sledovani T;, T, a T,* relaxacnich cast. T;, T»
relaxacni Casy jsou parametry, které popisuji vyvoj magnetizace v transverzalni (T, ¢as)
a podélné (T, cas) roviné ke statickému magnetickému poli. Jejich velikost zavisi na
ne¢kolika riznych typech spinovych interakci (Levitt M. H., 2008) a je umérna
1 pohyblivosti molekul (de Graaf R. A., 2007) nebo pfitomnosti feromagnetickych latek
(Hajek M. et al., 2005). T,* vyjma toho, Ze zavisi na nehomogenité magnetického pole
MR tomografu, tak jeho velikost ovliviiuje i pomér mezi okysli¢enou (diamagnetickd)
a neokysli¢enou (paramagnetickou) krvi ve tkani. Proto 1ze bud’ v kombinaci s fyzickou
zatezi (Towse T. F. et al., 2011) nebo zaSkrcenim koncetiny (Schewzow K. et al., 2013)
ur¢ovat dynamiku prokrveni svalové tkan¢ v reakci na tyto zminéné podnéty.

Pomoci méteni difuze a z ni odvozené traktografie je mozné u svalu zjistovat
architekturu svalovych vladken (Heemskerk A. M. et al., 2005). MR elastografie slouZzi
usvalu k urceni jeho mechanickych vlastnosti (Uffmann K. et al., 2004). Specidlni
tzv. ,tagging sekvence® dokonce dovoluji méfit deformaci svalu pfi jeho kontrakci
(Finni T. et al., 2003).

Z nastinéného ptehledu metod je patrné, Ze vycet informaci, které umoziuje
magnetickd rezonance ziskat o svalu, je opravdu velky. Je pochopitelné, ze je nutné
udé¢lat jejich konkrétni vybér tak, aby vySetieni bylo pro pacienta Casové akceptovatelné
a podavalo potifebnou klinicky vyuzitelnou informaci. Dizertani prace je zejména
zaméfena na °'P MRS, ktera byla vyuzita k charakterizaci svalového metabolismu

u pacientl trpicich diabetem nebo kardiovaskuldrnimi onemocnénimi.
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2 Cile dizertacni prace

Dizertacni prace meéla nékolik cili. Prvnim ukolem dizertacni prace bylo
navrhnout a optimalizovat vySetfovaci postup a vybaveni pro zatdZovou >'P MRS
v IKEM a vyzkouset dalsi mozné MR techniky v kombinaci se zatézi.

Druhym tkolem bylo vysetfit a vyhodnotit zdravé dobrovolniky a pacienty
s diabetem mellitus a kardiovaskularnimi onemocnénimi (srdecni selhani, ischemicka
choroba dolnich kondetin) pomoci *'P MRS a zjistit, zda existuje zavislost mezi
koncentraci metabolitd v tkanich a klinickymi parametry, a popiipads, zda *'P MRS
dovoluje hodnotit efekt 1écby u téchto pacientti. Tyto choroby byly vybrany z toho
divodu, Ze se jednad o zadvaznd onemocnéni, kterd postihuji velké procento populace
a v odborné literatufe se diskutuje o podilu svalového metabolismu na patofyziologii
téchto onemocnéni (zejména u diabetu druhého typu (Petersen K. F. et al., 2004)).
V ramci 1é¢by se u diabetickych pacientt trpicich syndromem diabetické nohy hodnotil
efekt perkutdnni translumindlni angioplastiky (PTA) a efekt implantace
mezenchymalnich kmenovych bunék na svalovy metabolismus. U pacientl trpicich
srdecnim selhanim a sideropenii se zkoumal vliv podavani intraven6zniho ptipravku
s obsahem zeleza (karboxymaltoza Zeleza).

Ttetim ukolem dizertacni prace bylo vyvinout vyhodnocovaci software s GUI
rozhranim (grafické uZivatelské rozhrani) pro zpracovani naméfenych dat souvisejicich
s provedenou zatézi v MR tomografu, ktery by mohli jednoduse vyuZivat i ostatni
védecti pracovnici a Iékatfi v IKEM nebo v jinych institucich.

Nedilnou soucasti dizertacni prace byla 1 publikacni ¢innost, zvlasté¢ tvorba
recenzovanych a impaktovanych publikaci a pfiprava jednotlivych abstrakt na védecké

konference tykajici se tématu dizertacni prace.
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3 Teoreticky uvod

3.1 Zakladni fyzikdlni principy magnetické rezonance, MR zobrazovani
a MR spektroskopie

Vyuziti tomografu magnetické rezonance je zaloZeno na principu zakonitosti
pohybu a orientace atomovych jader v magnetickém poli a moznosti tento pohyb
ovlivnit radiofrekve¢nimi pulzy a zpétn€ ho i detekovat.

MRS stejné jako MRI vyuziva statické magnetické pole tomografu pro vytvoifeni
dvou populaci atomovych jader, které maji odlisSny primét svého jaderného spinu
(vnitini moment hybnosti) do magnetického pole. Kazdy primét je kvantovan
a charakterizovan odliSnou energii a magnetickym momentem. Atomova jadra mohou
meénit svilj primét jaderného spinu, k tomu je vSak potieba pfijmout nebo odevzdat

pfesnou velikost energie. Velikost této energie urcuje rezonan¢ni podminka:
Wrezonanini = ¥ Bo (1)

kde By je statick¢é pole vytvafené magnetem nebo solenoidem tomografu a y je
gyromagneticky pomér daného jadra izotopu.

Potfebnou energii lze dodat pomoci radiofrekvenc¢niho zafeni o frekvenci
odpovidajici rezonanéni podmince. To je realizovano MR civkami, které mimo tvorby
radiofrekvencniho pole manipulujiciho s orientaci jaderného spinu, slouzi také
k samotné detekci signdlu. Signdl pochazi od jader, jejichz jaderné spiny podléhaji
Casovému vyvoji Vv transverzalni roviné k magnetickému poli. Makroskopicky se
detekuje magnetizace, coZ je suma magnetickych momentd atomovych jader.

Dalsi velmi diilezitou soucasti MR tomografu je systém gradientnich civek, ktery
umoziuje modulovat velikosti statického magnetického pole, a tim kodovat do signalu
prostorové soufadnice.

Vyvoj magnetizace lze ve znacné Casti piipadi popsat pomoci Blochovych rovnic
(de Graaf R. A., 2007). Rovnice jsou odvozené od pohybu c¢astice s magnetickym
momentem v magnetickém poli a doplnéné o ¢leny, které vystihuji tzv. spin-miizkovou
(T) a spin-spinovou (T>) relaxaci. Spin-spinova relaxace vyjadiuje ubytek magnetizace
v transverzalni roviné ke statickému magnetickému poli (charakterizovana
T, relaxaénim casem) v disledku rozfazovani pohybu jader vlivem lokalnich

magnetickych poli od spin-spinovych interakci (Levitt M. H., 2008). Spin-mfiizkova
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relaxace (charakterizovana T; relaxatnim casem) popisuje navrat magnetizace
do rovnovazného stavu vlivem vymeény energie s okolim, tzv. miizkou.
Vytesenim Blochovych rovnic pro vyvoj magnetizace po jejim sklopeni

do transverzalni roviny ziskdme tvar signalu tzv. volné precese:

t t
S(t) =n- e_E . ei(wt'i'(l’) . e_T_1 (2)

kde je ¢ ¢as od sklopeni magnetizace, 7> spin-spinovy relaxacni ¢as, 7, spin-mfizkovy
relaxacni Cas, n relativni Cetnost, ¢ faze signalu a @ Larmorova frekvence.

Detekovany signal ma obvykle nékolik komponent, kazdé komponenté odpovida
pozice konkrétniho jadra izotopu v urcité chemické slouceniné (jedné slouceniné muize
tudiz odpovidat 1 vice komponent). Pfesnou Larmorovu ((thlovou) frekvenci urcuje

konstanta chemického posunu ¢ vztahujici se ke konkrétnimu signdlu v molekule:
w=1y(-0)B, A3)

Velikost o je zavisld na chemickém okoli kolem jadra atomu, ktery tento signal
poskytuje.

V MR zobrazovani se predpokladd, ze hlavni ¢ast signdlu pochazi od molekul
vody a Ze ostatni signédly jsou zanedbatelné, nebo se specidlné potlacuji. Za téchto
podminek Ize soufadnice polohy kodovat do faze (tzv. tazové kodovani) a frekvence
(tzv. frekvenéni kodovani) signdlu. U MRS nelze pouZzit frekvencni kodovani, nebot’
Larmorova frekvence poskytuje identifikaci chemické latky, od které pochazi dana ¢ast
pfijimaného signalu. Lokalizaci signalu lze ve spektroskopii provést bud’ postupnym
koédovanim do faze ve dvou (tzv. 2D spektroskopické zobrazovani, 2D CSI) ¢i tiech na
sebe kolmych smérech (3D CSI) (Skoch A. et al., 2008), nebo vhodnym uzitim
gradienti a MR pulzi (sekvence tzv. single voxel spectroscopy) (Klose U., 2008).

Tvar signalu vyjadieny rovnici (2) je zavisly na case. Pro ziskani standardniho
MR spektra, kde jednotlivé signaly maji tvar absorpcnich pika, je tfeba provést
Fourierovu transformaci (FT, viz vztah (4) a Obr. ¢. 1) a fazové korekce prvniho

a nultého tadu (de Graaf R. A., 2007).

s(w) = JOOS(t)exzo(—iwt)dt 4)

V Cisté¢ absorpénim spektru je pak integralni velikost jednotlivych signalt
umérnd zastoupeni metabolitu ve tkani. Signaly jsou na ose x vyneseny bud vici

frekvenci, nebo chemickému posunu. Vzhledem k tomu, ze Larmorova frekvence kazdé
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chemické latky =zavisi na vnéjSim magnetickém poli, je vyhodnéj§i pouzivat
bezrozmérny chemicky posun, ktery vystihuje pozici jednotlivych signald vici
zvolenému standardu bez vlivu velikosti magnetického pole:

5 = W — Wstandard 106 — 0 — Ostandard 106 (5)

Wstandard 1- Ostandard

kde @sianaara je Larmorova frekvence a ogungara chemicky posun zvoleného standardu,

nejcasteji tetramethylsilanu (TMS) ¢i vody v 'H MRS a fosfokreatinu (PCr) v *'P MRS.
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Obr. &. 1.°'P MR signal.
A) Signal v ¢asové domén¢ a fosforové MR spektrum po FT ve frekvencni doméné
pied B) a po C) fazovych korekcich nultého a prvniho fadu.
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3.2 ’p MRS

3.2.1 Charakteristika*'P MRS

3P MRS umoziuje detekovat latky, které maji ve své struktuie izotop *'P. Tento
izotop mé nenulovy jaderny spin '2 a 100% zastoupeni, tudiz pii vhodné excitaci
a detekci na jeho piislusné Larmorové frekvenci (na 3 T cca 52 MHz) Ize ziskat signal
fosforovych metaboliti obsazenych v lidské tkani.

Ve srovnani s dnes pievladajici in vivo 'H MRS ma *'P MRS n&kolik
vyznamnych odliSnosti. Jeji provadéni usnadiiuje zejména fakt, ze v lidském téle neni
7zadnd dominantni fosforovd sloucenina, ktera by piekryvala ostatni signdly. Naproti
tomu nevyhodou *'P MRS je velikost gyromagnetického poméru fosforu, ktera &ini
pouze 41 % vodikového, &imz celkova receptivita méfeni dosahuje ani ne 7 % 'H MRS
(receptivita izotopu je imérnd 3. mocniné gyromagnetického poméru (Brown R. W. et
al., 2014)).

Receptivitu méteni a rozliSeni jednotlivych signalt lze zlepsit pouzitim nekolika
technik. Jednak Ize vyuzit nuklearni Overhausertiiv efekt (Lagemaat M. W. et al., 2015),
nebo selektivni pfenos polarizace (Weber-Fahr W. et al., 2003) a pak i heteronuklearni
decoupling (na 'H), ktery navySuje signal a zlepiuje rozlideni n&kterych signalt
(zejména fosfodiesterti a fosfomonoestert v jatrech (Sevastianova K. et al., 2010)).
Vyse uvedené techniky maji vSak nékolik nevyhod. Prvni nevyhodou je zvySeni
tzv. SAR (mérny absorbovany vykon), ktery je pro humanni aplikace pfisné limitovan.
Druhé nevyhoda spo€ivéa v nestejném navySeni intenzit, respektive zméné poméri mezi
signaly jednotlivych metaboliti.

Aviak nejvice omezujici podminkou pro méfeni °'P MRS je hardwarové
vybaveni. Jednd se o specidlni excita¢ni a detekéni civku, jeZ je naladénd na frekvenci
fosforu. Existuji objemové a povrchové fosforové MR civky. Objemové civky se
civky, protoze se dostavaji blize k vySetfované oblasti téla. Druhym potiebnym
technickym vybavenim je multinuklearni pfijimaci/vysilaci kandl MR tomografu
(specialni detekéni kanal pro izotopy, které rezonuji na odliSné frekvenci nez je
vodikova).

Nejvétsi uplatnéni v medicing a v klinickém vyzkumu nachazi *'P MRS pfi
sledovani oxidativniho i1 anaerobniho energetického metabolismu a membranového

poskozeni a proliferace bun¢k (Argov Z. et al., 2000; Maintz D. et al., 2002; Mattei J. P.
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et al., 2004; Valkovi¢ L. et al., 2017). Spektrum metabolitt, které lze detekovat,
seodviji od vySettovaného organu. V piipadé¢ vySetfeni svalové tkané jsou
experimentdlni moznosti nejvetsi. Je mozné se setkat stfemi rliznymi variantami
vysetieni, které se mohou kombinovat. Nejjednodussi metodou je méfeni klidového
zastoupeni fosforovych sloucenin. Tato metoda je nedilnou soucasti kazdého
vysetiovaciho protokolu svalu, kdy se pouziva *'P MRS. Druhou, vice pokrogilejsi
technikou, je zat&¥ova (dynamick4) *'P MRS. Ta obnasi vySetfeni konkrétniho svalu
bshem a po fyzické zatdzi. Toto vySetfeni je naroéné pravé ve sladéni méfeni *'P MR
spekter s danou fyzickou =zatézi. Dalsi experimentdlni problémy jsou spojeny
s vhodnou konstrukci ergometru a s volbou velikosti zatéze, nastavenim vySetfovaciho
protokolu a MRS sekvence, zpracovanim dat a spravnou interpretaci vysledkd.
Dizertacni prace je vénovdna zejména pouziti této metody. Treti, zatim nejméné
pouzivanou a rozsitenou metodou, je *'P MR saturaéni transfer.

Samostatnou kapitolou *'P MRS je vySetieni srde&niho svalu, které je pokladano
za nejvice obtizné z diivodu pohybovych artefaktti z dychani a samotné srde¢ni akce,
relativné malého objemu srde¢ni svaloviny a uloZeni srdce v nitru hrudni dutiny

(Rodgers C. T. et al., 2014) .

3.2.2 Fosforové metabolity ve tkani

Ve *'P MR spektru ziskaném in vivo ze svalové tkané jsou zastoupeny signaly
fosfokreatinu (PCr), adenosintrifosfatu (ATP: 3 multipletni signaly — a (dublet),
B (dublet), y (triplet) — od kazdého atomu fosforu v této molekule), anorganického
fosfatu (Pi), fosfodiester (PDE: glycerolfosfoetanolamin (GPE) a zejména
glycerolfosfocholin (GPC)) a dalSich mén€ majoritnich sloucenin jako jsou
fosfomonoestery (PME: fosfocholin (PC) a fosfoetanolamin (PE)) a nikotinamidadenin
dinukleotid (NADH), viz Tab. €. 1. a Obr. ¢. 2. Z Tab. ¢. 1 je patrné, Ze fosforové
metabolity leZi v rozsahu 25 ppm (za referen¢ni signal s nulovym chemickym posunem
je obvykle volen PCr) a maji relativné kratké T, a dlouhé T relaxacni Casy. Pfi 3 T je
veétsi rozsah chemickych posunit spiSe vyhodou, protoze jednotlivé signaly se
nepiekryvaji, coZ usnadnuje kvantitativni vyhodnoceni jednotlivych signalt. Rozsah 25
ppm je velky (ve srovnani s 'H) a pii vyssich magnetickych polich (7 T a vice) je
problém dosahnout patfi¢ny frekvencni rozsah excitacnich pulzl pfi splnéni SAR limitu

a povoleného napéti vysilace.
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Dlouhé T; relaxa¢ni casy prodluzuji dobu potiebnou pro obnovu podélné
magnetizace a T, relaxa¢ni ¢asy kladou naopak naroky na kratkou vyvojovou periodu
magnetizace v transverzalni roviné v lokalizanich sekvencich. Nepfitomnost
nepomérné velkych nebo Sirokych signala se projevuje tim, Ze zakladni ¢ara (baseline)
fosforového MR spektra je obvykle rovna, coz opét zjednoduSuje méteni (neni potieba
satura¢nich pulzi) a vyhodnoceni jednotlivych signaléi v porovnani s 'H MRS.

Uvedené chemické posuny v Tab. ¢. 1 nejsou zcela striktni, protoze polohu
nekterych signala ovliviiuji dalsi parametry. Signal Pi je zavisly na pH a zpétné Ize
zjeho pozice viu¢i PCr dopocitat pH svalu pomoci Henderson-Hasselbachovy

rovnice (Moon R. B. & Richards J. H., 1973):

S(HyPOy) — 6(P;) (6)
+1 —
71 =K 5thy —scapoz)
pH = 6,75 + log (‘5:2_2;) (7)
9 [ I L I s I y | J I . I . 1 : I
L W o o R R QR ]
. _Q\“ Q\QO < N\V‘ C}?\ $?\0 d ?*S )
} I
s 3F .
| o
=
w
s
o 04F .
£ i
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Obr. & 2. *'P MR spektrum in vivo z lytkového svalu s oznaenymi jednotlivymi
signaly.
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Tab. ¢. 1. Chemické posuny, event. relaxani casy, hlavnich MR viditelnych
fosforovych metabolitl (de Graaf R. A., 2007; van der Kemp W. J. M. et al., 2016;
Merchant T. E. & Glonek T., 1990).

fosforova sloucenina )

aATP — 7,52 (3,4%; 47*%)
BATP — 16,26 (3,9%; 55*%)
yATP — 2,48 (5,5%; 62%*%)
PCr 0,00 (6,7*; 350*%*)
Pi 5,02 (6,9%; 153*%)
aADP -7,05

BADP -3,09

AMP -6,33
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) -8,3

2,3 difosfoglycerat 6,6; 5.5
glukoza-6-fostat 7,20
gluk6za-1-fostat 5,15
glycerol-1-fosfat 7,02
fruktoza-6-fosfat 6,64
fosfoetanolamin (PME) 6,78 (8,1%)
fosfocholin (PME) 5,88 (8,1%)
glycerolfosfocholin (PDE) 2,80 (8,6%*; 414*%)
1,2 dihexadecanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin 2,18
glycerolfosfoetanolamin (PDE) 3,30 (8,6%*; 414*%)
1,2 dihexadecanoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin 2,80
fosfoenolpyruvat 2,06

Chemické posuny jsou vztazeny k signdlu fosfokreatinu; vodné roztoky, pH 7.

vvvvvv

C. T. et al., 2014); *T, [s]; **T, [ms]. V publikované literatute je u jednotlivych osob
uvadéna znacnd variabilita (Meyerspeer M. et al., 2003).

Pozice jednotlivych signali ATP naopak ovliviiuje 1 koncentrace hotecnatych
kationtli, proto lze napt. z posunu aATP a BATP dopocitat koncentraci téchto iontt
(Bock J. L. et al., 1985; H4jek M. et al., 2002):

] _ KD{(A6aBobS_AsaBATP)(l'I'%)"'%(aATP‘}__AaaBATPHg_)} (8)

(ASATPMgZ—_A‘SaﬁobS)

[Mg +voln}’/
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[ATP*"] + [Mg**] & [ATPMg®"] Kp )
[ATP*] + [H*] & [ATPH3"] Ky (10)
[H,PO,>7| + [HY] & [H,PO,*"| Kp (11

kde Kp g p jsou disociacni konstanty definované piislusnymi chemickymi rovnicemi ((9)
aZ (11)), Adupobs jsou naméfené in vivo rozdily mezi signdly aATP a BATP. Ostatni
chemické posuny odpovidaji maximalnim hodnotdm obdrzenym pfi titracich in vitro.

Metabolit adenosintrifosfat predstavuje hlavni energeticky zdroj organismu.
Sval ho spottebovava v kazdé chvili a ve zvySené mife pii svalové kontrakei.
Jeho koncentrace se ale udrzuje témér konstantni jak v klidu, tak pti zatézi v dusledku
nékolika mechanismt (kreatin—kindzova reakce, adenylatova reakce, oxidativni
a anaerobni glykolyza), které rychle dorovnavaji jeho pokles (Kemp G. J. & Radda G.
K., 1994).

Dal$im zminénym vyznaénym metabolitem je fosfokreatin. Ten slouzi jako
okamzitd energeticka zasoba, kterou sval pouziva na resyntézu ATP (ptes kreatin—
kindzovou reakci). K jeho zna¢nému poklesu dochazi zejména na zacatku fyzické
namahy, neZ se ATP zacne hradit jinymi pozvolnégji se rozbihajicimi mechanismy.

Anorganicky fosfat je produkt rozpadu ATP v bunce a jeho klidovy pomér vici
PCr je nejcastéji bran jako hlavni ukazatel svalového metabolismu (Argov Z. et al.,
2000). Pti zaté€zi ma jeho rast signalizacni a pufrovaci funkei.

U fosfodiesterti se uvadi, Ze jsou to metabolity pochazejici z degradace bunécnych
membran, takze vysSi signdl je spojovan s poskozenim bunék (Younkin D. P. et al.,
1987). Rada védeckych praci nachazi vysi signal PDE u osob starsich (Szendroedi J. et
al., 2011), s vys§im BMI (Valkovi¢ L. et al.,, 2016) i paradoxn¢ s vyssi sportovni
aktivitou (Hug F. et al., 20006), takZe interpretace tohoto signalu neni jednoducha.

Fosfomonoestery jsou metabolity vznikajici jako glykolytické meziprodukty
a buniky je mohou vyuZivat na tvorbu bunéénych membran (Argov Z. et al., 2000).
Za fyziologického stavu je signal PME ve svalu na Grovni Sumu, ale v jinych tkanich
(napf. v jatrech) je jejich signdl, respektive zastoupeni, vétsi (Dezortova M. et al., 2005).

Vyhodnoceni fosforovych spekter 1ze provadét jednak absolutné vici externimu
nebo internimu standardu nebo udavanim pouhych poméri mezi jednotlivymi signaly.

Absolutni hodnoceni signalu vic¢i externimu standardu je komplikované z divodu
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Casté¢ho pouzivani povrchovych civek (nutno pak zvazit jesté¢ vzdalenost méten¢ho
objemu od civky a detek¢ni, resp. excitacni profil civky), anebo je témét nemozné
v piipad¢ pouziti nelokalizované MRS, a proto i vétSina dostupnych studii pracuje
s relativnimi  poméry ¢i pouziva pseudo-absolutni kvantifikaci, kde koncentrace
jednotlivych signala jsou piepocitany na koncentrace pomoci poméru k BATP a zjisténé
referen¢ni koncentrace 8,2 mM/l ATP ve svalu zdravych osob (Kemp G. J. et al., 2007,
Taylor D. J. et al., 1986). Podrobng&jsi popis absolutni kvantifikace lze najit v (Sedivy
P., 2013; Tosner Z. et al., 2001).

3.2.3 Lokaliza¢ni techniky *'P MRS

Lokaliza¢ni techniky umoznuji definovat oblast, z které bude pochazet méteny
signal. Nékteré sekvence (napt. CSI) vymezenou oblast rozdéluji jesté na mensi
objemy, z kterych je pak samostatng dostupné *'P MR spektrum. Pouzitim lokalizované
MRS se vySetfeni stava vice specifické pro konkrétni sval. Na druhou stranu pouZzitim
lokalizace dochazi k poklesu poméru signdlu vi¢i Sumu (SNR) a vysetfeni je vice
citlivé na pohybov¢ artefakty.

MR sekvence, které se pouZivaji pro méfeni >'P MR spekter, jsou principialng
podobné sekvencim pouzivanym pro 'H MRS, ale musi se piizpiisobit popsanym
vlastnostem °'P metabolitdi (dlouhé T, kratké T, relaxatni Gasy, J—coupling, velky

rozsah ppm, nizka citlivost).

3.2.3.1 DRESS - Depth Resolved Surface Coil Spectroscopy
DRESS (Bottomley P. A., 1987; Valkovi¢ L. et al., 2014) je MR sekvence, ktera

provadi 1D lokalizaci definovanim jedné vrstvy, z které pochdzi vétSina piijimaného
signalu. Vrstva je vybrana pomoci soucasné¢ho zapnuti gradientu magnetického pole
a radiofrekvencniho 90° pulzu, ktery sklopi spiny, respektive magnetizaci, pouze
ve vrstvé, kde je splnéna rezonan¢ni podminka. Tato sekvence se nejlépe kombinuje
s povrchovymi civkami, protoze jejich souCasnym pouzitim se zlepSuje lokalizace
(dochazi k priniku detekéniho objemu civky a definovaného méticiho objemu). DRESS
sekvence neni pfili§ citlivd na pohybové artefakty a poskytuje dostatek signalu i pro

lokalizovanou zatézovou *'P MRS pii 3 T.
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3.2.3.2 ISIS - Image Selected In vivo Spectroscopy
ISIS (Bogner W. et al., 2011; Ljungberg M. et al., 2002) je sekvence, pii které

se obdrzi vyslednd fosforova spektra z pozadovaného objemu az po provedeni sledu
nékolika samostatnych, na sebe navazujicich akvizic. Sekvence ISIS ma varianty pro
vyty€eni objemu v 1D, 2D i 3D prostoru. V ptipadé 3D ISIS musi byt sekvence slozena
slozeny az z kombinaci 32 akvizic, tzv. e-ISIS (Ljungberg M. et al., 2000).

Prvni akvizice ISIS piedstavuje obycejny neselektivni "/, pulz bez pouZiti
ptidavného gradientu, vysledny signdl je klasicky FID zcelého detekéniho objemu.
V dalsich akvizicich se jiz invertuji spiny v konkrétnich vrstvach pomoci selektivnich
7 pulzli v pritomnosti jednotlivych na sebe kolmych gradienti magnetického pole.
V ptipad€ 1D ISIS se pouziva pouze jeden m pulz s jednim gradientem, u 2D ISIS se
musi po sob¢ pouzit dva m pulzy s dvéma gradienty a v ptipadé 3D ISIS dokonce tfi 7
pulzy s tfemi riznymi gradienty. Po m pulzech s gradienty nésleduje vzdy neselektivni
"/, pulz a detekce signalu. Po "/, pulzu je vSechna magnetizace jednotlivych vrstev
v roviné kolmé na statické magnetické pole, avSak Cast z ni je orientovdna antiparalelné
vuci zbytku.

Oznacenim vzajemné se protinajicich rovin a jejich priniku pismeny A, B, C,
resp. AB, BC, AC, ABC, Ize efektivné popsat pribéh 3D ISIS a ndzorné ukézat ziskani
pozadovaného objemu vhodnym odectenim a sectenim jednotlivych signali (oznaceni
rovin, respektive jednotlivych objemt V, je naznaceno na Obr. €. 3).

Schéma zapinani gradienti a jejich vlivu na vysledny signal je vyneseno
v Tab. €. 2. Po provedeni celé série osmi méfeni se signdl z jednotlivych méfeni secte
podle rovnice (12). Operaci se ziskd pozadovany signal pouze z krychlicky Ve (de
Graaf R. A., 2007).

Sekvence ISIS je velice citliva na pohybové artefakty. Urceni vysledného objemu
voxelu je zaloZeno na pfedpokladu, ze béhem celého méfeni nedojde k pohybu méfené
oblasti. Jeji vyhodou vSak je, Ze neobsahuje zadna spinova echa, takZe je vhodna pro

méieni metabolitl s kratkym T, relaxacnim Casem.
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Obr. ¢. 3. Vytnuti objemu sekvenci ISIS.

Tab. €. 2. Schéma zapinani gradientd magnetického pole Gx, Gy, Gz sekvence ISIS (0 —
vypnuty gradient, 1 — zapnuty gradient).

C. mér. | Gx | Gy | Gy | Ptispévky jednotlivych vrstev
1 010 |0 |S=Vuim+VatVe+Vc+Vap+ Vet Vac+ Vasc
2 11O |0 8= Viimo—Vat Vpg+Ve—Vap+ Vec—Vac—Vasc
3 01 1|0 |S=Vum+Va—Vg+Vc—Vap—Vsc+ Vac—Vasc
4 010 | 1 |\S8S=Vuimo+Vat+Vs=Vc+ Vag—Vpc—Vac—Vasc
5 L L1 | O |S5=Viimo—Va—Vg+ Vet Vap—Vsc—Vac + Vasc
6 L VO | 1 |S6=Vuimo—Vat Vg—Vc—Vag—Vpc+ Vac + Vasc
7 01 1 | 1|8 =Vuimo+Va=Vs=Vc—Vap+ Vpc—Vac+ Vasc
8 Ly |1 | Ss= Viimo—Va—Ve—Ve+ Vap + Vec + Vac— Vasc

8Vigc=SI1—S2—S3—S4+S5+S6+S7—88 (12)
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3.2.3.3 CSI - spektroskopické zobrazovani
Spektroskopické zobrazovani (de Graaf R. A., 2007; Skoch A. et al., 2008)

je sekvence, kterd je hojn& vyuzivand i pro 'H MRS, protoze umoZiluje ziskat
prostorovou  charakterizaci metabolického slozeni tkané. Princip sekvence
spektroskopického zobrazovani je zalozen na aplikaci fazovych gradientti, které béhem
jednotlivych ech kéduji do precese spinli informaci o soufadnici signalu. Koédovani
polohy signalu je u spektroskopického zobrazovani podobné klasickému MR
zobrazovani s tim rozdilem, Ze nelze pouzit frekvenéni kodovani pro zadny smér,
jelikoz frekvence nese chemickou informaci identifikujici metabolit. Sekvence ma
variantu 2D (2 fazové sméry kédovani) a 3D (3 fazové sméry kodovani), ve které se
obdrzi dvoj-, respektive troj-dimenzionalni matice spekter. ZjednoduSené schéma 2D
CSI sekvence je zobrazeno na Obr. €. 4.

Na zacatku sekvence 2D CSI je klasicky pomoci gradientu magnetického pole
vybrana vrstva, ve které se sklopi magnetizace (podobné jako v DRESS sekvenci).
Poté nasleduje pouziti N x M ekvidistantné se ménicich gradientd magnetického pole.
V jednom nabéru dat se pouzije pouze jedna jedina kombinace gradientti, z ¢ehoz plyne
¢asova narocnost sekvence 2D a zejména 3D.

Gradienty se zapinaji podél x-ové a y-ové osy (zde pro popsani arbitrarn€ zvoleny

x ay). Tim se vnasi zavislost fazového posunu signalu na soutadnici x a y:

P (t) = w(X)T = —yGext (13)
Py () = w(x)T = —yGyxT (14)

Ve vztazich (13) a (14) je 7z casova délka plsobiciho gradientu, x a y je pozice jader
podél x-ové a y-ové osy s uvazenim stiedu gradientu G vx = 0 a y = 0. Po zavedeni

tzv. k-prostoru rovnicemi (15) a (16) (de Graaf R. A., 2007):

Y 14 N _N (15)
ki = w(x)Tt = ﬁGan = EAGan =-Zat5- 1
Y 14 M M (16)
km = w(y)r = %Gym'[ = EAGymT = —? az ?— 1

lze fazovy posun ¢@,.,(x,y) odpovidajici /,m-tému kroku fazového kodovani zapsat

jako:

(pnm(x’ y) = _(Zﬂknx + anmy) (17)
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Po fazovém kodovani nasleduje m pulz a za dvojnasobny Cas dochazi k tvorbé
spinového echa. Detekuje se signal, ktery je funkci velikosti pouzitych gradientt,
resp. ky, ko, :

(18)
signal(t, k) = ff s(t, x)e~Crknx+2kmy) dxdy
vrstva
Signal zavisly na prostorovych soutadnicich se ziska provedenim zpétné diskrétni

Fourierovy transformace:

11 ) ' ' 19
signal(t,Axn',Aym') = NMZ S(t, kpypy) € Bkndxn +2mky Aym’) (19)
nm

Rozliseni velikosti voxelu je neptimo timérné poctu fdzovych gradienti. Vyhoda
spektroskopického zobrazovani je, ze miizka jednotlivych voxell neni pevna, ale lze ji
pouze matematickou operaci posouvat. Na druhou stranu CSI ma i své nevyhody. Mimo
zminénou ¢asovou naro¢nost spoc¢iva problém metody v tom, ze kazdy jednotlivy voxel
obsahuje maly ptispévek signalu vSech ostatnich voxelii. Michani signald je dano funkci
bodové odezvy (point spread function) a zmenSuje se se zvySovanim poctu krokl
fazovych gradientli. Nezadouci pfispévky signali z ostatnich voxeli mohou byt
vyznamné, pokud VOI zasahuje oblast s velmi silnym nezadoucim signdlem, proto
soucasti sekvence CSI jsou casto saturacni pulzy, napi. pro potlaceni okolnich tukt

(Skoch A. et al., 2008).
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Obr. €. 4. Zjednodusené schéma sekvence 2D CSI (TR — repeti¢ni ¢as, TE — echo cas,
rf signél — radiofrekvenc¢ni signal)

3.2.3.4 Dalsi viceobjemové a vicejaderné sekvence

V poslednich letech se objevily navrhy viceobjemovych (multivoxel) sekvenci,
které dokazou byt dostateéné rychlé, aby na 7 T i 3 T zvladly zatézové °'P MRS
vySetfeni s pfijatelnym ¢asovym rozliSenim. Zastupcem téchto sekvenci je dvouvrstva
selektivni sekvence publikovand Niessem (Niess F. et al., 2017). Sekvence vyuziva
lokaliza¢ni schéma SEMI-LASER (de Graaf R. A., 2007; Slotboom J. & Bovée W. M.
M. J., 1995) a dovoluje pomoci sensitivity encoding (Boer V. O. et al., 2015) méfeni
dvou na sobé€ nezavislych vrstev s ¢asovym rozliSenim 6 s pii 7 T. Druhym zastupcem
viceobjemové MRS je sekvence vyvinutd Parasoglouem na bazi turbo-spinového echa
(Parasoglou P. et al., 2012), ktera poskytuje vyborné prostorové rozliseni, ale pouze pro
jeden zvoleny metabolit. Pro zat&Zovou *'P MRS spektroskopii lze pouzit i 2D CSI,
pokud se zredukuje pocet fazovych krokli a pouzije se nekartezianské vzorkovani k-
prostoru, jak ukazal Valkovi¢ (Valkovi¢ L. et al., 2016). Druhy smér, kterym se vyvoj
ubira, jsou sekvence, které¢ umoznuji soucasné métreni raznych jader. Soucasné méteni

'H a *'P je vyhodné z davodu obdrzeni dvou sad riznych dat b&hem jediného
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zatézoveého protokolu. Takovy postup muze vice nez o polovinu zkratit ¢as vySetfeni,
protoze se odstrani i Cas, kdy se musi ¢ekat, nez se sval dostane do opétovné rovnovahy.
Kombinace 'H a *'P 1ze vyuzit pro 'H MR spektroskopii (Meyerspeer M. et al., 2005)
i pro "H MRI (Schmid A. 1. et al., 2014).

3.2.4 Parametry zatéZové *'P MRS

Po zahijeni fyzické Ccinnosti se sval vychyluje z metabolické rovnovéahy
v disledku vyssi, nebazalni spotieby ATP. PoruSeni metabolické rovnovadhy umoziuje
studovat dalSi metabolické parametry, které mohou byt vice citlivé na patologicky
proces nez klidova *'P MRS data (Mattei J. P. et al., 2004), nebo pfinaseji lepsi
pochopeni fyziologickych procest spojenych s energetickym metabolismem ve svalové
tkani.

Cast uréovanych parametrii se viZe na vyvoj metabolismu po zatézi (teoreticky
vypocet maximalni oxidativni kapacity svalu, tzv. mitochondrialni kapacity (QOax),
rychlost obnovy klidovych koncentraci PCr, Pi, ADP atd.), dalSi parametry se tykaji
pfimo probihajici zatéZe (oxidativni, anaerobni a kreatin-kindzovy piispévek k tvorbé
ATP, celkové ekonomika svalové kontrakce, zména pH behem zatéze atd.).

V kazdém okamziku lze popsat energetické zmény ve svalu nasledujicim

vztahem (Kemp G. J. et al., 2015):

AATP = ATP yreatin—kinazova reakce T AT Poxidativni fosforylace + (20)

ATPanaerobniglykolyza - ATPbazélni spottreba

Pii zatéZi se nejvyrazné€ji meéni intenzita PCr a Pi (viz Obr. €. 5). Naproti tomu
intenzita (respektive koncentrace) ATP zlstdva témer konstantni v disledku velmi
rychle probihajici kreatin-kindzové reakce (Kemp G. J. et al., 1998), a proto se AATP
v rovnici (20) zpravidla vynechavé a sleduje se zejména zména PCr. Ve vztahu (20)
neni také zahrnut vznik ATP adenylat-kinazovou reakci (21), ktera ptispiva pouze malo
k produkci ATP, ale jeji produkt adenosinmonofosfat (AMP) ma signdlni charakter,
ktery stimuluje produkci ATP mitochondriemi (Doliba N. M. et al., 2015).

Ma2+
ADP + ADP <2— ATP + AMP @1
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PCr je nejdilleZit&jsi metabolit pro vyhodnoceni zatézové *'P MRS, protoZe jeho
navrat na klidové hodnoty po zatézi odrazi schopnost svalu oxidativné syntetizovat ATP
a mira jeho poklesu pfi zatézi vypovida o energetické rezervé umoznujici danou zatéz
zvladnout. Navic signdl PCr ma nejvétsi intenzitu a nepodléhd pii zatézi Stépeni
v disledku rizného pH, jako je tomu u anorganického fosfatu, takze je zaroven
nejvérohodnéji vyhodnotitelnym metabolitem. Po celou dobu vySetfeni 1ze monitorovat

jeho okamzitou zménu podle vztahu (22),

APCT (22)

Vper(8) = AT Prryx per = At

kterad udava vysledny metabolicky tok ATP v kreatin-kindzové reakci:

M 2+
PCr + ADP + H* <2— ATP + kreatin (23)

v

Nejptinosnéjsi je hodnota parametru Vpc, (f) na zacatku zatéze. Pocatecni rychlost
poklesu PCr na zacatku zatéze odpovida spotifebé ATP, kterou sval vyuziva na svalovou
kontrakci (anaerobni glykolyza se jesté nestacila aktivovat a oxidativni fosforylace
pokryva pouze bazalni spotiebu ATP (Layec G. et al., 2010)). Pfi znalosti okamzitého
pocatecniho vykonu ATPp, pcr, ktery je normalizovan na plochu svalu (Pp),
lze vypocitat jednotkovou i¢innost svalové kontrakce (24)

= AT uxeer (24)
ein P,
charakterizujici mnozstvi ATP, ktery sval potfebuje na vykonavani svalové prace
(Boska M., 1994). Parametr E,;, vSak neni zcela stejny pro rizné velikosti zatéze
v disledku rtizného podilu zapojeni jednotlivych typt vldken pii konkrétni intenzité
zatéze (Cannon D. T. et al., 2014; Christie A. D. et al., 2014).

Pokles PCr se pfiblizné exponencidlné zpomaluje v zavislosti na rychlosti
aktivizace dalSich mechanismt hradicich bytek ATP. Pfi urcité intenzité¢ zatéze vSak
nemusi nastat dynamicka rovnovaha mezi spotiebou a syntézou ATP a sval nakonec
nebude schopen pokracovat v kontrakci v disledku vyc€erpani zédsoby PCr (na svalové
unavé se mimo poklesu PCr podili vzrist Pi, pokles pH, hromadéni laktatu a dalsi

faktory (Allen D. G. et al., 2008)).
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\ PCr

Obr. ¢. 5. Kumulovany graf zatézové *'P MRS Iytkovych svald.

Zelené vybarvena spektra predstavuji klidovou ¢ast experimentu, modra jsou spektra pii
zatézi a Cervend po ukonceni zatéze (V grafu je vykreslen jen maly vybér spekter
z celého experimentu, ktery tvori veétsi set spekter).

3.2.41 ATPjuxox a ATPj,. g béhem zatéze

Béhem zatéze lze dopocitat i okamzitou tvorbu ATP oxidativni fosforylaci
ATPpuox a anaerobni glykolyzou ATPp.q. Vypocet ATPpu. o 1ze provést dvéma
rozdilnymi zptsoby (Layec G. et al., 2010). Prvni moZnost je ur¢it ho z rovnovahy

spotieby a tvorby ATP béhem zétéze:
ATPflux ox(t) = Eﬁéin ' P(t)_ ATPflux gl(t)_ ATPflux PCr(t) (25)

Tento zplsob vypoctu piedpokladd znalost piispévku ATP produkovaného
v anaerobni glykolyze ATPp.o a konstantni ucinnost svalové kontrakce pies celé
vySetieni. Druha varianta vypoctu vychazi ze znalosti maximalni oxidativni kapacity
svalu, kterd se vypocita z regeneracni faze vySeteni. Pro vypocet existuje opét nékolik

variant v zavislosti na vzorci pro vypocCet celkové oxidativni kapacity svalu.
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Dva nejcastéji uzivané vztahy jsou (Kemp G. J. & Radda G. K., 1994; Lanza I. R. et al.,
2005):

Kuenten
ATPflux ox(t) = Qmax—ADP/<1 + m) (26)

kde Kyenen = 30 pmol odpovidd hodnoté koncentrace [ADP], kterd vyvola

A TPﬁux ol — Qmaxz— ADP

[ADP(8)][Pi(t)] 27)
[ATP(D)]

ATPflux ox(t) = Qmax—pot/(1 + Km) /

kde K,,=0,11.
Vztah (26) pro vypocet ATPj.c.. vychazi ztoho, Ze tvorba ATP je fizena

hyperbolicky ptes koncentraci ADP, vztah (27) predpokladd, ze fizeni je realizovano

[ADP][Pi]
[ATP]

tzv. fosfatovym potencidlem

Velikost tvorby ATP v anaerobni glykolyze lze ur€it ze sledovani zmén
intramyocelularniho pH. Obecné mé& pH svalu slozitou zéavislost béhem celého
zatézoveého vysetfeni. Na pocatku zatéze pH rychle, ale mirné vzroste (pfiblizné¢ z 7,03
na 7,10) v disledku kreatin-kinazové reakce, ktera spotiebovava H', poté pH obvykle
zaéne rychle klesat v diisledku anaerobni glykolyzy, ktera produkuje H'. Pokles pH se
postupem casu zpomaluje, jak je anaerobni glykolyza nahrazena oxidativni fosforylaci,
ktera okyseluje sval pouze produkci CO, (Kemp G. J. et al., 1993). Po zatézi se pH vraci
ke klidové hodnoté v diisledku odplavovani H' krevnim fegitém navzdory produkci H'
kreatin-kinazovou reakci, ktera probiha opaénym smérem nez na zacatku zatéze. Tvorba
a spotieba H'" ve svalu, odstrafiovani H™ krevnim fe¢istém i vlastni pufraéni kapacita
bunky tak ovliviiuji jeji pH (Kemp G. J. et al., 1993).

Pii anaerobni glykolyze piipada na jeden mol ATP 2/3 molu H'. V kreatin-
kinazové reakci (ve spfazeni s hydrolyzou ATP, kterda naopak produkuje H';
tzv. Lochmanova reakce (Kemp G. J. et al., 2001)) vznika na jeden mol ATP 6 molu H"
podle rovnice (28) a v oxidativni fosforylaci ptipada na jeden mol ATP x molu H' podle

rovnice (29).

o(t) = ——— (28)

1+10pH(t)—6,75

K(t) = __ 016 (29)

1+1061-PH(®)
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Piispévek H' z oxidativni fosforylace je velmi maly (x ~ 0,1) a nékdy se
zanedbava (Kemp G. J. & Radda G. K., 1994). Celkov¢ lze rovnici vystihujici zdkon
zachovani H' zapsat nasledovné (Kemp G. J. & Radda G. K., 1994):

2 (30)
§ATPfluxgl (t) -0 ATPflux PCr(t) — K- ATPflux ox(t) + Hefflux(t)

+ Hpufer(t) =0

Z rovnice (30) lze po urceni pufra¢niho ¢lenu H,,z, a rychlosti eliminace protont
krevnim feCiStém Hepu vypolitat ATPpu. ... Druhd, obricend varianta pro vypocet
ATPp.. o e jeji vyjadieni ze vztahu (25), kde ATPpy ox s€ urci pomoci vztahu (26) nebo
(27). Pufracni €len H,,z, je zavisly na velikosti pufracni kapacity svalu .. (Layec G.

et al., 2010):

dpH(t) 31
Hpufer(t) = _Btotal(t)T

Pufraéni kapacita svalu je slozena zejména z pufracni schopnosti fosfatu,
bikarbonatii, fosfomonoestert a dalSich funkénich skupin schopnych vézat a disociovat
H' (napf. imidazolové nebo histidinové skupiny atomid) (Kemp G. J. et al., 1993).
Pro tcely vypoctu lze pufracni konstantu S, rozdélit na dvé Casti (viz vztah (32)).
Prvni cCasti odpovidaji fosfaty pp;, druhd cast, f,, zahrnuje ostatni slozky, které se
podileji na pufrovani (tyto latky neméni béhem zatéZe vyrazné svoji koncentraci, a tim

zustava prispévek B, konstantni) (Layec G. et al., 2010).
Brotar (t) = Bpi (t) + Ba (32)
Bpi je mozno vypocitat pomoci nasledujici rovnice (Conley K. E. et al., 1998):
Bpi =2,303-H*(t) K - Pi(t)/(K + [H* ()])? (33)
kde K = 1,77-107 mol je disociaéni konstanta. S, se ziska ze vztahu (34) odedtenim
fostatového prispévku fp; z pocatecni pufracni kapacity P (to), jejiz ptibliznou

hodnotu lze odhadnout z pocateéniho poklesu fosfokreatinu (4PCryy,) a narastu pH

(4pHyar) na zaCétku zatéze, viz vztah (35).

Ba = Brotar(to) — Bri(to) (34)
0 - APCryy,
Brotar(to) = Wra'rttt (33)
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Druhou variantou pro odhadnuti pufracni kapacity je jeji vypocet z regeneracni
periody (Kemp G. J. & Radda G. K., 1994) a to za podminky, ze pH pfili§ nekleslo, pak
1ze ¢len Hepux v (30) zanedbat. Hepre uvedeny v rovnici (30) je imérny rozdilu pH mezi

klidem a aktualni hodnotou pH béhem vySetfeni:
Hefflux(t) = —AApH(t) (36)

Konstantu aumérnosti A 1ze vyjadiit ze vztahu (30) pro pfipad regeneracni periody (pii
vyrazném poklesu pH), kdy se neuvazuje Clen popisujici glykolyzu, protoze anaerobni
glykolyza neprobiha po skonceni zatéze (nebo jen velmi malo) (Kemp G. J. et al.,
2015):

dpH
_ Btotal dt + 6- ATPflux pcrt K- ATPflux ox

B ApHi

(37)

3.2.4.2 Regeneracni perioda a vypocet mitochondrialni kapacity

Regeneraéni perioda je charakterizovana postupnym obnovenim pocatecnich
koncentraci v§ech metabolitl a pH. Chovani PCr, P1 a ADP lze popsat exponencialnim
navratem na klidové hodnoty podle rovnic (38), (39), (40) (Argov Z. et al., 1996; Kemp
G.J. & Radda G. K., 1994):

[PCr](6) = [PCTliyq + A[PCT] (1 - e‘#) (38)

[Pi](t) = [Piljia + A[Pi] (e_T_Pi> (39)

__t (40)
[ADPI(£) = [ADPlyuiq + A[ADP] (& 707

Samotné koncentrace ADP je pod meéfitelnym limitem, ale dopocita se pies
koncentraci metaboliti ATP, PCr a pH (respektive H") ti¢astnicich se kreatin-kinazové
reakce:

__ (lcelkovy kreatin] _ . [ATP(1)] (41)
ADP _( [Pcr(t)] 1) Kck[H* ()]

Rovnovazna konstanta kreatin-kindzové reakce je Kcx = 1,7'109 M (Kemp G. J.
& Radda G. K., 1994). Celkové mnozstvi kreatinu mtize byt vypocteno na zaklade

pfedpokladu, Ze v klidu je ve svalu 85 % celkového mnozstvi kreatinu (PCr + Cr)
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ve form¢ fosfokreatinu (Kemp G. J. et al.,, 2001), nebo z piedpokladu, ze celkova
priméma hodnota sumy PCr + Cr je stala a rovna se 42,5 mmol/l (Kemp G. J. et al.,
2007). Prvni ani druhy zpisob vypoctu nemusi podéavat zcela spravnou a totoznou
hodnotu celkového kreatinu. Prvni zplisob vypoctu alespon eliminuje problémy, které
vzniknou, kdyZ koncentrace PCr uréend z *'P MR spektra normalizaci pies signal BATP
je veétsi nez 42,5 mM/I1.

Experimentalni hodnoty PCr, Pi a ADP se obvykle fituji uvedenymi rovnicemi
(¢i konstanta) zy;, ktery charakterizuje rychlost navratu metabolitu X; na klidové

hodnoty, a celkovd zména koncentrace metabolitu A[X;] béhem zatéze. Mimo

A[Xi]cv
[Xilkiia

absolutnich zmén A[X;] v milimolech je uzitecnym parametrem i relativni zména
(vzrhst, ¢1 pokles) metabolitu, pomoci které se mohou jednotliva vySetfeni mezi
vySetfovanymi subjekty porovnavat a jehoz hodnota neni zavisla na pocate¢ni absolutni
koncentraci PCr, respektive ,,pseudonormalizaci® pomoci poméru PCr/BATP.

Nejcastéji se fituje zavislost PCr a porovnava se velikost PCr recovery ¢asu Tpcy.,
protoze u nckterych onemocnéni dochédzi k jeho velmi dramatickému prodlouzeni
(viz oddil vysledkt 5.2.2.1). Na druhou stranu velikost 7p¢, je velkou mérou ovlivnéna
pH svalové tkdné (nizké pH inhibuje oxidativni fosforylaci jednak pfimo (Jubrias S. A.
et al., 2003) a jednak ptes niz§i hodnotu ADP (Kemp G. J. & Radda G. K., 1994)).

PouZivanym parametrem je i hodnota [4DP]., na konci zat€Zze a hodnota jeho
recovery Casu t4pp, U které se uvadi, Ze je citlivéjSim ukazatelem mitochondridlnich
funkci nez zpc- (Arnold D. L. et al., 1985; Kemp G. J. & Radda G. K., 1994), protoze
svalova builka se vySSi koncentraci ADP a jejim pomalejSim néavratem ke klidové
hodnoté snazi vice stimulovat oxidativni fosforylaci, a tim udrZet dostatecné velkou
produkci ATP poskozenymi mitochondriemi.

7p; je do velké miry komplementarni k zpc,, ale ¢aste¢né jeho hodnota odrazi
rychlost pfesunu Pi z cytosolu do matrix mitochondrii (Kemp G. J. & Radda G. K.,
1994).

Pro vypocet nékolikrat zminéné Q.. je potfebnym parametrem i pocatecni
rychlost obnovy PCr (Vpc) na zacatku regeneracni periody, kterou lze ziskat bud’
prolozenim pocatecnich hodnot PCr v regeneracni period¢ piimkou nebo derivovanim

rovnice (38) a dosazenim ¢ = (), viz rovnice (42).
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_d[PCr](t=0) A[PCr] (42)
VPCr - dt - Tper

Onax charakterizuje maximalni oxidativni moznosti svalu. Pro jeji vypocet existuje
op¢t nékolik vztahti podle rtiznych teorii regulace produkce ATP mitochondriemi.
Nejjednodussi, tzv. linearni model predpoklada linedrni vztah mezi Vpc. a velikosti
poklesu PCr. Pii extrapolaci k 100% poklesu PCr by pak Vpc mélo odpovidat O
(Layec G. et al., 2010):

0 oy [PCrliia _ AIPCr] [PCrlgiia _ [PCrlkiia (43)
max-lin — YPCr A[PCT‘] -

Tpcr A[Pcr] — Tpey

Linearni model je povaZzovan za hruby odhad Q... Jednak je hodné zavisly na
Tpcr, takze se ho doporucuje pouzivat pouze pii malych zméndch pH, jednak tento
model vibec nebere ohled na bazalni slozku tvorby ATP (Valkovi¢ L. et al., 2017).
Druhou moznosti je pouziti modelu odvozeného z Michaelise-Mentenové kinetiky
prvniho fadu, kde produkci ATP fidi koncentrace ADP (Kemp G. J. & Radda G. K.,
1994):

KMenten) (44)

Qmax—ADP = VPCT (1 + ADPCU

kde ADP,, je hodnota ADP na konci zatéze, kterou Ize vypocitat pomoci vztahu (41).
Tento model je nejpouzivanéjsi, ale zcela spravny uplné neni, protoZe vede
k nerealistickym hodnotdm bazalni tvorby ATP. VylepSeny model se dostane
upravenim vztahu (44) na vztah (45) (Jeneson J. A. et al., 1996), 1épe zpétn€ popisuje
ATPy ox pii nizké koncentraci ADP (pfi bazalnim stavu) a je pojmenovany jako ,,model
druhého tadu” podle Hillova exponentu ny =~ 2 (ATPj. o« je stale urCovan koncentraci

ADP, ale kiivka produkce ATP v zavislosti na ADP mé sigmoidalni tvar).

KMenten>nH (45)
ADF,,

Qmax—sec = (ATPflux ox—bazalni T VPCr) (1 + (

Ve vztahu (45) se pouziva tabulkova bazalni hodnota AT Priy ox—-bazaini
od 1,5 do 2,4 mM/min (Valkovic¢ L. et al., 2017).

Treti zplisob vypoctu pro hodnotu mitochondridlni kapacity vychazi
z termodynamického pohledu. Pivodni prace Meyerové (Meyer R. A., 1988) uvadéla na
zaklad¢ rozboru experimentalnich dat, Ze ATPjyx o« je linearn€ imérny hodnoté volné

energie ATP (Gyrp) (46), avSak pouze v urCitych mezich G,7p. Pozdéji zavedeny

35



vvvvvv

kiivku, ktera 1épe odpovida skute¢cnym hodnotam Q,,., (Jeneson J. A. et al., 1996)

[ADP][Pi] (46)
AGATP = AG/?TP + RTIn {W
AG —-C 47
exp(%) -y @)
Qmax—GATp = (ATPflux ox—bazaini T Vecr) AGATP
exp(— pr— ) -

kde B je konstanta vztahujici se k termodynamické reverzibilité¢ a C je volna energie
ATP pfi nulovém Vpc,.

Poslednim zminénym modelem je analogicky model k QOurapp, kde misto
hodnoty ADP se pouZije hodnota fosfatového potencialu (Layec G. et al., 2016), jenz by
m¢él v ptipad€ nadbytku kysliku urcovat rychlost oxidativni fosforylace:

(48)
0,11
Qmax-pot = Vper| 1+ TADPI[PT]

[ATP]
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3.2.5 P MR saturaéni transfer

Mgéieni >'P MR spekter na tomografech s magnetickym polem 3 T a 7 T umozZiuje
vyuzit techniku magnetizatniho transferu pro sledovani reakéni kinetiky
a energetického metabolismu svalu. Nejcastéji se pouzivd saturacni transfer (ST)
zaloZeny na pienosu magnetizace mezi jadry, kterd jsou propojena chemickou vyménou.
Je tak mozné neinvazivné méfit rychlosti chemické vymény a metabolické toky za
ustalenych podminek. To znamend, ze vySetfeni se provadi zejména v klidu, proto je
saturacni transfer zejména vhodny pro sledovéani organd, kde fyzicka zatéz neni mozna,
nebo u pacientd, ktefi nemohou vySetfeni pii fyzické zatézi absolvovat. Na druhou
stranu interpretace ziskanych dat ST neni jednozna¢na (Kemp G. J. & Brindle K. M.,
2012; Prompers J. J. et al., 2014; Valkovi¢ L. et al., 2017) a ne zcela koresponduje
s daty namé&fenymi zat&¥ovou °'P MRS, piestoze jista korelace mezi hodnotami
ziskanymi pomoci téchto dvou metod byla zjiSténa (Valkovic L. et al., 2013). Ackoliv je
saturaéni transfer oproti zatéZové *'P MRS Setrnou technikou, je toto vy3etieni na 3 T
tomografech velmi dlouhé, coz omezuje jeho praktické moznosti vyuziti.

ST je zaméfen predevSim na zjiStovani rychlosti ptemény PCr na ATP a vychazi
zrovnice (23). Pii této reakci krajni atom fosforu v molekule ATP (YATP) piechazi
kreatin—kinazovou reakci do PCr a obracené. Po selektivni saturaci (ozéfeni) signélu
YATP jsou atomova jadra y fosforu po svém odstépeni od ATP a navazani na PCr jesté
urCity Cas saturovana a nemohou poskytovat MR signal. To zplisobuje po neselektivnim
90° pulzu nasledny pokles velikosti signalu PCr (Obr. €. 6), ktery je imérny syntéze
ATP kreatin—kinazovou reakci. ProtoZe se jednd o enzymatickou reakci, kde rychlostni
konstanta vypoctend ze saturaniho experimentu v sobé zahrnuje vstupni i vystupni
produkty, hovotfime o aparentni (nebo pseudo) rychlostni konstanté pro reakci prvniho
fadu kpcr sarp (Valkovic L. et al., 2017). Ve spektrech je mozné soucasné vidét
ipokles Pi umérny rychlosti syntézy ATP kp; ,.rp, kterd je dand Cinnosti ATP
syntetazy a rychlou glykolytickou vyménou (Kemp G. J. & Brindle K. M., 2012).

sat (49)
kpi ~arp = <1 - Z. )/leli)p
l
(50)

I3

T

kpcr warp = <1 T )/Tl%’
PCr

I3, 133 jsou velikosti signald Pi a PCr ve spektru se saturaci na frekvenci -2,48 ppm

(chemicky posun yYATP). Ip; je velikost signalu Pi ve spektru, které je zrcadlove
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saturovano na 12,51 ppm (zrcadleni saturace YATP kolem pozice signalu Pi), Ip¢, je
analogicky velikost signalu PCr ve spektru, které je zrcadlové saturovano na 2,48 ppm
(zrcadleni saturace YATP kolem pozice signélu PCr). T1307 a T1,EF jsou T aparentni
casy Pi a PCr (Valkovi¢ L. et al., 2013), které je nutno proméfit sekvenci inversion
recovery. Inversion recovery je sekvence, ktera obsahuje neselektivni radiofrekvencni
180° pulz, po némz s uréitym Casovym odstupem (tento Cas je obvykle znacCen TI)
nasleduje dal$i neselektivni 90° radiofrekvenéni pulz. V pribéhu TI ¢asu prodélava
magnetizace ¢asovy vyvoj, ktery je dany pouze T, relaxaci. Druhy MR pulz sklopi
magnetizaci do transverzalni roviny, ve které se detekuje signal.

Metabolicky tok charakterizujici metabolicky obrat PCr a Pi v kreatin-kindzové

a ATPazové reakce je dan soucCinem aparentni rychlostni konstanty a koncentrace

metabolitu:
Focr = kpcr sarp * [PCT]kiia (51)

Fpi = kpi —arp * [Pilkiia (52)

Vyjma saturacniho transferu lze provadét experimenty s inverzni magnetizaci
(Buehler T. et al., 2015), které poskytuji informace i o zpétné rychlosti zminénych
chemickych reakci, nebo upravené verze saturaniho transferu s pouze casteCnou
saturaci, jeZ dovoluji zrychleni méfeni a provedeni satura¢niho transferu i pii fyzické

zatezi (TusSek Jelenc M. et al., 2016).
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Obr. &. 6. >'P MR spektra v pribéhu saturaéniho experimentu.

3P MR spektrum se saturaci na a) -2,48 ppm (YATP) — zmenSuje se signal PCr (kreatin-
kinazova reakce), Pi (ATPazova reakce) a signal YATP je zcela potlacen saturaénim
pulzem (viz detail modré spektrum); b) 2,48 ppm (zrcadleni saturace YATP okolo
signalu PCr) — pro vyhodnoceni relativniho poklesu PCr; c) 12,51 ppm (zrcadleni
saturace YATP okolo signalu Pi) — pro vyhodnoceni relativniho poklesu signalu Pi.

3.2.6 Klinické vyuZiti *'P MRS

P MRS obvykle neposkytuje samostatné jednoznacnou diferencidlni diagnozu
onemocnéni (viz Tab. €. 3), ale je uZitecnou metodou ve sledu nékolika jednotlivych
vySetfeni. Navic poddva objektivni informaci o metabolickych moznostech svalové
tkan¢ u jednotlivych pacientd, ¢imz mtze charakterizovat zavaznost postizeni (Argov Z.
et al., 2000; Mattei J. P. et al., 2004). Tfeti neocenitelnou vyhodou *'P MRS je,
ze pomoci ni lze dlouhodobé sledovat konkrétni pacienty, a tim mapovat efekt 1écby,
nebo progrese onemocnéni.

Klinickd ¢ast dizertatni prace se zabyva svalovym metabolismem u pacientl
se srde¢nim selhanim, diabetem a ischemickou chorobou dolnich koncetin. Nemoci, na
které se prace zaméfila, jsou na rozdil od vétSiny diagn6z uvedenych v Tab. ¢. 3 velmi
Cast¢ a pacienti neziidka trpi jejich kombinaci, protoze jsou mezi nimi pficinné
souvislosti. Detailn€j$i popis patofyziologie t€chto onemocnéni je nad rdmec dizertacni
prace. V nasledujicich oddilech bude uvedena pouze kratka charakteristika onemocnéni

a diilezité vyzkumy z oblasti >'P MRS, které se poji s témito onemocnénimi.
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Tab. & 3. Projevy onemocnéni v parametrech zat&zové a klidové *'P MRS svalu.
V tabulce nejsou zaclenény diabetes, ischemicka choroba dolnich koncetin a srdecni
selhani (diskutovany samostatng).

Onemocnéni

>I'p MRS

amyotroficka lateralni
skler6za (Ryan T. E. et al.,
2014)

Zatez: prodlouzeni tpc, na hranici statistické vyznamnosti.

chronicky inavovy
syndrom (Jammes Y. et
al., 2005; Lane R. J. et al.,
1998; Wong R. et al.,
1992)

Variabilni zmény z diivodu pravdépodobné rizné etiologie
onemocnéni u jednotlivych osob.
Z4téz: v nekterych studiich prodlouzeni zpc,.

dystrofie - Beckerova a
Duchennova (Hajek M. et
al., 1991; Kemp G. J. et
al., 1993; Lodi R. et al.,
1999; Newman R. J. et al.,
1982)

Klid: vyssi Pi/PCr pomér a pH; u nekterych subjektt vyssi
PDE.

Zatéz: normalni hodnota mitochondrialni kapacity, ale
relativné maly pokles pH pfi cviceni.

fibromyalgie (Gerdle B. et
al., 2013; Jubrias S. A. et
al., 1994; Mattei J. P. et
al., 1997)

Klid: n€které studie uvadeji snizenou hodnotu koncentrace
ATP a zvySenou koncentraci PDE.
Zatéz: beze zmén vuci kontroldm.

glykogendzy (Coriho
nemoc — GIII, McArdle
choroba — GV, Taruiova
choroba — GVII (Argov Z.
et al., 1987a; Chance B. et
al., 1982; Duboc D. et al.,
1987; Wary C. et al., 2010;
Zange J. et al., 2003))

V zavislosti na mist¢ defektu se metabolické drahy
projevuji rizng.

Klid: zvysené PME.

Zatéz: v ptipad€ poruchy enzymu glykolyzy
(fosfofruktokinazy, fosfoglyceratkinazy) se béhem zatéze
hromadi PME, pH miize mirn¢ klesat, vétsi relativni
pokles PCr; po zatézi pomalejsi navrat Pi na klidové
hodnoty.

P11 poruse glykogenolyzy (typ 1L, V) je pii zatézi
pozorovan vzrust pH, vétsi relativni pokles PCr a nartst
P1i, pokles ATP signalu. Po zatézi prodlouzeni zp,.

hypotyredza (Khushu S. et
al., 2010)

Klid: vyssi Pi/PCr, PDE/ATP a Pi/ATP.
Z74t&z: prodlouzeni zpc;.

hypertyredza (Erkintalo M.
et al., 1998)

Klid: Pi/PCr, PDE/ATP a Pi/ATP sniZeny.
Zatéz: zvySena utilizace ATP, resp. vétsi relativni pokles
PCr béhem zatéze.

jaterni cirhdza (Doi J. et
al., 2004)

Z74t¢z: vyssi pokles PCr a pH.

maligni hypertermie
(Monsieurs K. et al., 1997,
Payen J. F. et al., 1993)

Klid: nekteré studie uvadéji vyssi Pi/PCr.
Zatéz: relativné rychly pokles PCr a pH pfi zatézi a
prodlouZeni zpc;.

myeasthenia gravis (Ko S.-
F. etal., 2008)

Klid: bez signifikantnich zmén.
Zatez: vyssi relativni pokles PCt/Pi a pH pii zatézi. Zmeéna
pH je variabilni. Snizeni Q4.
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Onemocnéni TP MRS

mitochondrialni Variabilni vysledky z diivodu velkého spektra
onemocnéni (Argov Z. et | onemocnéni.

al., 1987b; Arnold D. L. et | Klid: vyssi Pi/PCr a nizsi PCt/ATP.

al., 1985; Jeppesen T. D. et | Zatéz: vyssi relativni pokles PCr pfi zatézi. Zména pH je
al., 2007; Taylor D. J. et variabilni. Prodlouzeni zp¢, a snizeni Q.

al., 1994)

polymyozitida a Klid: zvyseny Pi/PCr, Pi/ATP.

dermatomyozitida (Cea G. | Zatéz: vétsi vzrist poméru Pi/PCr pfi zatézi; prodlouzeni
etal., 2002; Park J. H. et | zpc, a snizeni QOpyy.

al., 1990; Pfleiderer B. et

al., 2004)

pustulozni psoriaza Zatéz: narast PME béhem zatéze.
(Kiricuta I. C. et al., 1993)

uremicky syndrom Klid: nizsi koncentrace PCr, ATP.

(Nishida A. et al., 1991; Zatez: veétsi pokles PCr a pH pii zatézi; prodlouzeni zpc; .
Taborsky P. et al., 1993)

3.2.6.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) jsou nosologicky dvé riznd onemocnéni, projevujici se
uplnym nebo relativnim nedostatkem inzulinu. V disledku nedostatku inzulinu maji
DM pacienti porusenou fyziologickou hladinu glykemie a postupem doby trpi
1 chronickymi komplikacemi diabetu. U pacientli s M1 je tplny nedostatek inzulinu
zpiisoben autoimunitnim zanétem, ktery ni¢i pankreatické B-bunky Langerhansovych
ostruvkd, jez produkuji tento hormon. Pacienti s DM2 maji pouze snizenou produkci
inzulinu, ale navic zpravidla trpi inzulinovou rezistenci (neadekvatné mald odpovéd
perifernich tkani na inzulin). Inzulinovou rezistenci lze zjistit 1 u ¢asti pacientd s DM1
(Miura J. & Uchigata Y., 2008). V posledni dobé se dé¢leni diabetu upfesiiuje a byly
definovany jednotlivé podtypy diabetu I a II typu (Flannick J. et al., 2016; Miura J. &
Uchigata Y., 2008).

Inzulin mé& v organismu kromé funkce regulace hladiny glukézy v krvi fadu
dal§ich funkci. Napf. se podili na regulaci tvorby glykogenu, proteosyntéze,
glukoneogenezi a syntéze lipidi (Barrett K. E. & Ganong W. F.; 2012). Mimo Zivot
ohrozujicich akutnich komplikaci diabetu, jako je hyperglykemické, nebo
hypoglykemické koéma, se objevuji i zavazné dlouhodobé komplikace v podobé
mikrovaskularni a makrovaskularni angiopatie, kterd zptsobuje napt. selhani ledvin
(diabetickd nefropatie), ztratu zraku (diabetickd retinopatie) a mlZe se 1 Castecné

podilet na poskozeni periferni nervové tkané¢ (Chawla A. et al., 2016). Angiopatie
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a neuropatie vede ke vzniku syndromu diabetické nohy a nutnosti amputace koncetiny
(American Diabetes Association, 2015).

Vice *'P MR védeckych publikaci se soustiedilo na vyzkum diabetu druhého typu,
a to na podil svalového metabolismu v rozvoji inzulinové rezistence a metabolického
syndromu (Petersen K. F. et al., 1998; Slattery M. J. et al., 2014). Zejména Petersen
spojoval moznou mitochondridlni myopatii s inzulinovou rezistenci a s poklesem
schopnosti produkce inzulinu B-buikami na zdkladé¢ vyzkumu s osobami s velkym
rizikem vzniku diabetu druhého typu (Petersen K. F. et al., 2004). Tyto osoby
projevovaly zmenSenou mitochondridlni fosforylaci pii kontrolovaném experimentu
s podavanim glukézy a inzulinu.

Soubézné s praci Petersena se objevovaly i klinicky zaméfené studie, které
pfindSely konkrétni poznatky o zhorSeném svalovém metabolismu u pacientt, u kterych
DM?2 jiz probihal. Klinické prace popsaly zejména niz$i pomér Pi/PCr, pomale;jsi
obnovu PCr, mensi toleranci zatéze a vétsi pokles pH béhem zatéze (Scheuermann-
Freestone M. et al., 2003; Wu F.-Y. et al., 2012).

Neékteré *'P MRS prace zkoumaly i efekt diabetickych 16¢iv (Lim E. et al., 2011;
Petersen K. F. et al., 2000) nebo vliv fyzické aktivity na svalovy metabolismus
(DeVries D. A. et al., 1996), piipadné celkovou vhodnost *'P MRS jako metody
pro sledovani svalového metabolismu u pacientii s DM2 (Praet S. F. E. et al., 2007).

Publikaci, které se zabyvaji vyhradné diabetiky I typu, je relativné méné. V jedné
z prvnich praci se Cline a Petersen (Cline G. W. et al., 1997) zabyvali glukoneogenezi
a fosfatovym metabolismem ve svalové tkani pii kontrolovaném podavani glukozy
ainzulinu. Ve studii bylo zjiSt€no, Ze 1 pacienti s DM1 maji poruSenou tvorbu
glykogenu, jeZ souvisi s metabolickymi pochody souvisejicimi s piijmem glukdzy
do buiikky a hladinou gluko6zy-6-fosfatu (G6P). Po praci Clina nésledovaly prace
zabyvajici se zménami oxidativniho metabolismu pii zatézi, zvlast u DM1 muzi
(Crowther G. J. et al., 2003), zvlast u DM1 Zen (Item F. et al., 2011). V ptfipadé DM1
muzil byla nalezena snizend mitochondridlni kapacita, u DM1 Zen nikoliv, ackoliv
mitochondridlni funkce byla unich korelovand s glykosylovanym hemoglobinem.
V roce 2011 vysla dalsi studie (Kacerovsky M. et al., 2011), ktera vyuzivala i °*'P MR
saturaéni transfer k hodnoceni metabolického obratu u DMI1 pacientl pfi
hyperinzulinovém-euglykemickém clampu. Pacienti vykazovali mensi produkci ATP
a fosforylaci glukézy na G6P, pticemz produkce ATP byla korelovana s inzulinovou

rezistenci. Zatim posledni prace vénujici se nekomplikovanym DMI1 pacientim byla
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publikovand vroce 2015 a srovnavala adolescentni DMI1 subjekty se zdravymi
kontrolami pomoci zat&zové *'P MRS, pri¢emz i tato prace (Cree-Green M. et al., 2015)
potvrdila zhorSenou mitochondridlni funkci u pacienti s DM1 a vztah této dysfunkce
k inzulinové rezistenci.

3P MR spektroskopii byly studovani pacienti i s pokro¢ilymi komplikacemi
diabetu. Konkrétné bylo sledovano poskozeni svalového metabolismu pii syndromu
diabetické nohy klidovou (Greenman R. L. et al.,, 2005; Suzuki E. et al., 2000)
i zatdzovou (Tecilazich F. et al., 2013) *'P MR spektroskopii. Z t&chto praci vyplynulo,
Ze pacienti se syndromem diabetické nohy maji vyrazné snizeny pomér PCr/Pi, vyssi
klidové pH a prodlouzeny zpc;-

Vyjma *'P MRS je ke studiu svalového metabolismu u diabetikii pouzivana i 'H
MRS (Kacerovsky M. et al., 2011), kterd poskytuje informaci o zastoupeni
intramyocelularniho tuku (Skoch A. et al., 2006) a jehoZ zvySen4 koncentrace je ddvana
do spojitosti s inzulinovou rezistenci (Krssak M. et al, 1999), poskozenim
mitochondrii. "C MRS u diabetikéi byla pouzita pfi clampovych studiich jako
doplitujici metoda k *'P MRS k sledovéni vzniku svalového glykogenu (Cline G. W. et
al.,, 1997; Lim E. et al., 2011; Lim E. L. et al., 2011).

3.2.6.2 Srdeéni selhani

Srde¢ni selhani je stav, kdy srdce pacienta je poskozeno natolik, Ze klesad jeho
minutovy srde¢ni objem a jeho funkci nejsou kryty metabolické potieby ostatnich tkani.
Limitaci svalového metabolismu pifi srdecnim selhani potvrdila fada zatéZovych
'P MRS studii, které ukazaly, 7e pacienti maji zhor§enou toleranci k zatézi - vétsi
pokles PCr, vétsi pokles pH (Adamopoulos S. et al., 1993; Mancini D. M. et al., 1988;
Massie B. M. et al., 1988) a pomalejsi obnovu PCr po zatézi (Cohen-Solal A. et al.,
1995; Hanada A. et al., 2000; Toussaint J. F. et al., 1998).

Limitace svalového metabolismu je u srdecniho selhdni dana zejména sniZenou
dodavkou kysliku z divodu nedostatecné fungujiciho srdce (Kemps H. M. C. et al.,
2009), ale i jiné vlivy, které nejsou spojeny s nedostatecnou perfuzi svalu, se mohou
podilet na detekovaném oslabeni svalového metabolismu (Hanada A. et al., 2000;
Mancini D. M. et al., 1994; Wiener D. H. et al., 1986). Snizen4a dlouhodobé perfuze
a snizend svalova Cinnost (Drexler H. et al., 1992) ¢i dalsi pfidruzené komplikace

srde¢niho selhani (diabetes, ischemicka choroba) vedou totiz 1 ke strukturnim zménam
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svalové tkan¢ - pirevaha pomalych svalovych vldken (Drexler H. et al., 1992; Mancini
D. M. et al.,, 1989), vyssi obsah tuku ve svalu (Haykowsky M. J. et al., 2014) -

a projevuji se zminénym posunem metabolismu od aerobniho k anaerobnimu.

3.2.6.3 Ischemicka choroba dolnich koncetin

Ischemicka choroba dolnich koncetin (ICHDK) vyrazné limituje pacienty
v pohybu, zpisobuje jim klaudikace a mize vést ke vzniku ulceraci a k odumieni tkan¢
v ptipadé kritické tkanové ischemie. Lze ocekavat, Zze zmenSené zdsobeni kyslikem
dané ischemii bude limitovat svalovy metabolismus.

Efekt kratkodobé ischemie na svalovy metabolismus Ize zkoumat na zdravych
subjektech, ptfipadné€ i na nemocnych pfi okluzi svalu. Védeckych studii bylo provedeno
nékolik (Argov Z. et al., 1996; Greiner A. et al., 2005, 2007), pficemz Greiner ukazal,
ze lze 1 ménit velikost tkanové ischemie rtiznym stupném okluze a pozorovat tim
postupny efekt tkaiiové ischemie u jednotlivych osob.

Jedna z prvni vétSich soubornych praci vénujici se ptimo efektu tkdnové ischemie
u pacientit trpicich ICHDK vySla uz vroce 1986 (Zatina M. A. et al.,, 1986).
Prace Kempa vydand v roce 1995 (Kemp G. J. et al., 1995), je z metodického hlediska
velmi obsdhld a ukdzala u pacientl trpicich ischemii jasny posun od oxidativniho
k anaerobnimu metabolismu (pomoci vypoctu metabolickych tokd béhem zatéze)
amens$i eliminaci H™ ze svalovych bunék. V oblasti hodnoceni 1é¢by se zkoumal vliv
provedené angioplastiky na svalovy metabolismus nebo efekt 1écebnych preparati
(Di Marzo L. et al., 1999; Pipinos I. I. et al., 2002; Wahl D. G. et al, 1994)
¢i pravidelné fyzické zatéze (Back M. R. et al., 2000). Konkrétn¢ Brotzakis (Brotzakis
P., 1995) zkoumal efekt angioplastiky na klidovy svalovy metabolismus (po PTA vyssi
PCrt/Pi). VySetfeni pii zatézi pred a po PTA provedli Schunk (Schunk K. et al., 1998)
a West (West A. M. et al., 2012). Oba autoii se shoduji ve zrychleni obnovy PCr po
zatézi diky prodélané PTA, i kdyZ nedochazi k dosazeni kontrolnich hodnot zdravych
osob. Podobny efekt mély i vasoaktivni latky (Wahl D. G. et al., 1994) nebo I¢k
Pentoxilin (Pipinos 1. I. et al., 2002).

N&kteii jini autofi se zajimali, zda vysledky >'P MRS koreluji s dal§imi metodami
méteni okysliCeni a méfeni svalové perfuze (Anderson J. D. et al., 2009; Kemp G. J. et
al., 2001). Vysledky praci jsou vSak protichidné. Ve vyzkumech Kempa korelace byla

nalezena, na rozdil od prace Andersona, kde se korelace nepotvrdila.
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Bez signifikantnich korelaci ¢asto vychazi srovnani metabolickych parametri s indexem
kotnikovych tlakii (Isbell D. C. et al., 2006; West A. M. et al., 2012). Vysvétleni lze
nalézt v pracich Pipinose, ktery popisuje vznik vnitintho poskozeni mitochondrii
u ICHDK, které¢ by mélo byt dano dlouhodobym negativnim plisobenim ischemie na
svalové bunky (Pipinos I. 1. et al., 2000, 2003).

Pfi shrnuti viech *'P MRS v&deckych praci lze konstatovat, Ze ischemie
u pacientd vede vzdy k prodlouzeni zp¢, a vy$$imu poklesu pH béhem zatéze. Naproti
tomu zmény v klidovém metabolismu jsou nalezeny jen n¢kdy — vyssi pomér PCr/Pi
(Brotzakis P., 1995; Zatina M. A. et al., 1986), vyssi klidové pH (Hands L. J. et al.,
1986; Wahl D. G. et al., 1994) — stejn¢ jako korelace se standardnimi klinickymi
parametry (nejcastéji je popisovdna korelace sdélkou chlize na bézicim pasu

a tpc (Kemp G. J. et al., 2001; Pipinos L. L. et al., 2002)).
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3.3 'H MR zobrazeni svalu ve spojitosti s fyzickou zdté3i

Fyzické zat¢z ma vliv na zménu charakteru '"H MR obrazu skrze ovlivnéni T, (de
Sousa P. L. et al., 2011; Varghese J. et al., 2015), T, a T,* relaxacnich ¢ast (Caterini J.
E. et al., 2015; Damon B. M. et al., 2007; Schmid A. . et al., 2014) svalové tkang¢.
Na zméné relaxa¢nich cCasti se podili né¢kolik faktorti. Jednim je zmeéna prokrveni
a oxygenace tkan¢. Oxyhemoglobin a deoxyhemoblogin maji odliSnou magnetickou
permeabilitu, kolisani signalu v disledku zmén poméru okyslicené a neokysli¢ené krve
se vyuziva zejména ve funkénim zobrazovani, tzv. BOLD efekt (Blood Oxygenation
Level Dependent). Druhym podstatnym faktorem je zména zastoupeni vody
v jednotlivych kompartmentech svalu zpiisobena zménou osmotického tlaku metaboliti,
jez vznikly béhem zatéze (Prompers J. J. et al., 2000).

Relativné jednoduchy zpiisob monitorovani zmény relaxacnich casi (zejména
T,*) je pouziti echo-planarni (EPI) sekvence, jez se pouziva standardné ve funkénim
MR zobrazovani (fMRI). Tyto sekvence jsou rychlé (umoznuji MR zobrazeni celého
svalu béhem 2-3 s) a velikost detekovaného signalu velkou mérou zavisi pravé na T,*
relaxacnim Casu tkané.

Efekt zmény intenzity obrazu, respektive relaxacnich casti se muze hodnotit
ve vztahu k zatézi, ale 1 jiné formy podnétu se mohou pouzit k ovlivnéni kontrastu
obrazu. Mimo pouziti fyzické zatéZze je takovym podnétem zejména reaktivni
hyperémie, ke které dochazi po uvolnéni zaskrcovadla (Huegli R. W. et al., 2009;
Ledermann H.-P. et al., 2006; Schewzow K. et al., 2013).

Pti zatézovém MR vysetieni se obvykle obraz vyhodnocuje az po zatézi, protoze
béhem zatéZe jsou pohybové artefakty piilis velké. V ramci publikovanych praci se
muzeme setkat se dvéma typy experimentl. V prvnim experimentu se vyhodnocuje
signal EPI po delsi, n¢kolika minutové zatézi. Zde je nachdzena markantni zména
intenzity obrazu v fadu az desitek procent (Caterini J. E. et al., 2015; Damon B. M. et
al., 2007; Schmid A. 1. et al., 2014), kiivka narGstu a poklesu intenzity ma
charakteristicky priabéh a parametry fitovani mohou korelovat s dal§imi klinickymi
parametry nebo parametry zatéze (Damon B. M. et al., 2007), ¢i ptimo s vysledky

zateézové fosforové MRS (Schmid A. L. et al., 2014).
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Fitovani vyvoje intenzity obrazu po zatézi se muze provést napiiklad souctem
gama funkce (g(?)), sigmoidalni funkce (s(?)) a linearni funkce (/(z)) (Schmid A. L. et al.,
2014):

S(t) = g(t) +s() + I(t) (53)
(54)

S(t) = go(t - to)gle_gz(t_to) + So + lo + ll (t - to)

1 + e-s1(t—to—t1)
kde ¢ je cas, ty je pocatek regenerace, g; a g, jsou Skdalovaci faktory gama funkce
(g; vyjadiuje zejména jeji vzrast a g, jeji pokles), sy je rozdil intenzity signalu mezi
koncem zatéze a zcela klidovym stavem /y, s; je rychlost nartstu sigmoidalni funkce a #;
je relativni zpozdéni mezi sigmoidalni a gama funkeci.

V druhé verzi experimentu je sledovana zmeéna intenzity obrazu pouze po jedné
kontrakci (Meyer R. A. et al., 2004; Towse T. F. et al., 2005, 2011). V ptipad¢ tohoto
protokolu stoji pravdépodobné za zménou intenzity obrazu zejména zména prokrveni
a oxygenace tkané¢ dané BOLD efektem. To potvrzuje korelace mezi velikosti zmény
signalu EPI sekvence a infracervenou spektroskopii (saturace a objem krve) a rychlosti
pratoku krve ur¢enou dopplerovskou ultrasonografii po jedné svalové kontrakci (Towse
T.F.etal., 2011).

Po jedné kontrakci je zména detekovaného signalu mnohem mensi, v fadu pouze
maximalné nékolika procent. Stejné tak cely Casovy vyvoj nartstu a poklesu signalu
k hodnotam pted kontrakci je v fadu maximalné desitek sekund na rozdil od vyvoje
signalu po delSim cviceni, kde se jedna o n¢kolik minut, nez se velikost signalu vrati na
hodnoty, které jsou detekovany hned pii konci zatéze, ¢i jeSteé pred jejim celym

zahajenim.

47



w r

4 Experimentalni cast

4.1 Pacientské skupiny a dobrovolnici

Vsichni pacienti a zdravi dobrovolnici byli sezndmeni s tcelem jednotlivych
studii a podepsali informovany souhlas s MR vySetfenim. Pacienti byli vybirani
ve spolupraci s Iékati. Jednotlivé projekty byly schvaleny etickou komisi Thomayerovy
nemocnice a [IKEM.

Vramei dizertaéni prace byly *'P MRS vySetfeny 4 vétsi kohorty pacientd
a n€kolik desitek zdravych dobrovolniki, kteti slouzili jako kontroly pro pacientské
skupiny nebo na nich byla provddéna optimalizace jednotlivych metod a protokoli.
Neékteré osoby byly vySetieny opakované pro hodnoceni 1é¢by (pacienti) nebo
reprodukovatelnosti méfeni (zdravi dobrovolnici). Zdravi dobrovolnici byli vybirani do
doty¢nych skupin tak, aby byli s pacienty fyzicky, vékové a BMI srovnatelni.
Pro posouzeni fyzické aktivity a zdravotniho stavu byl zdravym dobrovolnikiim davéan
dotaznik.

Prvni kohorta pacientii se skladdala z osob trpicich diabetem mellitus (DM)
v ruzném stadiu komplikaci. Jednalo se zejména o nekomplikované DM1 pacienty,
DM2 pacienty s inzulinovou rezistenci, pacienty s DM1 se selhanim ledvin ptfed a po
transplantaci ledvin a pankreatu a pacienty s DM1 a DM2 s kritickou ischemii dolni
koncetiny. Pacienti s kritickou ischemii podstupovali experimentalni 1écbu
mezenchymalnimi kmenovymi buiitkami, nebo perkutanni transluminalni angioplastikou
(PTA). Klinickd charakterizace diabetickych pacienti je uvedena v kapitole 5.2
a v publikaci (Némcova A. et al., 2017) a v (Sedivy P. et al., 2018).

Druhou velkou skupinu tvofili pacienti se srde¢nim selhanim. Cast z téchto
pacienti mela sideropenii a experimentdlné podstupovali 1é¢bu intraven6znim
pfipravkem s obsahem Fe (karboxymaltoza Zeleza, davka 2 x 500 mg).

V tieti vySetfované skupiné byli nediabeticti pacienti trpici ischemickou chorobou
dolnich koncetin. Tito pacienti vhodné dopliovali studii o porovnéani s diabetickymi
pacienty s kritickou ischemii dolnich koncetin (Sedivy P. et al., v tisku).

Ctvrtou, zatim neuzavienou skupinu vySetfovanych pacientd tvoii osoby se
selhdnim jater, z nichZ ¢ast nasledné€ prodé€lala transplantaci jater. U pacientd se zkouma
vztah mezi vznikem nealkoholické steatohepatitidy ¢i diabetu a parametri oxidativniho

metabolismu svalu. Vzhledem k tomu, ze vySetfovani ¢tvrté skupiny pacientli neni stale
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ukonceno, nejsou tito pacienti v dizerta¢ni praci dale zminovani, pouze prvni vysledky
jsou uvedeny v ¢lanku (Hejlova L. et al., 2016), ktery je soucasti ptiloh dizertacni prace.
V ramci hodnoceni jednotlivych metod a interpretace vysledkd byly od pacientt
ziskany 1 klinické udaje. Porovnavany byly udaje vztahujici se k danému onemocnénti,
kterym pacienti prednostné trpéli. V prvni skupiné¢ se jednalo o glykosylovany
hemoglobin, inzulinovou rezistenci, délku diabetu, aktudlni glykemii ¢i kreatinin.
U pacientt se srde¢nim selhdnim byla hodnocena ejekéni frakce, NYHA (Dolgin M. &
New York Heart Association. Criteria Committee., 1994) a MLHFQ (Rector T. S. &
Cohn J. N., 1992) skore a biochemické parametry krve vazajici se k sideropenii
(zastoupeni hemoglobinu, Fe v séru, objem erytrocytl, koncentrace feritinu a jeho
saturace). U pacientl s ischemii se jednalo o ABI index nebo hodnotu transkutdnni

tenze kysliku.
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4.2 Experimentalni vybaveni

4.2.1 MR tomografy

Me¢éieni uvedena v dizertatni praci probihala zejména na 3T MR pfistroji
Magnetom Trio Tim (Siemens Healthcare, Erlangen, Némecko) v IKEM. Cast méfeni
se uskuteCnila na 3 T a 7 T (Magnetom Trio a 7 T Magnetom, Siemens Healthcare)
tomografu v. MR centru Excelence Videnské univerzity (CEMR; The Center
of Excellence for MR Research) v Rakousku.

Jak tomograf Trio v IKEM, tak tomografy v CEMR jsou vybaveny
multinukledrnim kanalem pro méfeni *'P MRS. V CEMR byla pouzita povrchova
dudlni 'HA'P civka o poloméru 10 cm s rigidnim télem, v IKEM je k dispozici
povrchova dualni flexi 'HA'P civka o priméru 11 cm (Rapid Biomedical, Rimpar,
Némecko - viz Obr. & 7d). Pro 'H MRI konéetiny lze v IKEM vyuzivat bud
16 kanalovou objemovou kolenni civku nebo povrchovou dvoukanalovou flexi civku

(ob¢ od Siemens Healthcare).

4.2.2 Ergometry

VIKEM je pro zatézovou 'P MRS Iytkového svalu k dispozici pedalovy
ergometr vlastni konstrukce. Tento ergometr je zalozen na mechanickém principu,
odpor pedalu je nastavovan pomoci kladky se zadvazim (viz Obr. €. 7). Monitorovani
seSlapovani pedalu je realizovdno potenciometrem, ktery snima posun zavazi. Ergometr
ma dvé analogicka provedeni, pro levé a pravé chodidlo. Trigrovani seSlapovani je
provadéno optickou signalizaci, ktera je automaticky synchronizovdna s béhem MR
sekvence.

V CEMR se pouzivd komercni chodidlovy ergometr Trispect (Ergospect,
Innsbruck, Rakousko, viz Obr. ¢. 8), ktery je zaloZzen na pneumatickém principu.
Odpor pedalu se nastavuje pomoci tlaku vzduchu, stejné¢ tak monitorovani pohybu
je provadéno pomoci tlakového c¢idla. Dalsi rozdil mezi ergometrem Trispect
aergometrem v IKEM byl vpoloze osy rotace Slapky ergometru (viz Obr. ¢. 8

a oddil 5.1.3).
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Obr. ¢. 7. Experimentalni vybaveni.
A) schéma konstrukce MR kompatibilniho ergometru; B) konstrukce nosice zavazi
a monitorovani zatéze; C) dudlni 'HP'P povrchova civka; D) pedalovy systém
ergometru v nejnovej$i konstrukéni verzi; E) umisténi zafizeni a vySetfovaného
subjektu pred magnetem tomografu.

osa rotace peddlu osa rotaceépedalu

Obr. ¢. 8. Porovnani konstrukce ergometr.

A) mechanicky ergometr v IKEM (pfed druhou ptestavbou); B) pneumaticky ergometr
v CEMR. Mimo nastavovani zatéze je zejména odliSné provedeni pedalu Slapky,
viz schémata pod fotografiemi.

51



4.3 VySetiovaci protokoly

4.3.1 Protokoly *'P MRS

4.3.1.1 Klinicky vyuZivany protokol zatézové *'P MRS

Protokol zat&zové *'P MRS se skladal ze dvou &asti:

1) MR zobrazeni pro urCeni prafezu svalu a ovétreni polohy civky vici lytkovému
svalu (dvé kratsi proton-denzitni sekvence);

2) dvé nelokalizované *'P MRS sekvence FID:

a) pro klidovy metabolismus svalu (TR = 15 s, sklapéci uhel (FA) = 90°,
16 akvizic (Acq), 1 méfeni (meas), délka 4 minuty);

b) pro dynamické méfeni se samostatnym ukladanim kazdé zmétené akvizice
(TR=2s,FA =42° 420 meas, délka 14 minut). Pacient béhem této
sekvence byl dvé minuty v klidu (60 spekter), 6 minut vykonaval flexi (7 kg
zavazi, jedno ptipadné¢ dvé sesSlapnuti za akvizici (2 s), 180 spekter)
a 6 minut odpocival (regeneracni perioda, 180 spekter). Ukdzkovy zdznam

dat je na Obr. €. 9. Celkova doba vySetteni ¢inila ptiblizné¢ 30 minut.

Mimo fosforového metabolismu se méfila u osob i maximalni sila (MVF), kterou
jsou schopny stlacit pedal (méfeno na MR nekompatibilnim dynamometru mimo
mistnost tomografu). Z MR vysetieni byl spoéten prifez m. gastrocnemius uréeny z 'H
MRI transverzalnich fezii a celkovd vykonand prace béhem seSlapovani pedalu

v tomografu.
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signal

Obr. & 9. Zaznam *'P MRS spekter béhem 14 minutového zat&zového protokolu.

4.3.1.2 Protokol *'P satura&niho transferu

Protokol *'P saturaéniho transferu se skladal z MR zobrazeni pro ovéreni polohy
civky vadi Iytkovému svalu, klidové nelokalizované *'P MRS (sekvence shodna
se zat&zovym >'P MRS protokolem) a sekvenci pro méfeni nelokalizovaného *'P
saturacniho transferu. V ptipadé pacientll byla pouZzita saturani sekvence s postupné
nastavenou saturaci na: YATP (-2,48 ppm), 2,48 ppm a 12,51 ppm (kazda
sekvence: 32 Acq, TR = 15 s, 8 minut). V pfipadé zdravych dobrovolnikii byl ziskan
navic T, aparentni ¢as PCr a Pi pomoci nelokalizované *'P MR sekvence Inversion
Recovery (s inverznim ¢asem TI = 100, 300, 700, 1 250, 1 900, 3 650, 4 800, 6 200,
8 000 ms, TR =15s, 16 Acq, 4 minuty na kazdé TI).
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4.3.1.3 Metodicky protokol pro porovnani zatéZové *'P MRS

Dalsi méfeni zatézové *'P MRS zahrnovalo protokoly na metodické srovnani
vlivu experimentalniho vybaveni (civky a ergometru), vlivu velikosti zatéze a velikosti
magnetického pole na parametry ziskavané zatézovou *'P MRS. V ramci vy3etfovacich
protokolti se v IKEM provedlo méteni dvou zatézi — 7 a 10,5 kg s odstupem 15 minut
behem jednoho vySetfeni (perioda seslapovani byla stejna jako u klinického protokolu
TR =25s). VCEMR se provedlo na 3 T a 7 T tomografech méfeni 3 zatézi s odporem
1,2; 1,8 a 2,4 baru béhem jednoho vysetieni se stejnym casovym odstupem 15 minut
(1,2 a 1,8 baru odpovida zatézi 7 a 10,5 kg v IKEM. Odpory byly vybrany na zakladé
kalibrace pomoci zavazi z IKEM).

Parametry *'P MR sekvenci byly identické jako v piipadé uvedeného klinického
protokolu zatéZové *'P MRS, pouze na 7 T byl zvétsen frekvenéni rozsah pulzi
anavysen FA. Pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti bylo dvakrat vysetfeno 5 osob na
obou pracovistich stejnym vySetfovacim protokolem (vyjma nejvétsi zaté€ze). U téchto
osob se méfila i sekvence *'P 3D CSI (matice 12 x 12x 12, rozmé&ry matice (VOI)
200 x 200 x 200 cm, FA =42° 2 Acq, TR = 2 s) pro hodnoceni detekéniho objemu
obou fosforovych civek.

Pro vypocet metabolickych parametrii se pouzil stejny postup jako u klinického
protokolu vyjma normalizace signalu PCr, ktera byla provedena pies pomér PCr/yATP
(na 7 T signal BATP neni pln¢ excitovan, protoze SAR limity a zesilova¢ nedovoluji
pouzit dostatecné velky vykon sklapécich pulzii v poZadovaném frekvenénim rozsahu).

Podrobnéjsi popis experimentu je uveden v (Sedivy P. et al., 2015).

4.3.2 '"H MRI protokol

4.3.2.1 Protokol na hodnoceni zmény intenzity obrazu svalové tkané vazané na

prodélanou zatéz

Vysetfovaci schéma se skladalo ze zakladni lokaliza¢ni sekvence a Sestiminutové
zateze (7 kg), kdy osoby mély za ukol seSlapovat pedal jako pii zatézové 3P MRS.
Béhem samotné zatéze se zadnd MR sekvence neméfila, ale po jejim dokonceni
okamzit¢ nasledovala sekvence EPI (TR = 3 s, FA = 70°, TE = 30 ms,
VOI=180x 180 x 5 mm, 36 vrstev, matice 64 x 64, 1 Acq, 180 meas, celkova doba

sekvence 9 minut, transverzalni orientace), jez méla zaznamenat zménu v kontrastu
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tkdn¢ zplsobenou provedenou zatézi. Na zavér vySetfeni byla pouzita T, vazena
sekvence s 4x vysSim prostorovym rozliSenim nez méla EPI sekvence (TR = 1,2 s,
TE=11 ms, FA = 90°, VOI =180 x 180 x 5 mm, matice 256 x 256, 36 vrstev, doba

trvani 3:53 min) pro anatomické mapovani zmen zjisténych EPI sekvenci.
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4.4 Pousity vyhodnocovaci software a metodika zpracovdni zdtéiové *' P

MRS

Pro feSeni jednotlivych tkolt dizertacni prace byl pouzit program jMRUI 5.0
(JMRUI Consortium) a Matlab (MathWorks). Program jMRUI umoziiuje vyhodnoceni
integralnich intenzit jednotlivych metaboliti ve *'P MR spektru pomoci nékolika metod.
Pro teSeni dizertatni prace byla zvolena metoda, jez je implementovana v modulu
AMARES, ktery fituje spektrum signdly, jejichz piitomnost se ofekava v kosternim
svalu. Ocekavand informace o jednotlivych metabolitech (Larmorova frekvence
metabolitu, pfibliznd polositka, multipletni struktura atd.) je pro modul AMARES
ulozena v tzv. bazi, kterou pfedem musi definovat uzivatel programu.

Program Matlab (verze R2007b a R2016b) byl vyuZit jako vyvojové prostiedi pro
tvorbu vlastnich programil na zpracovani MRI a MRS dat (popis vyvinutych programi
ve vysledcich dizertacni prace, viz kapitola 5.1.4). Program Matlab spolu se software R,
GraphPad Prism (GraphPad Software) a Statistica (StatSoft) byly vyuzity
ke statistickému zpracovani vysledkd.

Jako vysledné parametry klidové *'P MRS z programu jMRUI byly vzaty poméry
metabolitt (Pi, PCr, PDE) vic¢i signalu BATP nebo vii¢i celkové sumé signalu vSech
fosforovych metaboliti v *'P MR spektru. Ze zatézové *'P MRS se hodnotil zejména
relativni a absolutni pokles PCr (absolutni kvantifikace provedena pfes pomér
PCt/BATP a predpokladanou stalou ATP koncentraci 8,2 mM/l), Vpc, tpcr
(monoexponencialni fit), pH na konci zatéze (pHcy) a Omar. Pro statistické vyhodnoceni

Onax se vybral vypocet podle ADP modelu, viz vztah (44).
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4.5 Statisticke hodnoceni

Pro porovnavani dvou skupin parametrti byl zvolen Studentiiv t—test v ptipadé
shodnych rozptyli (hodnoceno F-testem), v pfipadé riznych rozptylli nebo nesplnéni
podminky normality byl zvolen neparametricky Mann-Whitneytv test (U—test).
Pro hodnoceni efektu 1écby byl pouzivan parovy t-test.

Porovnani vice skupin bylo provedeno pomoci jednofaktorové (one—way
ANOVA) nebo vicefaktorové analyzy rozptylu (pii hodnoceni kombinovanych vlivi,
napf. stupn¢ onemocnéni a pohlavi). Jestlize ANOVA ukazala signifikantni zmény, byla
jako post-hoc test vybrana Tukeyova metoda mnohonasobného porovnavani. Hladina
statistické vyznamnosti byla zvolena na p = 0,05.

Pro korelacni analyzy byl pouzit Pearsontiv korela¢ni koeficient.

Pro porovnani vySetfeni na dvou odliSnych ergometrech byly vzaty Bland—
Altmanovy grafy (Altman D. G. & Bland J. M., 1983).

Pro urceni reprodukovatelnosti méteni byl zméten Test-retest s vypoctem intra—
class korelace (/CC) a koeficient variace (CV) (Shrout P. E. & Fleiss J. L., 1979):

oV = 1 ZN |test; — retest;] (1)
N Luj— (test; — retest;)/2

Nekterd data byla hodnocena také pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) nebo

line4rni diskriminaéni analyzou (LDA).
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5 Vysledky

5.1 Metodické vysledky

5.1.1 Hodnoty reprodukovatelnosti zatéZové *'P MRS a posouzeni vlivu
magnetického pole a experimentalniho vybaveni na vysledné

parametry zitéZové >'P MRS

Porovnani vlivu experimentalniho vybaveni (civek, magnetického pole
a ergometrll) na konecné metabolické parametry probéhlo u 11 osob (3 Zeny, 8§ muzl)
na 3 T tomografu vIKEM a na 3 T a 7 T tomografu v CEMR. Primérny vék
vySetfovanych osob ¢inil 36 + 13 let s indexem BMI = 23,5 + 2,5 kg/m?, viechny osoby
byly nekuféci a fyzicky stiedné aktivni. Soucésti studie bylo urceni reprodukovatelnosti
vySetfeni (ur€eno pomoci 5 osob vIKEM a 5 osob v CEMR) a kalibrace odporu
ergometru v CEMR. U vySetfovanych osob byla zméfena i maximalni vynutitelna sila,
na jejimz zakladé bylo uréeno, Ze pouzity odpor 1,2 bar odpovida 15 £ 5 % MVF,
respektive 1,8 bar =24 £ 8 % MVF a 2,4 bar = 32 + 11% MVF. Vysledky byly shrnuty
v publikaci (Sedivy P. et al., 2015).
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5.1.1.1 Reprodukovatelnost zatéZové *'P MRS

Pro hodnoceni reprodukovatelnosti byl pouzit Test-retest (vypocet koeficientl
variace a intra-class korela¢nich koeficientlr). Pro zatéz 7 kg a 10,5 kg jsou vysledky CV

a ICCuvedeny v Tab. ¢. 4.

Tab. ¢. 4. Koeficienty variace (CV) a intra-class korela¢ni koeficienty (/CC) pro
vybrané parametry ([PCrluiq — klidova koncentrace PCr, APCr — pokles PCr, 7pc, —
recovery ¢as PCr, pH, — pH na konci zatéze, Vpc, — pocatecni rychlost tvorby PCr, Oy«
— mitochondrialni kapacita) zatézové *'P MRS u vysetfeni provedenych v IKEM
avCEMRpti3 Ta7T poli.

CV %] By zat¢z  [PCrlaig APCr TpCr pHey Veer Omax

IKEM 3T 7kg 1,9 9 6,1 0,3 8,6 6,5
IKEM 3T 105kg 6 13,3 6,1 0,1 6,9 6,1
CEMR 3T  Jkg 2.8 14,5 9 0,1 17,8 13,2
CEMR 3T -105kg 1,1 6,6 9,6 0,1 10,8 10,3
CEMR 7T  -7kg 1,7 15,4 7.6 0,1 16,5 12,4
CEMR 7T -105kg 47 16,1 79 0,2 12,5 8,3

1CC,, By zat¢z _ [PCrlwia _ APCr TpCy pHe, Vpcr Omax

IKEM 3T 7kg 0,95 0,94 0,98 0,79 0,94 0,94
IKEM 3T 10,5kg 0,82 0,94 0,96 0,93 0,99 0,97
CEMR 3T -7Tkg 0,95 0,83 0,80 0,78 0,89 0,92
CEMR 3T -10,5kg 0,97 0,99 0,83 0,98 0,97 0,94
CEMR 7T -7Tkg 0,98 0,95 0,81 0,96 0,92 0,88
CEMR 7T -10,5kg 0,95 0,85 0,96 0,88 0,90 0,91

5.1.1.2 Vliv velikosti magnetického pole na parametry zatézové *'P MRS

Pouziti vyS§iho magnetického pole (7 T vic¢i 3 T) se projevovalo navySenim
poméru signalu vic¢i Sumu (SNR), jak je patrné z Obr. ¢. 10. U PCr vzrostl SNR
2270+ 40 na 660 + 50. NarGst SNR u PCr néasledné zptisobil zvySeni jeho ptesnosti
fitovani v JMRUI (Cramer-Rao dolni mez (CRLB) PCr: 1,06 % + 0,44 % na 7 T vs
1,22 % + 0,38 % na 3 T). Vys§i SNR zlepsil i ptesnost fitovani exponencidlou pro
hodnoty PCr v regeneratni periodé¢ (adjustované R =0,962+0,049 na
7Tvs0,828+0,135 na 3T). Porovnani Q. pomoci Bland-Altmanovych graft

je ukazano na Obr. €. 11, hodnoty ostatnich parametrti jsou uvedeny v Tab. €. 4.
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Obr. &. 10. Porovnani *'P MR spektra Iytkového svalu méfeného pii 3 T a 7 T stejnou
nelokalizovanou sekvenci FID a civkou se stejnym polomérem a konstrukei.

Nartst SNR je znatelny zejména ve zvétSeném detailu spektra mezi 6 a 2 ppm.
Signal BATP je na 7 T zmenSeny, protoze SAR limity nedovoluji nastaveni
dostate¢ného frekvencniho rozsahu skléapéciho pulzu, ktery by pokryl vSechny signaly v
3P MR spektru.

Qmex 3T vs 7T v CEMR pfi zatéZi 7 kg Qmax 3 Tvs 7 T v CEMR pfi zatézi 10,5 kg
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Obr. ¢. 11. Bland—Altmanovy grafy mitochondrialni kapacity vytvofené z hodnot
vySetieni provedenych v CEMR na 3 T a 7 T tomografu pii dvou riznych zatéZzich.

Tab. &. 5. Praimémé vypoditané parametry zatéZové °'P MRS z vySetfeni provedenych
v CEMR na 3 T a 7 T tomografech pii tiech riznych zatézich.

Zatez 7 kg (1,2 bar) 10 kg (1,8 bar) 14 kg (2,4 bar)

By 3T 7T 3T 7T 3T 7T
[PCrlxia [mM] | 33,0£3,8 32,5+3,6 |33,0£3,2 325+38 | 322+34 31,2+3,1
APCr [%] 12+5 12+3 22+£10 20+ 38 31+ 14 28 £ 13
Tper [S] 31+7 33+£4 316 31+6 31£10 31+6
Vper [mM/s] 0,13+0,05 0,12+0,04{0,24+£0,11 0,22+0,09| 0,32+0,10 0,27+0,11
Opax [mMM/s] 10,31 +£0,08 0,30+0,07|0,49+0,15 0,47+0,15| 0,57+0,11 0,49+0,13
pHey 7,08+0,01 7,07+0,02|7,05+0,04 7,05+0,03| 7,04 +0,04 7,05+0,03
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5.1.1.3 Vliv civKky a riizné konstrukce ergometru na parametry zat&zové *'P MRS

Hodnoty vypocitanych metabolickych parametrii z vySetfeni provedenych na 3 T
MR tomografech v IKEM a v CEMR jsou uvedeny v Tab. ¢. 6. Bland—Altmanovy grafy
Omax a klidové koncentrace PCr jsou zobrazeny na Obr. ¢. 12. Kvalitativni ukdzka
typicky namétenych zavislosti PCr z CEMR a IKEM je na Obr. ¢. 13. Jak z uvedené
tabulky, tak 1 z Bland—Altmanovych grafii PCr je patrné, ze vypocitana koncentrace
PCr v Praze je pfiblizn€ o 10 % vétsi nez v CEMR. Pro vysvétleni bylo provedeno
hodnoceni detekéniho objemu civky pomoci koregistrace hodnot PCr z>*'P 3D CSI
s anatomickym '"H MRI v Matlabu, viz Obr. & 14. Relativni piispévky k celkovému

signdlu z jednotlivych svali jsou zaznamenany v Tab. €. 7.

Tab. &. 6. Praiméré vypoéitané parametry zatéZové >'P MRS z vyietieni provedenych
v IKEM a v CEMR pfi 3 T s dvéma rtiznymi zatézemi.

zatéz 7 kg (1,2 bar) 10,5 kg (1,8 bar)
pracovisté IKEM CEMR IKEM CEMR
[PCr]xiia [mM] 35,5+2,7 33,0+ 3,8 36,7+2,7 33,0+3,2
APCr [%] 20+ 14 12+5 33+ 15 22+10
Tpcr 8] 34+7 31+7 41+9 31+6
Vpcr [mM/s] 0,21 £0,12 0,13 +£0,05 0,30+0,13 0,24+0,11
Opax [MM/s] 0,45+0,16 0,31 £0,08 0,53+0,15 0,49+0,15
pHey 7,04 £ 0,04 7,08 £ 0,01 7,02+0,04 7,05+0,04
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[PCA v IKEM vs CEMR, zatéZ 7 kg

[PCr v IKEM vs CEMR, zatéZ 10,5 kg
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Obr. ¢. 12. Bland—Altmanovy grafy Q... a klidové koncentrace PCr [PCr] vytvorené
z hodnot vySetfeni provedenych v IKEM a v CEMR na 3T MR tomografu ptfi dvou

ruznych zatézich (7 a 10,5 kg).
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Obr. ¢. 13. Graf PCr ze zatéze 10,5 kg (tj. 1,8 bar) u jedné vybrané osoby z vySetieni
provedenych na 3 T a 7 T MR tomografu v CEMR (komer¢ni ergometr) a na 3 T

tomografu v IKEM (ergometr doméci vyroby).
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Obr. &. 14. Transverzalni 'H a *'P MR obrazy lytkového svalu.

A, B - transverzalni '"H MR obrazy lytkového svalu naméfené pomoci dvou duélnich
'HA'P MR civek v Praze a v CEMR s manualné zhotovenou segmentaci svaltt GM (m.
gastrocnemius medialis), GL (m. gastrocnemius lateralis) a SOL (m. soleus).

a,b - velikost signdlu PCr nésledné¢ zméfend témito civkami pomoci 3D CSI v IKEM
av CEMR.

Tab. ¢. 7. Podil signdlu PCr (M) z vybraného svalu vici celkové sumé signalu PCr (S).

civka flexi civka (@ 11 cm) - IKEM rigidni civka (@ 10 cm) - CEMR
gastroc. gastroc. gastroc. gastroc.

sval lateralis medialis solens lateralis medialis solens

M/S [%] | 22,6 £5,2 27,6+88 27,8+7,2|250+8,0 232+7,1 262+2)5
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5.1.2 Simulace vlivu parametri vySetieni na presnost urceni PCr recovery

konstanty.

Byly provedeny Monte Carlo simulace (pro kazdou variantu 20 simulovanych
kiivek) pro tii razné zpc, = 20, 50, 100 s a se dvéma kombinacemi velikosti Sumu.
V druhé kombinaci je Sum 3x véEtSi nez v prvni, Sum je generovan pseudonahodné
s Gaussovym rozdélenim, viz Obr. €. 15. Vysledné hodnoty relativniho rozptylu
a relativni skute¢né chyby jsou zobrazeny na Obr. ¢. 16. Dale byla provedena simulace
kombinovaného vlivu frekvence vzorkovani a poklesu PCr. Zde se pouzilo pro kazdou
kombinaci parametri 50 simulovanych kiivek, Sum byl zvolen dvojndsobny nez v prvni
simulaci. Vysledky téchto simulaci jsou zndzornény na Obr. €. 17.
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Obr. €. 15. Simulované zavislosti PCr v regeneraéni periode¢.

A) simulované hodnoty PCr v regeneracni periodé¢ pro zpc, = 20 s (modré body),
50 s (zelené¢ body) a 120 s (Cerné body) s mensSim Sumem; B) simulace pro stejné
hodnoty zp¢, (20, 50 a 120 s) s nastavenym trojnasobnym Sumem.
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Obr. ¢. 16. Grafy relativniho rozptylu zp¢, a relativniho rozdilu skute¢né a vypocitané
hodnoty zp¢, v zavislosti na poklesu PCr a velikosti Sumu.
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Obr. ¢. 17. Grafy rozptylu 7pc, a primérné vypocitané hodnoty zpc;.

A) 3D graf rozptylu zpc, (pro zpc = 50 s) v zavislosti na poklesu PCr (4PCr) a periodé
vzorkovani; B) 3D graf pramérnych hodnot zp¢, v zavislosti na poklesu PCr (4PCr)
a periodé vzorkovani.

5.1.3 Technické upravy ergometru a dalsi zdokonaleni experimentalniho

4 r W v 1 r r . . b4 4 14
vybaveni pro zatéZovou P MRS provedené v ramci dizerta¢ni prace

Jednim z vysledkd dizertaéni prace jsou navrzené a ndsledné femeslnikem
provedené technické tpravy zafizeni pro méfeni zatézové *'P MRS.

Ergometr proSel celkem dvéma rekonstrukcemi, ob¢é se tykaly zmény polohy
a konstrukce jeho Slapky. Prvni rekonstrukce se skladala z posunuti osy rotace Slapky

pod patu nohy, viz Obr. ¢. 18.

Obr. ¢. 18. Jednotlivé konstrukéni verze S$lapadla mechanického MR ergometru
v IKEM.

A), B) a C) fotografie jednotlivych verzi Slapadla a k nim odpovidajici technické
znazornéni jejich konstrukce - a), b) a c). U Slapadel se ménila zejména pozice osy
rotace pedalu.
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Tato zména byla navrzena tak, aby se pohyb na ergometru stal vice pohodlny
a seSlapovani nezplsobovalo vyznamné pohybové artefakty. Navic bylo zlepSeno
i fixovani nohy ke Slapce pomoci diabetické obuvi. Upevnéni boty ke Slapce je
realizovano suchym zipem a do bot se pouzivaji navleky.

Se zminénymi inovacemi prob¢hlo srovnani s komerénim ergometrem, ktery maji
zakoupeny na magnetické rezonanci v CEMR. Pfi srovnani dat (viz Obr. €. 13) je
patrné, ze pohyb na ergometru v IKEM nezplsobuje vyznamné vétsi pohybové
artefakty nez pohyb na CEMR ergometru. Ackoliv lze vysledek povazovat za
uspokojivy, stale bylo seslapovani na ergometru v IKEM pocitové méné pohodlné
a pozice osy rotace pod Slapkou nutila osoby vykonavat pii seslapovani komplexnéjsi
pohyb, nez je pouhy ohyb nohy v kotniku (¢ast osob si pomdahala pti seslapovani
pohybem celé dolni koncetiny). Z téchto divodl bylo navrzeno upevnéni lytka a kolene
(Obr. ¢. 19B) pomoci konstrukce, kterou se noha z boku a shora pevné fixuje. Zaroven
doslo ke druhé konstrukéni zméné Slapky ergometru. Pro zménu konstrukce Slapky byly
vyuzity zkuSenosti z méfeni s komerénim ergometrem v CEMR. Zde je Slapka
konstrukéné realizovédna tak, Ze osa jeji rotace je umisténa piimo do stfedu kotniku
(viz Obr. €. 8), ¢imZ je flexe zcela pfirozend a Slapka si nevynucuje Z4dny dodatecny
pohyb konletiny. Pro ergometr v IKEM to znamenalo pomérné velkou konstrukcni
zménu, protoze Slapka musela byt zcela pfestavéna a cela konstrukce ergometru se
musela dodate¢né zpevnit. Po tpravach se stal pohyb na ergometru velmi plynuly

a pohodlny.
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Obr. ¢. 19. Dalsi vyvinuté technické vybaveni.

A) fotografie optické signalizace, B) fotografie konstrukce na upevnéni koncetiny,
C) fotografie dynamometru domaci konstrukce (digitdlni méfic¢ a tenzometrické ¢idlo
jsou komer¢ni produkty).

Vyjma konstrukce ergometru bylo zlepSeno i trigrovani zatéze, kde se vyuzil
systém, ktery byl pracovniky IKEM vyvijen pro interakci s pacienty béhem fMRI studii.
V ptipadé zatézové *'P MRS systém automaticky signalizuje (bliknuti 4 diod,
viz Obr. ¢. 19A) k seSlapnuti pedalu podle béhu sekvence a nastaveného schématu
cviceni. Optickd signalizace usnadnila vySetieni zejména starSich pacientl, ktefi
disponuji Spatnym sluchem (diive zahajovali pacienti seSlapovani na Ustni pokyn
a frekvenci seSlapovani udrzovali podle zvuku jednotlivych akvizic).

Poslednim vylepSenim zafizeni pro zatéZovou °'P MRS byla konstrukce
dynamometru (Obr. ¢. 19C) na ureni maximalni sily, kterou jsou pacienti schopni
vyvinout. Silomér neni MR kompatibilni a pouZziva se v jiné mistnosti nez je MR

tomograf.
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5.1.4 Vyvinuty software

Dilezitou soucasti dizertacni prace byl vyvoj softwaru pro zpracovani MR dat

ziskanych ze svalové tkdn€¢ béhem a po svalové zatézi.

5.1.4.1 Software pro zpracovani>'P MRS

Pro vyhodnoceni zatézové *'P MRS byl vyvinut program na zpracovani
integralnich hodnot z programu jMRUI, ktery slouzi k vypoctu diilezitych klinickych
parametri tykajicich se zejména oxidativniho metabolismu svalu. Dva dal$i mensi
programy, které vznikly jiz v ramci feSeni diplomové prace autora dizertacni prace, byly
vylepSeny a pfeprogramovany ze skriptovaciho jazyka PHP (Hypertext PreProcessor)
do jazyka softwaru Matlab. Posledni program vyvinuty k zatézové *'P MRS se tykal
Monte Carlo simulaci PCr regeneracni kiivky a slouzi k odhadnuti teoretické ptesnosti,
jaké Ize dosahnout s danymi parametry protokolu.

Prvni  pfeprogramovany program umoziuje automatické konzistentni
pfejmenovani souboru v adresafi tak, aby program jMRUI nacetl jednotliva spektra
v poradi podle ¢asové posloupnosti méfeni. Program byl vylepSen oproti verzi v PHP
o Cteni Casu akvizice, ktery se nenacitd z ndzvu souboru, ale piimo z DICOM tagu
jednotlivych IMA soubortli, coz je mirn¢ pomalejsi postup, ale je zcela nezavisly na
pivodnim pojmenovani souborti, které se miize ménit mezi verzemi softwaru tomografu
nebo dalsiho pfejmenovanim souborti v databazi instituce.

Druhy pfeprogramovany program umoziuje urcit celkovou praci, kterou subjekty
vykonaly b&hem zat&zové *'P MRS, coz je dilezita informace pro hodnoceni poklesu
PCr a pH mezi jednotlivymi pacienty. V fad¢ piipadii uvadéji autofi védeckych
publikaci pouze odpor pedalu, ale v pfipadé ergometru v IKEM je tato informace
nedostatecnd, protoze pacienti si vzdy do jisté miry pfizplsobi velikost seSlapnuti svym
fyzickym moznostem a celkové pohyblivosti nohy v kotniku. Preprogramovany
program zpracovava textovy soubor, ve kterém je uloZen zdznam napéti
z potenciometru, jeZ odpovida poloze zavazi. Oproti plivodni verzi program v Matlabu
dokéze automaticky zpracovat celou sloZzku s mnoha zdznamy zatéZze a vysledek ulozit
do TXT souboru. Navic byla vylepSena i poloautomaticka rutina. V piivodni verzi
se v poloautomatické rutiné pfes html formulat zadavaly dvé pifimky. Prvni pfimka
slouzila jako zakladni ¢ara a druhd pfimka jako startovaci mez pro hleddni maxima

piku, respektive nejvys$si polohy zévazi. Tento postup byl v Matlabu nahrazen
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programem s GUI rozhranim, kde je moznost definovani nékolikanasobné lomené cary

pomoci pohodIného klikani mysi do zobrazovaného grafu dat (viz Obr. €. 20).
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Obr. ¢. 20. Ukazka okna programu pro zpracovani signdlu z potenciometru pro vypocet
vykonané préce.

Zcela novym vyvinutym programem s GUI rozhranim je program pro zpracovani
integralnich hodnot fosforovych signalti ziskanych programem jMRUI (pojmenovan
SEIP1). Program SEIP1 umoziluje nacteni TXT souboru ziskaného z modulu AMARES
(JMRUI) pomoci tlacitkového vybéru z konkrétni slozky. Nacitaji se integralni hodnoty
fosforovych signald z klidového *'P MR spektra pro uréeni korekénich faktort saturace
pro zatézové meéteni a integralni hodnoty fosforovych metabolitii a jejich chemické
posuny ze zatézové ¢asti vySetieni. Programu je nutné kromé TXT soubort zadat pouze
repetiéni Cas méfeni.

Program SEIP1 provede pseudokvantifikaci jednotlivych signald podle signalu
BATP, zobrazi grafy PCr, Pi, pH, ATP, ADP (Obr. €. 21). pH se vypocitd z chemického
posunu mezi signadlem PCr a Pi, pfi $t€peni signdlu Pi nabidne program ¢asovou osu pro

vybér ¢asového tseku, kdy se ma uvazovat druhy ,.kyselejsi* signal Pi.
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Obr. ¢. 21. Ukdzka GUI rozhrani programu SEIP1 pro zpracovani zatézové 3P MRS.
Jednotlivé grafy ukazuji priibéhy absolutnich koncentraci vybranych metaboliti v mM/1
a pH na Case (grafy po normalizaci). Signal ATP a pH byl v programu uz vyhlazen.
Vyhodnoceni jednoho pacienta s kvalitnim zaznamem >'P MRS lze v programu provést
do jedné¢ minuty, program vSak zejména velmi zrychluje zpracovani subjekti s horsi
kvalitou dat.

V programu SEIP1 Ize provést inspekci dat, pokud nékteré hodnoty jsou
evidentné nesmyslné (napf. faddovy rozdil integrdlni hodnoty z dGvodu Spatné
fitovaného spektra v jJMRUI). Hodnota se odstrani bud’ automaticky, nebo manuélné
klikanim do pfislusného grafu, viz Obr. €. 22. Hodnoty pH a ATP Ize dle potieby
vyhladit. Po inspekci dat se definuji meze (opét klikdnim do grafu), odkud budou
pocitany poklesy PCr, pH a vzrlst Pi, ADP (nutné provést manualné, protoze nékteti
pacienti za¢nou omylem cvicit dfive nebo nezvladnou cvicit celou dobu).

Predposlednim krokem je provedeni fitovani PCr, Pi a ADP, kdy se musi v grafu
PCr vyznacit meze, v kterych se ma PCr, Pi a ADP fitovat exponencialni funkeci.
Po vyznaceni mezi se provede automaticky fit a zobrazi se okno s rezidui fitovani.
Pokud je fit v€rohodny, zmackne operator programu posledni tlacitko, které slouZzi
k vypodtu mitochondrialni kapacity. Tim je hotové zakladni zpracovani *'P MRS
vysetieni, ve kterém byly ureny nasledujici parametry: praimérné hodnoty PCr, Pi,
ATP, ADP, AMP, pH a Garp pied a na konci zatéze, hodnoty recovery konstant zpc,. 7p;
Tapp, Vrer @ Omax (podle linedrniho modelu, podle modelu kinetiky prvniho a druhého

fadu a podle modelu s fosfatovym potencidlem, viz rovnice (43), (44), (45) a (48)).
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Vsechny vypocitané parametry je mozné ulozit do TXT souboru opét ptes tlacitkovy
vybeér.

Jestlize naméfena *'P MRS data maji dobrou kvalitu (zejména dostateény pokles
PCr s exponencidlnim prabéhem poklesu a navratu hodnot béhem a po fyzické zatézi),
lze v programu pokraCovat ve vyhodnoceni, které umoznuje vypocitat jednotlivé
ptispévky tvorby ATP skrze kreatin-kinazovou reakci, oxidativni fosforylaci
a anaerobni glykolyzu. Pro vypocet obratu ATP v kreatin-kindzové reakci (viz rovnice
(22)) program prolozi zavislost PCr béhem zatéZze biexponencidlni ¢i jednodussi
monoexponencialni kiivkou s linedarnim ¢lenem. A7TPp,, o« je Vypocitdn pomoci vztahu
(26). ATPg,x & je bud’ dopotitin na zakladé zékonu zachovani ATP nebo H' (viz oddil
3.2.4.1). Pii vypoctu na zadklad¢ zédkona zachovani tvorby a spotieby ATP program
vyuziva i zdznam zatéze pro odhad aktualni spotfeby ATP dané okamzitym cvi¢ebnim
vykonem. Aktuédlni vykon je porovnavan s vykonem a spotfebou ATP na pocatku
zatéze. Pro vypoCet ATPj, g zrovnovahy H" program propoditava i pufrovaci
konstantu svalové tkdn¢ (z pocate¢niho vzristu pH a poklesu PCr) a H.x ze svalu dany
zménou jeho pH. Ukazka grafu vykonu, ATPpuu. pcr, ATPpux ox @ ATPpux o VypoCitaného

ze zékona zachovani ATP je na Obr. €. 23.

AU 1100 : : : : . . : .
—

1000 f L‘ :

900 .

800

700
600 | VMW 1
500 |

400 r

300

200 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 | 900 ¢t [s]

Obr. €. 22. Odstranéni $patné nafitovanych hodnot PCr

Do grafu se pomoci pocitacové mysi naklika mnohouhelnik, ktery ohranicuje nesmysIné
hodnoty. Spatné hodnoty jsou pak odstranény z dalsiho zpracovani a graf je znova
piekreslen bez nich. Postup lze vicekrat opakovat u kazdého grafu.
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Obr. €. 23. Ukazka GUI okna z programu SEIP1 s vygenerovanym grafem okamzitého
vykonu a grafy ATP,. pcr, ATPiux ox @ ATPpyx i VypoCteného ze zakonu zachovani ATP.
Vsechny ¢tyfi grafy jsou pokracovanim vyhodnoceni subjekta z Obr. €. 14. Zaporna
hodnota ATPj,x pc, znamena resyntézu PCr z ATP po skonceni zat€ze. ATPjyxq PO
skonceni okamzité¢ vyrazné poklesne k nule, coZ odpovida tvrzeni, Ze v regeneracni
period¢ anaerobni glykolyza nepfispiva k tvorbé ATP. Zcela spravné by se méla
obdrzet Uplnd nulova zavislost, ale ATPj.q je vypocitin na nckterych pouze
pfibliznych predpokladech (stejnd bazalni spotieba ATP svalem pied, béhem a po
zaté7zi a stejna Ucinnost svalové kontrakce pro rizné intenzity Slapani) a zadvisi 1 na
spravnosti ATPj,.ox, ktera se odviji od diive vypocitané hodnoty Q... Pfes tyto
zminéné nedostatky je mnohem spolehlivéjsi vypocet ATPpyy o z rovnovahy ATP nez
z rovnovahy pH.
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5.1.4.2 Program na zpracovani 'H MR obrazu po vykonané zatéZi

Program slouzi k vyhodnoceni zmén intenzity obrazu ze sekvence EPI, ktera je
meéiena po skonceni delsi fyzické zatéze. Program méa GUI rozhrani, v kterém se nacte
transverzalni EPI sekvence. Vybérové lzenacist 1 dal§i sagitalni, koronalni
a transverzalni fezy s vy$$im rozliSenim pro koregistraci obrazu s EPI sekvenci.

Po nacteni sekvence EPI je mozné provést pohybové korekce (pro dva sméry),
pramérovani voxelu nebo jiné Casové ¢i prostorové vyhlazeni EPI dat (na vybér
je ne€kolik typt filtri). Po zminénych operacich lze data s upravami ulozit a pozd¢ji zase
nacist nebo pokracovat ve vyhodnocovani vypoctem map, jez zobrazuji barevnou skéalu
oblasti, kde doslo k nejvétsim zméndm signalu. Hodnoti se celkovd maximalni zména
intenzity signalu v daném voxelu obrazu. Mapy se ptekryvaji s EPI obrazy, lze zde
meénit prasvit piekryvu a také maximalni hodnotu barevné skaly, kterd odpovida urcité
zmén¢ intenzity obrazu. Zména maximalni hodnoty barevné skély slouzi na odfiltrovani
velkych zmén intenzit obrazu zpusobenych artefakty nebo cévami. Barevné mapy je
mozno zobrazit 1 v sagitalnich a korondlnich fezech nebo je pfimo pielozit na
transverzadlni MR obrazy s vétSim rozliSenim (viz Obr. ¢. 24). Mimo kvalitativni
hodnoceni lze data vyhodnocovat i kvantitativng.

Kvantitativni hodnoceni se skladd z manuédlniho segmentovani oblasti, ve které
barevna mapa udava velkou zménu intenzity signéalu, nebo se vybere konkrétni sval,
u kterého je predpokladan podil na zatézi. Po manudlnim oznaceni oblasti se zobrazi
kiivka vyvoje intenzity obrazu ve vybrané oblasti. Fitovani kiivky (vztahem (54)) se
automaticky provede v dalSich ctyfech nejblizSich vrstvach. Vysledné parametry

fitovani 1ze pak uloZit do textového souboru.
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Obr. &. 24. Ukazka GUI rozhrani programu pro zpracovani zatézové °'P MRS.

A) graf zmény intenzity obrazu z vybraného mista (m. peroneus longus, z vyznacené
oblasti na transverzalnim snimku). B) — korondlni, sagitalni a transverzélni fez svalu
z EPI sekvence s barevnou maskou vyjadfujici mista, kde doslo k nejvétSim zménam
signalu. Cervené a zluté oblasti zna¢i nejvétsi zménu signalu po prob&hlé zatézi.

5.1.5 Zapojeni svalii z "H MRI

Na zikladé¢ vyhodnoceni zmén kontrastu svalové tkan€ po probé&hlé zatézi
udvou dobrovolnikli, u kterych byla pouzitd EPI sekvence optimalizovana, bylo
zjiSténo, ze nejveétsi podil na seSlapovani pedalu ma sval m. gastrocnemius medialis
(viz Obr. €. 25). Druhym svalem, ktery se podili svou kontrakci na seSlapovani pedalu,
je m. gastrocnemius lateralis (v&tsi zména EPI signélu nalézdna v jeho proximalni ¢asti).
Po ptestavbé MR ergometru a pofizeni fixace lytka a kolene bylo béhem zitéze
registrovano i zapojeni m. peroneus longus s relativné podobnym prabéhem zmény

kontrastu svalové tkané po zatézi jako v m. gastrocnemius medialis (viz Obr. €. 26).
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Obr. €. 25. Zapojeni m. gastrocnemius do flexe kotniku pfed pfestavbou ergometru.
Na transverzalnim MR obrazu je bilou Carou ohrani¢ena oblast z m. gastrocnemius
(vybrana homogenni ¢ast bez cévy), z které je v grafu vynesena a nafitovana ¢asova
zavislost EPI signdlu po provedené zatézi (fitovani provedeno pomoci vztahu (54)).
Zelené, zluté a Cervené odstiny znaci mista, kde po probehlé zatézi doslo ke zméné
kontrastu tkang.
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Obr. €. 26. Zapojeni m. gastrocnemius a m. peroneus do flexe kotniku po piestavbé
ergometru. Grafy odpovidaji zméné EPI signalu z doty¢nych oblasti oznacenych bilou

kfivkou na transverzalnim MR obrazu lytkového svalu.
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5.2 Klinické >’ P MRS studie

5.2.1 *'P MRS u pacienti s diabetem mellitus - vliv nefropatie a pohlavi

Pro hodnoceni vlivu nefropatie a pohlavi na svalovy metabolismus u DM1 byla
vySetfena skupina diabetickych pacientd (19M/14Z bez komplikaci a 13M/5Z
s nefropatii) a zdravych kontrol (14M/12Z). DMI pacienti mé&li signifikantné zvyseny
HbA Ic oproti kontrolam, sérova hladina kreatinu byla zvySena oproti kontroldm pouze
u nefropatickych DM1 pacienti. Podrobnéj$i charakteristika pacientii je uvedena
v publikaci (Sedivy P. et al., 2018).

DMI1 pacienti a kontroly byli vy3etteni klidovou a zatéZovou *'P MRS klinickym
protokolem uvedenym v oddilu 4.3.1.1. Pomoci klidové *'P MRS byl zjiitén zejména
pokles BATP/Py a narlst Pi/Py: a PDE/Py: u nefropatickych pacientd. Signifikantni
rozdil v klidovych metabolickych parametrech v zavislosti na pohlavi byl zjistén pouze
u pH mezi zdravymi kontrolami (zdravé zeny méli nizsi klidové pH oproti zdravym
muzim).

V zatézové *'P MRS se rychlost resyntézy PCr se snizovala v pofadi skupin:
kontroly > DM1 bez komplikaci > nefropaticti DM1. U pacientll byl nalezen také
signifikantné vétsi pokles pH béhem zatéZe nez u kontrol. Po rozdéleni osob podle
pohlavi, trend v ristu zpc, zlstal dle zdvaznosti onemocnéni, avsak jediné signifikantni
zmény byly nalezeny mezi koncovymi hodnotami pH. Zdravé Zeny mély mensi hodnotu
pH nez zdravi muzi, navic i DM1 muzi méli signifikantné¢ mensi pH neZ zmiflovani
zdravi muZi.

Podrobné;jsi piehled jednotlivych vyslednych metabolickych parametrt je uveden

v publikaci (Sedivy P. et al., 2018), ktera je soucasti piiloh dizerta¢ni prace.

5.2.2 *'P MRS u pacientii s ischemii dolnich kon&etin

5.2.2.1 Charakterizace zavaZnosti ischemie podle P MRS

Ve studii hodnoceni efektu ischemie na svalovy metabolismus podle *'P MRS
bylo vySetieno 19 zdravych kontrol a 59 pacientl rozdélenych podle zavaZnosti
ischemie. Do metabolického porovnani ischemie byli zahrnuti pouze pacienti, ktefi
zvladli obé casti vysetteni (20 pacientd s kritickou ischemii bylo vyfazeno z divodu
Castetné amputace chodidla, omezené hybnosti v kotniku, velké klidové bolesti

chodidla atd.).
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Rozdé€leni vysetfenych subjekti:

a) CG skupina: 19 zdravych kontrol, stfedné fyzicky aktivnich, bez diabetu
a pfitomnosti symptomt ICHDK

b) PA skupina: 16 pacientli bez diabetu s mirnou az sttedni ischemii bez klidové
bolesti a defektl

c) DPA skupina: 23 pacientd s diabetem a kritickou ischemii

Podrobnéjsi charakterizace pacientd je uvedena v Tab. €. 8. a v (Sedivy P. et al.,

v tisku).

Tab. ¢. 8. Klinické charakterizace zdravych subjekt (CG), pacientli s mirnou az sttedné
zavaznou ischemii (PA) a pacienti s kritickou ischemii (DPA).

parametr CG PA DPA
pocet subjektt 19 16 23
vek 65+9 717 68+8
BMI [kg/m’] 26.543.9  262+4.6  30.4+3.3
muzi/zeny 11/8 10/6 2172
Fontainova klasifikace max I IIa, IIb v
délka chlize na pasu [m] 00 400£310 -
kotnikovy index - 0.58+0.17 -
TcpO, [mmHg] - - 26+10
délka diabetu [roky] 0 0 19+14
DM1/DM2* 0/0 0/0 4/19

*DMI1 a DM2 pacienti byly zatfazeni do jedné skupiny DPA na zdklad¢ statistickych
analyzy, kterd neprokazala odli$nost t&chto pacientd z hlediska *'P MRS.

Pacienti a dobrovolnici byli vysetieni klidovou a zatézovou *'P MRS klinickym
protokolem uvedenym v oddilu 4.3.1.1.

Obdrzené hodnoty zklidové *'P MRS jsou uvedeny v Tab. & 9, ze zatéZové
3P MRS jsou hodnoty zaznamenany v Tab. & 10. Vysledky zklidové a zat&zové
3P MRS jsou také graficky znazornény pomoci krabicovych grafii na Obr. &. 27 a Obr.
¢. 28. Na grafu Obr. €. 27 je také znazornéna signifikantni korelace mezi PDE/Pyy a
BMI. ANOVA analyza prokéazala signifikantni skupinové rozdily v jednotlivych
sledovanych parametrech jak v klidu, tak pfi zatézi. V ptipad€ klidového metabolismu
byly pomoci Tukey testu nalezeny rozdily v poméru fosforovych sloucenin mezi
skupinami CG a DPA a mezi PA a DPA. Skupina DPA méla velmi vyrazné sniZeny
pomér PCr/Pi, zvySené klidové pH a vySs$i zastoupeni signalu PDE/Py,. Navic
u 6 pacientll v DPA skupiné bylo pozorovano velmi netypické klidové Stépeni signdlu

P1i, viz Obr. €. 29. PA skupina méla oproti kontrolni skupiné CG pouze zvySené pH.
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Obr. ¢&. 27. Krabicové grafy klidové *'P MRS.

A) PCr/Pi a B) pH skupin PA a DPA pacienti a kontrolni skupiny CG (klidové *'P
MRS); C) obrazek korelace mezi BMI a PDE/Py, (Pearsontv korela¢ni koeficient
r=0.62,p<0,001).
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Obr. &. 28. Krabicové grafy zatézové *'P MRS.
A) normalizovany vykon (P) na prifez svalu (S); B) 4PCr C) tPCr a D) Ouax u CG, PA
a DPA skupiny.
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Obr. €. 29. Ukazka klidového Stépeni anorganického fosfatu.
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Tab. ¢. 9. Klidové pH a hodnoty pomérii fosforovych metabolitli vici sumé signalt
vSech fosforovych signalli (Pyy). Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami
(Tukey test, p < 0,05) jsou vyznaceny pomoci svorek.

skupina | PCr/Pi PCr/Py, Pi/Py, BATP/Py, PDE/P, pH

CG 8.6£1.6~ 0.51+£0.03— 0.060+0.009~ 0.088+0.014—~ 0.070+0.018 7.019i0.026]
PA 7.9il.ﬂ O.SZi0.0%j 0.06710.012j 0.08310.009] 0.07110.018] 7.04610.030}

DPA 5.5+2. 0.45+0.06= 0.093£0.037= 0.077+0.013-" 0.085+0.021— 7.052+0.031

Tab. & 10. Vysledky zatézové *'P MRS (normalizovany vykon — primérny vykon na
prafez m. gastrocnemius). Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami (Tukey
test, p < 0,05) jsou vyznaceny pomoci svorek.

. mve  tormal e per Veer O
B I R P 5 B © I V70 B 78 B
CG 450+140 0.16+£0.05 22+11 44£19 v 0.27£0.17~ 0.57£0.24%,7.034+0.03
PA 380£170  0.12+0.05 39:|:1ﬂ 117:!:80} 0.19:&0.07} 0.37ﬂ:0.14:ﬂ 6.873ﬂ:0.187]
DPA *n.a. 0.13£0.07 41+1 198173~ 0.13+0.09- 0.25+0.11-—6.835+0.238

V zatézové *'P MRS byly uz u PA skupiny nalezeny signifikantni rozdily oproti
CG skupin€ v Oy 1 v pHey €1 v APCr, naproti tomu signifikantni rozdily mezi PA
a DPA skupinou nebyly jiZ zjistény v ramci zatézové *'P MRS.

U pacientli byla také zkoumana korelace s klinickymi parametry. Zminéna velmi
silna korelace byla nalezena mezi BMI a PDE/Pyy (r = 0,62; p = 0,001). V PA skupiné
koreloval pomér BATP/Py: s hodnotou ABI (r = 0,70; p = 0,003). V DPA skupiné
nebyla nalezena Zzadna korelace s TcpO,, pouze mitochondridlni kapacita korelovala
s délkou diabetu (r =-0,51; p = 0,03).

Nejvetsi specificitu a senzitivitu detekci kritické ischemie mél parametr PCr/Pi
(pro hodnotu PCr/Pi = 6,8 byla senzitivita 85 % a specificita 83 %) a naopak pro
diagnostiku ischemie se ukdzal byt nejvice senzitivni a specificky parametr zpc,

(pro 7pc = 58 byla senzitivita 1 specificita vySetieni 90 %), viz ROC na Obr. €. 30.
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Obr. ¢. 30. ROC kiivky PCr/Pi a tpc, pro diagnostiku pifitomnosti ischemie, respektive
kritické ischemie.

5.2.2.2 Efekt 1é¢by

U casti pacientl s kritickou ischemii dolni koncetiny byl klidovou a zatézovou
3P MRS posuzovan efekt 1écby perkutanni transluminélni angioplastikou (PTA), nebo
implantaci mezenchymalnich kmenovych bun€k do cévniho tecisté 1ytka. Pacienti, ktefi
byli 1é¢eni kmenovymi bunikami, byli vySetfeni tésn¢ pred a v odstupu 3 mésicti od
chirurgické implantace. Pacienti, u nichz byla zvolena klasickd 1é¢ba pomoci PTA, byli
vySetieni den pfed zdkrokem a néktefi z nich, pokud neobdrZeli stent, den po PTA.
Nekteti pacienti nebyli vySetfeni z provoznich diivodi nebo zdravotnich komplikaci po
zakroku. Po tfech mésicich po PTA c¢ast pacienti nemohla byt vySetiena z divodu
amputace nohy pod kolenem, imrti nebo odmitnuti pokraovat ve studii. Z uvedenych
ditvodil jen velmi mélo osob po PTA absolvovalo vSechna tfi vySetfeni, a proto nemize
byt zkouman postupny vyvoj metabolismu u jednotlivych osob po zékroku.

Hodnoty, které srovnavaji efekt 1€€by kmenovymi buiikami a PTA po 3 mésicich
jsou uvedeny v Tab. & 11. Vysledky *'P MRS porovnavajici efekt po PTA po jednom
dnu jsou v Tab. ¢. 12. Jediné signifikantni zmény v metabolismu svalu dané 1écbou
byly nalezeny ve vySetieni den po PTA v parametru zpc, a pH. Graf jednotlivych hodnot
7pcr 0d vSech osob den pred a den po PTA je na Obr. ¢. 31. U nékterych osob bylo

zjiSténo markantni zlepSeni jak metabolismu pfi zatézi, tak 1 v klidu, viz Obr. €. 32.
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Tab. ¢. 11. Porovnani hodnot klidové a zatézové
PTA, nebo po transplantaci mezenchymalnich

parového t—testu.

3'P MRS pied a tii mésice po 16¢b&
kmenovych bun¢k (TxB) pomoci

pied TxB po TxB p pied PTA  po PTA p

klid N=13 N=7

TcepO, [mmHg] | 22+ 11 32+13 0,01 42 £31 48 £29 0,45
PCr/Pi 53+23 53+273 082 | 64+26 64+26 0,79
PCr/Piot 0,40+0,08 0,42+0,06 0,78 |0,47+0,07 0,48+0,03 0,75
Pi/Pyo 0,09+0,03 0,09+0,03 0,84 |0,09+0,05 0,07+0,01 0,44
BATP/Pyo 0,07+0,02 0,08+0,03 0,09 | 0,08+0,01 0,08+0,02 0,64
PDE/Py 0,08+0,03 0,08+0,03 0,98 | 0,08+0,02 0,07+0,01 0,20
pH 7,07+0,03 7,06+0,03 0,23 | 7,07+0,01 7,06+0,01 0,17
Zatez N=5 N=4

TcpO, [mmHg]*| 22+7 33+ 11 0,08 16+ 10 32+21 0,71
APCr [%] 31+17 35+£23 0,76 47 £23 50 +31 0,87
tpcr [8] 170190 100+ 70 0,32 140 + 60 15070 0,92
Vpcr [mM/s] 0,11+0,04 0,17+0,10 0,18 | 0,17+0,06 0,18+0,06 0,92
Omax [MM/s] 0,27+0,12 0,34+0,21 0,48 | 0,30+0,07 0,30+£0,08 0,99
pHey 6,82 +0,25 6,89+0,16 0,32 |6,80+0,21 6,77+0,27 0,82

* klidova hodnota TcpO, vazajici se k pacientim s prodélanou zatezi

Tab. &. 12. Porovnani hodnot z klidové a zat&Zové *'P MRS pomoci parového t-testu
provedenou u pacientli den pied a den po PTA

den pted PTA den po PTA p

klid N=13

TcpO, [ mmHg] 33 +£31 n/a

PCr/Pi 54+£22 54+£22 0,98
PCr/Pot 0,40+£0,07 040=0,08 0,53
Pi/Piot 0,10+0,04 0,09+0,02 0,35
BATP/Pyot 0,08+0,02 0,07+0,02 0,26
PDE/P; 0,09+0,03 0,08+0,02 0,45
pH 7,06+0,03  7,05+0,03 0,09
zatéz N=10

TcpO, [ mmHg] 36 £26 n/a

APCr [%] 44 + 14 37+18 0,08
tPCr [s] 100 + 50 70 + 30 0,01
Vpcr [mM/s] 0,24 £ 0,09 0,3+0,12 0,21
Omax [mM/s] 042+0,13 0,52+0,17 0,11
pHey 6,90+0,17 6,96+0,13 0,05

n/a — nemeéfeno
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Obr. ¢. 31. Graf 7p¢, jeden den pied a jeden den po PTA (jednotliva vySetieni u stejnych
pacientll jsou spojena piimkou)
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Obr. ¢. 32. Ukazka individualniho zlepSeni konkrétniho pacienta den po PTA.

A) graf hodnot PCr z vySetieni stejného pacienta ze zatéZové &asti °'P MRS (po PTA,
zrychleni regenerace PCr); B) klidové fosforové MR spektrum (po PTA dochazi
ke znatelnému narastu signalu PCr a poklesu signalu Pi).
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5.2.2.3 Saturacni transfer

Mgieni *>'P MR saturaéniho transferu bylo provedeno na 17 pacientech s kritickou
ischemii a 6 zdravych dobrovolnicich protokolem uvedenym v oddilu 4.3.1.2.
U dobrovolniki byl navic méfen i Tlggf pomoci IR sekvence. Vysledné hodnoty

z méfeni saturacniho transferu jsou uvedeny v Tab. ¢. 13. Pacienti m¢li signifikantné

Ipcr

Isat s
PCr

mensi avSak hodnota Vp¢, _4rp byla srovnatelnd. Pro vypocet Vpcp arp byl

u pacientl pouzit Tlg’éf zdravych dobrovolnikii. Pacienti se také lisili v BMI, véku

a BATP/ Ptot-

sat

Tab. ¢. 13. Hodnoty relativniho poklesu signalu PCr pii saturaci (1 — par ),

Ipcr
T, aparentniho relaxa¢niho ¢asu PCr (Tlgzc’f ), rychlostni konstanty kreatin-kindzové

reakce (Kpcr arp), toku PCr kreatin-kindzovou reakci (Fpc,_4rp) U diabetickych
pacienti s ICHDK a zdravych kontrol.

pacienti kontroly
N=17 N=6
vék [rok] 672+58  255+2,8 <0,001
BMI [kg/m’] 28,7+3,5  22,1+32  <0,001
prifez svalu [cm?] 19.0+5,5  23,7+53 0,07
TcepO, [mmHg] 32 +14
sat
1— Ipcr 0,42+0,11 0,53+0,04 0,03
IPCr
T17P [ms] - 1580+ 110
kpcr sarp [1/5] 026+0,06  0,34+0,02 0,006
Fpep oarp [MM/s] 9,1+3,4 10,8 £1,4 0,4
PCr/BATP 6,2+ 1,4 56+06 0,3
[PCr] wia [MM] 51+11 46+ 5 0,3
BATP/P 0,073+ 0,017 0,091 £0,009 0,02
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5.2.3 Svalovy metabolismus u srdec¢niho selhani a sideropenie

Ve studii se srde¢nim selhanim bylo vySetfeno 25 kontrol (CG, vék =49 + 15 let,
BMI = 28 + 4 kg/m?), 12 pacientl se srde¢nim selhanim bez sideropenie (HF non-S,
vék =56+ 13 let, BMI = 29 + 8 kg/m?, EF =29 + 11, NYHA = 2,8 + 1,0) a 32 pacientii
se srde¢nim selhanim a sideropenii (HF S, v&k = 55 + 17 let, BMI = 27 + 5 kg/m*
EF=26+9,1, NYHA = 2,6 = 0,7). VétSina srdeCnich selhani byla neischemické
etiologie (zejména dilatovana kardiomyopatie).

Kontroly i pacienti prod&lali vy3etieni klidovou a zatézovou *'P MRS protokolem
uvedenym v oddilu 4.3.1.1. Vysledné hodnoty kontrol a pacientil jsou uvedeny v Tab. €.
14. U casti pacientl se sideropenii byl zkoumén efekt 1é€by intraven6znim piipravkem
s obsahem Zzeleza (2 x 500 mg karboxymaltéza zeleza ve 2 davkach po 14 dnech).
Druhé kontrolni MR vySetfeni nasledovalo 1 mésic po zahajeni 1éCby. 13 vySetfenych
osob proSlo druhym kontrolnim MR vySettenim. V Tab. ¢. 15 je uveden souhrn
klinickych, biochemickych a 3P MRS parametri u pacientd se sideropenii pied a po
podani karboxymaltdzy zeleza.

Pacienti vii¢i kontroldam méli mensi objem svalu (pii srovnatelnym BMI), pacienti
se sideropenii méli navic 1 vyrazn€ sniZenou maximalni vynutitelnou silu
vuci zbylym pacientim a to 1 pifi normalizaci na prifez m. gastrocnemius
(18 7,0 vs. 22 + 5,5 N/em?*; p = 0,05). Klidovou *'P MRS bylo u pacientii zjisténo
zejména snizen€ zastoupeni ATP a zvySeny obsah anorganického fosfatu, jak vyplyva
z poméru vuci celkovému signalu fosforovych metabolitii.

Pii zatézi méli zejména sideropenicti pacienti vétsi pokles PCr a pH pii mensi
zatézi, aCkoliv signifikantni rozdily v Ouq: se neobjevily (pouze trend v narlstu zpc,).
Efekt 1é€by na svalovou tkan byl nalezen pouze v nartistu MVF. Ve skupiné se
srdecnim selhdnim Q. siln¢ korelovala s vékem (r = 0,57; p = 0,0003). Také byla
zjiSténa korelace MVF s koncentraci hemoglobinu a feritinu (ob& hodnoty korelace
r=0,5 p = 0,002). U pacienti se sideropenii zlepsila 1écba pouze biochemické

parametry zastoupeni zeleza v organismu a NYHA skore.
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Tab. ¢. 14. Vysledna charakteristika metabolismu Iytkového svalu u kontrol (CG)
a pacientii se srdecnim selhanim (HF) s délenim na pacienty bez sideropenie (non-S) a se

sideropenii (S).
CG HF HF non-S HF S

N =25 N =44 P N=12 N=32
sval
plocha gastr. [sz] 24 £5,1 19+49 0,0002 | 21+5,7 19+45 04
MVF [N] 453 +151 356+143 0,02 | 439+125 325+139 0,03
klidovy metabolismus
PCr/Pyy 0,51+0,02 0,50+0,04 0,09 |0,51+0,04 0,50=+0,03 0,7
Pi/Pyo 0,06 +0,01 0,07+0,01 0,005 |0,07+0,02 0,08+0,01 0,09
ATP/Pyy 0,09+0,01 0,08+0,01 <0,001|0,08+0,01 0,08+0,01 0,7
PCr/Pi 82+1,5 7,0+1,8 001 | 81+23 68+14 0,09
ATP/Pi 1,5+03  12+04 0,001 | 1,4+0,5 1,1+03 0,1
pHuia 7,02+0,03 7,04+0,03 02 |7,04+£003 7,03+0,02 0,6
Zatéz
vykon [W] 3.8+1,2 29+1,8 0,02 | 29+1,5 3019 09
APCr [%] 24+ 13 28+ 16 0,2 19+8 3117 0,01
APCr/vykon [%/W]| 6,4 +3,1 12,8+11 0,003 | 94+82 13,8+12 0,3
pHey 7,02+0,03 6,97+0,15 0,05 |7,04+0,06 6,95+0,17 0,03
[ADP].y [uM/L] 27+8,8 30+9,1 02 | 24+6,6 31,9+91 0,01
regeneracni perioda
Tpcr [S] 43+ 17 66 + 48 0,01 50+ 15 71+54 0,06
Vpc [mM/s] 0,27+0,18 0,24+0,12 04 |0,20+0,04 0,26=+0,13 0,04
Opmax [MM/s] 0,55+0,23 049+0,21 03 |044+£0,05 0,50+£0,2 03
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Tab. ¢. 15. Efekt podani zeleza (Fe) u pacientli se sideropenii a srde¢nim selhdnim
(BNP — natriureticky peptid typu B, LV EF — ejekéni frakce levé komory, Hgb —
koncentrace hemoglobinu, MCV — objem erytrocytu).

N=13 pred Fe po Fe p
NYHA skore 2,5+0,5 2,2+0,6 0,04
obtize pfi chizi 2,5+1,6 1,5+1,3 0,002
obtize pfi praci 20£1,9 1,3+1,4 0,005
dusnost 2,6+ 1,6 1,7+ 1,6 0,004
MLHFQ skoére 26+ 14 22+15 0,08
LV EF [%] 28 £11 29+ 13 0,7
BNP 1134+ 1028 1156 + 831 0,2
Fe metabolismus
Hgb [g/L] 125+ 13 133+ 15 0,01
MCV [fl] 87+5,5 90 + 3,7 0,004
feritin [pg/L] 83 £ 61 403 + 309 0,003
transferin [g/L] 3,1£0,5 2,7+04 <0,001
transferin sat. [%] 12+6 18+ 12 0,004
sérova hladina Fe [mol/L] 11+6,7 15+7,4 0,01
klidovy metabolismus
PCrt/Pyo 0,50 + 0,03 0,50 + 0,02 0,6
Pi/Pyot 0,08 £ 0,01 0,08 0,01 0,6
ATP/Pyo 0,08 £0,01 0,08 £ 0,01 0,7
ATP/Pi 1,03 +0,24 1,00 +0,27 0,5
pH klid 7,03 + 0,02 7,03 £0,03 0,8
zatéz & sval
MVF [N] 360 £ 115 406 + 127 0,03
vykon [W] 2,6£1,1 2,714 0,7
APCr [%)] 37+£22 35+ 17 0,6
pHey 6,90 = 0,20 6,93 +0,17 0,4
[ADP]cy [UM/L] 34 +£11 34+12 0,8
regeneracni perioda
Tpcr [S] 81 +72 76 + 45 0,6
Vpcr [mM/s] 0,28 +0,16 0,28 +0,17 0,9
Onax [mMM/s] 0,53 +0,27 0,52+0,28 0,7
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6 Diskuze

6.1 Metodické vysledky ' P MRS

6.1.1 Hlavni faktory ovliviiujici klidovou a zit&éZovou *'P MRS a omezeni

metody

Z uvedeného piehledu parametrii zatézové °'P MR v kapitole 3.2.4 je patrné,
e zat&zova *'P MRS umoziiuje mnohem detailngj§i zkoumani svalového metabolismu
nez jen klidova *'P MRS. Naproti tomu méa zat&zova °'P MRS fadu technickych
omezeni, které je nutno vzit v Givahu. Ptesto jeji vysledky dobie koreluji s in vitro
studiemi (Lanza I. R. et al., 2011; Layec G. et al., 2016; Praet S. F. E. et al., 2007),
potvrzuji ocekdvané zmény metabolismu pfi riznych onemocnénich a dokumentuji
efekt 1&cby.

Prvnim problémem je existence né€kolika variant zminénych vypocti s fadou
vystupujicich konstant a ¢lenti. Obecné plati, Ze jednotlivé varianty vypoctl nepiindse;ji
stejné hodnoty (Layec G. et al., 2010). Je nutné zvazit, ktery pouzity vypocet je vhodny
pro dany p¥ipad a poskytuje vérohodnou a klinicky uziteénou informaci. Castou snahou
je pfedem nastavit protokol zatéze tak, aby nékteré c¢leny v rovnicich pro vypocet
metabolickych toki mohly byt zanedbany (napf. cvieni o malé intenzité (Kemp G. J. &
Radda G. K., 1994) — zanedbatelnd anaerobni glykolyza; cviceni pii stazeni lytka
Skrtidlem (Kemp G. J., 1997) — zanedbatelna oxidativni fosforylace a eliminace H"
krevnim fecistém; kratké cviceni — bez vyznamného poklesu pH atd.).

Jako prvni piiklad mize slouzit vypocet mitochondridlni kapacity. V metodické
¢asti je uvedeno 5 moznych variant vypoctu a kazdy model ma své popsané vyhody
a nevyhody. Numericky obvykle plati (Layec G. et al., 2016), Ze QOuar-appr @ Omax-sec
davaji znateln€¢ menS$i hodnoty neZ QOuaxiin @ Omarxpor - TT1 modely vychazeji
z Michaelise-Mentenové kinetiky. Konkrétné pro konecny vypocet Qar-sec j€ nutné
pouzit dokonce 3 rtizné konstanty: tabelovana hodnota bazéalniho toku, Michaelise—
Mentenové konstanta a Hilliv exponent, ktery vystihuje vliv enzymi. Je otazkou, do
jaké miry se jedna opravdu o konstanty, které lze arbitrarné pouZzivat pro vSechny
subjekty. Védeckeé prace uvadeji hodnotu K, od 22 um (Jeneson J. A. L. et al., 2009) do
44 um (Jeneson J. A. et al., 1996). Layec (Layec G. et al., 2013a) dokonce ukézal,
ze hodnota Hillova exponentu, respektive tvar kinetiky PCr v zavislosti na ADP se

signifikantné méni u jednotlivych osob uz po tydennim fyzickém tréninku. Vyjma
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pouziti téchto konstant je potieba urcCit pro vypocet Q... 1 absolutni koncentrace ADP
a PCr a zde se vétSinou spoléhd na semi-kvantifikaéni vypocet pfes pomery k signalu
BATP, coz u pacientd mize byt zna¢né chybny piedpoklad.

Druhym experimentalnim problémem je kvalita naméfenych dat. Pro pfesné
vyhodnoceni Vp¢, a tpc, je potieba mit ptijatelné Casové rozliSeni nabéru dat (podrobné;ji
oddil 5.1.2 a 6.1.4), zvlasté na zaCatku a na konci cviceni, a velky pomér SNR. To jsou
dva protichiidné pozadavky, protoze dobré casové rozliSeni vylucuje pouziti sumace
jednotlivych akvizic, ktera se jinak v MRS bézné pouzivd pro navyseni SNR.
Ptili§ zkracovat repeticni Cas také nelze, protoze poté dochazi k poklesu signalu vlivem
nedostate¢né T, relaxace fosforovych signali.

Ttretim tuskalim je spravné urCeni pH svalu a vliv jeho poklesu na vysledné
metabolické parametry. Signal Pi se Casto rozsifuje, nebo dokonce $tépi (viz Obr. €. 33),
takze ziskané pH vyjadiuje pouze urcitou primérnou hodnotu (Rossiter H. B. et al.,
2002; Rzanny R. et al., 2016; Yoshida T. et al., 1996). Stépeni signalu anorganického
fosfatu je jevem, ktery nékteré védecké prace (Rzanny R. et al., 2016; Yoshida T. et al.,
1996) vysvétluji prispévkem signalu ze dvou typt svalovych vlaken — rychlych (,,bila
vlakna®), ktera se vice acidifikuji vlivem anaerobni glykolyzy, a pomalych (,,Cervena
vldkna®), ktera piiliS neméni pH, ponévadz ziskavaji energii zejména oxidativni
fosforylaci. Druhym a spiSe pfevladajicim vysvétlenim na zaklad€¢ lokalizované
spektroskopie (Valkovi¢ L. et al., 2014) je, Ze Stépeni je disledkem ptispévkil signalu
z nékolika svald, které maji odlisny podil svalové prace na vykonavaném pohybu.

Pti Stépeni signalu je také otdzkou jaky signal pouzit pro ureni pH. Jako
nejspravnéjs$i postup by se mohlo jevit pouziti vazeného pruméru (podle jednotlivych
velikosti intenzit signaldi Stépeného Pi), avSak v tomto piipadé se obdrzi pH, které
nevystihuje ani jeden kompartment. VEtsi pokles pH je nepfiznivy, protoZe se podili na
pocitu vycerpani (Allen D. G. et al., 2008) a navic pfimo inhibuje oxidativni fosforylaci
a zpusobuje pokles ADP dany rovnovahou kreatin—kindzové reakce (Jubrias S. A. et al.,
2003; Kemp G. J. et al., 2015). Relativné niz§i ADP pak méné stimuluje oxidativni
fosforylaci, a tim je navrat PCr na klidové hodnoty pomalejsi, nez by odpovidalo
poklesu PCr bez zmény pH (van den Broek N. M. A. et al., 2007; Jubrias S. A. et al.,
2003). ReSenim situace je predchazeni vyznamné acidoze specialné uzptisobenym

protokolem, tj. bud’ kratka doba zatéZe, nebo mala (aerobni) velikost zatéze.
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Obr. &. 33. Stépeni signalu Pi pfi fyzické zatézi.

Levy graf zobrazuje vyvoj velikosti signalu Pi, PDE, PCr, yYATP, adATP a BATP
v zavislosti na ¢ase v prilbéhu vySetieni zatézovou °'P MRS. Signal anorganického
fostatu (Pi) nejprve vzrista (zména barvy) a posouva se doleva (1) tim, jak kreatin-
kindzova reakce zplsobuje narGst koncentrace Pi a pH. Poté se signdl Pi zacne
rozsifovat a posouvat smérem doprava (2), jak pH svalu klesd v disledku anaerobni
glykolyzy. V pribehu zatéze se dokonce signél Pi rozstépi na dvé komponenty (3) -
prava komponenta odpovida vice kyselému pH. Po zatézi dochézi k rychlému obnoveni
pocatecni koncentrace Pi, zejména se rychle ztraci ,kyselejsi* signal Pi (4). Na grafu
vpravo je vysek *'P MRS spektra s rozitdpenym signalem Pi béhem zatdze.

Ctvrtou ¢asto diskutovanou zaleZitosti je problém spravného vyhodnoceni navratu
PCr ke klidovym hodnotam v regeneracni dobé (Kemp G. J. et al, 2015).
Tento problém ma dvé ¢asti - samotnou piesnost fitu a matematicky tvar kfivky, kterym
se hodnoty PCr prokladaji. Vérohodnost fitovani a parametry, které ji ovliviiyji, jsou
podrobnéji rozebrany v oddilu 6.1.4.

Co se ty¢e matematického tvaru kiivky, nékteré prace pfinaseji poznatky (Arnold
D. L. et al., 1984; Forbes S. C. et al., 2009; Harris R. C. et al., 1976; Rossiter H. B. et
al., 2002; Walter G. et al., 1997), ze zavislost PCr v regeneracni periodé neni zcela

monoexponencidlni a pro jeji vyhodnoceni se 1épe hodi biexponencidlni (Harris R. C. et

al., 2010). Je samoziejmé, ze prolozeni bodl kiivkou o vice stupnich volnosti pfinese
vzdy lepsi vysledky (ve smyslu poklesu velikosti rezidui, porovnavat lze pouze hodnotu

adjustovaného R, ktera bere v uvahu i pocet volnosti prokladané kiivky). Ve vétSing
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piipadt ale PCr kiivka velmi dobie spliuje jednoduchou exponencidlni zavislost

vvvvvv

vvvvvv

béhem regeneracni periody maji evidentné slozit¢j$i zavislost, nez je
monoexponenciala.

Prvnim faktorem je zminény vliv pH. Druhym faktorem, ktery vyzaduje samostatnou
diskuzi, je potencidlni ptispévek anaerobni glykolyzy i v prvnich sekundach regeneracni
periody po intenzivni zatézi (Crowther G. J. et al., 2002; Forbes S. C. et al., 2009).
Takovy prispévek je velmi nezadouci, protoze vztahy pro vypocet mitochondridlni
kapacity zregenera¢ni periody byly odvozeny za ptedpokladu, Ze onen piispévek
neexistuje. Na druhou stranu tento ptispévek vylucuje nékolik védeckych praci na
zaklad¢ experimentl se zaskrcenim lytka v regeneracni periodé (Lanza I. R. et al., 2006;
Quistorff B. et al., 1993).

Treti faktor, ktery miZze vysvétlit komplikovangjsi PCr kiivku v regeneracni

periodé¢, je superpozice signalu. Samotny signal PCr odpovida sumé signalt z nékolika
riznych svalli, které mohou mit riznou rychlost navratu PCr v disledku rozdilného
poklesu PCr a odliSného poméru rychlych a pomalych svalovych vldken (Parasoglou P.
etal., 2012; Yoshida T. et al., 2013).
C. et al., 2009) a dochazi i k velkému poklesu pH. Za této situace muzou vSechny
zminéné jevy prispivat k neZaddouci modulaci tvaru kiivky PCr. Proto velky pokles PCr,
ktery je spojen s velkym poklesem pH, neni vyhodny pro nezkreslené vyhodnoceni
naméfenych dat.

Patym problémem, ktery ma vliv na kone¢né vysledky, je misto odectu pocatecni
a konecné koncentrace PCr pro vypocet relativniho nebo absolutniho poklesu PCr
béhem zatéZe. Konecna koncentrace by se méla odecitat tésné pred skoncenim zatéze,
kdy uz vétSinou nastadva dynamickd rovnovdha mezi spotiebou a resyntézou PCr.
S pocatecni klidovou koncentraci PCr je situace komplikovanéj$i. Zde lze uvazovat
o odecitani bud’ pfed zalatkem zatéZe, nebo naopak na konci regeneratni periody.
Odecitani PCr pied zacatkem zatéze ma vyhodu, ze pocate¢ni hodnota PCr je vzdy
k dispozici. Pfi odecitani na konci zatéze nemusi byt, zvlasté¢ u pacientl, koncentrace

PCr jesté pln¢ obnovena (zavisi na rychlosti regenerace, proto je vyhodnéjsi spiSe delsi
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regenerani doba ndbéru dat). Na druhou stranu odecitani PCr pfed zacatkem zatéze
muze zkreslovat pokles PCr tim, ze se béhem vykonédvani zatéze sval pohne a zméni se
jeho poloha vi€i civece a lokalizaci spektra. Situaci s ode¢itanim PCr komplikuje jeste
jeden, ne zcela jednoznacné vysvétleny efekt, a to, Ze u nekterych zdravych osob PCr
piekona na konci regeneracni periody pocatecni klidové hodnoty PCr (Zoladz J. A. et
al., 2010).

Z hlediska definice, jak se vnima parametr APCr, by se jevilo spravnéjsi odecitat
PCr pfed zatézi, ale pro vypocet Vpcr @ Quax z APCr se ptedpokldda naopak udani
celkové zmény PCr, ke které dochazi v regeneracni periodé veetné efektu piestreleni
pocatecni koncentrace PCr.

Poslednim problémem je vybér vérohodnych parametrii. Nékteré parametry jako
zména PCr, pH nebo metabolické toky jsou velmi zavislé na intenzité zat€ze vzhledem
k fyzické dispozici jedince, jenz jsou vyjadieny napf. objemem svalové tkané nebo
maximalni vynutitelnou silou. Re$enim problému je pouZivat pro srovnani parametry,
jako je mitochondridlni kapacita, které by mély byt ze své definice nezavislé na relativni
intenzité zatéze. Bohuzel i u mitochondrialni kapacity lze vysledovat urcité trendy ve
vztahu k pouzité zaté€zi (pfi pouZiti vyssi zaté€ze se vypocitdvana hodnota O, mirné
zveétSuje, jak ukazuji vysledky této dizertacni prace, tak publikované vysledky Layecem
(Layec G. et al., 2009; Sedivy P. et al., 2015)).

Druhou moZnosti, kterd pokryva porovnani vSech metabolickych parametrd,
je piifazeni kontrol a pacientll podle jejich maximalni vynutitelné sily (MVF) a objemu
svalové hmoty nebo porovnavani pouze skupin, kde jsou tyto parametry v priméru
stejné.

Tretim feSenim, tykajicim se zejména parametrii, které jsou hodné zavislé na
intenzité zatéze, je jejich normalizace napiiklad na objem svalu, MVF, vykonanou praci

Posledni mozné feSeni je individualizace zatéze podle MVF (Fowler M. D. et al.,
1997; Sedivy P. et al., 2015). Je to je nejspise nejb&zngjsi postup, ale hodnota MVF je
do jisté miry u pacientl zkreslena onemocnénim, takze nastavena relativné mala zatéz
(ve srovnani s jinak odpovidajicimi kontrolami) nemusi zviditelnit patologické procesy.

S fyzickymi dispozicemi souvisi vliv véku, pohlavi, fyzické trénovanosti a BMI.
V idedlnim piipadé by porovnavané kohorty osob meély byt co nejhomogenné;jsi
anejvice si podobné vyjma sledovaného faktoru. U BMI je zmifiovand zavislost

fosfodiesterti s nartistajicim BMI (Valkovi¢ L. et al., 2016). Vliv véku na metabolické
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parametry byl zkoumén v fad¢ védeckych publikaci. V zavislosti na pouzité metodice,

vékovém rozdilu, fyzické trénovanosti a druhu vypocitdvanych parametrii pfinesly
publikace protichiidné vysledky (bez zmény (Chilibeck P. D. et al., 1998b; Hart C. R. et
al., 2015; Kutsuzawa T. et al., 2001; Wray D. W. et al., 2009), s negativni zménou
(Chilibeck P. D. et al., 1998a; Conley K. E. et al., 2000; Forbes S. C. et al., 2008;

Schunk K. et al., 1999)). Vlivu pohlavi na parametry *'P MRS se podrobn& vénuje
publikace (Sedivy P. et al., 2018).

6.1.2 Nastaveni protokolu *'P MRS a vybér pouZitych parametri s ohledem

a)

b)

na moznosti méreni v IKEM

Vybér typu vysetieni

Vétsina vysetieni byla provedena v kombinaci klidové a zatézové *'P MRS.
V nékterych ptipadech u pacientl s kritickou koncetinovou ischemii, kde nebylo
mozné provést zat&zovou °'P MRS (amputace chodidla, bolestivé ulcerace na
plosce chodidla), byla pouzita technika satura¢niho transferu. Bohuzel se jedna
o techniku, ktera poskytuje maly SNR (pfi odecteni jednotlivych spekter).
U ischemickych pacienti v kombinaci s malym objemem atrofovaného svalu,
hor$i homogenitou magnetického pole (pacienti méli Casto rizné stenty, edém)
a neschopnosti udrZzet nohu zcela v klidu se tak tato technika ukézala jako

nepouzitelna pro kalkulaci Vp; _ o7p.

Pouzité magnetické pole

Magnetické pole bylo ur¢ené 3 T MR tomografem, ktery je v IKEM poftizen
ama multinuklearni kanal ve své vybavé. Hodnoceni vlivu velikosti
magnetického pole na vysledky zatézové *'P MRS bylo provedeno ve srovnani se
7 T MR tomografem v CEMR a je probiran v oddilu 6.1.3.2. a v (Sedivy P. et al.,
2015).

Vybér sekvence
Z pocatku feSeni dizertatni prace nebyly nékteré sekvence na MR
tomografu v IKEM k dispozici (DRESS byl ziskan ve spolupraci s CEMR). Ani

pocatecni technické feSeni ergometru v IKEM nebylo odpovidajici k pouziti
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lokalizované¢ MR spektroskopie. Lytkovy sval nebyl dostatecné pevné fixovan
a pohyb na ergometru si ¢aste¢n¢ vynucoval pohyb celé koncetiny.

Na zakladg téchto skute¢nosti byl pro méfeni zat&zové *'P MRS zvolen
nabér signalu volné precese. Z hlediska metodiky se nejedna o nejmodernéjsi
piistup. Na druhou stranu je lokalizace v IKEM velkou mérou feSena pouzitim
povrchové civky (dostup maximalné cca 5 cm) a pouziti FID umoziuje dosazeni
dobrého ¢asového rozliseni metabolickych dat. Pouzivany repeticni Cas 2 s je
urcité dostate¢ny co do ohledu dobrého Casového rozliseni (viz 5.1.2 a 6.1.4) a je
11deélni co do provedeni seSlapovéni, kdy osoby zvladnou vykonat seSlap a mit
chodidlo cca 0,5 sekundy v klidu pro nabér dat. Klidové *'P MR spektrum je
meéfeno stejné nelokalizované jako pti zatézi, aby si jednotlivé signdly z obou
dvou sekvenci navzajem odpovidaly.

Po ziskéani sekvence DRESS byla zkousSena i lokalizovana MRS, ale protoze
nepiinasela zasadni vylepsSeni (dosahovalo se podobnych poklesi PCr b&hem
zatéze jako pfi pouziti FID jen s mensim SNR, viz Obr. ¢. 34) a jednotlivé
skupiny pacientl byly uz rozméteny, nebyla ve vétsi mife vyuzita.

Lokalizovana klidova *'P MR spektroskopie (sekvence ISIS, CSI) se

pouziva zatim pouze pro vySetieni jater.
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Obr. €. 34. Srovnani zavislosti PCr zméten¢ho pomoci DRESS a FID pfi stejné zatézi
u stejné osoby.
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d)

Délka zatéze

Nami zvoleny ¢as cviceni 6 minut odpovidd spiSe delSimu casu.
V publikovanych studiich je délka zatéze velmi variabilni parametr a pohybuje se
od n¢kolika desitek sekund izometrické zatéze (Willcocks R. J. et al., 2014) az
k protokoltim, kde vySetifované osoby cvi¢i fadu minut, dokud jsou schopny
(Pesta D. et al., 2013). Cim je protokol kratsi, tim ma sval mens§i moznost se
dostat do acidozy, a tim zkreslit hodnotu zpc, @ Qmar. Na druhou stranu delsi
protokoly umoziiuji dosahnout stabilni hodnoty PCr (béhem 2-3 minut v zévislosti
na intenzité kontrakci) a dostatecného prokrveni, tak aby tpc, @ Omar byly co
nejméné limitovany zasobenim kysliku (u zdravych netrénovanych osob se udava,
7€ Quax j€ praveé limitovana zasobenim kysliku (Layec G. et al., 2013b)).

Béhem zvoleného 6 minutového protokolu ve vétSin€ piipadii dochazelo
k dosazeni dynamické rovnovahy PCr diive nez za 6 minut. Na druhou stranu
delsi ¢as umoznuje v ptipadé nepochopeni procedury subjekty lépe instruovat
béhem samotné zatéze (po potizeni svételné signalizace téchto nedorozuméni
ubylo). Pro né¢které ischemické pacienty se protokol zatéZze musel ojedinéle
zkratit, protoze PCr klesal rychle k nule bez vytvofeni dynamické rovnovahy
(viz Obr. €. 35), nebo se néktefi pacienti citili uz ptili§ unaveni a piestali sami

vykonavat zatéz.
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Obr. ¢. 35. Ukazka zavislosti PCr u pacienta s kritickou ischemii, kde musel byt
protokol zatéze zkracen z 6 minut na 3 minuty. Regeneracni perioda je poté prodlouzena
o Cas zkraceni zatéze.
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Velikost zatéze

Vsem vySetfovanym subjektim byla nastavovana stejnd uniformni zatéz.
Dnes v publikovanych ¢lancich prevladd nastavovani proménné zatéze podle
MVF. Konstantni zatéz byla v IKEM zvolena ze dvou divodii. Prvnim diivodem
je, ze az béhem fteseni dizertacni prace byl zkonstruovan dynamometr na méieni
maximalni vynutitelné sily. Druhym diavodem je, Zze velikost odporu pedéalu
v IKEM neurcuje celkovou fyzickou narocnost vysetieni, ale vySetfovany subjekt
si do znacné miry voli naro¢nost cviceni podle sebe tim, jakou mérou seslapuje
pedal. V naSich moznostech bylo pouze monitorovat vykonanou praci a v piipade
potieby, kdy narast Pi a pokles PCr se zdal byt nedostateCny, pacienty nebo
dobrovolniky slovné motivovat k vét§imu seslapovani pedalu.

Z metodického porovnani (Sedivy P. et al.,, 2015) mezi 7 kg a 10,5 kg
zavazi (dobrovolnici seSlapovali pedal stejnou mérou a navySeni zatéze ptineslo
odpovidajici navySeni vykonané prace) vyplynulo, ze je lepsi zvolit vyssi zatéz,
protoze ptinasi veétsi reprodukovatelnost Q.. a jeji hodnoty jsou Iépe
porovnatelné 1 mezi jednotlivymi vySetfenimi na jinych ergometrech v jinych
institucich. PouZivana zatéZ vSak nebyla navySena vzhledem k jiZ probihajicim

studiim s pacienty se zatézi 7 kg.

Schéma zatéze

Obecné existuji tfi mozZnosti schématu cviceni: kontinualni vykonavani
pohybu, pohyb s kratkym pieruSenim na néabér akvizice, pohyb s del§imi
prestavkami. Delsi prestavky mezi jednotlivymi kontrakcemi slouzi k upravenym
verzim vyhodnoceni Q. (Slade J. M. et al., 2006). Nejvice kontrolovanou
formou kontrakci je elektrickd stimulace, ale tato metoda potitebuje dodatecné
experimentalni vybaveni pro excitaci, elektrody mohou zpiisobovat artefakty
(Akbari A. et al., 2016) a elektrickd kontrakce miize zpisobovat vétsi zapojeni
rychlych svalovych vldken nez kontrakce tfizena vili (Vanderthommen M. et al.,
2003). Pro potieby vysetieni v IKEM bylo zvoleno kontinudlni vykondvani
pohybu. Nejdiive byly pouzivany dvé seslapnuti béhem 2 s. Tento protokol ale
zpusoboval pohybové artefakty, protoze vySetfované osoby casto nestihaly
provést dveé rychld seSlapnuti a mit nohu v klidu béhem okamziku akvizice.
S ohledem na pldnované vySetfovani osob s vétSim postizenim svalii a upravami

ergometru, které meély pohodingji dovolovat vétsi rozsah seslapnuti, bylo
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rozhodnuto zmeénit protokol v nové zahdjenych studiich (ischemicti pacienti

a pacienti se srde¢nim selhanim).

g)  Vybrané parametry

Vzhledem k omezenym moznostem regulace vykonu pacientii byl hlavni
diraz kladen na urCeni parametrii spojenych s oxidativni fosforylaci (Qax)
a parametrl, jeZ se vyhodnocuji z regeneracni periody (Vpcy, trcy). Hodnoty QOoax,
které jsou v dizertacni praci uvadény, jsou vypocteny podle vztahli odvozenych
z Michaelise-Mentenové kinetiky prvniho fadu. Model kinetiky prvniho fadu je ve
védeckych publikacich nejcastéji pouzivan k ureni mitochondridlni kapacity,
ackoliv ma nedostatky zminéné v oddile 3.2.4.2. Parametry, které se vazou piimo
k provadéné zatézi (APCr, pHgy), jsou uvadény spolu s primérnym vykonem
a dal§imi parametry (prifez m. gastrocnemius, MVF) tak, aby §lo 1épe srovnat
jejich zménu.

Pro fitovani PCr v regeneracni periodé byla pouzivana monoexpoencialni
funkce a téméf vSechna naméfend data spliiovala tuto zavislost. Celkova zména
PCr pii zatézi je pocitana jako rozdil signdlu PCr na konci zatéZze a na konci
regenerani periody. V ptipadech, kdy se PCr v regeneracni periodé nestacil
navratit, byla pouzita hodnota signalu PCr pfed zahajenim zatéze (viz Obr. €. 36).

Pii Stépeni anorganického fosfatu je v praci uvedeno pH svalu od signélu,

ktery mél na konci cviceni vétsi intenzitu.
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Obr. ¢. 36. Ukazka zavislosti PCr u pacienta s kritickou ischemii, kde se PCr po
provedené zatézi nestacil vratit na klidové hodnoty ani do konce regeneracni periody.
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6.1.3 Hodnoceni reprodukovatelnosti zatézové *>'P MRS a posouzeni vlivu
magnetického pole a experimentalniho vybaveni na vysledné

parametry zatéZové *'P MRS

6.1.3.1 Reprodukovatelnost méreni

Jak koeficienty variace, tak i intra-class korelacni koeficienty (viz Tab. ¢. 4)
ukézaly vysokou reprodukovatelnost urceni Q,,. pii obou testovanych protokolech
(7 a 10,5 kg zavazi). Zjisténa reprodukovatelnost O, byla obecné vyssi u vyssi zatéze
a vIKEM vporovnani s Vidni. Vys$s§i reprodukovatelnost Q. vIKEM souvisi
pravdépodobné s relativné vyssim poklesem PCr docilenym v IKEM (viz Tab. €. 6).

Rust reprodukovatelnosti s vyssi zatézi referoval i Layec (Layec G. et al., 2009).

6.1.3.2 Vliv magnetického pole

Pouziti vyssiho magnetického pole (7 T vici 3 T) ukézalo svoji prospéSnost
v podobé& naristu *'P MR poméru signdlu vi¢i Sumu (SNR), zvysSeni pfesnosti fitovani
jednotlivych metaboliti ve spektru a regeneracni kiivky PCr. Naproti tomu zji$téné
reprodukovatelnosti parametrit pomoci Testu-Retestu jsou podobné vysoké pii obou
polich. Vysledné hodnoty mitochondridlni kapacity také ukazuji dobrou shodu mezi 3 T
a 7 T, tudiz vySetieni nelokalizovanou zatézovou *'P MRS na 3 T podava kvantitativng
stejn¢ platné vysledky jako na 7 T, ackoliv parametry Sumu a veérohodnosti fitovani
s dostate¢nym frekvenénim rozsahem pulzl kvili SAR limitu a zejména u nékterych
pacientskych skupin je problém s MR kompatibilitou riznych bioimplantatd, protoze
vétSina implantatl (stenty aj.) neni testovana pro pouziti v magnetickém poli vétSim

nez 3 T.

6.1.3.3 Vliv pouZité civky a ergometru

Pii porovnani vysledki dosaZenych v IKEM a v CEMR (viz Tab. ¢. 6) bylo
zjisténo, Ze v IKEM je méfena vyssi klidova koncentrace PCr a Ze zaté€z zplisobuje vetsi
pokles PCr. Uvedené rozdily, zejména pii niz8i zatézi, zptsobily dosaZeni vyssiho Vpc,

a Ouax VIKEM (viz Tab. €. 4). Pti vysSi zatézi byla uz shoda mitochondridlni kapacity
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z vySetfeni provedenych na obou pracovistich velmi dobra (limity shody: -0,13 —
0,21 mM).

Rozdil ve vypocitané koncentraci PCr je pravdépodobné zpiisoben odlisSnym
detek¢énim profilem civky v IKEM a v CEMR. Jak vyplyva z Tab. €. 7, povrchova civka
v IKEM Iépe pokryva svaly lytka, respektive pfijima relativné vice signalu ze svalu
m. gastrocnemius medialis. U tohoto svalu byla referovana vétsi koncentrace PCr
(Valkovi€ L. et al., 2014) a vétsi podil svalové prace na svalové kontrakei pii obdobném
pohybu (Meyerspeer M. et al., 2012) nez u m. gastrocnemius lateralis. VEtSi podil
m. gastrocnemius medialis na svalové kontrakci by mohl vysvétlit 1 relativné veétsi
pokles PCr v IKEM. Druhym vysvétlenim pro vétsi pokles PCr je odlisnd konstrukce
pedalu ergometru v IKEM a v CEMR. Konstrukce ergometru pted druhou piestavbou
dovolovala vétsi rozsah pohybu chodidla. Ergometr v IKEM mé po prvni i druhé
prestavbé mensi thlové omezeni pohybu nez v CEMR, coZ na ném dovoluje pii stejném
odporu dosdhnout vétsiho vykonu, a tim vétSiho poklesu PCr. Kromé rozsahu pedalu
také odlisnd pozice osy rotace pedalu mohla zptsobovat odlisny piispévek jednotlivych
svalil Iytka do cvieni, jak doklada 'H MR EPI zobrazeni po provedené zatézi mezi
dvéma verzemi ergometru. Mimo odliSného priméru civky a konstrukce Slapadla je
mozZnym zdrojem rozdilnych hodnot PCr 1 umistovani civek, které nemohlo byt zcela
pfesné reprodukovano vzhledem k jejich odliSnym rozmérim (civky se umistovaly
vzdy pod nejsirsi ¢ast 1ytkového svalu).

Provedené srovnani v IKEM a v CEMR ukazuje i vliv velikosti zatéZe na hodnotu
Onmax, kterd na obou ergometrech roste s pouZzitou zatézi, z cehoz vyplyva dilezity zavér,
ze vypocitanou hodnotu Q... nelze zcela jednoznacné brat jako nezavisly a jedinecny
parametr, ktery charakterizuje doty¢ného pacienta. Na druhou stranu pifi zvySovani
zatéze se postupné snizuje rozdil ve vypocitané Q,uqy, coZ by mohlo znamenat, ze vyssi
zatéz pomaha lépe urcit skuteCnou Q... Jinymi slovy, s nartstajici hodnotou zatéze se
vypocitana hodnota O, ¢im dal vic limitn€ blizi skutecné hodnoté Q,,,,. Toto tvrzeni
ale plati pouze za podminky, Ze zatéZ nezptisobuje vyznamnou aciddzu, ktera by naopak
mohla inhibovat resyntézu PCr a snizovat vypocitanou hodnotu Q,.., viz rozbor

v oddilu 6.1.1.
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6.1.4 Simulace vlivu parametru vySetifeni na presnost urceni zpc,

Na ptesnost kvantifikace 7pc, ma vliv fada faktorti. Nékteré faktory lze ovlivnit
nastavenim protokolu, n¢které dalsi souvisi se samotnym fitovanim regeneracni kiivky.
Faktory, které¢ 1ze ovlivnit nastavenim protokolu, jsou velikost poklesu PCr a frekvence
vzorkovani méfeni. Dulezitym faktorem je i velikost Sumu, kterou Ize snizit béhem
vysetieni ru¢nim doladénim homogenity magnetického pole, pouzitim decouplingu
nebo s¢itanim akvizic (velikost Sumu a vzorkovaci frekvence jsou do jisté miry spojené
parametry). K parametrim souvisejicim s fitovanim patii pouzitd fitovaci funkce,
matematicka metoda hledani koeficienti této funkce, nastaveni pocatecnich iteracnich
hodnot, pocet iteraci, ur¢eni vahy jednotlivych boda PCr atd.

Monte Carlo simulace mohou pfedem podat informaci, v jakém rozptylu hodnot
pii daném poklesu PCr se bude pohybovat zpc, vlivem pouhého Sumu (vyjadiuje
individualni spolehlivost, respektive primérnou miru opakovatelnosti méieni) a zda
pouzitd metoda fitovani je opravdu spolehlivd a nedavd hodnoty, které neodpovidaji
skute¢nému 7p¢,. V kapitole Vysledky (oddil 5.1.2) je na grafech na Obr. ¢. 16 ukazan
vliv Sumu a vliv skute¢né velikosti zpc, a velikosti poklesu PCr béhem zatéze na
relativni rozptyl a skutecnou chybu hodnot 7p¢,. Z grafli je patrné, Ze na relativni rozptyl
hodnot ma spiSe vliv velikost Sumu a velikost poklesu PCr neZ samotna velikost zpc;-
Pro vétsi hodnoty Sumu rozptyl zpc, s niz§im poklesem PCr roste nad pfijatelné hodnoty.
Jesté dulezitéjsi je graf relativni chyby zpc,, ktery ukazuje, ze pro vyssi Sum a malé
poklesy PCr zac¢ina fitovani poskytovat i prumérné nepravdivé hodnoty.

Na grafech na Obr. ¢. 17 je ukazéan vliv poklesu PCr a frekvence vzorkovani na
rozptyl a samotnou vypoctenou hodnotu zp¢,. Frekvence vzorkovani nemé piekvapivé
tak velky negativni vliv na rozptyl hodnot zp¢, a témét zddny na vyslednou hodnotu zpc;.
Z grafu 17B lze také nazorn¢ videt, jak se jednotlivé hodnoty zp¢, s klesajicim poklesem
PCr odchyluji od skute¢né hodnoty zpc,. = 50 s a blizi se k hodnot€ zpc, = 40 s, coz byl

startovaci parametr pro fitovaci proceduru.
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6.1.5 'H EPI MR zobrazeni svalu po zatéZi

6.1.5.1 Zapojeni svalu z pohledu "H MRI

Nalezené nejvetsSi zapojeni m. gastrocnemius medialis je ve shodé s diive
publikovanou studii (Meyerspeer M. et al., 2012) vyuzivajici lokalizovanou *'P MR
spektroskopii (prace ukazuje vetsi prispévek z m. gastrocnemius medialis na obdobném
typu ergometru) a vysvétluje také pozorovany veétsi pokles PCr u vySetteni provadénych
v IKEM vii¢i vySetienim provadénym v CEMR (s pfihlédnutim k detekénimu objemu
civky v IKEM, ktera detekuje vice signdlu m. gastrocnemius medialis nez civka
v CEMR).

Po ptestavbé ergometru je ptekvapujicim zjisténim nalezené zapojeni m. peroneus
longus do flexe, protoze piestavba ergometru meéla slouzit k omezeni nezadoucich
pohybt dolni koncetiny tak, aby se zapojoval jen m. gastrocnemius. Na druhou stranu
zapojeni m. peroneus longus miize byt diisledkem toho, Ze na ergometru je po prestavbe
pohodlné vykondvat pohyb v kotniku ve vét§im rozsahu bez nutnosti zapojeni pohybu
celé koncetiny, ¢imz je na svaly lytka kladena vétsi zatéz a do svalové ¢innosti se musi

zapojit vSechny flexory chodidla.
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6.2 Klinické vysledky

Na zéklad¢ klinickych vysledkt dizerta¢ni prace vzniklo nékolik publikaci a fada
konferen¢nich piispévkli na evropskych i1 svétovych radiologickych kongresech.
Diabetu typu 1 se vénuje zejména publikace (Sedivy P. et al., 2018). Problémem
tkanové ischemie u diabetickych pacientti v efektu 1€cby kmenovymi buiikami a PTA se
vénuje publikace (Némcovad A. et al, 2017) a nckolik pfispévka z ceskych
(Angiologické dny), z evropskych (ESMRMB) a ze svétovych (ISMRM) konferenci
(viz prilohy dizertacni prace). Mensi piipadové studie ischemickych pacientli jsou
uvedeny v (Hajek M. et al., 2017) a v (Sedivy P. et al., 2017). Tyto publikace podavaji
i piehled klinického vyuziti *'P MRS a jsou uréeny pro $irokou lékaiskou vefejnost.
Srovnani projevu stiedné zavazné a kritick¢ ischemie na svalovy metabolismus je
schrnuto v (Sedivy P. et al., v tisku).

Téma dizertacni prace také pokryva publikovany ¢lanek (Hejlova I. et al., 2016)
vénujici se metabolickym zméndm svalového metabolismu u pacientll po transplantaci

jater v zavislosti na stupni jaterni steatdzy.

6.2.1 *'P MRS u pacientii s diabetem mellitus - vliv nefropatie

Porovnani zdravych kontrol a nekomplikovanych DM1 pacientli a DM1 pacientil
s nefropatii  prokdzalo negativni vliv nefropatie na svalovy metabolismus.
Nekomplikovani DM1 pacienti nem&li 74dné signifikantni rozdily v klidovém °'P
metabolismu vici kontroldm, pouze pii zatézi byl nalezen trend k pomalejsi pozatézové
regeneraci PCr. Nenalezeni signifikantnich klidovych zmén u nekomplikovanych DM 1
pacientli je nejspiSe disledkem velmi dobré kompenzace diabetu. Zminény trend
k véts§im hodnotdm 17pc, je ve shodé shorSim oxidativnim metabolismem
u publikovanych nekomplikovanych DMI1 pacienti (Crowther G. J. et al., 2003;
Kacerovsky M. et al., 2011).

Podrobna diskuze k pohlavné specifickym zménam je uvedena v publikovaném

¢lanku (Sedivy P. et al., 2018).
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6.2.2 *'"P MRS u pacientii s ischemii dolnich kon&etin v kombinaci

s diabetem mellitus

Diagnostika koncetinové ischemie je u pacientll s diabetem obtiznd, protoze
standardni metody pro hodnoceni ischemie, jako je index kotnikovych tlaki nebo i CT
angiografické vysetieni, mohou byt zkresleny mediokalcindzou. Navic CT angiografie
predstavuje radiaéni zat€z a podani kontrastni latky zatézuje ledviny, které jsou
u diabetikii casto poskozeny. Podobné miize byt neuropatii zkresleno i zatézové
vysetieni na chodicim pase. Nejstandardnéjsi pouzivanou metodou je u diabetickych
pacientli méfeni transkutdnni tenze kysliku (TcpO,), avSak tato metoda hodnoti
prokrveni jen v uzké povrchové vrstvé. Cilem provedené studie uvedené v dizertacni
praci bylo uréit piinos a limity *'P MRS pro vySetieni pacientdi v rizném stupni
ischemie a zdroven v danych skupindch charakterizovat metabolické postizeni tkané.
Druhym cilem bylo hodnotit efekt 1écby PTA nebo transplantace mezenchymalnich
kmenovych bunék uosob, kde 1écba PTA uz nepfichdzi v ivahu kvuli technicky

nefesitelnému cévnimu postizeni nebo vysokému opera¢nimu riziku.

6.2.2.1 Dosazené vysledky v klidu a pri zatézi u ischemickych pacienti

Dosazené vysledky dokazuji, Ze 1ze pomoci klidové a zat&zové *'P MRS rozélenit
pacienty podle zavaznosti ischemie. Pti mirné az stfedni ischemii dochazi k ovlivnéni
1 k vyraznému ovlivnéni klidového svalového metabolismu.

Za klidového stavu nalezeny vzrust Pi a pokles PCr a ATP demonstruji, jak je
v souvislosti s kritickou ischemii sniZzena aktudlni klidovd zasoba makroergnich
fosforovych sloucenin. Zjisténé poskozeni klidového svalového metabolismu je
podobné zménam, které¢ se vyskytuji pii dalSich svalovych onemocnénich (viz oddil
3.2.6) nebo které jiz diive popsal Zatina (Zatina M. A. et al.,, 1986) u pacienti
s ischemii dolnich koncetin. Druhym jevem, ktery neni tak Gipln€¢ o¢ekavany ve srovnani
se stavem pii zatézi, je vyrazny posun klidového pH do zasaditych hodnot u nékterych
pacientli dokonce s pozorovanym klidovym Stépenim signalu Pi. Ackoliv je klidova
zména pH relativné mala ve srovnani se zménami, k nimz dochazi pti zatézi, je tato
zména signifikantni a lze ji pozorovat i u pacientli s méné€ zadvaznou ischemii. Zména je
uvadéna i v jinych publikovanych ¢lancich (Suzuki E. et al., 2000; Wahl D. G. et al.,
1994). Posun pH lze vysvétlit nékolika zptisoby. Muze se jednat o posun pH v disledku
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posunu klidové rovnovahy kreatin-kinazové reakce (pacienti maji vice Pi a méné PCr
a kreatin-kindzova reakce spotfebovava H') (Wahl D. G. et al, 1994). Jinym
vysvétlenim mulze byt, ze bunka nesta¢i wudrzovat svoji homeostazu Vvici
extracelularnimu prostiedi, které je vice zasadité. Klidové st€peni anorganického fosfatu
souvisi nejspise se vznikem dvou kompartmentd, jeden s fyziologickym pH a druhy
s vyrazné posunutym pH do zasaditéjSich hodnot. Zasadit&jsi signal Pi a jeho velikost je
v nékterych védeckych studii provedenych na 7 T MR tomografech ztotoziovana
s obsahem mitochondrialniho Pi (van Oorschot J. W. M. et al., 2013; Valkovic L. et al.,
2016), pticemz plati, ze jeho vys8i hodnoty jsou spojeny s vykonnéj$Sim oxidativnim
metabolismem. V nasi provedené studii bylo $tépeni pozorovano u pacientd s kritickou
ischemii, kdy pacienti jiz méli i edém lytka a mnohocetné ulcerace, proto druhy signal
Pi snejvyssi pravdépodobnosti nepochazi z mitochondrii, ale jednd se o signal
pochazejici z velmi poskozenych bunék (dva kompartmenty — méné a vice poskozené
buiky) nebo jde o signal Pi z extracelularniho prostfedi, které je zvétSeno zminénym
edémem.

Pacienti s mirnou az stfedni ischemii méli v klidu pouze zvySené pH
a korelovanou hodnotu poméru BATP/Py s ABI indexem, coz svéd¢i o tom, Ze jejich
klidovy metabolismus neni velkou mérou limitovan danym onemocnénim.

Oproti klidovym vysledkam °*'P MRS byly vyrazné zmény nalezeny
v metabolismu pii zat€Zzi uZ u pacienti s mén€ zavaznou ischemii. Pfi zat€zi byl
pozorovan trend k hor§Sim hodnotdm tpc;, Qe 0d zdravych kontrol pies subjekty se
sttedné zavaznou ischemii az k pacientiim s kritickou koncetinou ischemii. U pacientl
byl také detekovan vétsi pokles PCr a pH behem zatéze pfi mensim normalizovaném
vykonu (na priifez svalu) nez u zdravych kontrol (Obr. €. 28 a Tab. ¢. 10), coz ukazuje
na mensi toleranci k zatézi a odlvodnuje klaudikace a restrikci vzdalenosti, které jsou
schopni urazit chizi.

U pacientt se jevil nejmarkantnéjSim znakem ischemie zp¢,, ktery se u nékterych
pacientt zvétsil vice nez desetindsobné oproti primérmé hodnoté 7pc zdravych kontrol.
Na druhou stranu ani tento a ani 7adny jiny parametr zatézové *'P MRS nekoreloval
s parametry standardnich klinickych metod. To miZze byt dano tim, Ze ABI ma vé&tsi
vztah ke klidovému metabolismu (zde byla naopak nalezena signifikantni korelace) nez
k metabolismu pii zatézi, délka chiize na pase je ovlivnéna subjektivnimi pocity osob
a TcpO, je tmdrné prokrveni pouze v uzkém pasu pii povrchu t&la na rozdil od *'P

MRS, jez detekuje metabolické zmény z celého objemu svalu. Ctvrtym dilezitym
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faktorem pro nalezeni korelaci je pozice ischemie, ktera v ptipad¢ pacienti s kritickou
ischemii progredovala do nejhorsiho stavu az na chodidle (z této oblasti také pochazi
hodnota TcpO,).

Pro lepsi roz&lenéni pacientt pomoci klidové a zat&zové *'P MRS do jednotlivych
skupin Ize vyuzit analyzu hlavnich komponent (PCA) nebo linedrni diskriminacni
analyzu, kterd spoji jednotlivé klidové a zatéZzové parametry do novych proménnych
Iépe vystihujicich variabilitu dat nebo rozd¢leni subjektli podle stupné onemocnéni.
NaObr. ¢. 37 je ukazano uspésné rozClenéni kontrol a pacientd s kritickou

koncetinovou ischemii s pouzitim PCA analyzy.

skupiny
o~ o
- *se CG
8 . .
E . _ & |DPA
e PA

Factor 1
Obr. &. 37. Grafické znazornéni jednotlivych pacientd (CG — zdravé kontroly, PA —
pacienti s mirnou az stfedni ischemii, DPA — pacienti s kritickou ischemii) v novych
proménnych metodou PCA (znaceny faktor 1 a 2).

6.2.2.2 Efekt 1écby ischemie na svalovy metabolismus

V dizertacni praci byl zkouman efekt dvou typl 1é€by na svalovy metabolismus
u pacientl s kritickou koncetinovou ischemii. Prvni typ 1écby byla PTA v ptipadné
kombinaci s implantaci stentu. LéCba piedstavuje klasicky zplsob 1é¢by kritické
koncetinové ischemie. Jeji efekt na svalovy metabolismus byl i v minulosti zkouman
pomoci 3P MRS (Brotzakis P., 1995; Hands L. J. et al., 1986; Schunk K. et al., 1998;
West A. M. et al., 2012; Zatina M. A. et al., 1986). V uvedenych publikacich se dospélo

k zavéru, ze PTA ma pozitivni efekt, ale ze zcela nenavraci metabolismus do normalu.

104



Druhy typ 1écby se ftadi k experimentalni 1€cbé pomoci implantace
mezenchymalnich buné¢k, které by mély zvysit angiogenezi, a tim zlepsit i perfizi dolni
koncetiny. Tento typ 1é&by nebyl nikdy zkouman pomoci *'P MRS. Cilem provedené
studie nebylo urcit, ktera ze dvou metod je ucinnéjsi v 1écbé kritické koncetinové
ischemie, nybrz pouze zjistit, zda i u diabetickych pacientt s kritickou ischemii dochazi
k detekovatelné uprave fosforového metabolismu alespoil po jedné z téchto intervenci
v odstupu 3 mésicti. Po tfech mésicich od PTA a ani po 1écbé kmenovymi buiikami vSak
nebylo pozorovano zadné signifikantni zlepseni svalového metabolismu. Porovnani je
ovlivnéno malym poctem subjektli, kdy pii zatézi po tfech mésicich 1écby kmenovymi
buiikami bylo k dispozici pouze 5 osob a po PTA dokonce pouze 4 osoby. V malych
skupinach by musel byt efekt 1écby velmi vyrazny, aby prokazal statistickou
vyznamnost, ale 1 bez pfihlédnuti k hodnotdm statistické vyznamnosti je patrné, Ze
hodnoty po 1é€bé zejména u PTA se vyrazné nezménily.

V piipad¢ klidového porovnani je k dispozici vice naméfenych subjektd,
u transplantace bunék celkem 13 osob. V této podskupiné pacienti doslo
k signifikantnimu zlepSeni hodnoty transkutdnni tenze, avSak pouze pomér BATP/Pyy
ma trend k vy$Sim, respektive lepSim (kontrolnim) hodnotdam. Po PTA jsou zmény
v metabolismu svalu jeSt€ mensi nez ulécby kmenovymi buikami. Nenalezeni
signifikantniho zlepSeni klidového svalového metabolismu ale bylo o¢ekavané, protoze
v publikovanych studiich se referuje zejména o zménach pii zatéZi po revaskularizaci.
Zatina naptiklad ve své studii (Zatina M. A. et al., 1986) uvadi, Ze u mnoha pacientil
nedoslo ke zlepSeni klidového metabolismu po PTA ani po dlouhé dobé po zdkroku.
Klidové zlepSeni uvadi pouze Brotzakis, ale ten vySetfoval pacienty po PTA pro akutné
vzniklou ischemii, coZ je znatné rozdilny stav od chronické ischemie pfi
syndromu diabetické nohy.

Pro hodnoceni, zda revaskularizace u pacientli s diabetem ma alesponn okamzity
efekt na svalovy metabolismus, bylo vysetfeni klidovou a zatéZovou °'P MRS
provedeno i den po PTA. Porovnani metabolismu ihned po revaskularizaci ma vyhodu
v tom, ze neni riziko zhorSeni ischemie novymi uzavéry. Po tfech mésicich sledovani
efektu revaskularizace muize dojit k vytvofeni novych uzavért, ptipadn€ i zlepSené
prokrveni mize byt stdle nedostatecné a misto regenerace svalovych bunék se mizZe stav
koncetiny v pritbéhu 3 mésicii naopak zhorsovat.

V ptipadé¢ provedené¢ho porovnani nebyly k dispozici hodnoty transkutanni tenze

thned po zakroku, ale vSechny PTA byly angiograficky hodnoceny jako alespon

105



castecné uspésné (alespoii s jednim zvétSenim pratoku v jedné arterii). V pfipadé zatéze
byla zjisténa u pacientd signifikantn¢ rychlejsi obnova PCr (zkracen tpc,), vyssi byly
i hodnoty Q. @ pHey. V klidovém metabolismu nebyly nalezeny zadné signifikantni
zmeény, coz je ale konzistentni s diive diskutovanym stavem po 3 meésicich. Jednotliva
zlepseni metabolismu jsou vSak hodn¢ variabilni. U nékterych pacient nebyla pii zatézi
nalezena zadna zmeéna, u nékterych pomérne velkd (viz graf na Obr. €. 31), coz mlze
souviset s mistem a s usp&snosti roziifeni tepny vii&i pozici, z které je métena *'P MRS.
Druhym dulezitym faktorem pro posouzeni velikosti zlepSeni metabolickych funkci
svalu je, do jaké miry byl pficinou uzavér tepny, protoze defekt svalového metabolismu
muze castecné pochdzet i z poskozené mikrocirkulace a ze svalovych bunék, které
nepiizniveé reaguji na dlouhodobou ischemii, jak bylo zminéno v oddilu 3.2.6.1.

Pii velmi uspésné PTA, kdy je ischemie nejspiSe dana zejména uzavéry, lze
individudlné pozorovat vyrazné¢ zmény i na klidovém metabolismu diabetikii po PTA,

jak doklada Obr. €. 32.

6.2.2.3 *!P saturaéni transfer u ischemickych pacientii a zdravych kontrol

r vy s 1 v 7 . . ’ o ’
Provedené méfeni °'P saturaéniho transferu prokazuje negativni piisobeni

ischemie 1 na priib&éh kreatin-kindzové reakce v klidovém stavu. Pacienti s kritickou

sat
Ipcr

Ipcr

ischemii méli signifikantn€ niz§i hodnotu 1 — , respektive velikost aparentni

rychlostni konstanty kreatin-kindzové reakce. Samotna hodnota Fpc,. _4rp nebyla
signifikantné nizs§i, coz je ale zplsobeno nartistem poméru PCr/BATP, respektive
koncentrace PCr (viz Tab. €. 13). Vyssi pomér PCt/BATP je pravdépodobné zpiisoben
poklesem koncentrace ATP neZ vy$§im zastoupenim PCr ve svalu ischemickych
pacientl, jak doklada snizeny pomér BATP/Py:. Druhou nedokonalosti provedeného
srovnani pacientil a kontrol je odlisSny vék skupin. Kontroly ale byly zvoleny tak, aby
vydrzely cely protokol i s IR ¢asti. Hodnoty jsou pak i s vétsi vérohodnosti srovnatelné
s diive publikovanymi hodnotami Valkovice (Valkovic¢ L. et al., 2013, 2013).

Tieti nedostatek predstavuje hodnota T1,EF, ktera byla pouzita stejna pro viechny

pacienty podle primémé kontrolni hodnoty. T1pPhr mé u zdravych dobrovolnikl

v IKEM maly relativni rozptyl (7 %) stejné jako hodnoty uvadéné v publikované praci
Valkovice (Valkovi¢ L. et al., 2013) (8 %), ale jednd se o zdravé mladé osoby.

U pacientii mohou byt rozptyl i samotna hodnota T1,EF vyrazng jiné.

106



Vyjma experimentalnich obtizi v pacientské skupiné vykazuji hodnoty zdravych
dobrovolnikil Tlﬁgf 1 kpcy s arp dobrou shodu (rozdil pouze 10 %) s publikovanymi
hodnotami T13PP = 1,7 + 0,1 s a kpcy arp = 0,31 £ 0,04 5™ (Valkovi¢ L. et al., 2013),
takze pouzity protokol a zpiisob vyhodnoceni naméfenych dat 1ze povazovat za spravny
a lze ho vyuzivat i v budoucnu.

Mimo uréeni Fpc, - 47p technika saturacniho transferu umoziuje urcit 1 Fp; _ z7p.
Bohuzel vSak uvedeny vySetfovaci protokol a experimentidlni vybaveni v IKEM
sat

neposkytlo dostatecny SNR pro vérohodné urceni zmény I—l u ischemickych pacienti.
Pi

Navic pro vypocet kp; _4rp je potieba Tlﬁfp a u ng je popsan (Valkovi¢ L. et al.,
2013) vyrazné vétsi rozptyl (cca 20 %) i mezi zdravymi osobami, tudiz cely protokol

1 s IR casti by museli podstupovat i pacienti.

6.2.3 Srdecni selhani

Provedena studie vlivu srde¢niho selhani na svalovy metabolismus potvrzuje jeho
negativni efekt (viz oddil 3.2.6.2). Signifikantni rozdily byly nalezeny jak v klidovém
metabolismu, a to sniZené zastoupeni makroergnich fosfatovych sloucenin (zejména
ATP), tak 1 pii zatézi, v jejimz prubéhu byl pozorovan vétsi pokles PCr (i po
normalizaci na vykon). Navic po zatézi byla nalezena pomalejSi obnova PCr. Zjisténa
mitochondrialni kapacita nebyla sice signifikantné snizend, ale jeji hodnoty byly mirné
mensi a navic mensi koncentrace ATP v poméru PCt/ATP mohly nadhodnotit vypocet
absolutni velikosti poklesu PCr, respektive Q.

Chronické selhani srdce je Casto spojeno se sideropenii v disledku snizené¢ho
pfijmu Zeleza, krevnich ztrat ¢i1 malabsorpce Fe (Jankowska E. A. et al., 2013).
Celkovy snizeny obsah Zeleza zhorSuje toleranci k zatéZi a zvySuje mortalitu pacientl se
srdecnim selhanim (Cleland J. G. F. et al., 2016; Okonko D. O. et al., 2011) nezavisle
na soubézné anemii. To je nejspiSe dano faktem, ze samotné Zelezo je potiebnou
soucasti myoglobinu a komplexu dychaciho fetézce mitochondrii v kosternim
a srde¢nim svalu (Blayney L. et al., 1976; Finch C. A. et al., 1976).

Sideropenie u pacientii se srdecnim selhdnim vySetienych v IKEM opravdu
prohlubovala zjisténé negativni zmény v metabolismu kosterniho svalu. Pfi zatézi méli
sideropenicti pacienti vétsi relativni pokles PCr, ktery byl spojen s poklesem pH. Navic

byla u nich zji$téna nizs$i maximalni sila pti obdobném prifezu svalu m. gastrocnemius

107



nez u nesideropenickych pacientl. Zjistény negativni efekt sideropenie na svalovy
metabolismus pomoci >'P MRS potvrzuje nejen tato provedena studie, ale i studie
Thompsona (Thomson C. H. et al., 1993) na potkanech i na lidech (Thompson C. H. et
al., 1993). Thompson ve studii provedené na pacientech (pouze Zeny bez srdecniho
selhani se sidepenii z chronickych krevnich ztrat) také nalezl, Ze dochazi pii zatézi
k signifikantné vétSimu poklesu PCr a vzristu Pi. Po zatézi mély jeho pacientky
signifikantné snizené pouze Vpc. na rozdil od mitochondridlni kapacity, kterd byla
stejnd €i jen mirn¢ zmensend. Pii srovnani s Tab. ¢. 14 je patrné, ze se jedna o velmi
analogické zmény, které lze pozorovat u pacientl, ktefi maji navic srde¢ni selhdni.
Jediny podstatny rozdil je vchovani tpc.. V Thompsonové studii byl zpc,
u sideropenickych pacientek piekvapiveé spiSe kratsi na rozdil od sideropenickych
pacientii v IKEM, kde 7pc, méa trend byt spiSe delsi (s p = 0,06). Delsi zpc,
u sideropenickych pacientii v IKEM je pravdépodobné dén kombinaci druhého
onemocnéni, které vice zdlraznuje negativni efekt sideropenie na svalovy
metabolismus.

V provedené studii v IKEM se zkoumal i vliv podaného lé¢ebného piipravku
karboxymaltozy zeleza na zdravotni stav u 13 osob se sideropenii a srde¢nim selhanim.
Relativné maly pocet vySetfenych osob po 1écbé karboxymaltézou Zeleza byl dan
situaci, kdy ¢ast pacientii zemfela nebo u nich bylo pfikroceno 1 k jiné 1écbé, zeyména
k implantaci kardiostimulatoru. U pacientli doSlo k Gpravé sideropenie 1 k zlepSeni
subjektivnich priznakéi srde¢niho selhani po jednom mésici 16¢by. *'P MRS ale
neukézala Zadné objektivni zlepSeni svalového metabolismu (pouze byl zjistén nérlst
maximalni vynutitelné sily). Provedené porovnani ma slabinu v poc¢tu lé€enych osob,
v délce sledovani pacienttl, a Ze se nejedna o zaslepenou studii s placebem.

Neptitomnost zlepSeni svalového metabolismu 1é¢bou Fe ptipravku muize byt
dano faktem, ze se efekt vyrovnani hladiny Zeleza v organismu projevi po delsi dobé,
nez je pouhy jeden mésic, zejména pokud nedostatek Zeleza poskodil samotné
mitochondrie ve svalu. Ve velké a zaslepené studii s placebem (300 osob) publikované
v roce 2015 (Ponikowski P. et al., 2015) jeji autofi pozorovali signifikantni zlepSeni u
pacientl se srde¢nim selhdnim a sideropenii aZ po vice nez tfech mésicich 1écby Fe
pfipravkem. Nepfiznivym faktorem pro porovndni vysledki svalového metabolismu

u jednotlivych pacientii miize byt i samotna progrese srde¢niho selhani.
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7 Zavér

V ramci feSeni dizertacni prace byly ziskdny dulezité metodické a klinické
poznatky tykajici se zejména *'P MRS provadéné bshem fyzické zat&ze. Z metodickych
vysledkii se jednd o navrzené a nasledné provedené zmeény na experimentalnim
vybaveni pro zatézové vysetieni 'P MRS na 3T tomografu IKEM: a) zména
konstrukce osy rotace pedalu; b) synchronizace MR méfeni s cvienim; c) upevnéni
kongetiny v ergometru. Pro vyhodnocovani dat ze zat&zové >'P MRS i z MR zobrazeni
vazajici se na provedenou zatéz byly naprogramovany GUI aplikace v Matlabu, které
vyrazn¢ urychluji zpracovani vysetieni.

Klinické vysledky dizertaéni prace zahrnuji poznatky tykajici se svalového
metabolismu u pacientl s ischemii dolnich koncetin (Hajek M. et al., 2017; Némcova A.
et al., 2017, gedivy P. et al., 2017, Sedivy P. et al., v tisku), diabetu (Sedivy P. et al.,
2018) a pacienty se srdecnim selhdnim. Ukdzalo se, Ze kombinace klidové a zatézové
3P MR spektroskopie umoznuje na zakladé objektivnich dat ze spektroskopického
vySetfovani rozdélit pacienty podle klinického obrazu. U kritické ischemie 1ze sledovat
efekt 1écby PTA nebo experimentdlni lécby kmenovymi buiikami na svalovy
metabolismus. Signifikantni zmény ve zrychleni navratu PCr do klidovych hodnot ihned
po revaskularizaci PTA umozZnuji hodnotit vysledky 1écby. Podobné jde pouZzit i MR
spektroskopii pro sledovani zmén pii podavani 1éCiv, jak bylo ukdzano na skupiné
pacientl se sideropenii.

Ziskané vysledky jsou v souladu se zadanim dizertacni prace a byly prezentovany

v nékolika publikacich a fad¢ pfedndsek na domacich a zahrani¢nich akcich.
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