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Shrnuti:

Tato prace je za#étena na studium transplantovanych ledvin pomocbfose MR
spektroskopie. Cilem této prace je zjistit moznastivyuziti této metody u paciént
po transplantaci s dysfunkci ledviny.

Na 1,5 T MR tomografu bylo metodou 2D-CSI vygeb celkem 68 pacieit
po transplantaci ledviny. Pacienti byli podle ktikého a histologického nalezu raéehi
do 4 skupin: akutni tubularni nekréza (ATN), epiaodkutni rejekce (AR), pozdni
dysfunkce &tpu (LGD) a kontrolni skupinu K, kterou fkith pacienti s dobrou funkci
Stpu ledviny. Bhem vySedteni, které trvalo 20 minut, byla &fena intenzita signal
odpovidajici metabolim: fosfomonoestery (PME), anorganicky fosfat (Rasfodiestery
(PDE), gama, alfa a beta adenosintrifosfat -, p- ATP). ATP bylo néfeno s pispsvky
a- af- adenosindifosfatu.

U pacient s epizodou akutni rejekce bylo z§isb signifikantni zvySeni po¥ni
metabolitt PMEB-ATP, PME/Pi a PDE/Pi v porovnani s kontrolni skuqi. U skupiny
s ATN bylo pozorovano snizeni parandieBDEB-ATP a PDE/Pi oproti kontrolni skugin
U skupiny s LGD bhylo zji&#no signifikantni snizeni pafru PME/Pi oproti kontrolni
skupirg. Skupina paciefits AR se signifikanth odliSovala od skupiny ATN v parametru
PME/Pi a PDE/Pi, od skupiny LGD v parametru PME/Pi.

Vysledky této prace ukazuji, Ze metodR MRS umot#uje sledovat metabolizmus
transplantované ledviny a na zaldadorovnani poréra relativnich koncentraci rozlisit
dvé zakladni piciny dysfunkce ledviny ¥asném potransplaritaim obdobi.

Kli¢ova slova:
3P MR spektroskopie, transplantace, epizoda akajekce, metoda 2D chemical shift

imaging
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Summary:

The aim of this work was to evaluate the possipild use in vivo phosphorus
magnetic resonance spectroscop? (MRS) for the diagnosis of kidney graft dysfunatio
after transplantation.

A total of 68 patients with kidney grafts were exaed on a 1.5T MR scanner.
3P MRS was performed using the 2D-chemical shiftgimg method. The patients were
divided into four groups: acute rejection episodasute tubular necrosis; late graft
dysfunction; and patients with good renal function after traasmtion. We measured
the signal intensities of phosphomonoesters (PMi)prganic phosphate (Pi),
phosphodiesters (PDE) and, -, y-adenosine triphosphate (with contributioncof 3-
adenosine diphosphate) and their ratios.

Patients with acute rejection episodes showed fgignily elevated PME/R-ATP,
PME/Pi and PDE/Pi signal ratios compared to thetrobrgroup. The group with acute
tubular necrosis has decreased these ratios:[PAH? a PDE/Pi compared to the control
group. Patients with late graft dysfunction revdabaly significant decrease of PME/Pi
ratio. The group of AR patients display higher aatof PME/Pi and PDE/Pi compared
to the group of ATN patients and display higherosabf PME/Pi compared to the group
of LGD.

We conclude that'P MRS is capable to distinguish between the twonnsaiises

of graft dysfunction early after transplantation.

Keywords
3P MR spectroscopy, kidney, transplantation, acejection episodes, chemical shift

imaging
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1.  Uvod

1.1 Magneticka rezonance a MR spektroskopie

Magneticka rezonance (MR) piaimezi velmi Setrné neinvazivni radiodiagnostické
vySetovaci metody. Metoda byla objevena v letech 194% 1) a ivodre byla pouzita
jako fyzikalni metoda pro govani magnetického momentu jader. Rjzde za&ala
uplatiovat v chemii pi zjiStovani struktury a chemického sloZeni latek a odckorD. let
se z#ala uplatovat v medicin, kde se stala nenahraditelnou &mii komplexu
zobrazovacich metod. Je to moderni zobrazovaci dagt®jiz nej¢tSi prednosti je,
Ze umoduje zobrazit jak anatomii (klasické MR zobrazovarfinkci (funikcni MR
zobrazovani), tak i biochemické procesy (MR spedkopie), a to bez Skodlivycttinka.
Dava nam informace o protonové hustotelax@&nich ¢asech, koncentraci kovovych
iontd, metabolitech a intracelularni hodégiH. Zakladnim principem vzniku informaci
pro vytvaeni obrazu je z#ma magnetického pole tkani lidského organiznisopenim
vysokofrekvegniho magnetického pole. Frekvence tohoto elektraratického zéeni
spada do pasma velmi kratkych radiovych vin.

V Ceské republice se gala magneticka rezonance pouzivat vigké diagnostice
od roku 1988, kdy bylo v Institutu klinické a exjmeentalni mediciny (IKEM) v Praze
zahajeno vysébvani na wubec prvnim MR tomografu. Roku 1994 byl instalovamik M
tomograf Magnetom Vision 1.5 T firmy Siemens. Tehtotinné vyuzivan ke klinickému
vySetovani paciert a klinickym studiim pomoci MR zobrazovani. Diky
spektroskopickému softwaru umm¥al techniku protonové a fosforové spektroskopie,
kterd byla vyuzZivana jak pro vyzkum, tak pro klkoa praxi. Od roku 1995
se na oddeni provadi vySe&ovani pomoci kvantitativni protonovél MR spektroskopie.
Tato metoda se uplaije pedevSim ve sledovani metabolismu mozkové &kan
a v klinickém provozu ndjklad @i sledovani pacieits epileptickym (2Xi nadorovym
onemocgnim mozku a pro vyzkum paciéntrpicich schizofrenii (3). V poslednich letech
byla metoda protonové spektroskopie mimo jiné wWaZipro studium intra-

a extracelularnich lipid ve svalové tkani u diabefik(4) a potomk hypertoniki (5).
Od roku 1997 je na odteni MR k dispozici specialni povrchova civka, ktermouje
vySetovat technikou fosforové'P MR spektroskopie. N&s&ji je povrchova civka

vyuzivdna k vySébvani pacienit s metabolickym onemoénim svalu, kdy pomoci
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fosforové spektroskopie je monitorovan stav en&kého metabolismu kosterniho svalu
v pribéhu |&by. V poslednich letech byly metodou fosforové s$medkopie sledovany

zmeny energetického metabolismu jater u padientirhotickym onemocimim (6).

1.2 Cil prace

Tato prace je za#ena na studium transplantovanych ledvin pomoci drové
spektroskopie. Prace vychazi segpokladu, Ze metabolismus jakéhokoliv organu &e i
za fyziologickych a patologickych podminek. Ledyira stejg tak i transplantovana
ledvina, pati mezi organy s velmi vysokym energetickym metaobm. Fosforova
spektroskopie, tim Ze detekuje metabolity aktivigdevsim v energetickém metabolismu,
je vhodna ke sledovanédhto znén. Dokladem toho je provedena reSerSe a vysledky
pilotnich studii (7, 8) vn vivo hodnoceni energetického metabolismu transplanjayan
ledvin u nefrologickych pacieint

V nasi praci jsme tedy jiz zavedenou metodu fosf@rgpektroskopie pouzili
s cilem zjistit jeji moznosti a vyuziti v klinickpraxi. Metoda fosforové spektroskopie
transplantovanych ledvin v sébzahrnuje vice medicinskych offior Pati meazi
zobrazovaci metody oboru radiologie, vyuziva pdanabiofyziky a giblizuje se
k obortim biochemie a fyziologie. Svym klinickym z&renim na transplantované ledviny

Gzce souvisi s oborem nefrologie.

Predkladana prace byla vypracovana na MRétmid Zakladny radiodiagnostiky
aintervergni radiologie Institutu Kklinické a experimentalni ediciny v Praze,

ve spolupréci s Klinikou nefrologie TransplancenkK&M.
Hlavni cile prace jsou shrnuty &chto bodech:

1)  analyz&'P MR spekter transplantovanych ledvin

2) kvalitativni a kvantitativni zpracovani ziskahyspekter
3) porovnani vysledkjednotlivych skupin pacieft

4) zhodnoceni moznosti metody

Uvod 12



V Uvodu teoretickécasti se prace &nuje fyziologii ledvin a problematice
transplantovanych ledvin. V dalSi kapitole je zémimprincip MR spektroskopie adfené
metabolity jsou pedstaveny z biochemického pohledu. Nasledujehlpd dostupné
literatury Wnujici se tomuto tématu. Experimentadidist rozebira problém optimalizace
vySefovaciho postupu a &feni na fantomech. Saasti této kapitoly je popis klinického
vySefovani pacierit a dobrovolnik, v¢etng vySetovaciho protokolu. V kapitole vysletdlk
jsou shrnuta vysledna data a uvederiklady opakovaného é&beni. V diskuzi jsou
vysledky porovnany s publikovanymi daty a jsou zdeebrany metodické poznamky.
protokol. Poslednimi kapitolami jsou seznamy pauditeratury a vlastni publikai

éinnosti.
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2. Teoretickacast

2.1 Fyziologie a patofyziologie ledvin

Ledviny jsou péarovy, Zivothdulezity organ. Jejich ukolem je odsimvat toxické
latky z organizmu a vyktovat gebytek vody a soli. Dale se podileji na ugraxevniho
tlaku, na tvork vitaminu D a na tvorbhormonu podporujiciho tvorbiervenych krvinek.
Nepotebné latky a nadbytaa voda se z organizmu odsiig moci a tim je kontrolovana
jeho rovnovaha. Cilem ledvin je vyldit maximum nezadoucich metabdlit
s minimalnimi ztrdtami nezbytnych sloZek extracaioi tekutiny.

Parenchym ledvin zahrnuje vméeeré vazivo, ve kterém jsou ulozeny krevni
a lymfatické cévy a nefrony (obrazek 2.1). Nefrgsgu zakladni stavebni a fufrk
jednotkou ledviny a u lidi je jich asi 2 milibnyafenchym se podle viitiho uspgadani
déli nakiru a den, které pedstavuji d¥¢ funkéné naprosto odliSné&asti renélniho
parenchymu. Spravnou funkci ledvin umage mimaadre tésny kontakt krevniho aiu
s parenchymem. Bohaté krevni zasobeni ledvin tzggisdostatenou dodavku kysliku,
kterd odpovid4 energeticky nénym proce8m tubularni exkrece a &mé resorpce.
Ledvinami protée asi 20-25 % hodnoty klidového sédého minutového objemu (400 —
430 ml/100g/min), kolem 90 % sifuje do kiry a 10 % do terg ledvin.Na spaehs
kysliku se nejvice podili aktivni tubularni trangpgiedevsim sodnych ioint o ¢emz
swedci morfologicka charakteristika tubularnich kin

Fyzikélni podstatou tvorby glomerularniho filtrgje ultrafiltrace krevni plazmy
v glomerulech (180 | za 24 hodin). Mezi dva zakiatlbularni procesy p#ttubularni
exkrece a reabsorpce. Nieni tchto proces se podili cel&ada regulénich faktofi
(vazopresin, aldosteron, renin-angiotensin, aféunkci siracich kanalk je za¢recna
kvalitativni a kvantitativni Uprava nib Konethym produktem ¢innosti funkniho

renalniho parenchymu jetpnérné 1-1.5 | definitivni mai (9, 10).
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Obrazek 2.1:Schématické znaza¥ni nefronu (11).

Dojde-li k onemoc#ni ledvin, miZe se stat, Ze jejich Zivatrdilezité funkce dale
jiz neprobihaji, nebo jsou vyrazrenizené. Vde se zanou hromadit odpadni latky
a voda, které Zjsobuji mnohé problémy (Unava, nechutenstvi, otaky,). Organizmus
dokéze tolerovat hromadi odpadnich latek pouze paiitou dobu, potom je nutné &a
s adekvatni Eou, kterd nahradi¢které funkce ledvin.

Mezi nefasgjSi priciny chronické renalni insuficience piatglomerulonefritida
(z&ret glomeruti - ledvinnych klubfek), tubulointersticialni nefritida (nebakterialraret
ledvinnych kanalk), chronicka pyelonefritida (bakterialni zdnledvinnych kanalk),
diabeticka a hypertenzni nefropatieaidné choroby (nap polycystdza). B chronickém
renalnim onemocmi se postuphsniZzuje funkce ledvin na takovou urdyexdy dochazi
k vyraznym zrgnam ve slozeni extracelularni tekutiny. Za selhédvin povazujeme
situaci, kdy je jejich funkce sniZzena na 10 %. lieg\pak nejsou schopny udrzet normalni
sloZeni vnitniho prostedi, a to ani za bazalnich podminek a je nutnéjizadnavidelnou

dialyzani l&bu (12).
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2.2 Transplantace ledvin

Existuje vice zpsohi lécby selhani ledvin. Chronicka dialyad lécba
(hemodialyza a peritonealni dialyza) dokaze i gkolik let udrzet homeostazu organizmu
ve vitalre prijatelnych mezich, ale neni idedlnif@eSenim problémugthto nemocnych.
Nemocni jsou zavisli nafistroji, jsou neustale ohroZeni sepsi a kardiopudhdm
selhanim. OptimalninieSenim je transplantace ledviny. Transplantaceingdwoskytuje
nemocnému oproti dialyze nejenom Sanci na débsiith, ale i lepSi kvalitu zZivota. Prvni
aspEsSna transplantace ledviny byla u nas provedena18k6 a od tohoto data byl zahdjen
systematicky program transplantaci ledvinC&ské republice plati dle transplahtéo
zékona¢. 285 sb. zroku 2002 principiqrpokladaného souhlasu. Celkopati CR
ke Spéce v pdtu prova@nych transplantaci na &¢. VétSinu transplantovanych ledvin
tvoii organy ze zeielého darce, tzv. kadaverdzni ledviny. V &mné dob pribyva také
piibuzenskych transplantaci ledvin od Zijiciho darce.

Imunologick& bariéra organizmu je jednim ze zakieldmproblénd transplantace
ledviny. VSechny biky organizmu jsou nositeli antigénkteré jsou vazany na jeji povrch.
Jde o histokompatibilni tk@vé antigeny. Hlavni systémichto antigefl je ozn&en jako
HLA systéem ("Human Leucocytes Antigen"). Nejvyznasimi imunokompetentnimi
bunkami jsou malé lymfocyty. Jsou senzibilizovany phustokompatibilnim antigaim
darce. Tyto T-lymfocyty jsou odpeésiné za sérii imunologickych reakci, které vedou
k odhojeni - rejekci transplantované ledviny. Kab#ynocny na&ekaci listirg je podroben
typizaci tkar podle HLA systému a je snaha, aby neshoda s typmmu odebranou
ledvinou byla co nejmenSi. Vyb darce ledviny maze vyrazg ovlivnit dlouhodoby
vysledek transplantace. Pro sniZeni imunitni odg@opiijemce na cizi antigeny jéeba
zarit kompatibilitu v systému ABO krevnich skupin ajigat co nejwtSi gribuznost
v HLA systému tk&ovou typizaci (13).

Technika transplantace se stala jiz rutinni maidécby selhani ledvin. Ledvina
je prijemci voperovana do po#ébku vpravoci vlievo. Jedna se o operapitraperitonealni
to znamena4, Ze ledvina je uloZzena minidrd dutinu (obrazek 2.2). Toto misto je vhodné
malou vzdalenosti k ndovému n&chyti a také pro dobrou moznost poopgrapalpace

a biopsie.
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Obrazek 2.2: Schéma uloZeni transplantované ledviny v levéeky jant (14).

2.2.1 Hic¢ina dysfunkci transplantovanych ledvin

Pooperani pribéh po transplantaci byva az v 60 % komplikovan zpemian
funkce ledviny, které se projevuje poruchou v¥gaani vody a elektrolyt Laborators je
patrna stagnace sérové hladiny kreatininu a snizgo@erularni filtrace, coz &kdy
vyZzaduje hemodialyzai |&bu. Komplikace transplantace jsouistedkem vlastniho
chirurgického vykonu, imunobiologickych pochodnebo imunosupresivni dBy.
V ¢asném potransplaritaim obdobi se n&psgji vyskytuje pooperéni krvaceni, méova

pisel, trombdza odvodneé Zily a inféki komplikace.

Jednou z fi¢in, kterd vede k dysfunkci kadaverdézni ledviny ithnpo transplantaci,
je akutni tubularni nekréza (ATN). Tato jednotka Uzce souvisi s dobou tepkiualené
ischémie. U kadaverdzni ledviras teplé ischémie (doba odepusSeni okhu v ledvirg
do okamziku perfuze konzemusi tekutinou) nesmi fekrait 45 minut. Cas studené
ischémie (doba od Zatku konzervace ledviny chladnym roztokem ve staril prostedi
do transplantace) nemaierctit 10 hodin. Bi ATN dojde nasledkem ischémie
k posSkozeni citlivych tubularnich béik a tim k opoz&hému nastupu funkce

transplantované ledviny.
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Zavaznou komplikaci je epizodikutni rejekce (AR), kdy se projevuji znamky
odhojovani &tpu. Setkavame se s ni zejména v prvnich Se&iaich po transplantaci.
Epizoda akutni rejekce souvisi s imunitni reakgjaoizmu na fitomnost ciziho desa.
Provazi ji fada intracelularnich biochemickych reakci, ktefésiuji imunitni buiky
k produkci  proteinovych  mediatior s lok&lnim  @sobenim, tzv.  cytokin
(nag. interferony, interleukiny,tistové faktory, aj.). Bkteré cytokiny vedou k mnozeni
T lymfocytd, které postuph prostupuji do €pu. V za¥ru dochazi k zatlive infiltraci
celého Stpu, kterd je vysstlena vzajemnym {sobenim adhezivnich molekul bilych
krvinek (leukocyt)) a cévni vystelky (endotelu). Epizoda akutni regeposkozuje cévni
vystelku a tubuly. Ve vzorku odebrané tkafiiopsii) je rejekce provazena infiltratem
mononuklearnich busk, intersticidlnim edémem a tubularni atrofii. Tubezadouci
imunitni aktivitu, a s ni spojenou destrukaipit, se snazi pottd imunosupresivni latky.
Imunosupresiva maji selektivnimigobem zamezit aktivaci T a B lymfodytkteré jsou
hlavnimi nositeli imunitni odpaidi na cizi antigeny. Na druhé stéamesngji byt tlumeny
buiky nespecifické imunity (monocyty, makrofagy, NKiky). Imunosupresivni léba
tedy zabrauje rejekci Stpu ledviny, na druhé stranoslabuje protiinfeéni imunitu.
Nadmnerna inhibice T a B lymfocyt je podkladem vzniku toxicity, ktera se projevuje
zejména rozvojem infekts atypickym pibéhem. Restoze je davkovani imunosupresiv
upravovano podle vahy pacienta a jejich hladiny jp&livé monitorovany, neni vyskyt
toxicity nikterak vyjime&ny. Epizody akutni rejekce lze obvykle zvladnoutdg@oim
vySSich davek jednoho z uZivanych imunosupresivigkh anebo ddasnym pidanim
nového imunosupresivniho léku.

Mezi zavazné g&asté diagnozy p#tpozdni dysfunkce Seépu (late kidney graft
dysfunction, LGD), @ive ozn@&ované jako chronicka nefropatie@t. Pozdni progresivni
dysfunkce &fpu predstavuje skupinu roziych proces vedoucich i pes dostat@ou
imunosupresi k poskozeniépli. Je velmi obtiza ovlivniteln4 a je charakterizovana
pomalym progresivnim poklesem glomerularni filtrggéblizné 0.5 ml/min/ngs.). Jeji
incidence je relativh vysoka, byva diagnostikovana veétsiné protokolarnich biopsii
provedenych v 1. roce po transplantaci ledviny () vyznamny rizikovy faktor pro jeji
rozvoj je povazovana préthna epizoda akutni rejekce v prvnim roce po triamsaci.
Progresivni dysfunkce &iu urychli starnuti ledviny a vysledkem je postumtéofie
nefroni, které jsou nahrazovany vazivovou tkani. Klinicley provazena proteinurii,

hypertenzi a postupnou ztratou funkce organu (7p, 1
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2.2.2 Diagnostické metody

Metodou prvni volby p diagnostice dysfunkci &u ledviny je ultrasonografie
s dopplerovskym vysSgnim. Tato metoda je nejdostéysi, nejlevigjSi a pro gkteré
diagnostické jednotky i nejwirgjSi (nagiklad u dilatace dutého systému) (18).
Problémem vSakistava diagnostika dysfunkci¢asném obdobi po transplantaci. Akutni
tubularni nekr6za nema v ultrazvukovém obraze §ipkgiobraz, v B scanu se ATN
muze projevit nehomogenitou parenchymu a zvySenimapiliiho i rezistivnino indexu
pii dopplerovském gieni. Stejné zwny v sonografickém obraz€asto provazeji
i epizodu akutni rejekce. &t ledviny @ ni byva zpravidla zstSeny, s Sirokym
nehomogennim parenchymem (19). Toxicita spojenaziv&aoim imunosuprese
(nap. diive ¢asto cyklosporinova toxicita) nevyvolava sonogtafibiodnotitelné zreny.
Pozdni dysfunkce &bu se projevuje rowi nespecificky, &kdy pi ni byva parenchym
redukovan a ma vyssi echogenitu.

Dalsi mér vyuzZivanou vySébvaci metodou je dynamickd scintigrafie
transplantované ledviny, ktera uniioje hodnoceni perfuze a fuftk schopnosti
transplantatu, jeho drenaze a kinetiky hornicliamgch cest (20).

Metodou volby a zarovezlatym standardem je bioptické vyi&eati Stpu ledviny.
Vykon je provadn v lokalni anestézii, pod sonografickou kontrolauza sterilnich
podminek. Z oblasti hornih& dolniho pélu Stpu je specialni bioptickou jehlou odebran
maly vzorek tkad. Vykon je ¢aso¥ nenar¢ny (cca 15 min), vyZaduje vSak zmau
erudici Iékde. Po vykonu astavé pacient hospitalizovan righu, je u gho monitorovan
krevni tlak a po dobu 6-ti hodin ma undistlakovy obvaz v migtvpichu. Tento vykon je
minimalné invazivni, ggesto je provazen v malém procentu komplikacemi.iMegasgjSi
komplikace pat krvaceni, které fize vest k pechodné hematurii, vytveni hematomu
kolem SEpu, ¢i k vytvoieni krevnich srazenin v mdavém néchyti. VySSi riziko krvaceni
je u pacient s epizodou akutni rejekce, kdy séi iopsii snaze porusi ¢ktera
z intrarendlnich tepen ve velkém prosaklégp@tledviny. V rekterych gipadech toto
krvaceni vyZaduje chirurgickou revizi. Mezsté komplikaceifchazejici po biopsii, p#it
také vytvdeni arterio-venozni (av) pé#, ktera vede k patologické vaskularizaci
ve SEpu. Pro pacienta je biopticky vykortginou dobbe snasen, je vSak spojen sitau
stresovou z#&¥i a omezenim ip 24 hodinovém setrvani naizku. UKité procento

indikovanych pacierit toto vySeteni odmitne. Tést 10 % vzork, tim Ze neobsahuji
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dostaténé mnoZstvi zachycenych glomerulje ozn&eno jako nereprezentativni

a histologicka diagnéza nebyva stanovena, nebo byta$iioptické vyséeni opakovano.
VSechny tyto problémy a komplikace vedou k hledamvych moznych

neinvazivnich diagnostickych metod. Vedle ultragpadie a pditatové tomografie, hraje

viv s

patologii (21). Nové moZznosti nabizi vy&etani pomoci MR spektroskopie.

2.3 MR spektroskopie

Metoda MR spektroskopie umiade neinvazivni sledovani biochemickych
pochodi v riznych organech a tkanich, a proto bywdy ozn&ovana jakon vivo MR
biopsie. Je to analytickd metoda, zaloZzena na oi#abprincipu jako je princip MR
zobrazovani. Metoda spektroskopie detekuje sigaa@iomovych jader nachéazejicich se
v riznych molekulach. V okoli¢thto atomovych jader dochazi vlivem nabity&dstic
a chemickych vazeb ke 2me velikosti lokalniho magnetického pok. Tento jev, kdy
rezonaxini frekvence jader dané molekuly (nebo fémkskupiny) je ovlivina chemickou
strukturou, nazyvdme chemicky posun. Rezonarfrekvence je pro kazdou fudrki
skupinu charakteristickd. Pro popis chemického posije zavedena tzv. konstanta

chemického posund

[1] 5 = O 7 Ot (b
(Dref

kde w; je rezonawnni frekvence dané chemické skupinywgs je rezonanni frekvence
standardu, coZ je sléenina zvolena konvenci (ipadt *H MR spektroskopie se jedna
o tetrametylsilan, U"'P MR spektroskopie je standardem fosfokreatin PCHemicky

posund je vyjaden v jednotkach ppnpért per milion -miliontiny nosné frekvence).

U protonové'H MR spektroskopie je civkafistroje naladna na rezonami
frekvenci vodiku, ktera je ip magnetickém poliBo=1,5T rovna 63,6 MHz. Pomoci
'H MRS miZeme ziskat informace o zastoupeni a koncentrakierych slogenin
(obsahujici vodik) ve zkoumané oblasti. Kklad v mozku se jedna o skeniny

N- acetyl aspartatu, kreatinu, cholinu, laktatud. aBignal &chto molekul je pekryt
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viN 7

1/10 000-100 000). Tento dominantni signal je ugrove spektroskopie peba potlait
pomoci komplikovanych algoritin

Princip fosforové *P MR spektroskopie je analogicky, rozdil je v civce
a ve frekvetinim pasmu. U *'P spektroskopie je tato rezoran frekvence
pii magnetickém poliBp=1,5T vyladna na frekvenci 25,8 MHz. Velkou vyhodou
3P MRS je nefitomnost silného signalu vody, ale nevyhodou je $heitlivost a niz&i

zastoupeni slaienin obsahujici fosfor (22).

2.3.1 Analyza MR spekter

Vysledkem spektroskopického vyEsti je spektrum skladajici se wmzne
intenzivnich signdil o charakteristické frekvenciiifpopisu signal ve spektru Ize ziskat
celouradu cennych informacii&evsim je to poloha signalu ve spektru, ktetajardruh
sloweniny. Jde o frekvami stupnici, ktera rize byt vyjadena v Hz, aletastji byva
uvacna jako chemicky posud v jednotkach ppm. il@stoze absolutni chemické posuny
jednotlivych metabolit jsou zavislé na sile pouzitétho magnetického podativni
jednotky umozni porovnavat signély nezavisle nazpgém magnetickém poli. Poloha
nékterych signél ve spektru zavisi na pH, dale nétgmnosti paramagnetickych idnt
a teplot. Tyto zavislosti jsou vyuZivany zejména®¥P spektrech, kdy z polohy signalu
anorganického fosfatu lze vygtat intracelularni hodnotu pH tkara z ATP signal
koncentraci [M@'] iontd. Mezi dalsi kvalitativni charakteristiky signaluath jeho
intenzita, tvar a polof{a. Polodka signalu zavisi na homogehimagnetického pole,
mobilit¢ a relax@nich konstantach jadra (23). Intenzita kazdéhoddigie zavisla nejen
na patu 3P jader v dané furski skupirg charakterizované chemickym posunem, ale té7
na relaxanich ¢asech T1 a T2, které dauji jeji fyzikalné chemické vlastnosti a jsou
pro danou latku v daném préedli charakteristické. Proto se u jednotlivych 1tedjevuje
zavislost na parametrech sekvence, zejména nadeipetase TR a ech®ase TE, které
zodpovidaji za miru vazeni MR signalu rekndiani ¢asy T1 a T2. R kvantitativni analyze
jednotlivych metabolit ve tkani se pouziva relativnich koncentraci, kjsol zalozeny
na ugovani pondra intenzit jednotlivych signdl vici sokg. Vyuziva se fitom faktu,
Ze intenzita nakfeného signalu dité latky je gimo un®rna jeji koncentraci.
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2.3.2 Fosforové spektrum

3lp jadra viiznych metabolitech rezonuji diky odli§né chemick@élsure dané
latky s odliSnou frekvenci. Signaly jednotlivych tateolith jsou relative jednoduché,
protoze ¥tSina metabolit obsahuje fosfatovou skupinu v molekule pouze wéetbrne,
COZ znamena, Ze je reprezentovana ve spektru jetgmmnamini frekvenci (na rozdil
od protonového spektra). Vyjimkugrstavuje adenosintrifosfat AT#® adenosindifosfat
ADP se temi, resp. d¥ma fosfatovymi skupinami, ve spektru jsou pak tgiolekuly
reprezentovanyieémi, resp. d¥ma signaly. Fosfatové skupiny v mobilnich molekblac
davaji ve®'P spektru ostry signal, oproti fosiat v imobilnich molekulach — fosfolipidy
v membranach, které davaji Siroky signal.

Ve vSech organech a biologickych tkanich lze pombtR spektroskopie
identifikovat v rozdilné koncentraci celkem 7 metii: fosfomonoestery PME (v oblasti
6,0 ~ 8,0 ppm), anorganicky fosfat Pi (v oblast) 4; 6,0 ppm), fosfodiestery PDE
(v oblasti 2,5 ~ 4,5 ppm), fosfokreatin PCr (v allal,5 ~ 1,5 ppm) a adenosintrifosfat
y- ATP (v oblasti -3,0 ~ -1,5 ppm), adenosintrifasddATP (v oblasti -8,0 ~ -6,0 ppm),
adenosintrifosfap-ATP (v oblasti -18,0 ~ -14,0 ppm). K signalu ATRspiva signal ADP
(o ~-7,5 ppmp ~ -3,0 ppm).

2.3.3 Biochemicka role metabolii

Nasledujici kapitola shrnuje, v jakych biochemidkymrocesech se vySe uvedené
metabolity zapojuji. Chemické vzorce vybranych rheliéi jsou znazorény
na obrazku 2.3.

2.3.3.1 Adenosintrifosfat a fosfokreatin

Adenosintrifosfat, fosfokreatin a Pi pat mezi energetické metabolity.
Adenosintrifosfat ATP je syntetizovan z ADP a fasféa slouzi jako zdroj energie
pro biosyntetické drahy. ATP se vytabéhem degradace slozitych metabblia je
univerzalnim meziproduktem s vysokym obsahem eeer@§denosintrifosfat se sklada

z adenosinové podjednotky, k niz jsou esterovolbaaziipojeny 3 fosfatové zbytky,
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navzajem vazané fosfoanhydridovou vazbou (obrazék-Xtrana 24). Podobnou stavbu
maji adenosindifosfat (ADP) a 5 -adenosinmonofo@aiP).

Syntézu a hydrolyzu ATP popisuji reakce popsar@vmicich [2] a [3].

[2] ATP+H0 - ADP + Pi
[3] ATP + H0 = AMP + Ppi,

Pi a Ppi oznéuji anorganicky fosfat a difosfat.

ATP funguje jako spojka mezi energii bohatymi fosW@mi donory a energii
chudymi fosfatovymi akceptory. Tvorba ATP z ADP iapRobiha za fitomnosti enzym
(kindzy). Hydrolyza ATP na ADP a Pi je zdrojem agierpro mnoho fyziologickych
proces, jako je kontrakce svalu nebo transport ioat molekul proti koncentéaimu
gradientu. ATP je ndptrzit hydrolyzovano a regenerovano, protoze jeho mnodZzstv
v buice je dostéujici k pokryti poteby volné energie jen po dobu 1 — 2 minut. Z#ast
svalové a nervové liidy maji vysoky obrat ATP, proto vyZaduji zasobunélenergie,
jejimz zdrojem je fosfokreatin (PCr).

Chemicka struktura molekuly ATP je zodgdwna za to, Ze je ve fosforovém
spektru reprezentovana pévwremi signaly. K signdim o-ATP a y-ATP prispivaji
sloweniny typu nukleosiddifosfat(a-ADP a p-ADP). Velka ¢ast nukleosiddifosfét je

vazana na makromolekuly, které nelze pomoci MR tspgkopie detekovat.

Fosfokreatin

Slowenina fosfokreatinu PCr vznika fosforylaci kreatimgenosintrifostatem,

za @Fitomnosti enzymu kreatinkindzy [4]. Fosfokreatin jgi svalové cinnosti

hydrolyzovan a dochazi Kigunu ATP z ADP.

[4] ATP + kreatin= fosfokreatin + ADP

Fosfokreatin se vyskytuje hlagrve svalovych bikach, kde je vyuzivan jako
rychly zdroj energie i kontrakci. BZna koncentrace ATP, ADP a Pi ve svalech jsou
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5,0, 0,5 a 1,0 mmol/l,ipteplog 25 °C a pH 7,0 (24). Uvrikazdé biiky se koncentrace
vétsiny slodenin neéni s mistem ic¢asem, proto je velmi obtizné #Zft piresnou
koncentraci kterékoliv chemické sk®niny v ugitém burgcném oddile. Intenzita signalu
PCr sledovana pomocfP MR spektroskopie se vyuZivd k hodnoceni enelgdtic
metabolismu a p&tmezi hlavni parametr, ktery je sledovany u meliakych svalovych

poruch.

2.3.3.2 Fosfomonoestery a fosfodiestery

Fosfomonoestery a fosfodiestery jsoudsti bugcnych membran. Biomembrany
jsou tvaeny dvojnou vrstvou lipiel Lipidova frakce je slozitou ssi, jejichZz slozeni se
liSi podle zdroje membran (zakladni matrix fivgpredevsim fosfatidylcholin). Hlavni
lipidovou slozkou jsou glycerofosfolipidy. Glyceasfolipidy maji polarni hlavku
tvorenou fosfatovym esterem rdgdad ethanolaminwi cholinu. Hydrofobni konec je
tvoreny 1,2 diacyknglycerolem. Glycerofosfolipidy se skladaji z glyak3-fosfatu,
ktery je esterifikovan mastnymi kyselinami a na $egforylové skupit ma navazanou
skupinu X. Tim vznika v nejjednodusSimrigact fosfatidova kyselina (X =H,
v biomembranach v malém mnozZstvifastji byva navazan alkohol ethanolamin
HO-CH,CH,NH;" a tim vzniké fosfatidylethanolamin, nebo cholin HHCH,N(CHa)s*
avznika fosfatidylcholin, zndmy jako lecitin) (24).ecitin tvai nezbytnou satast
burg¢nych membran, velky vyznam ma zviastnervové tkani.

Signaly PME i PDE sledovateln&i MR spektroskopii obsahuji vice skanin.
PME obsahuje zejména fosforylcholin a fosforylethlamin, coz jsou prekurzory vySe
zmininého fosfatidylcholinu a fosfatidylethanolaminu @bek 2.3) a tvd stavebni
kameny membrén. K fosfomonoester malou n¢rou grispivaji i dihydroxyacetonfosfat,
glukosa-6-fosfat, ribosa-5-monofosfat a fruktosa-difosfat.

Signdl PDE je tvien pgedevSim  glycerofosforylcholinem  GPC,
glycerofosfoethanolaminem GPE, mobilni frakci velky fosfolipidovych molekul
membran a Pi pochazejiciho z&mo PME a PDE se podilejitipbiochemické syntéze
a katabolismu fosfolipil (25). Vzestup intracelularni koncentrace PDE |zeswtlit
zmeénou Vv syntéze fosfolipid nebo vzestupem volnych fosfoliidv ischemickych

podminkéach, neboipnekrdze - jsou uvabvany ¥ degradaci membran (26, 27).
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2.3.3.3 Fosfatovy pufr, Pi a stanoveni pH Z'P MR spekter

Ledviny umo#uji vylucovat jak prchavé tak neprchavé metabolityefws kyselin
a zésad) z extracelularni tekutiny. Tim se obnoagjdobazicka rovnovdha, zachovava se
osmoticky tlak, objem a sloZzeni extracelularni telu Na stalosti pH krve se kram
bikarbonatového narazniku podili jestfosfatovy pufr. Uloha fosfatu spiva
v kvantitativnich posunech od baze ke kyseli@érové hladiny fosfatjsou posuzovany
jako anorganicky fosfor. Normalni hodnoty u d&gph jsou udavany okolo
0,8 — 1,6 mmol/l. ¥tSina sérovych anorganickych fosf§B5 %) je volna a fyziologicky
aktivni ve forng prevazm dvojmocného fosfatu [HPH] a jednomocného fosfatu
[HoPOy] pti pH 7,4 v pongru 4 : 1 [5].

[5] [HPO#1 +[H] = [H:POS ]

Pri poklesu pH tubularni tekutiny vidledku exkrece Htubularnimi biikami
se cela reakce posouva doleva. Kazdéclatd forem ma jiny chemicky posud)( Diky
rychlé chemické vym@né protonu nepozorujeme zviasSignal odpovidajici¢mto dwma
formam, ale pozorujeme jediny signateBpoklada se, Zze chemicky pos)(®i) je roven
vazenému gmeru chemickych posun [HPO,?] a [H,POy]. Vahové koeficienty jsou
amerné koncentracimifslusnych forem kyseliny fosfoeé:

6]  3(Pi)= [HPO42_]5(HPO4Z:)[H2PO4:]6(H2PQ4‘)
[HPO,” ][H,PO, ]

Rovnovazné koncentrace jednotlivych forem kyselfogfore&né jsou dany vztahem

pro rovnhovaznou konstantu:

m Kk =[HIHPO]
" [HPO]
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Z téchto dvou rovnic [6] a [7] Ize odvodit vztah proria@ntraci protoi [H'] (28):

g [H]=k, O®)-8HPO)
" 3(H,PO, ) -5(Pi)’

jeho logaritmovanim Ize dostat vztah pro pH:

3(HPO,*) - 5(Pi)
3(Pi) - 3(H,PO,)

[9] pH = pK,, +1og10

Ve tSingé studii byl metabolit Pi vybran jako nejvhagii pro vyp@et pH. Je velice
citlivy k pH a zérové jeho frekvence je jen mélo ovli¥na koncentraci kovovych iaihnt
Navic ma metabolit Pi ve spektru jednoduchy tvdrei@icky posun PCr je v rozmezi pH

6,0 — 8,0 stabilni,ipniZzSim pH se poloha PCr vyrazmeéni.

Pro vypa@et hodnoty pH byl pouzit shodny vzorec v naSem grpntu, jako v Bkterych
publikovanych pracich (29):

[10] pH = 6,75 + log [6-3,27)/(5,698)],

kde d odpovida chemickému posunu Pi v jednotkach ppmedem k PCr (30).
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Obrazek 2.3:Chemické vzorce vybranych metabwlit

2.4 VySefovaci techniky

Proin vivo MR spektroskopii je vypracovarfada metod k na#tieni fosforovych
spekter. Wibec nejjednodussi sekvenci je metoda jednoho ptisu,Free Induction
Decay(FID). Lokalizace je dana vymavacim profilem civky a spektrum seifinz celého
objemu, ktery je civce dostupny. Tato metoda seZiwgui vySetovani energetického
metabolismu sval

V oblasti lokalizované&'P spektroskopie se pouzivajisdzékladni techniky gfeni
v riznych obmdnach. Prvni z nich je ISISnfage-selected in vivo spectroschpyomoci
které nakonec ziskavame data z omezenétealem zvoleného objemu. DalSi metodou,
ktera byla prva predstavena v 80. letech, je metoda spektroskopickegdimwazovani
nebo-li CSI Chemical Shift Imaging(31, 32). Metoda spektroskopického zobrazovani
umoZiuje ziskat sokmsré v uritém casovém intervalu spektra 2kolika prostoroé
vymezenych oblasti. VySetvaci sekvence spektroskopického zobrazovani jezeah

na principu sbru fazow kodovanych signél ¢imz je tato metoda podobna technikam
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znadmym v MR zobrazovani. Vysledkem vygei je mapa spekter z jednotlivych objem
které odrazeji prostorové rozlozZeriizmych metabolit. To je mnohem vyhodisi nez
meéieni pouze jednoho objemu, jako je tomu u metodyngdb objemu (SVSsingle—
voxel spectroscopyktera pouzivé frekvein¢ selektivni pulzy.

Sekvence 2D-CSI spektroskopického zobrazovéast&éné kombinuje ob
zmirgné techniky, protoZze obsahuje jak frek¥ahselektivni pulz, ktery slouzi k vghu
vrstvy, tak fazové koédovani. Schéma sekvence pmpisbrazek 2.4. Volitelnymi
parametry je repetni ¢as (TR), sklagci uhel, tlouska vrstvy, FOV field of view a pa@et
akumulaci. Pevhje dan poet kddovacich krak U nés na pracovisti jsou k dispoziciédv
modifikace této sekvence, a to s 8 nebo 16-ti kmokfpou snirech. Rekonstrukce signalu
je tvarena viceprostorovou apodizaci a FT (Fourierovausframaci) dat. Velikostoxelu
je dana velikosti FOV a gtem kodujicich krok (encoding steps Tato metoda je
vzhledem kvelkému vyS@vanému objemu zatizena chybou tspbenou nizsi
homogenitou magnetického pole v celé snimané abkstim zhorSenou kvalitou
ziskanych spekter. Velkou vyhodou vSak je, Ze umjg kthem relativié kratké doby

ziskat informace z&tSiho p@tu voxeli (33).

Obrazek 2.4:Schéma vySeébvaci sekvence 2D-CSI.

Teoretick&sast 28



2.5 Dostupna literatura

V letech 1992-99 byly publikovany prvni prace vyaiici *'P MR spektroskopii
pro sledovani metabolického stavu transplantovadgdkiin in vivo. Tato metoda byla
ovéiovana rkolika autory pro klinickou aplikaci. Cilemet8iny &chto studii bylo zjistit,
zda fosforova spektroskopie te ispét k diagnostice dysfunkci transplantovanych
ledvin, a tim se Zadit mezi diagnostické metody jako je renalni bieps

Prvni préace, zabyvajici se vyuZitif/P MR spektroskopie ke sledovani
metabolismu izolované ledviny, byly publikovany oce 1977 (34). S rozvojem
celotlovych MR tomograi a rozvojem vySébvacich technik se moznosti vyzkumu
rozStily na dalSi lidské organy, jako jsou mozek, jatrardce. Mieni vlastnich ledvin
bylo spojeno s obtizemi, které souviseji s hloubktmZeného organu, se silnou vrstvou
svali, které je obklopuji a rowZ s artefakty spojenymi s dychacimi pohyby (35).
Vysledky dostupnych publikovanych praci shrnujsledujici kapitola.

Autor Gristet al. (36) se zarf¥il na moznost diagnostiky dysfunkciégt ledvin
pomoci®*P MRSin viva. Studie byla provedena na MR tomografu GE Signa T},
s pouzitim sekvence DRESSefpth-resolved surface coil spectroscppyg neiicimi
parametry: vrstva 30 mm, 600 excitaci, TR =1500 aksjzicni ¢as 15 minut a u CSI
sekvence parametry: TR = 1500 ms, akvizi¢cas 13 minut. Spektra byla dng
zpracovavana. V prvni fazi autor n&tih 12 pacient s dobrou stabilni funkci. Ve druhé
fazi byla vySeatena skupina 21 paciéntktefi podstoupili biopsii ledviny pro dysfunkci
Stpu. U 14 pacierit byl popsan nalez rejekce, u 7 paciebyl nerejekni nalez. Porgry
PDE/PME a Pi/ATP v rejakich S€pech se signifikantnliSily od nerejeknich ledvin.
(PDE/PME > 0.8 rdo 100 % senzitivitu a 86 % specificitu préedpovd’ rejekce, por&r
PI/ATP > 0.6 n¢lo 76 % senzitivitu a 86 % specificitu pradepgpowd rejekce). Autor
popsal vzestup pofru Pi/ATP u pacierit s epizodou akutni rejekce, a potvrdil tak
vysledky ziskané i na experimentalnich studiichutoT zménu autor vysutloval
hydrolyzou fosfatu vlivem ischémie. U rejekce bgkzprovan vzestup PDE a Pi a relativni
redukce-ATP.

Cilem prace Heindelat al. (26) bylo studovat funkci transplantovanych ledvin
in situ a detekovat patologické zmy u 37 pacierit Spektra byla nagiena na 1,5 T MR

systému, Gyroscan S 15, Philips s pouzitim sekvéBk& a parametry TR = 2 s, excitace
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1024, akvizéni ¢as 34 minut, velikost giieného objemu byla pmérne 174 + 52 ml,
metici doba 90 minut. Z celkové skupinyim 20 pacient stabilni funkci, epizoda akutni
rejekce byla histologicky verifikovana u 5 pacignpozdni dysfunkce &u u 2 pacierit

a ATN byla diagnostikovana u 10 paci@ent) transplantovanych ledvin s epizodou akutni
rejekce bylo zji&tno v porovnani s kontrolni skupinou zvySeniafATP (0,40+ 0,16
vs. 0,22+ 0,11, P = 0,01) a sniZzeni vypené hodnoty pH. U skupiny ATN doslo
ke snizeni parametru PME/PDE oproti kontrolni ské&piSkupinu pacierit s epizodou
akutni rejekce a ATN bylo mozZné podle autora odf&moci hodnoty pH. U pacient

s pozdni dysfunkci &u a tZkou ATN byl redukovan posn PME/Pi (pravdpodobrg
diky vzestupu Pi).

Autor Klemm et al. (27) pouzil na celatlovém 1,5 T MR systému Gyroscan I,
Philips sekvenci ISIS s parametry TR = 2,5 s, FI@D@ Hz u skupiny 34 pacient
po transplantaci ledviny. Autor sledoval vyvoj poyn PME/PDE v zavislosti na déb
po Tx a zjistil dobrou korelaci s G&mnosti transplantace (r = 0,66)YeBpoklada, Ze tato
zména véasném potransplariaim obdobi odpovida regeneraci bBémych membran.
RovnéZ bylo zjis€no signifikantni snizenp-ATP u skupiny paciefits epizodou akutni
rejekce. U paciet s ATN pozoroval sniZzeni parametru PME/PDE. U pdtie
s cyklosporinovou toxicitou nebyly pozorovany Zzadms¥ny. Z uvedenéhoclanku
vyplyva, Ze pomoci'P MR spektroskopie spekter ziskanymi technikou |84 odlisena
skupina s dobrou funkci od skupin s AR a ATN.

Autor Seto et al. (37) se sousgtdil na dlouhodobou prognézuigdivani
transplantovanych ledvin. U skupiny 20 pacientskal fosforova spektra metodou ISIS.
Hodnotu pondru B-ATP/Pi > 1.2 autor navrhl jako vhodny parametr predikci 3-letého
a 5-letého pezivani.

Autor Kugelet al. (38) se ve své studii zaiiil na vypaet absolutnich molarnich
koncentraci fosforovych metabdlit transplantované ledwma to na skupiq 5 pacieni
s dobrou funkci gpu. Spektra byla ziskana modifikovanou ISIS tecbuika celatiovéem
1,5 T MR tomografu, s vyuzitim povrchové civky atfamu umisiném v centru civky,
ktery slouZil ke kalibraci a identifikaci pozice.

Autor Boskaet al. (39) porovnaval fosforova spektra normalnich zgcavliedvin
a dol¥e fungujicich renalnich &, s cilem zjistit vliv transplantace ledviny naigéj
metabolizmus. Bylo vyS&no 14 dobrovolnika 6 paciernt. Spektra byla ziskana na MR
tomografu Philips Gyroscan 2T, metodou ISIS (patayndR = 2000 ms, p&et bodi
512, spektraini & 3000 Hz, peet akvizic 600 — 2700). Zadné jen malé mnozstvi
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fosfokreatinu potvrzovalo spravny wibmeiené oblasti, bezifspivku okolnich sval.
Pt porovnani obou skupin se pém metaboliti signifikantré nelisily, ponér PME/ATP
u transplantovanych ledvin byl v porovnani s kolmiroskupinou jen mir& zvySen.
Navzdory praktickym probléiim spojenym s hloubkou org&n dychacimi pohyby
a heterogenni tkani ledvin, vysledky potvrdily mognziskat**P MR spektra z ledvin
nativré uloZzenych i transplantovanych.

Autor Ratcliffe et al. (29) studoval v experimentalnich podminkach
na horizontalnim TMR-32 tomografu energetickéémgn burek pii akutnim renalnim
selh&ani na podklachemoragické hypotenze. Na skuppotkani (Wistar) koreloval ATP,
Pi, pH ged, Bhem a 1 hod po hemoragické hypotenzi, ktera tr&fla— 40 minut.
U zvitat, kde nebyly prokazané zadnéémyv metabolitech &hem hypotenze, retransfuze
okamzi€ navodila normalni renalni funkci. Pokud sthém hypotenze zény objevily,
byly provazené vyraznym snizenim ATP, nahroénémh Pi a intracelularni acidézou.
Souasre byla pozorovana snizené renalni funkce v obdobprowedené hemoragické
hypotenzi. SniZeni funkce bylo vydleno zngénami, které jsou u lidi podkladem akutni
tubularni nekrozy. Vysledkem prace je tvrzeni o nusti rozliSit prerenalni selhani,
od ¢asné nebo pdnajici akutni tubularni nekrézy, na zalkdahen energetického stavu
ledvinnych bugk béhem hemoragické hypotenze. Vysledky prad¢gqusti rozdilnou
citlivost renalnich buk k ischémii.

V experimentalnich podminkach atitadChan et al. a Shapiroet al. (40, 41)
studovali znény makroergnich fosfata intracelularni hodnoty pH u normalnich fanich
ledvin na potkanech, dale u dysfunkciigpbenych rejekci, ischémii, cyklosporinovou
toxicitou a mstnanim v dutém systému. U epizody akutni rejekcedyafunkce
na podklad ischémie byl popsan vzestup p&mn PildATP a nizsi vypétena hodnota pH
u ischémie. Hodnota pH umozniléegre rozlisit jednotlivé piciny zhorSené funkce &iu.
ZhorSeni funkce na podkladiilatace dutého systému bylo spojeno se zvySeriii/P
signdlu. Ledviny s diagnostikovanou cyklosporinovaoxicitou se neodliSovaly
od kontrolni skupiny v Zddném ze sledovanych patdme

Prace autorky Kurkoveét al. (42) byla provedena na naSem pracovisti v letech
1993 — 1995 a jejim cilem bylo pomotP MRS sledovat metabolizmus kadaveréznich
ledvin ex vivo Na skupi# 18 kadaverdznich ledvin, které byly perfundovan&akem
Euro-Collins, byla nifena a vyhodnocovana fosforova spektra. Intracelukmorganicky
fosfat (Pii)) a anorganicky fosfattipomny v perfuznim roztoku (Pie) byl o#ldn

dekonvolgni technikou. Poir PME/Pii byl pouzit jako marker viability, kteryyb
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korelovan s funkci ledviny po transplantaci. B&mé rozlideni intracelularniho Pii a Pie
v roztoku bylo mozné v 72 %. Vysledek MR analyzy8/% koreloval s funkci ledviny
po transplantaci.

Autor Niekisch et al. (43) pouzil metodu®P MR spektroskopie s vydetaci
sekvenci 2D-CSI k pretranspla&itdmu hodnoceni viability 8pi. Celkem bylo na 2,0 T
MR tomografu vyséeno 16 Stpi, spektra byla vyhodnocena pomoci automatického
softwaru MatLab. Studie potvrdila signifikantni mlast mezi porrem PME/Pi a funkci

Stpu ledviny po transplantaci.

Z provedené reSerdtanki vyplyva, Ze byla provedena caldda studii zabyvajici
se vyuzitim fosforové spektroskopie u transplantgread ledvin. Jen u malo z nich bylo
pouzita vySdbvaci metoda chemického spektroskopického zobraddSl1) na ¢tSim

souboru pacieit

2.6 Bezpénost a hygienické normy

Magnetickou rezonanci byli vy¥etani jen ti pacienti a dobrovolnici, kie
sphovali obecné bezgaostni podminky MR pracoviStimplantovany kardiostimulator,
kovové implantaty, kovoveé cévni svorky akteré starSi typy chlopennich nahrad byly
absolutni kontraindikaci vy&eni. Pacienti po transplantaci ledviny, Htetrpeli
klaustrofobii nebyli osloveni. fiéd vstupem do vy3@tvaci mistnosti byli pacienti
a dobrovolnici vyzvani k odloZeni vSech kovovydegneta (véetrné hodinek, kreditnich

karet, peszenek, kié¢a a mobilnich telefoi).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Optimalizace postupu nireni

Pro optimalizaci msiciho postupu bylo zgdtku nutné zjistit nejvyhodiysi
parametry vySébvaci sekvence.

Vybér orientace méirené vrstvy

V avodu experimentu bylo natfeno rekolik pacienfi s miznou orientaci
vySefované vrstvy ve 2D-CSI sekvenci. Cilem bylo naliézbrientaci vrstvy, P které
vySetovany objem obsahoval co né&j§i mnozstvi ledvinné tké&nZ porovnani vysledk

vyplynulo, Ze touto rovinou je rovina koronalni (akelni s povrchovou civkou).

Repetini ¢as

V literature autdi uvadsji repettni cas v hodnotach 1500 — 2500 ms. V nasi studii
byl pouzit relative kratky repettni ¢cas s hodnotou 323 ms, s maximalninitpm akvizic
32. Ri hledani optimalniho #ficiho protokolu byly vyzkouSeny dva repeti ¢asy
(celkem 7 paciefit bylo nangtreno s repetnim ¢asem 323 a 700 ms, s&em akvizic
32 a 16). B porovnani nebyl zjigh signifikantni naist pongru S/N v gipad meieni
s delSim repethim ¢asem 700 msip16 akvizicich, proto byl v této praci zvolen Keat

repettni ¢as 323 ms.

Partial Volume Effect

Nevyhodou povrchovych civek je zejména fakt, Zenmita snimaného signalu
neni homogenni ve vSech oblastech, ale Ze klesst@uci vzdalenosti od civky. Rainje
pii vySetovani povrchovymi civkami vyrazny vliv sousednikBri — tzv.Partial Volume
Effect (PVE). Tento vliv se uplatje i pi mefeni fosforovych spekter z oblasti
transplantovanych ledvin. Vysledkykierych publikovanych studii dokazuji, Ze ledvina
meéiendin vitro neobsahuje metabolit fosfokreatinu (38)jen ve velmi malém mnozstvi
(44). Ve tSire naSich spekter byl prawlivem PVE tento signal pozorovan. Signal
fosfokreatinu PCr pochazi z okolnich syakejména ze svabiiSni sény. Ve spektru

meéienémc isteé ze svalove tkahziskame 7 signa) s vyraznym signalem PCr. DalSimi
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metitelnymi signaly jsou fosfomonoestery PME, anorghsifosfat Pi, fosfodiestery PDE
a 3 signaly ATP (obrazek 3.1). Lzéeppokladat, Ze tyto signaly mohoast&né prispivat
k vyslednym intenzitam ziskanych z transplantovadeiny. Rispivek t€chto metabolii
byl testovan porovnanim intenzity signalu PCr zigka z ledviny a z lytkového svalu.
Z tohoto testu vyplyva, Zeftiplizné 6 % intenzity ATP, Pi, PDE odpovida okolnim
tkanim. Nase vysledky jsou srovnatelné s vysledi§teaymi autorem Klemmenet al.
(27). Rispivani signal z okolnich tkani do vysledného spektra neni maoeda potléit,
signal PCr je vS8ak mozné svyhodou pouzit jako fmhitstandard pro stanoveni

chemickych posul které mohou byt pouzity pro vypet intracelularni hodnoty pH.
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Obrazek 3.1: Fosforové spektrum lytkového svalu zdravého dobrdka, meiené
metodou jednoho pulsu (FIByee Induction Decgy

3.2 Owrovaci experimenty s fantomy

K lepSimu pochopeni dat, které spektroskopickédyeposkytuji a které odrazeji

slozité biochemickéde in vivo, slouzi experimentalni &eni a vyzkum na fantomech.
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Vliv ndpln é dutého systému

Zvoleny objem, ze kterého bylo spektrum u padiemEieno, zasahovatasto
do dutého systému&iu ledviny. Biochemické sloZzeni @® je znamé - moobsahuje
z95% vodu, 2,5 % obsahu tWwomatovina a zbytek mineraly, enzymy, hormony
a soli (viz tabulka 3.1).i#Pobvyklém sloZeni potravy pH definitivni rde kolis4 v rozmezi
4,5 — 7,8 (9). Nas zajimalo, jaké spektrum ziskama@giime-li metodou spektroskopie
vzorek mai.

K zodpowzeni této otazky jsme provedli¢heni na fantomu. Jako fantom jsme
pouzili ldhev se vzorkem ranni & PouZili jsme standardni 2D-CSI sekvenci
s parametry: TR = 323 ms, TE = 3 ms, sktipihel = 90°, tlouXka vrstvy = 30 mm,
FOV = 320 mm, peet akvizic 32, matrix 1024 bdd Na obrazku 3.2 je zobrazeno
vysledné spektrum s jedinym dominantnim signalepoleze 2,8 ppm, ktery odpovida
anorganickému fosfatu v tubulérni tekdétimento signal iize gFispivat do PDE signalu.
Nektefi autdi se domnivaji v souvislosti s nizkym pH &9 Ze se chemicky posun
Pivmai blizi chemickému posunu PDE. fi®uzuji tak naist PDE vzestupu
anorganického fosfatu Pi, ktery je diégbad i obstrukci dutého systémuifpmen v mdi

ve WtSim mnoZstvi (36).
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Obrazek 3.2: Fosforové spektrum ziskané z fantomu obsahujicihorek mde,
dominantni signal odpovida anorganickému fosfatubularni tekutid (mérené metodou
2D-CSI).
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Fantom s plnou heparinizovanou krvi

Dale jsme si kladli otazku, jak oviluje métené spektrum bohaté krevni zasobeni
ledviny. Krev je suspenze b&imych elemerit v krevni plazmi. Krevni plazma je slab
zésadity vodny roztok bilkovin, elektrolyt a malych organickych molekul.
Mezi elektrolyty, kromd sodiku, chloridu a hydrogenkarbonatu, nalezneme mpas
zajimavy anorganicky fosfor, a to v koncentraci00;6 1,40 mmol/l. Malé organické
molekuly gedstavuji kreatin v koncentraci 0,06 — 0,10 mmékgatinin 55 — 110 pmol/l
a fosfolipidy 1,8 — 2,5 mg/l (9, 45), viz tabulkal3 SloZeni krve je za fyziologickych
podminek stalé, podil plazmy z celkové extracehiltekutiny je 25 %.

Provedli jsme test na fantomu nagiem 0,45 | krve sijimési 10 000 j. heparinu
(krev byla zaji&na z klinického odéleni od pacienta s polycytémii). Pro ngeni byla
pouzita 2D-CSI sekvence s parametry uvedenymi togotu. V namdieném spektru
s plnou heparinizovanou krvi byl patrny dominargigindl s chemickym posunem 5 ppm,
odpovidajici difosfoglycerolu (2,3-DPG) v erytroegh. VySeteni s fantomem bylo
opakovano jegt 2. a 5. den. Ziskané spektrum s difosfoglycerolemklesajicimi

hodnotami Pi a ATP zobrazuje obrazek 3.3.

Tabulka 3.1: Koncentrace zakladnich latek v krevni pl&rm v definitivni mdi

za fyziologickych podminek (9).

Zména koncentrace
Substance Jednotka Plazma Mé po prachodu

ledvinami
H20 % 90-93 95 -
Bilkoviny,tuky a jiné koloidy g/l 68-84 - -
Glukosa mmol/| 4,0-6,2 - -
Na’ mmol/l 136-148 160-170 1
cr mmol/l 95-110 159-170 2
Mo¢éovina mmol/| 3,0-7,6 192-365 60
Kyselina motova pmol/l 215-420 2,04-3,96 12
NH," mmol/l 12-55 480-2200 40
ca™ mmol/| 2,15-2,61 2,50-5,5 2
Mg** mmol/l 0,66-0,94 1,5-2,5 2
Anorganicky fosfor mmol/| 0,65-1,40 10,4-25,9 16
Kreatinin pmol/l 65-110 4,35-13,2 75
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Vysledky fantomu s mo a heparinizovanou krvi potvrzuji dogmku autora
Heindelaet al. (26) a Boskyet al. (39), Ze krev i mdtvoii ne zcela zanedbatelnou porci
meéieného objemu ledviny, ale obsahuji jen malo fosfatb metabolii, a nemaji tak
vyznamny vliv na vysledné fosforové spektrum. Abkegpto naplany duty systém
co nejmén ovlivioval nmeiené spektrum, byla MR vy$ehi provadna s prazdnym

mocovym mechyrem.
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Obrazek 3.3:3 fosforova spektra ziskana z fantomu obsahudl& Dheparinizované krve
15 minut po odéru, za 24 hodin a 5. den po @db (mefeno metodou 2D-CSI).

3.3 Klinicka ¢ast

3.3.1 Subjekty — pacienti a dobrovolnici

Klinick& ¢ast prace vznikla ve spolupréci s Klinikou nefraéo¢KEM, kde \&tSi
cast pacienit tvori pacienti po transplantaci ledviny. NaS souborigrag tvorili muZzi
a zeny, kt& byli vdoke vySeteni magnetickou rezonanci hospitalizovani na Kénic
nefrologie. VSechna vySeni byla provedena se souhlasem iofieiho Iékae

Y4

a vedouciho |éka oddleni. VySetovani byli vybirani v prv&éasti ndhodé s rozdilnou

s

funkci S&pu, ve druh&asti byli vySetovani pacienti se zhorSenou funkaipit, kterym
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bylo indikovano histologické vyS&ni. Cely soubor pacienibbsahoval transplantované
ledviny s Sirokym spektrem futkosti (od fyziologické funkce az po hrulpatologické
dysfunkce a nefurini S€py). Pacienti byli rovéZ i v Sirokém rozmezi od transplantace.
NejcasrejSi mefeni bylo provad@no 4. den po operaci, nejdéle 16 let po transptgnta
pramérna doba od transplantace byla 15 + 4&simi. Do experimentu nebyli zahrnuti
pacienti v ¥Zkém zdravotnim stavu. Kazdy z paciehyl predem seznamen s cilem studie
a vySeteni mu bylo podrobh vyswtleno. VySetovaci protokol byl schvalen Etickou
komisi. Pokud pacient souhlasil s vygeim, podepsal pisemny souhlas - gqemi
pro nemocnéigd vySetenim magnetickou rezonanci.

Celkem bylo vyséeno 87 paciefits transplantovanou ledvinou. Data 12 padient
byla z dalSiho zpracovani vyléena z dvodu technické chybyi piiliS hluboko uloZzené
ledviny.

Statisticky bylo hodnoceno celkem 68 padieattoho 47 mui, 21 Zen, pimérny
vék 47,1 + 11,9 let). Pacienti byli roZéni do 4 skupin: kontrolni skupinu K tkib
pacienti s dobrou stabilni funkciépu (n = 31), ATN — pacienti s akutni tubularni
nekrozou (n = 6), AR — pacienti s epizodou akugjekce (n = 20), LGD — pacienti
11).
spektroskopického vy3eini sledovany dostupné laboratorni a klinické miace: ¥k

s pozdni dysfunkci &u (n = U vSech #&enych pacierit byly v dok
pacienta, doba od transplantace, hladina kreatimglwmerularni filtrace, nutnost dialyzy,
sonografické vySéeni, histologické vyse&dni, hladina imunosupresiv. Klinicka data
pacienti jednotlivych skupin shrnuje tabulk&d 3.2. Ve ¥tSire pripadi se jednalo
o ledviny od kadaveroznich détc u ftech pacient byla provedena ffbuzenska

ey

transplantace od Zijiciho darce.

Tabulka 3.2: Vysledky biochemickych a klinickych téspacient (praimérné hodnoty a
smérodatné odchylky).

K ATN AR LGD
Poket pacienti 31 6 20 11
Vék pacienti [roky] 48,7+11,9 56,4 + 10,6 41,7+9,7 475+11,8
Doba od transplantace [nésice] 15,0 +43,1 0,4+0,3 09+13 55,7+ 70,8
Kratinin [pmol/I] 134 + 32 901 + 325 249 +195 228 + 62
Glomerularni filtrace [ml/s/1,73 m? | 1,00 + 0,38 0,13+0,13 0,69 = 0,30 0,53+0,24
Cyclosporin [ng/ml] 203+91 182 + 23 218 £100 179 + 57
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Béhem experimentu vyvstala otadzka, jak vypada spektmiskané z nativnich
zdravych ledvin nagfené stejnou metodou, kterou byli vy&e@ani ostatni pacienti. Proto
byla namétena mala skupinka zdravych dobrovolnifd muzi a 1 Zena, pmérny vek
26,5 + 5,8 let). Tito dobrovolnici v débméreni nebyli I€eni ani sledovani pro zadné
onemocgni ledvin a meovych cest. Ziskana spektra slouzila pro porovngsiedki

transplantovanych ledvin a nativnich ledvin.

3.3.2 Klinicky vySetrovaci protokol

VSechny subjekty byly vySitny na celaiovém MR tomografu Magnetom Vision
1.5 T firmy Siemens s pouZititd / *'P povrchové civky. fed vySetenim byli pacienti
i dobrovolnici podeni. VySetované osoby byly steny v poloze na zadech. Po ulozeni
na vysetovaci izko byla pacientovi umigha povrchova civka do pravélevé kyelni
jamy (podle umishi S€pu ledviny). Civka byla ve zvolené poloze fixovah&ma pasy
se suchym zipem. Vifpadt zdravotnich problét béhem vySateni, pacient informoval

vySetujici personal kontrolnim signaligaim balénkem.

MR zobrazovani

Vlastni protokol ndieni (viz. giloha 1) obsahoval naffeni T1 vazenych obraz
multi-slice ve vSechiéch rovindch: transversélni, koronalni, sagitlolirdzek 3.4)
s vyuzitim duéinfH/*'P civky. PouZité parametry byly nasledujici: Ti@pegtition time
= 15 ms, TE €cho tim¢ = 6 ms, sklagci uhel {lip angle = 30, field of view
FOV = 450 mm, tlouka vrstvy 10 mm, akvizni ¢as 1 min 12 s). Uvodni obrazky
slouzily k orientaci a k umighi vrstvy neéfeni. Pokud nebyla povrchova civka urrist
piesré nad uloZzenym 8pem ledviny, byla civka posunuta do optimalni pglarzavadci
obrazky znovu nagieny. Po umighi metici vrstvy byla civka fepnuta na fosforovou
frekvenci (25,8 MHz).

Experimentalntast 39



Obrazek 3.4: T1- vazené obrazy transplantované ledviay v koronarni rovig,

b) v sagitalni rovig a c) v transversalni rovif) s vyzngenymi oblastmi, ze kterych byla
sniméana spektra.

VySetirovaci sekvence 2D-CSI

VySetovaci sekvence CSI_31P_ledviny, ktera je na MR tpafo k dispozici, je
variantou sekvence 2D spektroskopické zobrazovnthemical shift imaging2D-CSI).
Parametry této sekvence byly nasledujictgbdddovacich krak 8 (8 x 8phase encoding
step3, patet akumulaci = 32, repétii ¢as TR = 323 ms, TE = 3 ms, FOV = 320 mm,
zakladni sklagci uheldo (flip angle) = 90°, tlougka vrstvy 30 nebo 40 mm, objevoxelu
4 x4 x3cm (48 c) nebo 4 x 4 x 4 cm (64 cin celkovy nefici cas 11 min 1 s. Menf
bylo prova@no s automatickym shimem, ktery optimalizoval hoemity magnetického
pole. Oblast zamuvplume of interes{VOI)) byla zvolena z Gvodnich MR obigz
u 52 pacient byla oblast zajmu VOI = 48 ml a u 16 paciebyla VOI = 64 ml.Celkova
doba vySetni byla kolem 20 minut.
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Zpracovani MR spekter

Pro zpracovani fosforovych spekter byl vyi®o jednotny protokol, kterym byla
vyhodnocena vSechna spektra. Spektra byla vyhoddoeomanuakina pracovni stanici
Sun, svyuzitim softwaru Numaris 3, ktery je &mti vybaveni tomografu Siemens
Vision 1.5 T. Vlastnimu zpracovani rquchazel posun vy3evaci 2D si
do poZzadovaného mista, obsahujiciho v naSépagt co nej\tSi objem ledviny. Ukazka
posunu sit do centra ledviny je zobrazena na obrazku 3.5.

Pri zpracovani MR signalu se provadi tzv. postpraogssktery zahrnuje dkolik
kroki. Prvnim krokem byla apodigai funkce, ktera funguje jako frekvani filtr a ma
za nasledek pottani Sumu a zlepSeni pom signal/Sum. ® aktivni apodizaci je patrné
zachovani intenzity p@teinich bodi a potl&eni Sumu v mistech, kde MR signal jiz
vymizel. V naSem vyhodnocovacim protokolu byla ®=ma apodizeni funkce
gaussovského typu s@mkem v nule a s pola&bu 30 ms (viz obrazek 3.6). DalSim
krokem byl gevod z¢asové domény do frekvemi domény, pomoci Fourierovy
transformace. Nasledoval automaticky frekdr@nposun. Poté se provda rueni fazova
korekce nultého (konstantniho) a prvniho (line&hitadu. Ri fazové korekci je cilem
ziskat vSechny signély ve vybraném rozmezi s kladamplitudou a se symetrickymi
patami signalu. Snahou je, aby tvar signélu odmdvabsorpni Lorenzov krivce
Spravné fazovani, ipdevsim spekter s nizkym S/N je 8ilzavislé na zkuSenosti
operatora. DalSim krokem byla korekce zaklathry (baseline), ktera slouzi k paiteni
Sumu (artefakt) a ke srovnani sledovanych sighdb jedné linie (odstrauje vliv konegné
doby snimantasové odezvy). Zakladdéra ma za ukol rowz potl&it i Siroké signély
piedevsim malo mobilnich molekul fosfoligidkteré vytvdeji pozadi spektra. Korekce
zakladnicary byla provasna v rozsahu chemickych posuod 15,00 do -20,00 ppm.
V naSem pipact byla uzita polynomicka varianta prolozeni zaklathriy, tzn. Ze zakladni
¢ara je fitovana polynomickou funkci, ktera je ndsteod spektra od#ena. Korekce
z&kladnicary pati mezi subjektivd posuzovanou proceduru aihe zpisobit i hrubé
odchylky ve vyslednych intenzitach sighalProto byla spektra v tomto experimentu
zpracovavana opakovaa jednim operatorem.

Zawrecné vyhodnoceni spektra sfiea ve fitovani vybranych signakonvoluci
gaussovskychikvek, kdy dekonvoluci ziskame parametry jednotlivgignat: intenzitu,
poloSiku a chemicky posun. Plocha potivkami (integral kivky) jednotlivych signai

odpovida jejich intenzitam. Chemicky posun, nebatdjemna vzdalenost a pozice
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ve spektru, umaije vlastni identifikaci ziskanych metabdéliRuwni zpracovani jednoho
fosforového spektra trvalo cca 45 minutilhéh vyhodnocovaciho procesu je zachycen

na obrazku 3.7.

a b
Obrazek 3.5: Uprava pozice sit Pozice sit v koronalni rovig (horni fadek) a

transversalni rovih(dolnitadek)a) pired posunenh) po posunu sit

Obrazek 3.6: Vliv apodizani funkce:a) funkce apodizace inaktivrid) funkce apodizace

aktivni.
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intenzita signalu

Obrazek 3.7: Vyhodnocovaci proces’P MR spektra:a) korekce zakladnicary,

b) spektrum po korekci zaklad&dry; ) vysledné spektrum.

Vybér spravné oblasti zajmu -volume of interes{VOI)

Velky vyznam hraje fesnost vybru mista, ze kterého je spektruméismo.
Obsahuje-li vybrany objem tka kterou zkoumame, a zéaravekarg v jejim okoli,
vysledkem bude ,zgmérované” spektrum, které vede ke snizeni diagnastativosti.
Na 4 spektrech na obrazku 3.8 je demonstrovanwjibéru sprdvného mista. V prvnim
piipadt byl vybrany objem umish do horniho pdlu &pu, ve druhém ifijpads presré
do stedu ledviny, dale do dolniho pélu ledviny adrertém gipact zcela mimo ledvinu.
Na prvnim atvrtém spektru (obrazek 3.8a a 3.8d) je patrny ayyasignal fosfokreatinu,
pochazejiciho z okolnich swialSpektra s nejlepSim p@nem signél/Sum bylo docileno
peilivym umisgnim do stedu ledviny. Samotné uloZeni transplantované lgdvijame
kycelni je vyhodné, protoZe fyziologické pohyby, jajeodychani,cinnost srdce apod.,

zde maiji jen maly vliv.

3.4 Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita metodalyayarozptylu jednoduchého
ticidéni (ANOVA). Porovnani jednotlivych skupin s kontndlskupinou K bylo provedeno
Dunnetovym testem a porovnani skupin padiendvzajem Duncanovym padovym

testem (46).
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intenzita signalu

30 o

yATP.

Pi PDE PBATP

PDE  YATP

pCr

@

Obrazek 3.8: Vliv vybéru mista, ze kterého byla spektra&iana (hornirada obrazk)
a k tomu odpovidajici vysledna spektra (dabda obrazk) a) v hornim polu ledvinyb)

v centru ledvinyc) v dolnim polu ledvinyd) mimo ledvinu.
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4.  Vysledky

4.1 Detailni analyza®'P MR spekter transplantovanych ledvin

Vysledkem fosforové spektroskopie transplantovanyedvin je spektrum
se 7 rozliSitelnymi signalyipspektralnim rozgti 40 ppm, které se liSi svoji polohou (maji
rozdilny chemicky posu®). Na zaklad porovnani s dostupnou literaturou a pracemi
provedenymi i vysSich magnetickych polich, byly tyto signaliiipzeny jednotlivym
metabolitim (viz obrazek 4.1). Prvni signal odpovida fosfooesteim (PME), které
zahrnuji prekursory lipi, jako je fosfoethanolamin nebo fosfocholin. Drubignal
piedstavuje anorganicky fosfat (Pi)eti signal tvei fosfodiestery (PDE), které zahrnuji
glycerol-3-fosfocholin nebo glycerol-3-fosfoethaamiin. Signal fosfokreatin PCr pochazi
z okolnich sval a je (¥ této metod pozorovatelny nadtSire spekter — odpovidévrtému
signélu. Paty, Sesty a sedmy signal odpoviddntsignaim — gama, alfa a beta
adenosintrifosfatuy, a-, B- ATP).

aATP

30 4 PME
YATP

BATP

20 A

intenzita signalu
o

10 A

T T T T T T T
10 5 0 -5 -10 -15 -20 [ppm]

Obrézek 4.1:3'P spektrum ziskané z transplantované ledviny seli&itelnymi signaly.

Kvalitu spekter popisuje (S/N, signal/Sum), ktdee vypdaitat porovnanim

amplitudy spektra a Sumu. V této praci byl gor8/N vypdten z pondru a—ATP/Sum
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s piamérnou hodnotou 3,7 (+ 0,6), viz obrazek 4.2. Dlerkitury mohou byt spektra
vyhodnocovéana, je-li S/IN&Si nez 3,0. V naSi praci bylo z 12 vytemych spekter,

celkem 5 spekter nehodnoceno gravdivodu [ilis nizké hodnoty S/N.

/signél
40
20

o

T T T T T T T T
20 15 10 5 0 -5 -10 -15

intenzita signalu

/§um

“ [ppm]

Obrazek 4.2:Fosforové spektrum Tx ledviny zobrazené v rozs&iou—+20 ppm.

4.1.1 Opakovatelnost réfeni a opakovatelnost zpracovani dat

Pfi zavedeni nové metody je vzdy nutné zjistit, jg&aopakovatelnost #ieni.
Ta byla v naSemifpadt testovana tak, Ze skupina 6 padiebyla vySetena v jednom
sezeni 2x po sa&bstejnym protokolem, beze zZmy polohy pacienta. Vyptena chyba
téchto nereni pak vypovida o opakovatelnostéieni. Ze ziskanych udayyplyva chyba
meéieni 15 %. Opakovatelnost zpracovani znamena, s jakt/bou zpracuje stejny
operator jedno konkrétni spektrum. To bylo testovaa skupit 13 pacient, u kterych
byla spektra 3x zpracovana. Hodnota Wtpaé relativni chyby byla 7 % (s minimalni
hodnotou 0,1 a maximalni hodnotou 28,8). Vysledkysiji tabulky 4.1 a 4.2.
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Tabulka 4.1: Opakovatelnost gteni dat (n=6).

metabolity | PME | Pi PDE | PCr |y-ATP |a-ATP | B-ATP
prameér 9,61 19,72 | 11,58 12,377 11,13 16,7 21,57
min 0,44 1,04 1,42 0,84 0,89 0,03 1,93
max 2599 | 76,83 | 23,54/ 23,14 3532 3566 51,79

Tabulka 4.2: Opakovatelnost zpracovani dat (n=13).

metabolity | PME | Pi PDE | PCr |y-ATP |a-ATP | B-ATP
prameér 4,93 6,81 8,39 7,51 7,57 8,83 7,26
min 0,25 0,45 0,1 0,17 0,97 0,88 0,28
max 11,28 | 18,54 | 20,24| 18,37 25,09 20,11 28,6

Hodnoty ffedstavuji piimérné sndrodatné chyby v procentech s minimalni a maximédridnotou.

4.2 Kuvalitativni a kvantitativni zpracovani ziskanych spekter

4.2.1 Transplantované ledviny

Bylo zjisttno, Ze v naprosté&tsiné nantrenych spekter z transplantovanych ledvin
jsou zakladni metabolity dob rozliSitelné. U vSech skupin pacignsme ziskali shodny
pocet signah, prii porovnani spekter jednotlivych skupin byly patjgg malé rozdily, a to
predevsim v intenzit signalu PME. U skupiny ATN a chronické rejekce ybyjistny
nesignifikant® niZzSi koncentrace vSech sigiakteré mohou odpovidat niZSimu stupni
energetického metabolismu. K porovnani skupin tpdyzity ptimérné hodnoty porri
metabolitit Pi, PME a PDE v po#nu ku B-ATP, nebd tento signal obsahuje nejnien
kontaminovan signalem ADP. Dale byly vypeny hodnoty intracelularnino pH, a to
dosazenim hodnot chemického posdii — PCr do vzorce [10] (strana 23). Vysledna
fosforova spektra jednotlivych skupin jsou zobrazea obrazku 4.3. Bmérné chemické
posuny metabolit shrnuje tabulka 4.3.
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intenzita signalu

AR ATN LGD

PDE  \aTp

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —
10 5 0 5 -0 <15 20 10 5 0 5 -0 <15 20 10 5 0 5 -0 <15 20 10 5 0 5 a0 s [Rpm]

Obréazek 4.3: 3P spektra transplantovanych ledva) dobra funkce #pu, 8 nésiai
po transplantaci (Tx)p) epizoda akutni rejekce, 20idpo Tx;c) akutni tubularni nekroza,

4. den po Txd) pozdni dysfunkce &bu, 65 nésial po Tx.

Tabulka 4.3: Pimérné hodnoty chemickych posiirmetaboliti ve 3P MR spektru

transplantované ledviny.

Metabolit Chemicky posund

PME 6,5 ppm
Pi 5,1 ppm
PDE 2,6 ppm
PCr 0,0 ppm
v-ATP -2,6 ppm
a-ATP -7,8 ppm

B-ATP -16,1 ppm

4.2.2 Nativni ledviny

U skupiny 5 zdravych dobrovolnikbyla nandtena fosforova spektra z oblasti
nativnich ledvin, a to stejnym protokolem, kterymlibvySetovani vsSichni pacienti.
Dobrovolnici byli vySetovani v poloze na zadech a povrchovou civkéli mmis€nou
v oblasti ledvin (obrazek 4.4). K ziskani fosforokyspekter byla pouZzitadfici sekvence

2D-CSI se zachovanim nastavenych paraimetr
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a b
Obrazek 4.4: T1- vadZené obrazy nativnich ledvin dobrovoln&av koronalni rovig

ab) v transversalni rovih

V¢étSina spekter ziskanych z nativnich ledvin zdrawgohrovolniki byla vzhledem
k hloubce uloZeni nagena s horSim pogrem signal/Sum (S/N), coz potvrzuji i Zéy
publikovanych praci (39). Kvalitatiense vSak spektra neliSila. @pbylo ziskano
7 zakladnich metabolit vcetrg jiz diskutovaneého signalu PCr pochazejiciho z oiabi
svali. Ukdzku spektra natfeného z oblasti nativni ledviny zobrazuje obrazek. 4
Pfi hodnoceni relativnich potni byly ziskany znéné smérodatné odchylky, Ize vSak
piedpokladat, Ze metabolizmus ledviny zdravého daliroka a transplantované ledviny
s normalni funkci se nelisi. Vypi@né hodnoty pH skupiny dobrovoliika kontrolni
skupiny K se velmi bliZily — hodnota pH nativniced/in skupiny dobrovolnik byla
7,22 + 0,29, v porovnani s hodnotou pH kontrolnimRy transplantovanych ledvin, ktera
byla 7,24 + 0,20.
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Obrazek 4.5: Fosforové spektrum nativni ledviny zdravého dobholka, mereno
metodou 2D-CSI.

4.3 Porovnani vysledk jednotlivych skupin pacienti

Vtabulce 4.4 jsou uvedeny hodnoty p#tn jednotlivych metabolit
vySetovanych skupin pacieint Vyhodnocovali jsme metabolity Pi, PME a PDE v gom
k B-ATP, protozZe tento signal obsahujdspivek pouze z ATP. Signaly-ATP ay-ATP
obsahuji pispivek z ADP a dalSich metabdlit Dale byly vyhodnocovany pafry
PME/Pi, PDE/Pi a PME/PDE. V tabulce jsou vygaay signifikantni rozdily P <0,05
oproti kontrolni skupid Ka mezi skupinami navzajem. Hladina pr&gwadobnosti
0,05 < P <0,08 byla povazovana pouze za trendtaZtébulky vyplyva, Zze od skupiny
kontrol se liSi skupina paciens epizodou akutni rejekce vzestupemieet parametrech:
PMERB-ATP (1,11 = 0,54 vs. 0,85 = 0,20, p<0,05), PDEH®R3 + 1,34 vs. 2,44 + 0,87,
P<0,05) a v parametru PME/Pi (2,74 £ 1,19 vs. 1857, P<0,05). U skupiny paciént
s ATN bylo zjiStno oproti kontrolni skupih signifikantni sniZzeni v parametru
PDEB-ATP (0,80 + 0,28 vs. 1,21 + 0,38, p<0,05) a v pagtau PDE/Pi (1,38 + 0,46 vs.
2,44 + 0,87, p<0,05) a trend snizeni v parametrie BMTP. U skupiny paciefits LGD
byl pozorovan signifikantni pokles v parametru PMIE(1,36 + 0,61 vs. 1,78 = 0,57,
p<0,05) a trend sniZeni v parametru PDE/Pi.

Porovndme-li jednotlivé skupiny navzjem, zjistimi&e se skupina paciént

s epizodou akutni rejekce liSi od paciestATN signifikantnim zvySenim v parametru
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PME/Pi (2,74 + 1,19 vs. 1,36 + 0,57, P<0,05) a rapwtru PDE/Pi (0,14 + 0,04 vs.
0,21 + 0,07, P<0,05) a trendem zvySeni v paranfeii&/B-ATP a PDEB-ATP. Skupina
pacienii s AR se dale odliSuje od skupiny paciens pozdni dysfunkci &bu
v parametrech: PME/Pi (2,74 £ 1,19 vs. 1,36 = 0f840,05) a PDE/Pi (3,23 £+ 1,34 vs.
2,06 + 0,68, P<0,05). Signifikantni Zmy hodnot pH mezi jednotlivymi skupinami nebyly

zaznamenany

Tabulka 4.4: Ponery relativnich intenzit metaboiit3 skupin paciefita kontrol

(pramérné hodnoty a samodatné odchylky).

K ATN AR LGD
PME/B-ATP 0,85 + 0,20 0,68 £0,24(*)| 1,11 +0,54*{) 0,82.80
Pi/B-ATP 0,52 + 0,14 0,54 + 0,22 0,44 + 0,18 0,63 + 0,30
PDE/B-ATP 1,21+0,38 0,80 + 0,28* 1,35+0,69(1) 1,29 + &;43
PME/PDE 0,75 £ 0,27 0,94 + 0,33 0,88 + 0,32 0,69 + 0,34
PME/Pi 1,78 + 0,57 1,36 + 0,57 2,74+ 1,19t 1,36 +0,61*§
PDE/Pi 2,44 + 0,87 1,38 + 0,46* 3,23 +1,34*F| 2,06 + 0/98(
pH 7,29 + 0,23 7,27 +0,34 7,31+ 0,47 7,22 +0,21

* (p<0,05) signifikantni rozdil v porovnani s kowitni skupinou K, (*) (p<0,08) trend
T (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou ATNAR, (1)(p<0,08) trend
T (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou ATNL&D, (3)(p<0,08) trend
8§ (p<0,05) signifikantni rozdil mezi skupinou AR.GD, (8)(p<0,08) trend

4.4 Opakované néfreni pacienfi

Nékolik pacienfi bylo nangieno metodou fosforové spektroskopie opakéyanto

sc¢asovym odstupem a v rozdilném klinickém stavu. iklgdy opakovaného &eni

pacienti v této kapitole ukazuji, jak se projevi amina funkce jejich ledviny na vzhledu

ziskanych spekter.

Piiklad 1.

40-lety pacient s chronickym renalnim selhanim odkfad Alportova syndromu

podstoupil 3. transplantaci ledviny. Pro op&fau funkci Stpu byla nutnd dialyzai
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lé¢ba do 20. potransplarit@iho dne. 8. potransplagitd den byla provedena biopsiepit

s nalezem ATN bez nekrdzy. 15. potranspléamitalen byl v biopsii nalez akutni rejekce
lIA, pro kterou byl pacient en pulzy kortikoidi. Efektem byl rozvoj diurézy, nikoliv
vSak rozvoj funkce 8pu. Ve 3. biopsii (38. potransplatta den) néalez potvrdil
pokraiujici akutni rejekci llA, kterd byla é&na opt pulzy kortikoidi, tentokrat s efektem.
Po l&b¢ doSlo k rozvoji funkce 8pu na Cr 176 umol/l a glomerularni filtrace GF 0,7.

Na naSsem MR oddeni jsme u tohoto pacienta néiii spektra 9. a 30.
potransplanténi den. Z dostupnych Klinickych vy$ehi vyplyva, Ze v dab prvniho
vySeteni na MR byla hodnota kreatininu Cr kolem 880 p/mopacient byl v té dob
dialyzovan, pi druhém vysdeni klesla hodnota Cr na 353 pumol/l.

Spektra z obou #ileni ukazuje obrazek 4.6. ®©lspektra nagiena s odstupem
3tydni si jsou velmi podobna a u obou je napadny sigddEPVypoétené hodnoty
parametru PME/Pi a jejich porovnani sipgrnymi hodnotami PME/Pi ostatnich skupin

u tohoto pacienta napovidaji, Ze by se mohlo jedrddou gipadech o diagndzu epizody

akutni rejekce.
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Obrazek 4.6: Porovnani spektra u téhoz pacienta 9. a 30. dentrgasplantaci.
a) T1l-vaZeny obrazek transplantované ledviny v kéhohrovins, b) 3P MR spektrum

ziskané 9. den po transplantac) &'P MR spektrum ziskané 30. den po transplantaci.
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Piiklad 2.

39-lety pacient podstoupil transplantaci pro seiiédvin na podklad chronické
glomerulonefritidy. Prvni 3 tydny byl & ledviny afunkni, s nutnosti dialyzai |&by.
6. potransplantani den byla provedena biopsie s nalezem ATN. 1% loa biopsie
opakovana, s nalezem akutni rejekce IIA vterénuNATNasledovala kba pulzy
metylprednisolonu. Po ¢&¢ nastal vyrazny rozvoj diurézy a postupny pomalgvo)
funkce. 28. den po transplantaci byla indikovanhi8psie, kde byly popsany jen hrémi
zmeny.

Na oddleni magnetické rezonance byl pacient viget4. a 34. potranspladtd
den. Ri prvnim vySeteni byla hladina kreatininu 1460 pumol/tj druhém vySdeni byla

hladina 464 umol/l. Ve spektrech je delpatrna zréna intenzity anorganického fosfatu Pi
(obrazek 4.7).
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Obrazek 4.7: Porovnani spektra u téhoz pacienta 9. a 30. dentrgasplantaci.
a) T1l-vaZzeny obrazek transplantované ledviny v kéhohrovirs. b) 3P MR spektrum
ziskané 4. den po transplantaci s ATN v biopgii>’P MR spektrum ziskané 34. den

po prodtlané rejekni epizo@, s nedostateym rozvojem funkce &pu.
Piiklad 3.
52-leté pacientce byla provedena transplantaceingdpro chronické selhani

ledvin na podklad polycystéozy. Bhem vykonu byla nutnd rekonstrukce tepen.

Pro opozdny rozvoj funkce &pu byla u pacientky nutnd hemodialyma lé&ba. 8. den
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po transplantaci byla indikovana biopsie, ziskarppregk vSak nebyl reprezentativni.
11. den byla biopsie &u opakovana, v nalezu byly popsany akutni tgjekzmeny,
pro které byly nasazeny pulzy kortikéidPo I&bé nastal postupny rozvoj funkcesgt

s nejlepsi hodnotou Cr 178 umol/l a glomeruladiviaici GF 0,6.

VySeteni magnetickou rezonanci bylo provedeno 6. podtansni den,
kdy pretrvavala afunkce &bu. Druhé vyséeni bylo provedeno 12. potransplamtiaden,
kdy byla hladina Cr 754 umol/l. i&ti vySeteni nasledovalo 25. den, kdy hladina
kreatininu poklesla na Cr 196 umol/l. Ziskana sgejdou zobrazena na obrazku 4.8.

Z obrazku 4.8 je patrné, Ze rozdilna funkce€pdt ledviny vede k ziskani
kvalitativné odliSnych spekter. Spektra né&imna 6. a 12. den po Tx byla ziskana v&lob
kdy u Stpu ledviny zatim nedoSlo k rozvoji funkce a bylatm@u hemodialyza. Nizkée
relativni koncentrace #&enych metabolit a horSi porér signél/Sum spektra na obrazku
4.8a tomu odpovidaji, toto spektrum nebylo daldissieky zpracovavano. Ve spektru
ziskaném 12. potransplatite den 4.8b(s verifikovanou akutni rejekci) nejsasatelre
vyjadiené zngny, které signifikanté odliSovaly skupinu paciefits epizodou akutni
rejekce od kontrolni skupiny.i@ti spektrum na obrazku 4.8c bylo ngemé po progané
antirejekni 1&be, kdy se funkce ledviny upravila, spektrum je kialvné srovnatelné se

spektry kontrolni skupiny s normalni dobrou funkci.

aATP BATP

YATP

20+ 204

104 104

intenzita signalu

Obrazek 4.8: Fosforova spektra transplantované ledvay ¢asném potransplardaim

obdobi (6. den) bez rozvoje funkck) 12. den po Tx s diagnézou akutni rejekce,
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bez rozvoje funkcec) 25. den po Tx po préthné antirejekni lé&cbé kortikoidy,

s rozvojem funkce na Cr 196 pumol/l.

5.

5.1

Diskuze

Porovnani vysledk s publikovanymi daty

Porovnéni vysledk publikovanych praci a naSi prace shrnuje tabulkh 5

V tabulce jsou uvedeny attgorace (s odkazem na citaci), sledovana skupinazipa

MRS metoda, peet vySetenych pacierit a vybrané powry metabolifi, pokud byly

dostupné.

Tabulka 5.1: Porovnani vysledk relativnich pomiri vybranych metabolit zmingnych

v publikovanych pracich a v naSi studii.

Autor  |Skupina |Metoda| N | PME/PDE | PME/Pi | PilaATP |PME/ATP | PDE/ATP

Boska (39)| K ISIS | 5 - 1,00+0,30 1,1+01 1,10+040 1,80,20
Klemm (27)| K ISIS | 18 | 0,80 % 0,21 - - - -
Heindel (26)] K ISIS | 20 | 0,96+0,50 5,63+ 2,6( - 1,22+0/38 H4B45
Heindel (21)] R ISIS | 5 | 1,00+£0,62 5,87 +529 0,22+0|1130+0,52 1,50 +0,35%
Heindel (21)] ATN | ISIS | 10 | 0,65+0,35 4,62+ 2,48 - - -
Grist (36) K |DRESS| 8 |1,82+0,10 3,77+0,44 0,35%0,05 - -
Grist (34) R |DRESS 14 [0,70+021 1,04+028 1,10+0p1 - -

Kugel (38) | K ISIS | 5 1,08 3,52 - 0,48 0,45
Nage prace] K |2D-CSI| 31 |0,75+0,27 1,78+0,57 0,44 + 016,27 + 0,05/ 0,38 + 0,1(
Nage prace] AR |2D-CSI| 20 | 0,88+0,32 2,74+1,19 0,33+0/i233+0,09 0,40+0,13
Nage prace] ATN [2D-CSI| 6 |0,94+0,33 1,36+057 0,52+0,18,25+0,09 0,29 + 0,09

K — pacienti s dobrou stabilni funkcié¢gt, R (AR) — pacienti s rejékimi znamkami ve 8pu, ATN —

pacienti s akutni tubularni nekrézosgpit, N — péet pacieni ve skupig,

Z porovnani s ostatnimi

"_"ne

uvedeno.

pracemi vtabulce 5.1 waly Ze naSe hodnoty

jednotlivych porgri jsou WtSinou v rozmezi uvamych publikovanych hodnot, ale

Z porovnani je zarowe patrny znany rozptyl

publikovanych dat. P porovnani
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s publikovanymi studiemi je nutné mit na pgdin Ze byly pouzity rozdilné wiici
parametry i odliSné vyS@tvaci techniky.

Byly publikované prace, ve kterych byly émeny absolutni koncentrace
fosforovych metabolit transplantovanych ledvin (38), ale vzhledem Kk médkym
obtiznostem #Sina autoi, stejré jako v naSi praci, vyuzivid &eni relativnich
koncentracf'P metabolii.

Parametr PME/Pi se ukazuje jako vyznamny pro papgign energetického
metabolismu transplantovanych ledvin. V naSi stusk nepotvrdil pokles relativni
koncentraceBATP u skupiny pacieiits akutni rejekci 8pu, jako to bylo pozorovano
v pracich autora Charet al. a nebyl pozorovan vzestup metabolitu Pi a PDE uep#c
s akutni rejekci, jako uvadi autor Grgtal. Neni vSak zcela jasné, jestli rozdilné vysledky
v porovnani s publikovanymi pracemi vyplyvaji ziddych podminek ¢isté
biochemickych, technickychti metodickych. Je vSak jisté, Ze rozdilné videaci
techniky ovlivni kvalitu i charakter ziskanych spak a tim nasledné statistické
vyhodnoceni.

Ve sho@ s praci autora Klemmat al. (27) nebyl prokadzan rozdil v parametru
PME/PDE mezi jednotlivymi skupinami. Na obrazku 3%z& porovnat kvalitu spektra
publikovaného v jeho praci @eného metodou ISIS) s naSim spektrem, dtanym
metodou 2D-CSI. Z porovnani obou spekter &@mych z transplantovanych ledvin
rozdilnymi technikami vyplyvda, Ze kvalita spektergrovnatelnd. Na obou spektrech Ize
doke rozlisit 6 signal vySe zmignych metabolii a na naSem spektru (5.1b) je navic

patrny nizky signal fosfokreatinu.

FME Pi PDE NTP

/ /) |
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Obrazek 5.1: Porovnani spektra transplantované ledviny pacismabrou funkci $pu
méreného metodow) ISIS (autor Klemm (27)) ) se spektrem pacienta z kontrolni

skupiny v nasi studii, steného metodou 2D-CSI.

V naSi praci byl zaznamenan vyznamny vzestup gomPME/Pi, ktery
signifikantre odliSoval skupinu pacietits akutni rejekci, a to jak od kontrolni skupirak t
od vSech ostatnich vy$evanych skupin. Dle analyzy spekter vyplyva, Zederzestup
byl zpisoben pedevsim vysSi intenzitou metabolitu PME. VzestupEPje podle autora
Klemma et al. (27) spojovan se vzestupem membranového metaholfesfolipidy a
proliferaci bugk. Lze fipustit, Ze vysSi koncentrace fosfomonodstairazi vyssi stugie
buré¢cného fistu, ke kterému dochazi v infiltrovaném acétdeném &fpu ledviny
pii epizod akutni rejekce.

Interpretace vysledkv naSi praci 2Zuje skuténost, Ze samotné skupiny pacient
nejsou homogenni. Mezi klinickymi daty charaktefiguni pacienty nebyl nagklad
podchycen stav transplantovaného orgarik @arce) ani klinicky stavifjemce (délka
piedchozi dialyzéni |&cby atd.). Tento problém je ateSitelny namsienim \&tSi skupiny
pacienfi a navazanim uzsi spoluprace s klinickym pracéwisStkde jsou pdebna data
k dispozici.

Fosforova 31P MR spektroskopie prokazala éayn v energetickém
a fosfolipidovém metabolismu transplantovanych iedskupin pacierit s dysfunkci
Stpu. Pro Kklinickou aplikaci je iwezité, Ze prace prokazala, Ze tato neinvazivni
vySefovaci metoda umdikije na zakla&l zmen relativnich koncentraci metabdlitozliSit
nejen dysfunkci pu na podklaél epizody akutni rejekce od ledvin s dobrou stabilni
funkci, ale také pacienty s akutni rejekci od patéies tubularni nekrézou &iu. Pra¢
tento poznatek d@¥e diagnosticky pomoci a &kterych gipadech uSét pacientim

bioptické vysSeteni.

5.2 Metodické poznamky

Béhem vySetovani se ukazalo, Zegsnost a spravnostébeni fosforovych spekter
transplantovanych ledvin vyznagnovliviiuje umiséni povrchové civky a hloubka

ulozeného #pu ledviny. Chybu MR spektroskopickych vy&sti ovliviiuje nejvice
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nespravna poloha civky. Vysledkem je pak oktihrodnotitelné spektrum, s nizkym

pongrem signal/Sum.

5.2.1 Vliv hloubky uloZeni ledviny od povrchovéigky

Vliv hloubky uloZeni ledviny jsme dokumentovali tesn na fosforovém fantomu, ktery
mame na odfleni k dispozici. Na fantomu obsahujicim 0,1 mottok fosforénanu

sodného byl testovan vliv vzdalenosti ledviny odefjovaci civky na ziskané spektrum,
atim vliv chybného vytru volume of interes{VOI). F¥i testu na fantomu byl pouZit
shodny vySdbvaci i vyhodnocovaci protokol jako v klinick&sti. Na obrazku 5.2 je

ukazka spektra s jednim signalem odpovidajicimafasbbsazeném ve fantomu.

intenzita signalu

Obrazek 5.2: Spektrum ziskané z fosforového fantomu metodolCHD-

Béhem opakovaného vyhodnocovani (8x) bylaisam od stedu civky posouvana
oblast, ze které bylo spektrumétano, a to celkem o 3,2 cm (s jednotlivym posunem
4 mm). Z porovnani ziskanych spekter vyplyva, Zd&laldk poklesu intenzity signélu
0 23 %. Klesajici hodnoty intenzit fosfatéi postouci vzdalenosti od civky byly vyneseny
do grafu na obrazku 5.3. Tyto dilvysledky potvrzuji, Ze &teni povrchovou civkou je

technicky limitovano citlivosti s rostouci vzdalestiood stedu civky.
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Vzdalenost $edu ledviny od r&ici civky byla proto v Klinick&4asti experimentu
zaznamenavana pomoci paramegthift-mean Jeho pkmérna hodnota v této studii byla
5,7 cm (s minimem 3,5 cm a maximem 9,2 cm). Abyclpbedesli zavaz)Si chyke, byly
ze skupiny vyazeni pacienti, ki¢ méli transplantovanou ledvinu uloZenou hlgjib
nez 9 cm pod povrchem. K podobnym &déwn dosgl i autor Gristet al. (36), ktery si
stanovil limit hloubky ulozeni ledviny 10 cm, autideindelet al. (26) uvadi ve své praci
pramérnou hloubku uloZeni &bu ledviny 7,4 cm (s minimem 5,8 cm a maximem 9j.c

Korekce na hloubku nebyla v nasi studii prasréad
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Obrazek 5.3:Vliv vzdalenosti néieného objemu od povrchové civky na intenzitu signal

5.2.2 Vliv vzdéalenosti ledviny od sedu civky

Pfi umistovani povrchové civky nemusi bytiedd civky gesré nad stedem
ledviny. Tento vliv byl testovan @pna fosforovém fantomu, ktery byl posouvan po eivc
Z jejiho centra 0 6,5 a 13 cetyimi zakladnimi srry. Celkem bylo provedeno 9dieni.
Vyhodnocené intenzity signalu jsou graficky zobraz@a obrazku 5.4. Ziskanéiwy
odpovidaji profilu povrchové civky.
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Obrazek 5.4: Test klesajici intenzity signalu s rostouci vzdékti od gstedu civky.
Vyhodnocené intenzity signalu ziskaného z fantoa)upii poloze 13 cm a 6,5 cm
od stedu civky vlevo a vpravo b) pri poloze 13 cm a 6,5 cm odetlu civky vepedu

a vzadu.

Z vysledka téchto meieni vyplyva, Ze kvalitu vyslednych spekter vyzn&mn
ovliviiuje vzdalenost gfené ledviny od centra povrchové civky. S problémaeniseni
jsme se setkali zejména u pacierstnadvahou. Stejny negativni vliv maji i pohybové

artefakty Bhem vySateni, které i pes fixaci civky nelze zcela potia
5.2.3 Omezeni a nevyhody metody'P MRS

Z provedenych Klinickych vy3ini metodod'P MRS vyplynula skterd omezeni
a nevyhody. K nagteni dostatéené kvalitnich dat magnetickou rezonanci je nutné
optimalizovat délku vySétni. Ri vySetovani pacierit je nutné pihlédnout k aktualnimu
klinickému stavu pacienta a podle toho upravit déliSeteni tak, aby to bylo dostaie
piinosné, ale pro pacienta jgsdtnosné. V této studii byla délka vy&eati kolem 20 min.

a vySeteni bylo pacienty a dobrovolniky d@btolerovano. Jako velmiiBbzita se ukazala
byt spoluprace pacienta.

Urcité omezeni pnasi vlastni metoda fosforové spektroskopie, ajémelativré
.chudé" rozliSeni metabolit pii in vivo méteni. Fosforové spektrum transplantované
ledviny pii 1,5 T nabizi informace jen o relattvimalém pdtu metabolib, které maji
dostaténs mobilni molekuly. Jistou nevyhodo®P MR spektroskopie je také mala

citlivost, ktera je dana magnetickymi vlastnostrasforu. Ostatni metabolity, které by
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mohly byt zajimavé z pohledu nefrologa biochemika, maji $li§ Siroky signal
pro detekci, nebo naopaki pézZném nEticim case maji signaliflis slaby.

DalSi omezeni vyplyvaji ze zvolené metody 2D-G$ltéto metody se uplatje
efekt parcialniho objemu — tzpartial volume effegtpro ktery neni mozné rozlisigje
odehravajici se na Urovniuly a dens a centralniho sinu ledviny. Lze vSakepokladat,

Ze procesy jako je akutni rejekce, maji difuznirakter.

Diskuze 61



Vysledky naSi prace Ize shrnoutéehto bodech:

Detailni analyza *P MR spekter transplantovanych ledvin potvrdila,
Ze ve fosforovém spektru ziskaném z transplantovedéiny nmiZzeme sledovat
7 zakladnich metabolit které popisuji metabolické pochody, a to jak

za normalnich, tak patologickych podminek.

Z porovnani spekter ziskanych z ledvin s rozdilhokci bylo zjiS€no, Ze se tato
spektra kvalitativa li$i. Metodou fosforov&'P MR spektroskopie byly prokazany
zmeény v energetickém a fosfolipidovém metabolismu s@antovanych ledvin

skupin pacienit s dysfunkci &fpu.

Z vysledki klinické casti vyplyva, Ze metoda fosforové spektroskopisgkeopna
na zaklad zmeén relativnich koncentraci metabdlirozliSit ledviny s dysfunkci

St&pu na podklagl epizody akutni rejekce od ledvin s dobrou stalfiinkci Stpu.

Skupina pacierit s diagnostikovanou nebo jiz¢Enou epizodou akutni rejekce
Stpu ledviny se signifikanth odliSovala od ostatnich sledovanych skupin —

od skupiny paciefits ATN a od skupiny pacieins pozdni dysfunkci &bu.

Zhodnoceni moznosti metody

a stale

éi chro

Ackoliv biopsie ffedstavuje zlaty standard v diagnostice dysfunkgpustedvin
je nezbytna pro definitivni stanoveni déegynakutni tubularni nekrézy a akutni

nickeé rejekce, je nutné hledaegevsim neinvazivni metody, které by tuto metodu

nahradily. Metoda®'P MR spektroskopie, tim Ze je zcela neinvazivniegiedstavuje

pro pacienta zadnou radid zatz, je vhodnym nastrojem pro diagnostiku a monitarav
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stavu transplantovaného organin vivo méfeni relativnich koncentraci metabdlit
v transplantované ledwnumoziuje sledovat a hodnotitizné biochemické procesy,
ke kterym v ledvid dochazi. Tato metoda nabizi novy pohled a fogSimoznosti
diagnostiky dysfunkci u transplantovanych ledvigjn®na wasném potransplardam
obdobi.

Fosforova spektroskopie je perspektivni a Setrniagrobstickou metodou, ktera
umoziuje relativie snadno sledovat dynamicky vyvoj koncentraci mdigbor ¢ase,
umoziuje provadt studie na velkych skupinach pacigna tak studovat nejen¢jsi vlivy

na metabolizmus transplantované ledviny.

Shrnuti zavéra prace

Vysledky této prace dokazuji, Ze je mozné studierargetického metabolismu
transplantované ledviny pomoci metody® MR spektroskopie rozpoznat rozdilné
podminky, které vedou k dysfunkcim transplantovdedviny zejména vcasném
potransplantenim obdobi. Metoda fosforové spektroskopie ufufg neinvazivnim

zpisobem zfesnit stanoveni diagn6zy a tim i volbu vhodridye




7. Filoha

7.1 VySetovaci protokol pro MR vysSeireni

Protokol pro MRS vySéeni
od¥leni MR, ZRIR IKEM, Videsska 1958/9 Praha 4

Nazev vyséeni: Transplantovana ledvina
Pouzita technika: *H /3P povrchova civka

UloZeni pacienta: Pacient vySébvan v poloze na zadech s povrchovou civkou
umistnou v mist transplantované ledviny; fixace suchymi pasy

Protokol MRI:
31P-MRS
LEDVINY_CSI
Scout_CSI_ledviny (ledvina ulozena v prav@lky jany)
Scout_CSI_ledviny_SIN (ledvina uloZena v levéliyjane)

Uvodni obrazky (scout): T1 vazené obrazky s pamym@R 15 msec, TE 6 msec, flip
angle 30, FOV 450, 21 vrstev s tldkdu 10 mm, celkovydfici cas 1 min. Tyto obrazy
nanerit ve vSechiech rovinach. Doba vySeni: 1 min 12 s

Protokol MR spektroskopie:
2D CSI_ledviny
1. scout (scout_sin)

Na obrazcich zobrazit transplantovanou ledvinu gitsdni rovire, vieezu, kde zaujima
nejwtsi objem. Vtéto sagitalni rodnnutno zranit rovinu z vrstvy horizontalni
na vrstvu vertikalni (position). V second localizautné zkontrolovat umti vrstvy
v transversalni rovia

2. CSI_31P_ledviny

V sekvenci vhodné 2nit tlougku vrstvy ze 4 cm na 3 cm (parametry: TR 323 m§, FO
320, paet akvizic 32, TE 3 ms)/&d spudhim sekvence je nutnégpnout rarici
povrchovou civku H na®'P. Doba vy$eéeni: 11 min 1 s

behem néreni zapsat: shift mean
frekvence (adjust — show actual)
behem vySeéeni provést :  evaluate - grid — poziceddivedvire (jen zkontrolovat)

evaluate - distance — zapsat hloubku uloZeni lggvin
pripadre znerit velikost ledviny
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