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extramyocelularni lipidy

CH; skupina extramyocelularnich lipida
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1 Uvod

Kosterni svaly tvoii nezbytnou soucast lidského téla, jsou integralni soucasti
muskuloskeletdlniho systému. Jeho zakladni funkci je umoznit pohyb organismu a
mechanickou oporu jeho soucésti. Selhani téchto funkci vede k vyraznému zhorSeni kvality
zivota individua, pfiemz Uplnd ztrata funkénosti muskuloskeletdlniho systému neni
slucitelna se zivotem. Muskuloskeletalni systém miize byt postizen fadou patologickych
stavl. Tyto stavy postihuji bud’ primarné sval, nebo mlize byt sval postizen sekundarné pii
néjakém typu neurologického onemocnéni, at’ jiz se jednd o onemocnéni nervosvalové
ploténky, perifernich nervii ¢i centrdlniho nervstva. V ptipad¢ sekundarniho postizeni
dochazi k omezeni nervosvalové stimulace a k nasledné atrofii svalu.

Krom¢ zakladni pohybové funkce tvoti svaly diilezity kompartment, ktery se podili
vyznamnym zplUsobem na metabolismu fady latek. Vzhledem k tomu, Ze kosterni sval je
tkani s vyraznymi naroky na energetickou spotfebu, tvoii velmi vyznamnou roli pfti
metabolismu energetickych sloucenin — lipidt a sacharidt. Nejnovéjsi studie prokazuji, ze
poruchy tohoto metabolismu na Urovni svalu, a¢ nevedou k patrné alteraci svalovych
funkci, maji jiné zavazné dusledky, protoze vedou piimo ¢i nepiimo k vyvoji fady
zavaznych onemocnéni, jako je obezita, diabetes mellitus a aterosklerdza.

Magneticka rezonance (MR) je vySetiovaci technika, kterd nalezla v mediciné
vSestranné pouziti. MR zobrazovani (magnetic resonance imaging - MRI) oproti ostatnim
tedy velmi cenné informace o morfologii svalové tkan€ a byva soucasti vySetfovaciho
protokolu pii diagnostice svalovych onemocnéni. S rozvojem digitalnich zobrazovacich
technik jsou ve vyzkumném stadiu i automatické metody zpracovani obrazu, jako je napf.
analyza textury (fexture analysis — TA). Tyto metody mohou poskytnout dodate¢né
informace o struktufe tkdni a pomoci tak v diagnostice onemocnéni a pii jeho
dlouhodobém sledovani.

MR spektroskopie je dal$i metodou zalozenou na principu magnetické rezonance,
vyuzivanou piedev§im v klinickém vyzkumu. *'P MR spektroskopie umoziuje ziskat
informace o metabolitech obsahujicich fosfor (tedy predevsim energetickych metabolitech
jako ATP a fosfokreatin), o hladinach anorganického fosfatu a intracelularnim pH. '"H MR
spektroskopie kosterniho svalu umoziuje méfit signdly pochazejici z lipidi uvnitt
svalovych bunck (intramyocelularnich lipidi — IMCL), a tak monitorovat jejich

metabolismus in vivo. Dosud provedené studie prokazuji té€snou souvislost mezi
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metabolismem IMCL a insulinovou senzitivitou, faktorem vyznamné ovlivitujicim riziko
vzniku diabetu mellitu 2. typu. Patobiochemické vztahy insulinové rezistence (senzitivity),
diabetu mellitu a lipidového metabolismu nejsou v souasnosti jesté zdaleka objasnény. 'H
MR spektroskopie svalu s métenim IMCL mize vyznamnym zplsobem pfispét pii studiu
onemocnéni souvisejicich s metabolismem lipidii, jako je napt. obezita a diabetes mellitus.
Tato prace se zabyva vyvojem a klinickou aplikaci technik analyzy textury a 'H
MR spektroskopie kosterniho svalu u zdravych osob a pacienti se specifickym

onemocnénim.
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2 Cil dizertacni prace

Cilem této dizertacni prace bylo ovéfeni moznosti studia metabolismu kosterniho
svalu pomoci MR zobrazovani a MR spektroskopie. Zaméfili jsme se na studium

nasledujicich aspekti:

1. Navrzeni a praktické ovéfeni techniky analyzy textury pro klasifikaci T1 vdzenych MR

obrazil lytka zdravych subjekti a subjektd s myopatickym onemocnénim.

2. Porovnani vysledku klasifikace metodou analyzy textury s hodnocenim stupné

patologického postizeni svalu, které provedl radiolog.

3. Zavedeni techniky méfeni "H MR spekter kosterniho svalu a techniky vypoctu

koncentraci intramyocelularnich lipidt z téchto spekter.

4. Kvantifikace intramyocelularnich lipidii u kontrolnich osob a pacienttli s insulinovou
rezistenci s cilem ovéfit poznatky o vztahu metabolismu intramyocelularnich lipida a

insulinové rezistence.

5. Kvantifikace intramyoceluldrnich lipidt k ovéfeni u¢inku podavani telmisartanu u osob

s poruchou glukosové tolerance.

Cil dizertacni prace 10



3 Teoreticka Cast

3.1 Fyzikalni principy MR zobrazovani a MR spektroskopie

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je metoda, kterd vyuziva specifickych
magnetickych vlastnosti atomovych jader. Na jevu magnetické rezonance jsou zalozeny
dvé zakladni méfici techniky, které byly pouzity v této praci ke studiu kosterniho svalu —
technika MR zobrazovani (MRI) a technika MR spektroskopie (MRS). V nasledujicim
teoretickém tivodu jsou uvedeny pouze zdkladni zjednoduSené principy a terminy, které
jsou nutné k porozuméni dal§imu textu. K blizSimu sezndmeni s touto technikou
odkazujeme na literaturu (*,%*,*) a internet (°,°).

Kazdé¢ atomové jadro obsahuje protony a neutrony, které souborné¢ nazyvame
nukleony. Stav nukleont v jadfe lze popsat mj. jadernym spinem J. Tento jaderny spin je

spojen s efektivnim magnetickym momentem jadra p; vztahem
ny=yd [3.1]

kde y; je gyromagneticky pomér, coz je konstanta charakteristickd pro dané jadro.

Magneticky moment jadra popisuje magnetické vlastnosti jadra. Ze vztahu [3.1]
vyplyva, Ze kazdé jadro snenulovym jadernym spinem ma i nenulovy magneticky
moment. Nejcastéji pouzivanym jadrem pro MR zobrazovani a MR spektroskopii je jadro
vodiku. Vzhledem k tomu, Ze toto jadro obsahuje pouze jediny proton, jsou hodnoty Jy a py
je proto casto nutné stanovit jaderny spin experimentalné. Obecné vsak plati, Ze jadra se
sudym poctem protontl i sudym poctem neutronil (tzv. sudo-sudé jadra) maji v zdkladnim
stavu nulovy spin, tj. chovaji se magneticky neutralné a nejsou detekovatelné magnetickou
rezonanci.

V analogii s klasickym popisem si lze piedstavit, ze jadro s nenulovym
magnetickym momentem bude interagovat s magnetickym polem podobné jako kompas
v magnetickém poli Zemé. Vlivem této interakce dojde k vytvoieni novych energetickych
hladin, které podle kvantové teorie nenabyvaji libovolnych hodnot, ale jsou obecné
diskrétné rozdéleny. Jev, pfi kterém dochdzi absorpci energie elektromagnetického zateni
k pfechodu mezi takto vzniklymi energetickymi stavy jadra v magnetickém poli, nazyvame

jadernou magnetickou rezonanci (NMR).
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Pokud se dale omezime na atom vodiku, jehoz spin je roven 1/2, lze ukézat, ze
muze v magnetickém poli nabyvat pouze dvou hodnot energie, mezi kterymi je energeticky

rozdil

VE -

v/ IR 0B, [3.2]

kde 7je Planckova konstanta. Pro thlovou frekvenci vinéni absorbovaného zéaieni .,

které zplisobi prechod mezi hladinami energie, pak plati vztah

®, = [y/1B, [3.3]

kde y je gyromagneticky pomér vodiku. Tato uhlova frekvence elektromagnetického
zafeni, schopna zpusobit pfechod mezi energetickymi hladinami jadra, se nazyva

Larmorovou frekvenci (rezonan¢ni frekvenci). Pro atom vodiku konstanta y = 42,5 MHz/T,

tedy pro magnetické pole By=1,5T je ®, =63,62 MHz. Z toho je zifejmé, ze frekvence
elektromagnetického zafeni nutného k vyvoldni magnetické rezonance spadd do pasma
velmi kratkych radiovych vin. Na rozdil od rentgenového vySetteni je pfi standardnim MR
vySetfeni vySetiovany subjekt vystaven elektromagnetickému vinéni, které na néj nepisobi
nezadoucimi Skodlivymi ucinky.

V praxi se zajimame piedev§im o makroskopické vzorky, tvofené souborem mnoha
jader. Za timto ucelem je zaveden pojem vektoru magnetizace M,, coz je vektor
magnetického momentu makroskopického vzorku, ktery vznikne souctem vSech
magnetickych momentt jader vzorku. Na zakladé chovani velikosti vektoru magnetizace
po vlozeni vzorku do magnetického pole miizeme magnetické vlastnosti latek klasifikovat.
Neuvazujeme-li feromagnetické latky, je bez pfitomnosti vnéjSiho magnetického pole
vektor magnetizace nulovy — latka se navenek chova nemagneticky. Po vloZeni vzorku do
magnetického pole se vSak latka ,,zmagnetizuje* — vytvoii se v ni magnetizace M.
Velikost tohoto vektoru a jeho smér zavisi na fyzikalnich vlastnostech latky — pro NMR
jsou ditlezité latky diagmagnetické (napf. voda a béZné metabolity), paramagnetické (napf.
gadoliniové kontrastni latky), superparamagnetické (specidlni kontrastni latky na bazi
oxidu Zeleza).

Matematicky se chovani vektoru magnetizace v magnetickém poli popisuje pomoci
tzv. Blochovych rovnic. Blochovy rovnice ptredstavuji diferencidlni rovnice, které popisuji

casovy vyvoj velikosti jednotlivych slozek vektoru magnetizace:

Teoreticka ¢ast 12



aM M
g MBS [3.4]
170,74 M
FEy(MxB), - [3.3]
aM M,-M
oy onem, - Mt [3.6)

M, je velikost vektoru magnetizace v rovnovazném stavu a T1, T2 jsou tzv. relaxaéni Casy,
charakterizujici zménu velikosti slozek magnetizace M,, M. a M, vlivem interakci mezi
spiny navzajem a mezi spiny a okolim. Tyto relaxacni ¢asy jsou dané fyzikalnimi
vlastnostmi vzorku a jsou pro konkrétni typ tkdné charakteristické. Zavedeme nyni
pravouhlou soustavu soutadnic, kde osa z bude rovnobézna se stacionarnim magnetickym
polem. Primét vektoru magnetizace do osy z pak budeme nazyvat podélna slozka
magnetizace M. a primét vektoru magnetizace do roviny X,y pak nazveme pticna slozka
magnetizace (obr. 3.1). Resenim Blochovych rovnic lze ziskat nasledujici chovani vektoru

magnetizace pii NMR experimentu:

................
et

RERR N PR

Obr. 3.1 Zavedeni podélné (M,) a pficné (M,,) sloZzky magnetizace. Podélna sloZzka magnetizace je
v ustaleném stavu rovnobézna s polem B, velikost pficné sloZky magnetizace je nulova. Upraveno
podle (4).

Teoreticka ¢ast 13
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Obr. 3.2 Rotace vektoru magnetizace M okolo radiofrekvenéniho pole B1. V soustavé soufadnic
rotujici okolo osy z uhlovou frekvenci rovnou wo se vektor Bs jevi jako stacionarni. Rychlost

sklapéni M zavisi na velikosti B; opét dle rezonan¢ni podminky. Upraveno podle (4).

Po vloZeni jader vodiku do magnetického pole dojde k vytvofeni vektoru M,

rovnovazné magnetizace. Aplikujeme-li na tento systtm po uréitou dobu

elektromagnetické pole o velikosti thlové frekvence ©, = Y‘ B,, jehoz vektor B, je kolmy

na vektor By, dojde k otoceni vektoru magnetizace M okolo osy dané smérem vektoru B,
(dobfe si tento jev mizeme zobrazit, pokud zavedeme rotujici soustavu soufadnic o uhlové
frekvenci odpovidajici velikosti wo, protoze v této vztazné soustavé se vektor magnetizace
bude jevit jako stacionarni, obr. 3.2).

B pole se aplikuje pouze po omezeny ¢asovy interval ve formé radiofrekvencniho
(RF) pulsu. Uhel 6, o ktery se vlivem RF pulsu vektor magnetizace M oto¢i okolo osy dané
smérem vektoru By, se nazyva sklapéci uhel. Nejcasteji uzivanymi RF pulsy jsou pulsy
s hodnotami sklapéciho uhlu 90° a 180°. RF puls se sklapecim thlem 90° se pouziva
k excitaci spinového systému — sklopenim vektoru magnetizace do roviny X,y zanika
podélna slozka magnetizace a dochazi k vytvofeni maximalni hodnoty pficné slozky
magnetizace. 180° puls se nejcastéji pouziva k eliminaci vlivu nehomogenit magnetického
pole, jak je popsano nize.

Bezprostiedné po RF pulsu kona dle Blochovych rovnic pfi¢na slozka magnetizace

rotaéni pohyb vroviné x,y o frekvenci rovné ®,. Soucasné dochazi vlivem relaxace
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k nartstu velikosti podélné slozky magnetizace (T1 relaxace popsana konstantou T1) a
k postupnému vymizeni pti¢né slozky magnetizace (T2 relaxace popsand konstantou T2).
Magnetizace se tedy vraci do ptivodniho rovnovazného stavu, kdy je velikost jeji podélné
slozky maximalni a velikost jeji pficné slozky nulova. Pohyb vektoru magnetizace

indukuje v pfijimaci civce signal, ktery se nazyva FID (free induction decay, obr. 3.3).

Obr. 3.3 llustrace ¢asového vyvoje signalu FID. Upraveno podle (4).

Sledem radiofrekvencnich pulsti lze vytvaret tzv. pulsni sekvence. Zakladnim
typem sekvence je sekvence spinového echa, kterd se sklada z posloupnosti 90° a 180°

pulsu (obr. 3.4).
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Obr. 3.4 Princip sekvence spinového echa. Upraveno podle (4).

Aplikujeme-1i 90° puls a sledujeme-li velikost piicné slozky magnetizace, vidime,
ze dojde velmi rychle k jejimu zaniku. Tento zanik, rychlejsi nez by odpovidalo parametru
T2, je zplsoben existenci nehomogenit magnetického pole By, zplUsobenych jak
nedokonalosti vnéjSitho magnetického pole, tak 1 tzv. susceptibilitnimi efekty ve vzorku.
Rychlost poklesu amplitudy je pak popsana konstantou T2". T2 konstanta ma dvé

komponenty, pro které plati vztah

1 1 1
_= +

St [3.7]
2" T2 T2

kde T2 je jiz zndma konstanta popisujici vlastni T2 relaxaci a komponenta 72" vyjadiuje

ptispévek nehomogenit vnéjsiho magnetického pole By ve vzorku. Nazorné si vliv 72" na
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vektor magnetizace mizeme predstavit nasledujicim zptisobem. Nehomogenita vnéjsiho
magnetického pole By zplisobuje variaci hodnoty Larmorovy frekvence m, v prostoru. Diky
tomu, Ze jednotlivé vektory magnetizace preceduji s rozdilnou thlovou frekvenci, dochazi
po kratkém case k ztraté jejich fazové koherence (rozfazovani) a tim i k zéniku pficné
slozky magnetizace (ta je dana vektorovym souctem dil¢ich vektor magnetizace).
Vzhledem k tomu, Ze variace m, je v ¢ase konstantni, lze ji kompenzovat aplikaci tzv.
refokusacniho 180° pulsu, ktery zptsobi otoceni dil¢ich vektorti magnetizace o 180° kolem
osy, kterd je v roving x,y.

Nazorné si mizeme efekt 180° pulsu predstavit jako zavod dvou bézcii na zdvodni
draze — v case 0 jsou oba na startu, po urCit¢ dobé ten rychlejsi piedbéhne toho
pomalejsiho; dame-li v urCitém Case povel obratit se a bézet zpét ke startu (analogie 180°
pulsu), startem probéhnou oba soucasné. 180° puls tedy po urcitém case (ktery je roven
TE/2) zplisobi navrat koherence pficné magnetizace. V Case TE/2 od 180° pulsu tedy
detekujeme narist signalu do jeho lokalniho maxima a pak jeho opétovny pokles. Tento
detekovany signal nazyvame spinovym echem. Velikost transverzalni slozky magnetizace
v case TE zéavisi pouze na relaxacni konstant¢ T2. Fluktuace lokdlniho pole, kterd je
zplisobena vzajemnym magnetickym ovlivilovanim precedujicich vektori magnetizace,
zodpovédna za T2 relaxaci, je proces ndhodny, casové proménny a neni tedy
kompenzovatelny aplikaci 180° pulsu.

Velikost transverzalni slozky magnetizace detekované pfi spinovém echu mizeme
ovlivnit nékolika zplsoby: a) volbou doby, kterd uplyne mezi jednotlivymi excitacnimi
pulsy (tzv. repeticni ¢as TR); b) sklapécim thlem excitacniho pulsu; ¢) volbou délky
casového intervalu mezi excitatnim pulsem a vznikem echa (tzv. echo ¢as TE). Vhodnou
kombinaci parametrii TR, sklapéciho thlu a TE miliZzeme ziskat obraz, jehoZ kontrast je
ovlivnén T1, resp T2 relaxaénim Casem zobrazované tkané. Ziskavame tak T1, resp. T2
vazeny obraz. L.ze zkonstruovat i takovy obraz, ve kterém je vliv T1 1 T2 minimalizovan a
kontrast odpovida poctu protonii (neboli spinové denzit€). Takové vazeni pak nazyvame
proton-denzitni.

Prostorova lokalizace signdlu je v NMR zajisténa pomoci aplikace dodatecnych,
prostorové zavislych magnetickych poli, tzv. gradient magnetického pole. Tyto gradienty
jsou generovany specialnimi civkami. Aplikaci RF pulsu s omezenou Sitkou pasma (tj. RF
pulsu obsahujiciho Uzky rozsah thlovych frekvenci) spolu se zapnutym gradientem
magnetického pole selektivné excitujeme pouze tu oblast, kde velikost lokdlniho B,

odpovida Larmorovym frekvencim obsaZenych v RF pulsu. Timto zplsobem excitujeme
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vzdy vrstvu, jejiz tloustku mizeme ovlivnit bud’ velikosti gradientu nebo Sitkou pasma

(bandwith) RF pulsu (obr. 3.5).
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Obr. 3.5 Zavislost tloustky a pozice vybrané vrstvy na uhlové frekvenci a spektralni Sifce

excitaéniho RF pulsu. Upraveno podle (4).

V MRI se k prostorovému koédovani signalu ve vybrané vrstvé pouziva dalSich
technik vyuzivajicich vlastnosti gradientu, rezonancni podminky a vlastnosti Fourierovy
transformace — tzv. frekvenéni a fazové kodovani.

Signal, ktery v MRI in vivo detekujeme, pochéazi v naprosté vétSin€ z protond latky,
ktera je v organismu nejrozsifenéjSi - zvodiku v H0 molekule. Oproti tomu MR
spektroskopie je zalozena na detekci signdll z atoml nachézejicich se v riznych
molekuldch. Protoze jadra nejsou osamocena, ale jsou soucasti atomii a molekul, efektivni
velikost lokélniho magnetického pole B, v atomovém jadie je ovlivnéna okolnimi nabitymi
Casticemi — elektrony v atomovych orbitalech a v chemickych vazbéach. Tento jev, kdy
rezonanc¢ni frekvence jader dané molekuly (nebo funkéni skupiny) je ovlivnéna chemickou
strukturou, nazyvame chemicky posun. Rezonanc¢ni frekvence je proto pro kazdou funkéni

skupinu charakteristickd. Pro popis chemického posunu je zavedena tzv. konstanta

chemického posunu d vztahem

W - O
8= =~ 10t [3.8]

ref
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kde ®; je rezonancni frekvence dané chemické skupiny a w.r je rezonancni frekvence
standardu, coZ je slouéenina zvolena konvenci (v pfipadé '"H MR spektroskopie se jedna o

tetrametylsilan). Chemicky posun & je vyjadien v ppm (part per milion).

TE

180° 180° "W”—
RF pulsy 90°

Spinové echo
J\, (detekce signalu)

Gradienty pro vybér vrstvy ve sméru Xx,y,z

Obr. 3.6 Casové schéma sekvence PRESS. Voxel, ze kterého detekujeme signal, je vybran jako

pranik tfi na sebe kolmych rovinnych pasu. Upraveno podle (4).

V MR spektroskopii in vivo je Casto potfebné meéfit signal pouze z vymezené
oblasti méfeného subjektu (volume of interest - VOI). Ktomuto ucelu se v MR
spektroskopii nejcastéji pouzivaji lokalizacni techniky PRESS a STEAM. PRESS sekvence
(point resolved spectroscopy) (7) je slozena z posloupnosti jednoho 90° a dvou 180° pulsd,
kdy signal detekujeme az jako druhé echo po druhém 180° pulsu. Zékladem je opét princip
excitace rovinné vrstvy (viz obr. 3.5). Pfi aplikaci jednotlivych RF pulsti se vSak méni
smér gradientu magnetického pole tak, aby vysledna oblast, kde byla splnéna rezonanc¢ni
podminka u vSech tfi pulst a odkud tedy pochazi signal echa, byl rovnob&znostén (prinik
3 na sebe kolmych rovinnych pasit), tzv. voxel. Zplsob vyberu voxelu v technice STEAM
(stimulated echo acquisition mode) je zaloZzena na stejném principu, avsak tato sekvence se

sklada z posloupnosti tii 90° pulst a signal, ktery detekujeme, neni spinové echo, ale tzv.
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stimulované echo (*). Casové schéma posloupnosti RF pulsi, gradienti a nabéru signalu

v sekvencich PRESS a STEAM je uvedeno na obr. 3.6 a 3.7.

TE/2 ™
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B
o

RF pulsy 90° 90° °

Stimulované echo

JJ\; ’J\'_ j{f (detekce signalu)

Gradienty pro vybér vrstvy ve sméru x,y,z

o
<} e

¥
A

Obr. 3.7 Casové schéma sekvence STEAM. Upraveno podle (4).

Na rozdil od MRI neni signal ve spektroskopickych sekvencich prostorové kédovan
pomoci frekvencéniho kodovani, ale je detekovan bez pfitomnosti gradientu magnetického
pole. To umoznuje zachovani informace o chemickém posunu jednotlivych slouenin.
Fourierovou transformaci tohoto signalu ziskdme spektrum, které po zpracovani a dalSich

korekcich umoznuje vypocet koncentraci jednotlivych metabolitl v métené tkani.
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3.2 Mikroskopicka anatomie nervosvalového komplexu

Zakladni stavebni jednotkou kosterniho svalu je svalové vlakno, coz je
mnohojaderné tenké vlakno vzniklé spojenim mnoha bun¢k v tzv. syncytium (soubunni).
Toto vldkno obsahuje dulezité proteiny, jako aktin a myosin, které umoziuji zménu
podélného rozméru svalového vlakna. Svalova vldkna jsou uspofaddna do svazeckl a
svazkll, jednotlivé svazky (snopce) jsou oddéleny septy, kterd jsou tvotfena pojivovou
tkani, nervy a adipocyty. Sval ma vysoce pravidelné uspotddanou vldknitou strukturu (obr.

3.8).

A X '
‘Q 2 \

Obr. 3.8 Mikroskopicka anatomie kosterniho svalu: obrazek ilustruje typickou vlaknitou strukturu
svalové tkané. Mezi svalovymi snopci se nachazi tukova tkan tvofena adipocyty (extramyocelularni
lipidy - EMCL). Mens$i mnozstvi tuku se nachazi v cytoplasmé svalovych viaken (intramyocelularni

lipidy - IMCL). Upraveno podle (°).

V kosternich svalech se nachazi ¢tyfi typy svalovych vldken (*°) — typ I (pomala
cervena vlakna), typ Ila, IIb (rychla vldkna) a typ III. Svaly vétSinou obsahuji vlakna vsech
typil, ale zastoupeni jednotlivych typl je v jednotlivych svalech rizné. Svalova vldkna
typul (pomala Cervena vldkna, slow oxidative) obsahuji vice myoglobinu, IMCL a
mitochondrii, maji vétsi sit” kapildr, pomaleji reaguji na nervové podnéty a jsou odolné&jsi
vaci unavé. Tato svalova vldkna jsou vybavena k pomalejsi kontrakci a jsou ptizpisobena
pro dlouhodobou vytrvalostni ¢innost. Vyskytuji se predevsim ve svalech, které se funkéné
podileji na udrzeni postoje téla (posturdlni svaly). Mezi tyto svaly patii napt. m. soleus a
hluboké zadové svaly. Vldkna typu Ila (rychld cervend vldkna, fast oxidative and

glycolytic) jsou objemnéjsi, maji vice myofibril a méné mitochondrii. Jsou ur€ena pro
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rychly pohyb provadény velkou silou. Jsou odolna proti Uinavé. Téz se nazyvaji fazicka
vldkna. Vlakna typu IIb (rychla bila vldkna, fast glycolytic) maji velky objem, malo
kapilar, nizky obsah oxidativnich enzymt, IMCL a myoglobinu a naopak vysokou
koncentraci glykogenu, Ca a Mg iontl. Jsou urcena k rychlému stahu maximalni silou.
Jsou malo odolna proti tinavé. Mezi n¢€ patii napt. okohybné svaly a drobné svaly ruky.
Vlékna typu III (pfechodnd, intermedidrni vlakna) jsou nediferencovana vldkna, ktera
ziejmé piedstavuji potencidlni zdroj pro vSechna predchozi vlakna. Pfi dlouhodobé zméné
typu zatéze dojde pravdépodobné k proliferaci a diferenciaci téchto vlaken, kterd je

zodpovédna za modifikaci zastoupeni jednotlivych typa vlaken ve svalu.
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3.3 Myopatie a jeji klinické MR zobrazovani

3.3.1 Myopatie — uvodni poznamky

Myopatie je obecny néazev pro onemocnéni, kde jsou chorobnym procesem
postizeny svaly (‘). Svaly nejsou samostatnou entitou, ale jsou vyznamné troficky i
funkéné zéavislé na motoneuronech pfedniho misniho rohu. Onemocnéni motoneuront
muze zpusobit klinické syndromy, které 1ze odlisit od primarnich onemocnéni kosterniho
svalu pouze specidlnimi vySetfovacimi technikami. Tato skutecnost velmi tésného
funkéniho vztahu mezi motoneuronem a kosternim svalem vedla k tomu, ze se o téchto
dvou strukturach hovofi jako o motorické jednotce ('?). Mezi nejéastéjsi ptiznaky myopatii
patii svalova slabost, ochablost svalového tonu, zmenseni nebo naopak zvétSeni objemu
svalu, bolest svalu, svalové kiece a svalové kontraktury.

Za standard v diagnostice myopatii je povazovana svalova biopsie. Toto invazivni
vySetfeni vSak ma sva omezeni a uskali. U myopatii jsou jednotlivé svaly Casto zasazeny
nestejnou merou. Dokonce stupen postizeni kolisé 1 v rdmci jednoho svalu. Proto ma fada
pacienti faleSné¢ negativni biopticky nélez a k stanoveni diagnézy je nutnd opakovana
biopsie. Naopak faleSn¢ pozitivni biopsie mohou byt zpisobeny odbérem vzorku z oblasti
svalu, do které byly opakované aplikovany intramuskularni injekce (**). Pfi odbéru vzorku
zm. gastrocnemius muze superponovana S1 radikulopatie (kterd je pomérné castym
onemocnénim starSich jedincll) imitovat ndlez myopatie v bioptickém nélezu. Biopsie ma
své omezené pouziti v rutinnim dlouhodobému sledovani vyvoje onemocneni té¢z diky své
invazivnosti.

Technika MR zobrazovani, a¢ dosud relativné malo vyuzivana pii diagnostice
myopatii, miize pfinést fadu cennych informaci: Pfedev§im pomize posoudit morfologii
svalu a rozhodnout, které svalové skupiny jsou nejvice zasazeny. Této informace lze pak
vyuzit k pfesnému zacileni svalové biopsie k sniZeni faleSné negativnich vysledkl biopsie
a ke snizeni poctu ptipadu, kdy je nutno biopsii opakovat. Autofi ve studii (13) doporucuji,
aby bylo provedeni MRI svali zvazeno ptfed kazdou svalovou biopsii. MRI svall je téz

vhodnym néstrojem pii monitorovani vyvoje onemocnéni nebo posouzeni efektti 1¢cby.

3.3.2 Fyziologicka MR anatomie svalu lytka a bérce
Zékladni technikou MR zobrazovéani muskuloskeletdlniho systému jsou T1 vazené
obrazy. K tomuto typu zobrazeni se pouziva technika spinového echa, s parametry TR/TE

pfiblizné 500/12 ms (parametry uzivané na naSem pracovisti), s transverzalni orientaci
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fezll, ktera spolehlivé ukazuje anatomii jednotlivych svalll a poskytuje vyborny kontrast
mezi svalovou a tukovou tkani. Pfi T1 vaZeni samotna svalové tkan vykazuje u zdraveého
svalu pomérné konstantni, stfedn¢ intenzni signal. Pojivova tkan (Slachy, fascie) ma oproti
svalové tkdni vyrazné nizsi signal. MiZeme téZ pozorovat kostni tkan tibie a fibuly,
kompaktni kost diky pfevaze mineréalnich latek a malému obsahu vody neddva prakticky
zadny signal. Lipidova tkan v oblasti lytka se nachazi pfedevSim v podkozi (ve zvySené
mife u Zen oproti muziim), v oblasti kostni dien¢ diafyzy kosti tibie a fibuly a fyziologicky
v malém mnozstvi 1 v mezisvalovych septech a dosahuje v T1 vazenych obrazech vysoké
intenzity .

Vysetieni dopliiujeme T2 vazenou sekvenci turbospinového echa, s typickymi
parametry TR/TE = 5400/99 ms. Tato sekvence umoziuje ve svalu posoudit mnoZzstvi
vody a vody obsahujicich slozek. Omezeni specificity T2 vazené sekvence je zpusobeno
faktem, ze tuk na T2 vazenych sekvencich turbospinového echa (TSE) ma stejné jako voda
vysoky signal. Tento nedostatek lze feSit riznymi technikami potlaceni tukového signalu,
napt. STIR nebo fat-sat. Typické T1 a T2 vazené obrazy zdravého svalu jsou uvedeny na

obr. 3.9.

Obr. 3.9 Typicky MR obraz zdravého svalu. (a) T1 vazZeni; (b) T2 vazeni.

Pfi posuzovani MR snimkl svalii jednak posuzujeme celkové mnoZstvi svalové
tkané, dale proporcionalitu velikosti svali — zjiStujeme, zda neni urcita svalova skupina
hypertroficka nebo hypotrofickd oproti ostatnim, hodnotime mnozstvi a tloustku svalovych
sept. Dale si vSimdme signalu svalové tkané na obou typech sekvenci a posuzujeme

tloustku podkozniho tuku.

3.3.3 Vseobecny popis patologickych nalezi na MRI svalu

Na MR zobrazovani 1ze pozorovat n¢kolik zakladnich typi patologickych zmén:
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a) Inicidlni stadium tukové degenerace

Prvnimi zndmkami tukové degenerace svalu byva vyskyt diftzné rozptylenych
drobnych okrskl lipidové tkané. Velikost svalu a jeho tvar (kontura) zlstdva zatim beze
zmén. V tomto stadiu neni mozné rozliSit atrofii zplsobenou progresivni myopatii a
neurogenni atrofii. V téchto stadiich je Casto pozorovéano zesileni signdlu na T2, znacici

edema-like zmény.

b) Svalova atrofie s ibytkem objemu svalu

Jak svalova degenerace postupuje, dochazi ke zvétSovani objemu lipidovych
depozit a jejich splyvani ve vétsi celky. V pozdé¢jSich stadiich sval dostdva typickou
»strakatou® texturu, kdy jsou septa mezi svalovymi snopci vyplnéna tukovou tkéani, ve
které se nachazeji zbylé okrsky svalové tkané. Tento obraz byva patognomonicky pro
spinalni muskularni atrofie. V tomto stadiu jsou tato onemocnéni morfologicky odlisitelna
od dystrofii, kde je proces svalové degradace v ramci jednoho svalu relativn¢ homogenni
(viz bod c). Podle stupné atrofie a mnozstvi tkané, ktera svalovou tkan nahrazuje, se objem
svalu snizuje, méni se kontury svalu — stavaji se nerovn&j$imi a svalové fascie prestavaji

byt patrné.

¢) ,,Vyplnéni‘ svalu tukem — filling up fenomén

V nékterych ptipadech dochazi k svalové degeneraci jinym zplUsobem. Po
spole¢ném prvnim stddiu drobnych tukovych depozit nedochézi ke zmensovani objemu
svalu, svalova kontura i fascie zlistavaji intaktni, nicméné dochazi k progresivni, difuzni
nahrad€¢ svalové hmoty tukovou tkani. Svalovad atrofie tedy v tomto pifipad¢ spociva
v ndhrad¢ svalovych bunék bunkami pojiva. Dochazi sice ke snizovani poctu aktivnich
svalovych bungk, ale objem svalu zlstavd nezménén. Tento obraz byva Casto pfitomen u
dystrofii, n¢kdy zde pozorujeme dokonce tzv. pseudohypertrofii, kdy se objem svalu

opticky zvétsuje.

d) Edema-like zmény

Tyto zmény lze sledovat u akutnich fazi zanétlivych svalovych onemocnéni jako je
polymyositida. Vyznacuji se zesilenim signalu na T2 vazenych obrazech a predevs§im na
sekvenci STIR (**). Zesileny signal svalu na T2 vazenych sekvencich byva ¢asto pfitomen i
u fady myopatii v jejich pocatecnim stadiu. Presna pfi¢ina vSak zlstava nejasna (13) —
nektefi autoii povazuji tento nalez edému svalli za zndmku zanétu. Nicméné k zesileni

signdlu dochazi 1 v poCatecnich stadiich denervaci, které nejsou provazeny zanétem.
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Dokonce ani u zanétlivych myopatii edém v histologickych obrazech nedominuje. Proto
byva tento nalez v literatufe nékterymi autory oznaCovan jako edema-like. Byva téz

pozorovan u prosté insuficience zilniho systému dolnich koncetin.

e) Kompenzatorni hypertrofie

Tento obraz byva typicky pro Casnad staddia svalovych dystrofii. Zde dochazi
k selektivni atrofii pouze jednoho svalu ¢i svalové skupiny. Béhem progrese onemocnéni
vSak ostatni svaly zlstavaji onemocnénim dlouho nepostizeny. Diky zvySené zatézi
ostatnich, zatim zdravych svalti dochazi k jejich kompenzatorni hypertrofii. Morfologicky
obraz se pak sklad4 z ,,mozaikovitého* vzoru vice ¢i méné hypertrofickych svalii, mezi
kterymi se nachazeji atrofické svalové skupiny. Tento obraz mize ptetrvavat velmi dlouho
a klinicky maze byt pacient v pomérné dobrém stavu bez patrné alterace svalovych funkei.
V pozdé¢jsich stadiich vSak atrofie postihuje 1 zbylé svaly a klinicky obraz se pak velmi

rychle zhorSuje.

f) Prava hypertrofie

Hypertrofie, ktera neni pouhou kompenzatorni reakci nepostizenych svall na ztratu
funkce okolnich svalli zasazenych primarnim onemocnénim, byva pozorovana u myotonii
(napt. byva popisovana u myotonia congenita). Dale se vyskytuje u endokrinnich poruch

jako je napt. akromegalie nebo hypothyreo6za.

g) Pseudohypertrofie
Pojmem pseudohypertrofie se oznacuje stav, kdy opticky dochéazi k zvétSeni
objemu svalu, nicméné objem svalu narlsta pouze diky zmnozZeni tukové tkdné¢ — objem

svalové hmoty se nezvySuje. Tento nélez byva Casty u svalovych dystrofii.

h) Konecné stadium svalové degenerace

Vsechny typy progresivni svalové degenerace konéi stavem, kdy zmizi témér
veskera svalova hmota a funkce svalu jako hybného elementu je nenavratné ztracena. U
atrofického typu svalové degenerace (spindlni svalové atrofie) nachdzime na mistech svalt
jen tukovou tkan (panniculus adiposus). Pivodni objem svalu mize nebo nemusi byt
zmensSen. MliZeme téz pozorovat variabilni mnozstvi zmnozené fibrozni tkan¢, ptipadné
hyalinni mezibun&éné hmoty. Casto vidime v této arteficielné zmnozené pojivové tkani
drobné okrsky zbytkli svalovych vldken, nyni jiz nefunkénich. V piipad€ postizeni vice
svall jiz nelze pivodni svaly od sebe morfologicky odseparovat, nebot kontury fascii

vymizi.
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U dystrofického typu svalové degenerace nalézdme téz tukovou tkan na misté
vymizelych svali, ale ptivodni kontura svalovych fascii je zachovéna, takze lze jednotlivé
svaly od sebe na obrazech morfologicky odseparovat. Cévy a nervy zlstavaji v ptivodnich
lokalizacich, objem svald zlstava ¢asto nezménén. T1 a T2 vaZené MR obrazy zdravého

svalu a svalu postizeného zavaznou tukovou degeneraci jsou uvedeny na obr. 3.9 a 3.10.

Obr. 3.10 MR obraz lytka pacienta se zavaZznou tukovou degeneraci. (a) T1 vazeni; (b) T2 vazeni.

3.3.4 Typické MRI nalezy u riiznych typi myopatii

Chronickd onemocnéni, jak myopaticka, tak neurogenni, vedou v kone¢ném
disledku k depozici tukové tkang, ktera zplsobuje zesileni signalu jak na T1, tak na T2
TSE obrazech. Na zéklad¢ poznatkli z velkého mnozstvi studii, které se zabyvaly MRI u
myopatii, lze v souCasnosti fici, Zze morfologické znamky onemocnéni jsou vyrazné
variabilni, ptfekryvaji se a tudiZ nejsou patognomonické. Na druhou stranu vsak urcité
typické MRI ndlezy pro jednotlivé skupiny onemocnéni existuji a mohou pomoci pii jejich

diagnostice.

3.3.4.1 Onemocnéni gangliovych bunék pifedniho miSniho rohu

Typickym pfedstavitelem téchto onemocnéni je amyotrofickd laterdlni sklerosa.
Ptrevladd obraz subakutni aZz chronické denervace: v pfipadé subakutniho vyvoje
onemocnéni byva pozorovatelné zesileni signalu na T2, které vymizi do cca 2 let od
pocatku onemocnéni (13). Chronické zmény se pak vyznacuji svalovou atrofii
s hyperintenzitami na T1 vaZenych obrazech, které¢ jsou zplsobeny zmnoZenim tukoveé

tkané.

3.3.4.2 Zanétlivé myopatie
Typickymi piedstaviteli jsou polymyositida nebo dermatomyositida. V MR obraze

ptevladaji edema-like zmény na T2 vazenych obrazech. Tyto zmény mohou byt fokdlni
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(omezené pouze na urcité ¢asti svalu) nebo difuzni. Diky nehomogennimu postizeni svali
je u téchto onemocnéni velky problém pii bioptické diagnostice vzhledem k velkému
riziku ziskani faleSn¢ negativniho vzorku. Jednotlivé svaly lytka mohou byt postizeny
rozdilnou mérou. U dermatomyositidy mohou byt téZ patrné edematosni zmény
subkutanniho tuku. U mnoha pacienti by bez MRI vlibec myositida nebyla rozpoznéna,
nebot’ jejich obtize jsou dlouhou dobu nespecifické a jiné neinvazivni metody neukazuji
patologii. V chronickém stadiu pak pfevlada relativné symetricka a homogenni tukova
degenerace, projevujici se zesilenim signdlu na T1 1 T2 TSE vazenych obrazech. V tomto
stadiu je hledani edematosnich znamek na T2 TSE obrazech obtizné vzhledem k podobné
intenzit¢ signalu tuku a vody. V téchto situacich byva velmi napomocnd STIR sekvence,
ktera umozni spolehlivou detekci edema-like zmén. V piipadé potieby svalové biopsie je

vhodné zacilit ji do oblasti, kterd vykazovala edema-like zmény.

3.3.4.3 Onemocnéni nervosvalové ploténky

Typickym ptedstavitelem téchto onemocnéni je myasthenia gravis. MRI svali je u
téchto onemocnéni vétSinou bez patologického néalezu. U nékterych pacientli vSak dochézi
i k paralelni manifestaci jiného autoimunniho svalového onemocnéni, které pak muze
v MRI dominovat. N&kteti pacienti maji v MRI ndlezu drobné T1 intenzity, které indikuji
slabou tukovou degeneraci svalli. Neni jasné, jestli jsou tyto zmény zplsobeny piimo
myasthenii nebo jsou znamkami sekundarni atrofie svalii diky fyzické inaktivité pacienta,

ktera je zplisobena svalovymi obtizemi.

3.3.4.4 Endokrinni a metabolické myopatie

Nejcastéji se vyskytuji myopatie podminéné hypothyreoidismem. U této myopatie
se nejcastdji vyskytuji znamky hypertrofie a hyperintenzity na T2. Casté jsou postizeni
svalu u glykogenéz, kde se v pozdéjSich stadiich mize objevit tukova degenerace

nékterych svali.

3.3.4.5 Svalové dystrofie

Do této skupiny patii dédicné choroby, které postihuji primarné sval. Pfic¢inou je
vzdy defekt rozlicnych proteinii svalové bunky. Patologie nebyva pfitomna ihned po
narozeni, pifiznaky svalové dysfunkce se objevi az po urcit¢ (razné¢ dlouhé) dobé a
onemocnéni pomalu ¢i rychleji progreduje. NejzndméjSi z téchto onemocnéni jsou
Duchennova a Beckerova svalova dystrofie. Dale sem patfi napt. dystrofie u syndromu

MELAS nebo facioskapulohumeralni svalova dystrofie. NejcastéjSim nalezem u téchto
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onemocnéni je selektivni tukovéa degenerace urcitych svall, ¢asto je pozorovan filling up
fenomén a kompenzatorni hypertrofie zatim nepostizenych svall. Bylo prokazano, Ze u
fady dystrofii je pfitomna i zanétliva slozka — o jeji pfitomnosti svéd¢i jednak histologické
nalezy makrofagh a CD8 pozitivnich bun€k, jednak ndlezy edema like zmén ve STIR
obrazech. Tato skute¢nost zdlvodnuje fakt, ze kortikosteroidy maji u téchto onemocnéni

nezanedbatelny terapeuticky efekt.

3.3.4.6 Kongenitalni myopatie

Do této skupiny patii kongenitdlni onemocnéni vyznacujici se genetickym
defektem raznych typi proteinti, které jsou zapojeny v interakci mezi svalovou buiikou a
extracelularni matrix (integriny, dystroglykany), proteinii bazalni laminy (laminin alfa2)
nebo proteind extracelularni matrix (kolagen typu VI) (**). MR obraz byva v pocate¢nich
stadiich normalni (coz je zejména zplUsobeno absenci zanétlivé slozky). Pozdéji je

pozorovan filling up fenomén a obraz se pak podoba obrazu u dystrofii.
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3.4 Analyza textury

3.4.1 Vyznam analyzy textury v radiologii

Ukolem radiologické interpretace obrazii ziskanych modernimi zobrazovacimi
metodami je spolehliva detekce a presnd charakterizace moznych abnormalit v obraze.
Radiologické posouzeni byva Casto diilezitym krokem ke stanoveni diagndzy a efektivni
terapie. Usp&$né splnéni tohoto tkolu zavisi na provedeni dvou krok®: a) spravného
rozpozndni obrazu, jeho anatomickych souvislosti a texturnich vlastnosti; b) klinické
uvahy a dedukce k odhaleni souvislosti mezi pozorovanymi obrazovymi rysy a moznymi
diagnézami. Uspéch obou krokd silné zavisi na empirickych znalostech radiologa, jeho
paméti, deduktivnich schopnostech, intuici a pe€livosti (*°). Radiologicky pfistup
vyhodnoceni obrazii neni prost omezeni a chyb. Variabilita vysledkl interpretace
radiologickych obrazii a vyskyt chyb pti diagnoze jsou skutecnostmi, které byly prokazany
a zmapovany (7).

Rychly rozvoj digitalni technologie a vypocetni techniky umoznil vyvoj technik
zabyvajicich se automatickou analyzou obrazu. Tyto techniky mohou byt pouzity spolu
s automatickymi klasifikacnimi systémy a tvoii jednu z oblasti aplikace technik CAD
(computer aided diagnosis). Jednou ztechnik, kterou lze pouzit k automatickému
zpracovani obrazu a k citlivé detekci nekterych patologickych ryst v obrazech, je analyza
textury (texture analysis — TA).

Textura obrazu je tvofena predevSim strukturami, které maji vaci svému okoli
vyznamny kontrast. V ptipadé¢ T1 vazenych obrazii se piredev§im jednd o lipidovou tkan,
ktera je vyrazné hypersignalni vici sttedné az nizce signalni svalové tkani. Vliv na kvalitu
textury T1 obrazii svalu ma tedy ptredev§im usporddani mezisvalovych sept, jejich
mnozstvi a mnozstvi adipocyti v nich. K vyraznym zménam tohoto uspoiadani a tedy 1
vyraznym zméndm v textuie svalové tkan€¢ dochdzi predevSim pii tukové degeneraci.
Textura T1 vazeného MR obrazu je v tomto piipadé ddna mnozstvim a prostorovym
uspofadanin lipidii vné svalovych bunék (extramyocelularni lipidy - EMCL). T2 vazené
obrazy umoziiuji pfedevS§im posouzeni mnozstvi vody a vody obsahujicich latek ve svalové
tkani.

Techniky TA mohou slouzit jako klasifika¢ni nastroj schopny rozlisit a klasifikovat
typy a stupeil tukové degenerace, rozpoznat a klasifikovat stupent edematdzniho prosaknuti
tkan¢ a detekovat i jiné, nékdy obtizné prostym okem pozorovatelné patologické zmény

svalové tkané. Bylo prokdzano, Ze texturni informace souvisejici s vy$S§im fddem obrazové
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statistiky neni schopno lidské oko rozpoznat (**). Dalsi vyhodou technik TA je, Ze nejsou
zatizené subjektivni chybou osoby, ktera obraz hodnoti. Techniky TA mohou téz pomoci
v multicentrickych studiich pfi standardizaci a kontrole kvality obrazii, ziskanych na
riznych pfistrojich nebo pracovistich. TA miZe byt pomocnym néstrojem k posuzovani
vyvoje onemocnéni pfi opakovanych vySetfenich. Praktické pouziti technik TA je vSak

nutno ovéfit v klinickych studiich.

3.4.2 Analyza textury — teoreticky uvod

Pojem textura je Siroky. Ve vykladovych slovnicich zejména anglosaské literatury
byva textura definovana jako kvalita povrchu, kterou lze posoudit dotykem ('), v Ceské
literatufe byva definovana jako vnitini uspofadani, struktura, stavba (*°). Textura obrazu
jako uz8i pojem znamend kvalitu, charakterizujici strukturu a vzdjemné prostorové
usporadani jednotlivych trovni jasu (pfipadné barvy) obrazovych bodi (pixelll). Textura
obrazu byva casto definovana viceuroviioveé. Na zdkladni Grovni byva hledan v obraze
vetsi ¢1 mensi shluk obrazovych bodl (primitive), ktery se v obraze opakuje. Na globalni
urovni je pak studovdno prostorové uspofadani téchto primitiv. Pfi pohledu na obraz toto
pravidelné ¢i méné pravidelné rozmisténi jednotlivych primitiv tvoii dilezitou soucast
vznikajiciho obrazového vjemu, které texturu obrazu charakterizuje (*'). Texturu lze
hodnotit jak u barevného, tak u cernobilého obrazu. Analyza barevnych obrazli vSak
vyzaduje sofistikovanéjsi a komplikovanéjsi metody.

Textura obrazu je dillezitym a bohatym zdrojem obrazové informace. Matematické
a statistické metody hodnoceni textury obrazu se souhrnné nazyvaji analyza textury
(texture analysis — TA). Podrobny popis metod TA lze nalézt v piehledovych ¢lancich (%,
). Metody TA nalezly uplatnéni v riznych oborech, napfiklad v automatickém
vyhodnocovani mikroskopickych snimkii piskovcovych hornin, leteckych a satelitnich
snimki (**). Rozvoj digitalnich technologii v mediciné umoznil rozsiteni této metody i na
medicinské aplikace. Analyza textury byla pouzita pfi klasifikaci obrazit USG jater (%),
§titné zlazy (*°), prsu (*), prostaty (**), srdce (*%), CT ledvin (*°), RTG plic (*'), MRI mozku
(%, »), jater (**), svald (*, *°) a v dalsich aplikacich.

Dvojdimenzionalni digitalni obraz se sklddda zmalych Cctvercovych, piipadné
obdélnikovych plosek, které jsou nazyvany pixely (pixel — picture element). Kazdy pixel je
charakterizovan svou polohou v obraze a hodnotou obrazové intenzity, ktera odpovida
velikosti detekovaného signalu. V zavislosti na tzv. rozsahu analogové digitalniho (AD)

pfevodniku, ktery je soucasti zobrazovaciho zafizeni, je pak informace o intenzité signalu
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v daném pixelu ulozena do proménné urcitého rozsahu bitd. V MRI je naptf. nejéastéji
uzivan pirevodnik kodujici intenzitu signalu do 12 biti — pixel tedy miize nabyvat
maximalni intenzity 2'>-1, rozsah intenzit obrazu je tedy 0-4095 (*").

Intenzita je nejcastéji mapovana do urovni Sedi — vysledny obraz je pak ¢ernobily.
Na obrazovy zdznam se lze téz divat jako na matici, kterd predstavuje distribuci
signalovych intenzit jednotlivych pixeld v roviné fezu. Metody TA jsou zaloZzeny na
matematické analyze této matice nebo jeji vybrané ¢asti - oblasti zajmu (region of interest
— ROI). Vystupem analyzy textury jsou obvykle tzv. texturni pfiznaky (*). Zpravidla jsou
metody TA déleny podle typu analytického pfistupu do 4 typa (*°), které budou
charakterizovany v kapitolach 3.4.4 az 3.4.7.

3.4.3 Strukturalni metody TA (morfologické, syntaktické)

Tyto metody popisuji obraz zpisobem, ktery byl uveden jako definice textury
v kapitole 3.4.3, tedy jako souhrn primitiv. Struktura primitiv tvoii tzv. mikrotexturu (*°).
Prostorové uspotadani primitiv do vétSich celkl tvoii tzv. makrotexturu. Popis textury se
tedy odehrava ve dvou Urovnich: v Grovni tzv. mikrotextury je ukolem nalézt a popsat
texturni jednotku, v druhém kroku tzv. makrotextury je pak studovano prostorové
uspofadani téchto texturnich jednotek v obraze. Prvnim krokem je tedy morfologicka
definice, druhym krokem je popis prostorového rozmisténi a usporddani nalezenych
obrazovych entit. K popisu prostorového uspofddani byvaji uZivany prostiedky
matematické morfologie a umélé inteligence (napt. jazyk PROLOG).

Vyhoda strukturalniho pfistupu spociva v tom, Ze muze teoreticky poskytnout
dobré fyzikalné morfologické vysvétleni jednotlivych texturnich jednotek — poskytuje
moznost texturnim jednotkdm pfifadit konkrétni morfologické struktury (napf.
mezisvalova septa, jaterni lalicek atd.). Jednim z klicovych problémt je nalezeni a popis
texturni jednotky, nebot’ neexistuje jasnd hranice mezi mikrotexturou a makrotexturou.
Mikrotexturou mize byt mala skupina nékolika pixelt, ale téz i pomérné velka obrazova
oblast. Obrazy ze zobrazovacich metod vykazuji vysokou miru neuspotfadanosti, ktera
komplikuje modelovani, navic neexistuje jednoduché spojeni biochemickych zmén a
makroskopické textury.

Strukturdlni metody TA by teoreticky mohly pfinést velmi cenné informace o
struktufe a patologické morfologii tkani, nicméné z vysSe uvedenych divodi byly
vyzkouSeny v medicin€ zatim pouze k popisu histologickych obrazii, kde je definice

mikrotextury (reprezentované jednou buiikou) vyrazné jednodussi (*,*). Metody, které
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explicitné morfologicky definuji texturni jednotku a pak popisuji prostorové uspotradani

statisticky, jsou nékterymi autory kategorizovany jako strukturalné-statisticke (40).

3.4.4 Statistické metody TA

Tyto metody nepopisuji texturu vicetroviiove, hierarchicky, ale jsou zaloZzeny na
studiu pravdépodobnosti vyskytu jednotlivych intenzit v obraze. Zpisob nabéru MR
obrazli v in vivo podminkdch neni deterministickym procesem, zahrnuje do jisté miry
nepredikovatelnou nejistotu, ktera je podminéna fadou ndhodnych vlivi, jako je nepatrny
pohyb vySetfovaného subjektu béhem méfeni, tok krve kapilarami tkang, difuze latek, Sum
elektroniky a dal$i. Na intenzitu jednotlivych pixelli se miZzeme divat jako na ndhodnou
veli¢inu, kterou lze popsat statistickymi technikami. Podrobné pojedndni o této
problematice lze nalézt napft. v publikaci (*¥).

RozliSujeme nekolik podtyptl téchto metod, které budou popsany dale.

3.4.4.1 Metody statistiky prvniho Fadu
Tyto metody jsou zalozeny na studiu pravdépodobnosti vyskytu jednotlivych
intenzit obrazové $kdly. Takovou informaci poskytuje napt. obrazovy histogram stupiili

Sedi, ktery je grafem Cetnosti jednotlivych obrazovych intenzit (obr. 3.11).
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Obr. 3.11 Priklad MR obrazu lytkového svalu a jeho histogramu. Oblast nulovych intenzit (tmavé
pixely mimo lytko) neni zobrazena. Oblasti intenzit v histogramu, které odpovidaji svalové a tukové

tkani, jsou v obrazku vyznaceny.

Texturni pfiznaky tohoto typu urcitym zplisobem popisuji vlastnosti vypocteného
histogramu. Konkrétné se napt. jedna o vypocet sttedni hodnoty intenzity (mean), rozptylu

(variance), Sikmosti (skewness) a Spicatosti (kurtosis). Absence popisu prostorového
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rozlozeni vSak znamend, ze tyto texturni pfiznaky necharakterizuji obrazovou texturu

dostatecné.

3.4.4.2 Metody statistiky druhého Fadu

Tyto metody popisuji vzajemnou prostorovou zavislost mezi pixely. Tyto ptiznaky
tedy, na rozdil od parametr prvniho fadu, nesou prostorovou informaci. Texturni piiznaky
statistiky druhého ftadu byvaji nejCastéji odvozeny od tzv. dvojdimenzionalniho
histogramu, coZ je napi. kookuren¢ni matice (co-occurence matrix), nebo od gradientni
matice (gradient matrix).

Pfi sestavovani kookurenéni matice (23,38,*) se vramci celého ROI vypodte,
kolikrat spolu sousedi dva pixely o intenzitich danych indexem prvku v kookurencni
matici (resp. jaka je pravdépodobnost tohoto vyskytu). Okoli prvku je definovéano tzv.
separatnim vektorem (p,q). Vybereme-li pixel o soufadnicich [a,b], druhy pixel pro
vypocet kookurence ma soufadnice [a+p,b+q]. Druhou moznosti je definovat dvojici
pixeli jejich vzdalenosti d a smérem (uhlem) 6, neboli vyjadiit separacni vektor
v poléarnich soufadnicich. Na obr. 3.12 pro ilustraci uvadime jednoduchy obrazek a jemu

odpovidajici matici intenzit pixela

(a)

(b)
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Obr. 3.12 (a) obrazek ilustrujici vypocet kookurenéni matice; (b) matice intenzit pixeld odpovidajici

obrazku.

Kookuren¢ni matice tohoto obrazku pro separa¢ni vektor (0,1) ma tvar

Con)= [3.8]
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Z tvaru kookurencni matice tohoto obrazku vyplyva, ze pokud vezmeme pixel o intenzité
0, pak nalezneme 1x situaci, kdy se ve svislém sméru nad nim v obrazku vyskytuje pixel o
intenzité 0; 2x se vyskytuje pixel o intenzité¢ 1; ani jednou se nevyskytuje pixel o intenzité
2 nebo 3 (prvky prvniho sloupce kookurenéni matice). To samé pak provedeme pro pixel o
intenzité 1, 2 a 3 (prvky druhého, tfetiho a ctvrtého sloupce kookurencni matice). Piiklad
obrazoveé matice a z ni ziskané kookuren¢ni matice pro separacni vektor (1,0) a (5,0) na

jednoduchych texturach je demonstrovan na obr. 3.13.

obraz \1 0) (.n()\

1: nekorelovany gausovsky sum

4: fasada

Obr. 3.13 Priklady jednoduchych textur a jejich kookurenéni matice pro dva separacni vektory (1,0)
a (5,0). Upraveno podle (44).

Z takto ziskanych matic lze vypocitat fadu texturnich piiznaki. Piikladem muze byt
entropie, kterd je mirou neuspofadanosti (ndhodnosti) distribuce obrazovych intenzit
v ramci studovanych dvojic pixelt. Podrobnéjsi vyklad viz ptiloha.

Gradientni matice (23) je jinou matici, kterd charakterizuje distribuci rozdili

obrazovych intenzit v okoli pixelu. Okoli studovaného pixelu je dano tzv. maskou okolnich
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pixeld, jejiz velikost byva obvykle 3x3 nebo 5x5 pixelti. Mame li obrazovou matici g(x,y) ,

pak gradient pro pixel o soufadnicich (x,y) (pro masku 3x3) je vypocten pomoci vzorce

gr(x,)) = Jlg(x+ Ly)- gx- Ly + [g(xy+ D)= glxy- DF [3.9]

VéEtsi rozdil v intenzitdch v okoli pixelu tedy vede k vyS$8i hodnoté gradientu pro dany
index gradientni matice. Tato metoda byva nékterymi autory (22) zafazovana do

statistickych metod prvniho fadu.

3.4.4.3 Metody statistiky vysSich radua

Tyto techniky popisuji zévislosti mezi tfemi a vice pixely v ROI. Predstavitelem
téchto metod je napiiklad tzv. run-length matice (37,*). Kalkulace této matice spociva
v tom, Ze se zjiStuje, kolikrat najdeme v obrazu fetézec kolinearnich pixelt (pixel run),
které maji stejnou obrazovou intenzitu. Matice je zavedena tak, Ze kazdy jeji element p(i,))
reprezentuje pocet fetézcl, které maji intenzitu pixelu rovnou i a délku fetézce rovnou j
(ptip. mensi nebo rovnou, zde zéalezi na konkrétni implementaci). Matice se pocitd pro
urcity konkrétni smér (ve 2D vypoctech je to smér horizontalni, vertikalni, Sikmy 45° a

135°). Priklad vypoctu run-length matice obrazu je uveden na obr. 3.14.

(a) (b)
of1{2]3
0[2[3]3
21|11
3/0(3]0

Obr. 3.14 (a) obrazek ilustrujici vypocet run-length matice; (b)

matice intenzit pixeld odpovidajici obrazku.

Run-length matice tohoto obrazku pro smér 0° (horizontalni) ma nésledujici tvar:

1 2 3 4
4 0 00
1 01 0
3000
3 100

Radky v matici pfedstavuji obrazovou intenzitu a sloupce predstavuji délku fetdzce. Z této
matice lze vypocitat podobné ptiznaky jako z kookuren¢ni matice. Pro tuto matici existuji

dalsi specifické texturni pfiznaky. Ptikladem miiZze byt ptiznak fraction of image in runs
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vyjadiujici procentudlni podil pixelt, které jsou soucasti n¢jakého fetézce stejnych intenzit.
Dalsim diillezitym ptiznakem je short run emphasis, ktery vyjadiuje podil vyskytu kratkych
fetézcl vici celkovému poctu fetézcu. Tento piiznak charakterizuje ,,jemnost® textury.
Rozdil mezi vySe uvedenymi postupy statistické texturni analyzy lze demonstrovat
na jednoduchém schematickém obr. 3.15. Zobrazené¢ obrazky maji identické texturni

ptiznaky prvniho fadu, ale lisi se v texturnich ptiznacich druhého adu.

Obr. 3.15 Dva schematické obrazky o velikosti 6x6 pixelt. Tyto obrazky maji shodné texturni

pfiznaky 1. Fadu (histogram), ale rozdilné texturni pfiznaky druhého fadu.

Bylo prokazano, ze statistické texturni pfiznaky druhého fadu velmi dobie
charakterizuji obrazovou texturu a maji nejveétsi diskriminacni silu (tj. schopnost
odseparovat od sebe rizné typy textury) (*,*7). Statistické metody TA jsou nejcastéji

pouzivanymi metodami TA v medicing.

3.4.5 TA zaloZena na modelovani

K interpretaci obrazové textury je pouzito modeld riznych typi. Popis obrazové
textury je dosazen urenim parametri modelu. Model mize byt pouzit nejen k popisu
textury, ale je vhodny i k modelové syntéze textury. V praxi je diky matematické slozitosti

a komplexnosti problému nejvétSim uskalim urceni adekvatnich parametri modelu.

vvvvvv

a) Fraktalovy model (*)

Princip metody spociva v urCeni fraktalni dimenze obrazu. Bylo zjisténo, ze tento
parametr vykazuje silnou korelaci se subjektivnim posouzenim ,,hrubosti* textury. Metod
ur¢eni fraktalni dimenze obrazu je tada, pouziva se napiiklad tzv. Hausdorffova nebo
miizkova (box-counting) dimenze. Nevyhoda tohoto typu modelu je, Ze nebere v potaz

smérovost textury a neni citlivy na lokalni variace v obrazové textuie. Hodi se tedy spise
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na prostorové homogenni obrazy. V mediciné byla tato metoda pouzita napt. ke studiu

kostni struktury (*°).

b) Autoregresivni (AR) model
Tento model pfedpoklada lokalni vztah mezi sousednimi pixely v obrazu. Jeho
principem je modelovani intenzity pixelu jako vaZené sumy intenzit okolnich pixeld.

Necht’ je obraz ndhodnym polem f, pak AR kauzalni model miizeme definovat jako

f7 ) Ofire [3.10]

kde f; je intenzita obrazu na mist¢ s, e, je nekorelovany Sum, N; je okoli pixelu o indexu s a
0 je vektor parametri modelu. Z ostatnich modelovych technik 1ze zminit napt. model
Gibbsova nebo Markovova ndhodného pole (random Markov field). Tyto techniky byly

pouzity k segmentaci obrazi (*°,”',*%).

3.4.6 TA zaloZena na obrazové transformaci

Tyto metody vyuZzivaji nékteré typy transformace obrazu k popisu obrazové
textury, napf. Fourierovu, Gaborovu nebo vinkovou transformaci (wavelet transform).
Cilem této operace je prevést ptivodni obraz, ktery je funkci intenzity pixelu v zavislosti na
jeho umisténi v prostoru, do funkce jinych proménnych, které popisuji nebo jinak zvyrazni
vlastnosti textury ptivodniho obrazu. V ptipad¢ Fourierovy tranformace je jedna o funkci
frekvenci, tedy spektrum. Fourierovy transformace radiologickych snimki a nésledné
analyzy hlavnich komponent (principal component analysis - PCA) bylo uzito v detekci
kostni fraktury (**). Problém této metodiky je jeji necitlivost na smérovost textury, coZ
miZze v neékterych aplikacich zplsobit ztratu dilezité informace. Tento problém je vSak
fesitelny vhodnou modifikaci techniky (**).

Vsechny vysSe popsané metody vyuzivaji k vypoctu texturnich ptiznakl rovinny
obraz, tedy 2D matici. Nekteré vyse uvedené techniky TA lze modifikovat k pouziti na 3D
datech. Napf. Mahmoud-Ghoneim ef al. vyvinuli algoritmus vypoctu 3D kookuren¢ni
matice a ovéfili tuto techniku na texturni analyze mozkovych tumori (*°). Tyto techniky se
nejcastéji nazyvaji volumetrickd analyza textury. V budoucnu lze ocekavat dalsi vyvoj

téchto technik.
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3.4.7 Vliv akviziénich parametri na obrazovou texturu a
reprodukovatelnost vysledki TA

Signal a kontrast MR obrazu je urcen piedevSim nasledujicimi fyzikalnimi
parametry tkané: T1, T2 relaxa¢ni Cas, protonova denzita, magnetickd susceptibilita
(nehomogenita statického magnetického pole), ptipadné pritok v cévéch, difuze a dalsi.
Véha, jakou jednotlivé faktory do obrazového kontrastu piispivaji, je ur€ena volbou typu
pulsni sekvence a nastaveni jejich parametrti. Existuje mnoho typl pulsnich sekvenci a
mnoho mozZnosti, jak nastavit jejich parametry tak, abychom dosahli optimalniho poméru
signal/Sum a pozadovaného typu kontrastu. VSechny tyto parametry vyraznym zplsobem
ovliviluji texturni rysy obrazu. Déle je textura obrazu ovlivnéna zplsobem néabéru dat
béhem méfeni, velikosti magnetické indukce B, a jeji homogenitou. V neposledni fadé
zavisi na vlastnostech hardwaru pfistroje — parametrech fazového detektoru a AD
ptevodniku, excitaénim a detekénim profilu civky, na ptitomnosti vifivych prouda (eddy
currents) atd. Tento fakt velmi komplikuje interpretaci a reprodukovatelnost vysledka
texturni analyzy. Vysledky multicentrické studie s texturni analyzou polystyren-agar
(PSAG) fantomt (*°) potvrdily, Ze se texturni parametry pii méfeni na rozdilnych MR
pfistrojich vyznamné 1isi. SniZeni této variability 1ze dosahnout volbou co nejpodobnéjsich
parametrl méfeni, tj. uzitim stejného typu meéfici sekvence, poctu akvizic a rozliSeni.
Autoti Schad et al. studovali zavislost variability diskriminac¢ni sily texturnich ptiznaka (t;.
schopnosti odliSit rtizné typy textury) na pomeru signal/Sum (signal to noise ratio - SNR) a
rozliSeni — velikosti pixelu (43). Studie potvrdila zvySovani diskriminacni sily pfi
zvySujicim se SNR. Déle bylo zjisténo, ze diskrimina¢ni sila texturnich ptiznaki
vypoctenych pti zlepSujicim se SNR (a pfi neménném rozliSeni 1x1x2 mm, obvykle
pouzivaném pii klinicky uzivanych sekvencich) se zvySuje riznou mérou pro rizné typy
tkani: pro Sedou hmotu vykazuje strméjSi pribéh nez pro bilou hmotu. Tuto vlastnost
autofi vysvétluji tak, ze v pfipadé¢ Sedé hmoty se pii zvySovani SNR zlepsuje
charakterizace tkané jeji obrazovou texturou. Oproti tomu prib¢h stabilizace priznakl u
bilé hmoty pravdépodobné spise reflektuje vlastnosti obrazového Sumu nez skutecnou
texturu tkdné. Znamena to, ze obvykle pouzivané rozliSeni je v piipad¢ bilé hmoty pfilis
hrubé k tomu, aby bylo schopno popsat jeji strukturu. Texturni parametry tedy vykazuji
zavislost na SNR, nicméné tato zavislost je individualni pro kazdy typ tkdn¢ a pouzité
rozliSeni obrazu. VysSe uvedeny experiment umoziuje pro konkrétni tkan ovéfit, do jaké

miry vypoctené texturni ptiznaky reflektuji skute¢nou strukturu tkané.
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3.4.8 Metodicky postup TA

Nejprve zavedeme pojem texturni tfida. Pod timto pojmem budeme rozumét typ
textury, ktery ptislusi ur¢ité homogenni skupin€ objektt (at’ uz je touto skupinou skupina
pacientii s podobnym stupném svalového postizeni nebo skupina MR obrazka z jednoho
typu texturniho fantomu). Cilem TA je rozdélit skupinu objektti do texturnich tfid (tedy
klasifikovat je do tfid) nebo pfedem ocekdvanym a definovanym texturnim tfidam ptifadit
jednotlivé objekty. V prvnim piipadé je pocCet a typ tiid pfedem nezndmy, v druhém
(jednodussim) piipad¢ jsou tfidy pfedem znamé.

Postup TA Ize rozdélit do nékolika zakladnich krokti, popsanych v nésledujicich
subkapitolach.

3.4.8.1 Vlastni vypocet texturnich priznakua (feature extraction)

Tento krok spociva ve vlastnim vypoctu texturnich pfiznaklt z obrazu. Tyto
parametry jsou vypocteny na zakladé vyse uvedenych metodik z hodnot intenzity pixeld
obrazové matice nebo jeji ¢asti. Tato uzsi oblast zajmu (region of interest — ROI) mlze byt
uréena manudlné operatorem, ktery zvoli napt. anatomickou strukturu, o jejiz analyzu ma
zajem. Na texturni pfiznaky je tfeba pohlizet jako na statisticky popis ndhodné veliCiny,
kterou je intenzita pixeli v ROI. Proto je nutné pocitat texturni ptiznaky z dostate¢ného
poctu pixeld v ROI, aby vypoCteny texturni pfiznak skute¢né reprezentativné
charakterizoval analyzovanou texturu. Autofi uvadéji piiblizné¢ 300 pixeld v ROI jako
minimalni mez, nicméné tato hodnota zavisi na typu texturniho pfiznaku. Na druhou stranu
je tteba dodrzet homogenitu textury v ROI, tzn. zajistit, Zze se ROI nesklada z vice oblasti s
rozdilnymi texturnimi vlastnostmi.

Druhou moznosti je vypocet tzv. map texturnich pfiznakid. V tomto ptipade jsou
texturni pfiznaky vétSinou pocitany pro kazdy pixel obrazu. Oblast, ze které se vypocet
provadi, je vzdy okoli daného pixelu, které miize mit riznou velikost. Piiklad map tii

riznych texturnich ptiznak je uveden na obr. 3.16.
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Obr. 3.16 Priklady map texturnich pfiznakd, vychozi obrazek viz obr. 3.9a.

3.4.8.2 Vybér a redukce poctu texturnich priznaki (feature reduction)

Pted klasifikaci objekti do tiid je vhodné provést redukci poctu texturnich ptiznaka
(39,”,%). Velky pocet navzajem korelujicich texturnich pfiznakl, z nichZ nékteré nesou
pouze Sumovou informaci, by totiz ze statistického hlediska vyzadoval k dosazeni patficné
diskriminacni sily veliky pocet objektt, ktery obvykle neni k dispozici. Ukazuje se, ze je
vyhodnéjsi ke klasifikaci pouzit pouze ptiznaky s nejvyssi diskrimina¢ni silou. Usp&snost
klasifikace analyzou textury vyrazn¢ zavisi na optimalni volbé texturnich ptiznakd, které
budou ke klasifikaci pouzity. Tento problém nema obecné feSeni - neni mozné dopiedu
tici, které texturni ptiznaky poskytnou zaklad pro nejlepsi klasifikaci objekti.

Jestlize ptedem méame k dispozici informaci, jaké texturni tfidy se v klasifikované
skupiné objektl vyskytuji, mizeme pouzit zavedenych statistickych technik, které
vyuzivaji kalkulace diskriminacni sily. Tyto metody se nejcastéji souhrnné nazyvaji

metody vybéru piiznakt (feature selection). Uvedeme piiklady nékterych téchto metod.

3.4.8.2.1 Metoda Fisherova koeficientu
Fisheruv koeficient je definovan jako pomér rozptylu mezi tfidami vici rozptylu

uvnitt tfid. Je vypocten podle vzorce

1 K K 5
—F ) ) AR W)
1- ZPZ 171
k
| [3.11]

Z BV,
=1
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kde D vyjadfuje variabilitu mezi tfidami, V" variabilitu uvnitt tfid, i, V; stfedni hodnotu a
rozptyl tfidy i a P; pomér mezi poctem vzorku ve tfide i viici celkovému poctu vzorkd.
3.4.8.2.2 Metoda minimalizace Kklasifikaéni chyby a korela¢niho koeficientu
(probability of error + average correlation coefficient)
Tato metoda spocivda v minimalizaci pravdépodobnosti klasifikacni chyby a
primé&mého korela¢niho koeficientu mezi vybranymi texturnimi piiznaky. Probiha
iteraén¢, v kazdém cyklu je vybran jeden pfiznak. Prvni pfiznak je vybran tak, aby

minimalizoval klasifika¢ni chybu (POE) pro vSechny ttidy takto:
Sz f;:min[POE(f))] [3.12]

kde POE(f) je pravdépodobnost chyby klasifikace pfiznakem f;. Tato pravdépodobnost je
definovana jako pomér spravné klasifikovanych objekti vii¢i celkovému poctu objekta.

Dalsi ptiznak je vybran minimalizaci vzorce

S = 1, min[POE(S,)+ |CC(f. 1], [3.13]

kde ‘CC(f v )‘ je absolutni hodnota korelaéniho koeficientu mezi jiz vybranym

piiznakem /' a vybiranym ptiznakem f,. Dalsi pfiznaky jsou pfidavany analogicky s tim, Ze
se pocita primérny korelacni koeficient mezi jiz vybranymi piiznaky a nové vybiranym

pfiznakem (j vZdy indexuje mnoZinu zbyvajicich, dosud nevybranych ptiznaki).

3.4.8.2.3 Metoda invariantnich priznaku

Vysledky ptfedchozich studii provedenych na nasem pracovisti (56) ukézaly, ze
automatické techniky selekce ptiznakli n€kdy selhdvaji: Ke klasifikaci jsou vybrany
ptiznaky s vysokou mirou variability v rdmci identické textury. Tato variabilita je bud’
dana nahodnou fluktuaci ptiznaku, nebo skute€nou heterogenitou textur v rdmci texturni
tfidy, kterd vSak nema diagnosticky vyznam. Pfi klasifikaci t€émito pfiznaky pak dochazi
k situaci, kdy jsou do vice skupin rozdéleny obrazy s identickou texturou a naopak rozdilné
texturni tfidy zUstavaji v jedné skupin€¢ nerozdéleny. Tento problém se projevuje
piredev§im pii vyrazné rozdilném poctu subjekti v jednotlivych texturnich tfidach a pii
vyskytu dat, ktera svymi hodnotami vyrazné vyboluji (tzv. outliert1). Uspé&$nost vybéru
texturnich ptiznaki je téZ ovlivnéna skutecnosti, Ze biologické struktury vykazuji vysokou
miru neuspotradanosti textury, a tim, Ze MR obrazy obecné vykazuji pomérn¢ nizky pomér

signal/Sum.

Teoreticka ¢ast 42



K optimalizaci vybéru texturnich pfiznakli byla na nasem pracovisti navrzena a
testovana technika invariantnich texturnich pfiznakt (56). Tato technika je zalozena na
nalezeni takovych piiznakt, které maji velmi vysokou miru reprodukovatelnosti v ramci
jedné texturni tfidy, ale signifikantné rozdilnou a zéroven vysoce reprodukovatelnou
hodnotu vykazuji na vzdjemné odlisnych texturnich tfidach. V prvnim kroku analyzy jsou
nalezeny ptiznaky s nejvyssi mirou reprodukovatelnosti a v dal§im kroku jsou eliminovéany
ty priznaky, které nevykazuji signifikantni rozdily mezi jednotlivymi texturnimi tiidami.
Vysledky nasi studie ukazuji, Ze tato metoda je velmi usp&$na pii selekci relevantnich
texturnich ptiznaki a je vhodna i v situacich, kdy neni doptfedu znam pocet texturnich tiid.
Dals$i mozné metody vybéru texturnich ptiznakl (genetické algoritmy, kritéria rozdé€leni a
odlehlych hodnot) byly uspésné pouzity v klasifikaci USG obrazi v publikaci autora
Sucharda et al. (38).

3.4.8.3 Extrakce priznaki, projekce priznaka (feature extraction, feature
projection)

Tyto techniky jsou zaloZzeny na transformaci vicedimenziondlniho prostoru
texturnich ptiznakl do prostoru nove vytvorenych ptiznaki (tzv. latentnich proménnych) a
na projekci texturnich ptiznakt, do tohoto prostoru. Umoziiuji studovat vazbu a podobnost
mezi texturnimi priznaky a mohou slouzit téz k redukci jejich poc¢tu. Pouzivaji se téz ke
hledani podobnosti mezi objekty (°°). Dalsi vlastnosti téchto metodik je, Ze jsou vhodné
k prizkumové analyze dat, tj. daji se uzit k ovéfeni normality vybéru, k vylouceni
autokorelace v datech a k detekci vybocujicich bodi. Hlavnim a nejvice uzivanym
predstavitelem téchto metod je technika hlavnich komponent. V nasSi studii bylo pro
redukci poctu pfiznak pouzito kombinaci techniky invariantnich piiznakti a techniky

hlavnich komponent.

3.4.8.3.1 Analyza hlavnich komponent (principal component analysis)

Cilem analyzy hlavnich komponent (PCA) je ptfedev§im zjednoduSeni popisu
skupiny vzajemné linedrné zavislych Ccili korelovanych ptiznakid. To je dosaZeno
provedenim transformace dat z ptivodnich proménnych x;; i = /,...,m do mensiho poctu
latentnich proménnych y;; j = I,...,n. Tyto nové proménné maji vhodné&jsi vlastnosti nez
puvodni proménné: byva jich vyrazn€ méné, vystihuji téméf celou proménlivost piivodnich
proménnych a jsou vzdjemné nekorelované — korelacni koeficient mezi latentnimi

proménnymi yy, ..., ¥, je 0.
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Latentni proménné jsou u této metody nazvany hlavnimi komponentami a jsou to
linearni kombinace ptivodnich proménnych: prvni hlavni komponenta y, popisuje nejveétsi
¢ast promeénlivosti Cili rozptylu ptuvodnich dat, druha hlavni komponenta y, popisuje
nejvetsi ¢ast rozptylu neobsazeného v y; atd. Prvni hlavni komponenta vzdy odpovida
nejdulezitéjsi informaci v datech, vyznamnost dal§ich komponent se postupné snizuje a
,posledni® komponenty obsahuji pouze nepodstatnou informaci — Sum. Matematicky
feCeno, prvni hlavni komponenta je takovou linearni kombinaci vstupnich proménnych,
ktera zahrnuje nejveEtsi proménlivost mezi vSemi linedrnimi kombinacemi. ProtoZe plati, ze
soucet rozptyli vSech hlavnich komponent je roven souctu rozptyl vstupujicich
pivodnich proménnych, mizeme zpodilu rozptyli jednotlivych hlavnich komponent
usuzovat na ¢ast promeénlivosti vysvétlenou doty¢nou hlavni komponentou. Tento parametr
vystihuje, jak veliké procento informace soustiedéné ve vSech pouzitych plvodnich
proménnych doty¢nd komponenta nese.

Na zdklad¢ souctu podilti proménlivosti prvnich komponent pak mizeme posoudit,
kolik komponent je potieba k vysvétleni proménlivosti ptivodnich dat (obvykle staci
80-90%). Pii zvySovani poctu komponent komplikujeme klasifikaci a vnasime
nepodstatnou (Sumovou) informaci do klasifikace a metoda pozbyva sviij ucel. Z celé
teorie vyplyva, Ze kdybychom totiz chtéli nalézt komponenty, které vysvétluji 100%
variabilitu dat, tak jejich pocet by odpovidal poc¢tu ptivodnich proménnych a celd analyza
by pozbyla smyslu. Vzhledem ke skutecnosti, Ze mezi ptivodnimi proménnymi vétSinou
existuji korelace, lze proménné pomoci této metody transformovat tak, ze vétSina
informace se nachédzi v nékolika prvnich hlavnich komponentach. 1 pfi velkém poctu
puvodnich proménnych miize byt mnozstvi dilezitych hlavnich komponent velmi malé (2
az 5). Podrobny matematicky postup analyzy je uveden v literatuie (59).

Jednoduse si princip PCA lze ptedstavit na datech obsahujicich 3 proménné. Data
umistime do prostoru a ustanovime novou soustavu soufadnic. Smér prvni osy (prvni
hlavni komponenty) stanovime tak, aby primét dat do této osy vykazoval co nejvetsi
rozptyl. Druhou osu ur¢ime tak, aby byla kolma na prvni osu (tim zajistime nulovou
korelaci mezi proménnymi) a primét dat do ni vykazoval znovu nejvétsi rozptyl. Posledni
osa je pak kolma k obéma jiz stanovenym osam. Tuto ,,prostorovou piedstavu principu

PCA pak 1ze zobecnit do n-rozmérného prostoru. Vysledek analyzy lze zobrazit v nékolika

vvvvvv
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a) Indexovy graf upati vlastnich Cisel (screeplot, obr. 3.17). Tento sloupcovy diagram
ukazuje relativni velikost vlastnich Cisel pro jednotlivé indexy komponent. Pomaha
k uréeni optimalniho poctu komponent k analyze. Ukazuje, jakou mérou pfispivaji
jednotlivé komponenty do celkového rozptylu dat. UmozZiluje tak diagnostikovat zlomovy

bod (Gipati) mezi uziteCnymi a jiz neuzitecnymi komponentami.
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Obr. 3.17 Indexovy graf Upati vlastnich Cisel. Nalezeni Upati umoznuje stanovit optimalni pocet

komponent pro analyzu — v tomto pfipadé bychom pro analyzu pouzili prvni 4 hlavni komponenty.

b) Graf komponentnich vah, zaté€zi (plot components weights, viz niZe obr. 4.2). Pomoci
tohoto grafu lze zobrazit véhu jednotlivych proménnych v hlavnich komponentach — zjistit,
do jaké miry jednotlivé vstupni proménné do komponent ptispivaji. Na zaklad¢é vzdalenosti
mezi proménnymi v grafu a thlu jejich privodict se stfedem soustavy soufadnic mizeme
usuzovat na vzajemnou kovarianci a korelaci vstupnich proménnych. Kratka vzdéalenost
mezi dvéma proménnymi a podobny uhel privodi¢li znamena vysokou korelaci a
kovarianci ptiznakt. Takto 1ze nalézt skupinu proménnych, které spolu siln¢ koreluji a tedy
nesou podobnou texturni informaci. V dalsim kroku lze pak provést opakovanou PCA
analyzu s pouZzitim pouze jedné z téchto proménnych, coz vede ke sniZeni Sumu v datech.
Srovnanim vstupnich dat a tohoto grafu lze n€kdy hlavnim komponentdm pfiitadit

fyzikalni, chemicky nebo biologicky vyznam. Tento graf umoziuje klasifikovat dtlezitost
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jednotlivych vstupnich proménnych: proménné s vysokou mirou proménlivosti v datech
maji vysoké hodnoty komponentni vahy; v diagramu lezi daleko od pocatku. Naopak
proménné s nizkou mirou proménlivosti a tim i nizkou vypovidaci schopnosti lezi blizko

pocatku soustavy soufadnic.

c¢) Rozptylovy diagram komponentniho skore (scatterplot, viz nize obr. 4.3-4.9). Tento graf
zobrazuje komponentni skore ¢ili hodnoty hlavnich komponent u vSech objektd. Pro
vyhodnocovani a zobrazeni se vétSinou voli rovinny graf prvnich dvou komponent (y;
versus y,), dle potieby se ptidavaji k doplnéni grafy dalSich komponent, pokud dalsi
komponenty pfispivaji podstatnou mérou do variability dat (y; versus ys, y: versus ys;, y;
versus y, atd.). V rovin¢ lze nalézt shluky vziajemné podobnych objektl a dale objekty
odlehlé a siln¢ odlisné od ostatnich. Objekty blizko sebe jsou si podobné, objekty daleko
od sebe jsou si nepodobné. Objekty osamélé jsou bud odlehlé objekty silné nepodobné
ostatnim objektiim, ptipadné objekty zatizené urcitou systematickou chybou pii méfeni.
Timto zplsobem lze objekty klasifikovat do tfid a skupin a eliminovat piipadné chybné
ziskana data. Vybrané komponenty lze také vyuzit k testim vicerozmérné normality. Tento
diagram se pouziva i v prizkumové analyze vicerozmérnych dat.

Techniku PCA lze téz uzit ke klasifikaci objektl, ke kterym mame k dispozici
velkou ¢ast vstupnich proménnych. Tato metoda patii mezi ,grafické metody, tj.
neposkytuje odpovéd’ na otazku, do které skupiny ma byt ten ¢i onen subjekt zarazen;
kone¢na klasifikace je ikolem operatora, ktery musi vytvoftit grafické hranice mezi objekty
a identifikovat ptipadné seskupovani dat v grafu. Podminkou tGspé&Snosti analyzy je spravné
stanoveni poc¢tu hlavnich komponent a eliminace odlehlych dat ziskanych se systematickou

chybou.

3.4.8.4 Klasifikace analyzou textury

Proces klasifikace objektl do tfid je findlnim krokem texturni analyzy. Spociva ve
hledani podobnosti a vzajemnych vazeb v datech, seskupovani dat a ptipadné interpretaci
vysledki. Klasifikaéni metody jsou postupy, pomoci kterych se jeden objekt zafadi bud’ do
existujici tfidy (diskriminacni analyza — tzv. supervised techniky), nebo se neuspoiadana
skupina rozdéli do né¢kolika tfid ¢i shlukd (analyza shlukG — cluster analysis — tzv.
unsupervised techniky). Hlavni rozdil mezi technikami je takovy, ze supervised techniky
potiebuji pfedem znat prisluSnost objektt do tfid, aby se odvodilo klasifika¢ni pravidlo
(napt. stanoveni diskriminaéni funkce v pfipad¢ diskriminaéni analyzy). Na zakladé¢

ptislusnosti objekti do jednotlivych tfid se odvozuje pravidlo umisténi dosud nezafazenych
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objektld. Supervised techniky lze tedy pouzit pouze v piipadé jasné a tzce specificky
vymezenych texturnich tfid. Pro objekt, ktery nepatii do zadné z ptedem identifikovanych
tfid, klasifikace selhava, nebot’ tyto techniky neumoziuji detekci objektt, které nepatii do
zadné ztfid nebo vytvofeni tfidy nové. Zejména v medicin€ vétSinou chybi piesna
klasifikace subjektl podle diagndz, skupiny byvaji heterogenni, nejasn¢ definované.
V téchto ptipadech je vhodné pouzit techniky, které nejsou zalozeny na apriorni klasifikaci
s pfedem zndmym poctem tfid. Takovymi technikami jsou bud projekéni techniky

(analyza hlavnich komponent), nebo unsupervised klasifika¢ni techniky.

3.4.8.4.1 Supervised techniky klasifikace - diskriminac¢ni analyza

Diskriminac¢ni analyza (DA) patii mezi metody zkoumani vztahu mezi skupinou p
nezavislych znaku (diskriminétord) a jednou kvalitativni zavisle proménnou — vystupem.
Tento vystup predstavuje umisténi objektu do dané tiidy. Pocet tiid je presné¢ znam,
piedpoklada se, jsou zieteln¢ odliSené a objekt patii do jedné z nich. Tato analyza vyzaduje
tzv. trénovaci skupinu, ve které je u kazdého objektu znamo jeho zatazeni do tiidy.
Ukolem analyzy je nalézt model, ktery umozni zafadit nové objekty do jiz existujicich tid.
Matematicky postup DA je do urcité miry podobny PCA: geometricky vzato hledame
takovou projekci vicerozmérnych dat, ve které jsou shluky subjektii patficich do stejnych
tiid od sebe navzajem co nejvice odseparovany (%). Matematicky vzato hleddme takovou
linedrni kombinaci vstupnich klasifikatora p, ve které je minimalizovana variace uvnitf tfid

a maximalizovana variace mezi tfidami (kritérium Fisherova koeficientu, viz vyse).

3.4.8.4.2 Unsupervised techniky klasifikace - analyza shluku

Tato metoda spociva v uspofadavani dat do jednotlivych shlukll na zéklad¢ jejich
vzajemné podobnosti v datech. Podobnost v datech je vyhodnocovédna riznymi kritérii —
tzv. mirou korelace (vypocet Pearsonova korelatniho koeficientu mezi jednotlivymi
objekty), mirou vzdalenosti (vypocet vzdalenosti mezi body ve vicedimenziondlnim
prostoru — je uzivano ruznych typi vypoctu — napi. Eukleidovska, Manhattanska,
Mahalanobisova vzalenost) a mirou asociace (uzivana pro nominalni, ptipadné ordindlni
data). Data jsou shlukovéna bud’ hierarchicky do stromové struktury (tzv. dendrogramy),
nebo nehierarchicky do skupin. Tato metodika je velmi citliva na piitomnost
nevyznamnych znakl a pfitomnost odlehlych subjekti, které se siln€ odliSuji od ostatnich.
Tato odlehla data mohou reprezentovat vyrazné patologické subjekty, ale téz mohou
vzniknout hrubou chybou meéfeni nebo chybou pii vybéru reprezentativniho vzorku.

Pfitomnost ¢i nepfitomnost vybocujiciho subjektu casto vede k odliSnym vysledkim
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klasifikace. Proto je u této techniky velmi dilezité spravné vybirat relevantni ptfiznaky a

pecliveé posuzovat vybocujici data.
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3.5 Svalové lipidy a MR spektroskopie svalu

MR spektroskopie umoziiuje jako jedna z mala technik neinvazivni stanoveni
zastoupeni metabolitd v tkénich in vivo. Predstavuje tak ndstroj umoznujici studium
biochemie buniky. Vzhledem ke své neinvazivnosti, relativni cenové dostupnosti a absenci
Skodlivych 1uc¢inkli na tkédné predstavuje vhodny néstroj ke klinickym studiim
biochemickych procest ve tkénich.

Jednou z aplikaci protonové MR spektroskopie je méfeni koncentraci lipidd ve
svalovych bunkach (intramyocelularnich lipidi — IMCL). Koncentrace IMCL je fadoveé
mensi, nez koncentrace lipidi v adipocytech svalovych sept (extramyoceluldrnich lipida —
EMCL), proto nejsou IMCL klasickym MR zobrazovanim pozorovatelné. IMCL hraji
velmi vyznamnou roli v patogenezi diabetu 2. typu. MR spektroskopie umoziiuje relativné
snadno sledovat dynamicky vyvoj koncentraci lipidii v Case, provadét studie na velkych

skupinach subjektt, a tak studovat nejriznéjsi vlivy na metabolismus lipidu.

3.5.1 Fyziologie a biochemie lipidi

Lipidy ptredstavuji dileZitou zdsobu energie pro pracujici kosterni sval. Vzhledem
k vétsSimu naroku na mnozstvi kysliku na jeden kJ vyprodukované energie v porovnani se
sacharidy (°") jsou lipidy vyuzivany jako energeticky zdroj pfedevsim v klidu a v obdobi
dlouhodobé¢ aerobni svalové namahy.

Chemickym slozenim jsou lipidy estery dlouhofetézcovych (tzv. mastnych)
karboxylovych kyselin s glycerolem. Na stavbé lipidi se podili n€kolik rGznych typi
mastnych kyselin. Jejich jednotlivé zastoupeni zavisi na fad¢ faktorti, jako je typ stravy
nebo tkané, ze které lipidy analyzujeme. Typ mastné kyseliny je vétSinou oznacovan
pomoci délky fetézce (poctu uhlikll) a poctu dvojnych vazeb; napf. kyselina znacena 18:2
ma fetézec skladajici se z 18 uhliki a 2 dvojnych vazeb. Na zdkladé chemické analyzy
lidské kadaverdzni branice, provedené ve studii (%), patii nejvétsi zastoupeni (39%)
kyselin¢ 18:1 (kyselina olejova), dale 21% kyseliné 16:0 (kyselina palmitova) a 15%
kyselingé 18:2 (kyselina linolovd). Toto slozeni se vSak lisi sval od svalu a mize byt
ovlivnéno zpisobem, jakym byl vzorek ziskan (kadaverdzni odbér, biopsie).

Lipidy se vorganismu vyskytuji v nejriznéjSich kompartmentech, nejvétsi
mnozstvi lipidi se nachézi ve vakuolach adipocyti tukové tkéné. Lipidy se nachézeji
v men§im mnozstvi (méfitelném pomoci MR spektroskopie) i1 v jatrech uvnitt hepatocytl

(®*) a vmalych kapénkach uvnitf vlaken kosterniho svalu (*). V kosternim svalu




rozliSujeme lipidy nachazejici se v adipocytech svalovych sept (EMCL) a lipidy
v kapénkach v cytoplazmé svalovych bun¢k (IMCL, v patobiochemické literatufe znaCeny
1 jako intramyocelularni triglyceridy - IMTG). Koncentrace EMCL v adipocytech je o
n¢kolik adu vyssi nez koncentrace IMCL v cytoplasmé svalovych vlaken. V poslednich
nékolika letech se pozornost zaméfila predev§im na studium IMCL, protoze maji uzky
vztah k metabolismu glukosy a insulinu. Kompartment IMCL dale hraje dalezitou tlohu
v energetickém zasobovani pracujiciho svalu.

IMCL jsou uskladnény ve form¢ kapének v cytoplasmé vldken kosterniho svalu
v tésné blizkosti mitochondrii. Kapénky lipidii v cytoplasmé jsou pokryty na povrchu
nékolika typy proteinli. V adipocytech je vyrazné€ exprimovan protein perilipin, ve svalu
plni podobnou ulohu pravdépodobné protein ADRP (adipose differentiation-related
protein) (*°). Tyto proteiny se téZ podileji na aktivaci lipolyzy.

Béhem svalové namahy je rozklad lipidi zajiStén enzymem hormon-senzitivni
lipdzou (HSL). HSL je neutralni lipaza, ktera s$tépi prvni a druhy fetézec mastné kyseliny.
Aktivita tohoto enzymu je regulovana piimou kontrakci svalu () a déle je regulovana
adrenalinem (*). Koncentrace HSL a IMCL téZ zavisi na typu svalového vlakna — je vyssi
v oxidativnich (pomalych) vlaknech.

Pti St€peni IMCL jsou uvolnéné mastné kyseliny v cytoplasmé navazany na
koenzym A za vzniku acyl-koenzymu A (long-chain fatty acyl coenzyme A — LCACoA).
Tato metabolicky aktivni forma lipidu hraje kli¢ovou ulohu pfi pilisobeni na metabolismus
glukosy a insulinu.

LCACOA je pak pfenaSen do mitochondrii ke svému energetickému vyuziti pomoci
aminokyseliny karnitinu. Uvnitf mitochondrie dochazi k uvolnéni karnitinu a mastna
kyselina je metabolizovana procesem beta-oxidace. Produkty této biochemické kaskady je
acetyl koenzym A a reduk¢ni ekvivalenty NADH a FADH,. Acetyl koenzym A je dale
metabolizovan trikarboxylovou cestou za produkce dalSich redukénich ekvivalenta.
Reduk¢ni ekvivalenty jsou pak metabolizovany v dychacim fetézci aerobni fosforylace,
dochazi k odebrani elektronti a jejich transportu pies kofaktory dychaciho fetézce,
umisténé ve vnitini mitochondridlni membrané. Dale dochéazi ke vzniku protonového

gradientu na membrané, jehoZ energie je vyuzita k syntéze ATP.

3.5.2 Insulinova rezistence
Insulinova rezistence je stav, kdy dochézi ke snizeni G¢inku insulinu v periferni

tkani, tj. predev§im ke sniZzeni vychytavani glukosy z krevniho fecisté¢ do bunék. Insulinova
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rezistence neni sama o sobé onemocnénim, piiblizn¢€ jedna tietina jinak zdravé populace
vykazuje ptiznaky insulinové rezistence. Nicméné tento stav je spojen se zvySenym
rizikem vyvoje patologickych zmén metabolismu, pfedevSim vyvoje diabetu mellitu 2.
typu. Tento v populaci pomérné Casty stav Gzce souvisi s tzv. Reavenovym metabolickym
syndromem X (%), ktery je charakterizovan hyperlipidemii, snizenou hladinou HDL-
cholesterolu, hyperglykémii, obezitou a insulinovou rezistenci. Tento epidemiologicky
pojem spojuje hlavni rizikové faktory vedouci k vyvoji kardiovaskularnich chorob, diabetu
mellitu a dalSich onemocnéni.

Tradi¢ni ,,glukocentricky* pohled na insulinovou rezistenci a diabetes byva
v posledni dobé nahrazovan ,lipocentrickym“ modelem. Nové studie prokazuji, Ze
insulinova rezistence je uzce spojena s intracelularni akumulaci LCACoA. Tento fakt je
davan do souvislosti s poruchou funkce mitochondrii, kterd vede ke snizené metabolické
kapacité¢ pro oxidaci lipidi. Fyziologicky dochazi ke snizeni této kapacity ve stari. U
mladSich subjektl, ktefi vykazuji insulinovou rezistenci nebo u nichz jiz doslo k plnému
rozvinuti diabetu mellitu 2. typu, se pravdépodobné jedna o geneticky defekt (°). Bylo
prokazano, ze zvyseni oxidativni kapacity lipidi v mitochondriich I1ze navodit pravidelnou
fyzickou aktivitou. Spolu se zvySenim oxidativni kapacity pak dochazi i ke zvySeni
insulinové senzitivity diky poklesu u¢inku LCACoA na metabolismus glukosy. Vzhledem
k tomu, Ze LCACo0A je pfimym metabolitem IMCL, lze sledovanim metabolismu IMCL
pfispét k poznani, jakou roli hraji lipidy v patogenetickych mechanismech insulinové
rezistence. Hypotézu omezené oxidativni kapacity lipidl pii insulinové rezistenci potvrzuji

posledni studie vyuzivajici "H MR spektroskopii ke stanoveni koncentraci IMCL (7).

3.5.3 Vztah LCACoA a insulinové rezistence

LCACOA ovliviiuje metabolismus insulinu nékolika hlavnimi mechanismy (’'):

1. Inhibice hexokinazy

Tento klicovy enzym, fosforylujici glukosu a inicializujici tak jeji postupnou
pfeménu na pyruvat a acetyl koenzym A, je allosterickym mechanismem inhibovéan
pusobenim LCACoA. Inhibice ma rychlou odezvu a jeji sila je zavisla na koncentraci
LCACoA. Tento mechanismus diky svému okamzitému ucinku a rychlému astupu nehraje

dilezitou tlohu pti vyvoji chronické insulinové rezistence ve svalech.
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2. Vliv na protein-kinazu C (PKC)

PKC je protein, ucastnici se fosforylace-defosforylace (a tedy aktivace/deaktivace)
fady signaliza¢nich enzymu. Existuje fada subtypt tohoto proteinu s rozdilnou funkci a
s rozdilnou vazbou k specifickym signalizaénim proteinim. Existuji dikazy, ze LCACoA
ma piimy Gcinek na aktivitu PKC, dale Ze mize plsobit na PKC i nepfimo tim, Ze ovlivni
syntézu specifickych diglycerida (napt. diacylglycerol), které patii k znamym aktivatoriim

PKC.

3. Vliv na syntézu ceramidt

Ceramidy (latky pattici do skupiny slozenych lipidii) patii k signdlnim molekulédm,
u kterych byl prokazan inhibi¢ni vliv na insulinovou signdlni kaskadu (opét ovlivnénim
specifickych protein-kinaz a téZ ptimym ovlivnénim glukozové membranové transportni
molekuly GLUT4). LCACoA je pfimym prekurzorem v syntéze ceramidu de novo a je

prokdzéano, ze hromadéni LCACoA muze vést ke zvySené syntéze ceramidd.

4. Ovlivnéni glukosového transportniho proteinu GLUT4

GLUT4 se v inaktivnim stavu nachazi ve vezikulach endoplasmatického retikula.
Pfi insulinové stimulaci dochazi k jeho translokaci na cytoplasmatickou membranu, kde se
rozhodujici mérou podili na transferu glukosy pfes membranu do intraceluldrniho
prosttedi. Studie prokazaly, Ze LCACo0A hraje urcitou roli pii této membranové
translokaci, 1 kdyz prozatim nebylo prokazano, zdali ma tento fakt néjaky patofyziologicky

vyznam.

5. Ovlivnéni genové exprese
Je prokazéano, Ze zvySené hladiny lipidi ovliviiuji expresi specifickych enzymd,
které se ucastni lipidového metabolismu v adipocytech a v jaterni tkani. Lze ocekavat

pritomnost podobnych mechanismt i v kosternim svalu.

3.5.4 'H MR spektroskopie svalu — pi‘ehled dosavadnich vysledki

3.5.4.1 Metodické studie

V pocatcich MR spektroskopie in vivo byla pozornost pii studiu svalového
metabolismu zaméiena piedev§im kpouziti *'P  spektroskopie, kterd umozZfiuje
kvantifikovat latky spojené s energetickym metabolismem svalu (ATP, fosfokreatin).

Zména nastala poté, co bylo zjisténo, ze v'H MR spektru kosterniho svalu lze rozlisit
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signal patfici lipiddm uvniti svalové buitkky (IMCL) a lipidim adipocyti svalovych sept
(EMCL) (7).

Diilezitou praci byla studie autort Kreis et al. (™), ktefi prokazali, Ze tvar signall
spektra kosterniho svalu zavisi na orientaci svalovych vldken vi¢i magnetickému poli.
Tento efekt je zpisoben jak dipdl-dipdlovymi interakcemi, tak anizotropickou
magnetickou susceptibilitou (tzv. bulk magnetic susceptibility — BMS). Tito autoii téz
prokazali existenci do t¢ doby nepopsanych piki X1-X4 ve spektru kosterniho svalu.
Céste¢nou identifikaci téchto pikii pak provedli stejni autofi spomoci technik 2D
spektroskopie (™) a ovéfili i klinickym pokusem (7). Podrobnou studii, ktera se zabyvala
optimalni separaci a kvantifikaci IMCL a EMCL, provedli autoii Boesch et al. (°). V této
dualezité studii byla experimentalné potvrzena zavislost signalt EMCL a IMCL na orientaci
svalovych vldken vii¢i magnetickému poli. Studie potvrdila spravnost teoretického modelu
dfive publikovaného ve studii autort Chu et al. (7). Ovéfeni tohoto modelu in vitro
provedli autofi Sczczepaniak er al. méfenim spekter sojového oleje a intralipidu (7®).
Technika MR spektroskopie pro kvantifikaci IMCL byla ve studiich porovnana s jinymi
pouzivanymi technikami — histologickymi a biochemickymi. Napt. autofi Howald et al.
(64) prokazali tésnou korelaci mezi koncentraci IMCL méfenou MR spektroskopicky a
elektron-mikroskopicky (r=0,93; p=0,001). Ptehled jednotlivych technik stanoveni
koncentrace IMCL a jejich porovnani je mozno nalézt napt. v prehledovém ¢lanku (7).

Bylo provedeno nékolik studii vyuZivajicich techniku spektroskopického
zobrazovani k mapovani rozlozeni IMCL v jednotlivych svalech lytka (*°) a k mapovani
smérové orientace vlaken v lIykovych svalech (*'). Od té doby bylo publikovano né&kolik
experimentalnich studii navrhujicich zlepSeni separace EMCL a IMCL, vcetné¢ technik

vyuZivajicich mapovani magnetického pole (*).

3.5.4.2 Klinické studie

V¢Etsi pozornost ziskaly techniky MR spektroskopie poté, co byla zjisténa negativni
korelace mezi koncentraci IMCL a velikosti insulinové senzitivity (*,**). Od té doby byla
provedena tada studii, které pomohly v porozuméni vztahu lipidl a insulinové senzitivity.
Byly téZ provedeny velké studie na heterogennich skupinach subjektl, které korelaci
IMCL a insulinové senzitivity neprokazovaly (*). Postupné bylo zjiStovano, Ze na
koncentrace IMCL ma vliv fada dalSich faktort, jako napt. v€k, geneticka predispozice,

mnozstvi t€lesného tuku (*), typ svalu, ze kterého se vySetfuje, a Uroven fyzické
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trénovanosti subjektu. Vysledky ukazaly, ze piimou korelaci koncentrace IMCL a
insulinové senzitivity lze pozorovat jen v ramci Gzce charakterizovanych skupin subjekti.

Déle bylo prokazano, ze zvysSeni hladiny IMCL ve svalu je prvni pozorovanou
metabolickou odpovédi svalu na fyzicky trénink (*¥). U trénovanych subjekti byly
naméfené hladiny IMCL v klidu dokonce vy33i nez u diabetikti (*). Z provedenych studii,
sledujicich vyvoj hladin IMCL béhem svalové ndmahy, bylo zjisténo, Ze na rozdil od
insulin-rezistentnich subjekti miize byt IMCL pfi ndmaze u trénovanych subjekti plné
spotfebovan (79). ZvySeni hladiny IMCL u trénovanych subjektl je tedy (na rozdil od
diabetikll) provazeno zvySenim oxidativni kapacity IMCL. Vzhledem k tomu, ze IMCL
slouzi jako zdroj energie u aerobni namahy, je akumulace IMCL u trénovanych logicky
vysvétlitelna, nebot’ ukazuje adaptaci svalové builkky na ndmahu akumulaci energetického
substratu, kterym jsou IMCL.

Patofyziologické objasnéni problému utilizace IMCL a insulinové rezistence podali
autofi Petersen et al., ktefi zjistili, ze zvySené¢ hladiny IMCL a insulinova rezistence
kosterniho svalu u mladych potomkii diabetiki 2. typu je zplsobena defektem
v mitochondridlni oxidativni fosforylaci lipidd (70). Vzhledem ktomu, ze v této
vySetfované skupiné byli pfitomni pouze mladi, nesportujici a neobézni lidé, 1ze vyloudit
jiné faktory, které téZ mohou ovlivnit hladinu IMCL. Fakt, ze IMCL tvofi vyznamny
energeticky substrat pro pracujici sval, je pomérné novym poznatkem.

Mechanismy regulace syntézy a utilizace IMCL nejsou jest¢ zdaleka objasnény.
Nalezy z poslednich let ukazuji, ze dal$i vyzkum metabolismu IMCL je tieba zaméfit na
dynamické studie, které budou sledovat mechanismy regulace syntézy a utilizace IMCL a
povedou k pochopeni vyznamu ostatnich (nutri¢nich, genetickych) faktort, které ovliviuji
insulinovou rezistenci. Dal§im polem vyzkumu v této oblasti je studium vlivu specifickych
farmak na kapacitu utilizace IMCL v mitochondriich. Cilem téchto snah je nalezeni
zpusobu, jak normalizovat insulinovou senzitivitu u subjektd, které jsou potencialné

rizikovou skupinou pro pozd¢jsi vyvin diabetu 2. typu.

3.5.5 Popis 'H svalového spektra

'H MR spektrum kosterniho svalu ma tvar, ktery vyznamnou mérou zavisi na
mnoha faktorech, jako je napt. typ vySetfovaného svalu, ¢asovy odstup od posledniho jidla,
uroven fyzické namahy vySetfovaného subjektu pfed méfenim a typ MR sekvence pouzité
pro méfeni. Vyznamnym faktem, ktery ovliviiuje tvar spektra, je orientace svalovych

vlaken viici vektoru magnetické indukce By. V nasledujici stati popiSeme tvar spektra svalu
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m. tibialis anterior, naméteného pfi orientaci svalovych vldken paralelné vici vektoru
magnetické indukce. V ptipad¢ m. tibialis anterior tato orientace odpovida piiblizné
orientaci dolni koncetiny rovnobézné s osou otvoru magnetu, coz je poloha, ktera byla
pouzita v naSich studiich. PopiSeme zde spektrum nameétené s kratkym a dlouhym TE.
Piehled chemickych posunti pozorovanych pikt spektra dlouhého a kratkého TE je uveden
v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 Pfehled pik(l pozorovatelnych pfi 3 T pfi dlouhém TE (270 ms) a kratkém TE (30 ms).

Chem. posun 6 [ppm] Chem. posun 6 [ppm] | Metabolit

TE =30 ms TE =270 ms

5,5 5,5 —HC=CH-

4,7 4,7 voda

4,06 4,06 kreatin CH,

3,79 3,79 kreatin CH,

- 3,6 ?

3,46 - X3 (taurin?)

- 3,45 ?

3,4 - X3 (taurin?)

- 3,32 ?

3,2 3,2 TMA, X3, kreatin CH; (bo¢ni satelit)
3,0 3,0 kreatin CH;

2,8 - kreatin CH; (bo¢ni satelit)

2,7-1,5 2,7-1,5* —CO-CH,- a —-CH=CH-CH,-
2,13 2,13 acetylkarnitin (acetylova skupina)
1,49 1,49 EMCL _CH,

1,28 1,28 IMCL_CH,

1,07 1,07 EMCL _CH;

0,885 0,885 IMCL_CH;

* minimalni intenzita

3.5.5.1 Spektrum kratkého TE

Typické spektrum kratkého TE je zobrazeno na obr. 3.18. Vyznamnym pikem
spektra kratkého TE je pik vody, ktery se nachdzi v oblasti d =4,7 ppm. Oproti jinym
tkanim (napi. mozku) je jeho intenzita vyrazné nizsi. Proto lze spektra kosterniho svalu
naméfit bez potlaceni vody, aniz by to zplsobilo problém s kvantifikaci metabolitt.

Nekteti autofi pouzivaji pik vody jako interni standard pro kvantifikaci (62).
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Obr. 3.18 Typické spektrum m. tibialis anterior méfené pfi 3 T s TE = 30 ms. A: voda; B: —-HC=CH-

skupina lipidd; C: dublet CH; skupiny kreatinu; D: oblast komplexu pikd X3; E: signal skupiny TMA;
F: CHs; skupina kreatinu; G: signal -CO—-CH,— a —CH=CH-CH,— skupin lipidd; H: CH. skupina
EMCL (EMCL_CHy,); I: CH, skupina IMCL (IMCL_CHy); J: CHs; skupina EMCL (EMCL_CHj3); K: CH3
skupina IMCL (IMCL_CHj).

V oblasti o chemickém posunu 6 ptiblizné 5,5 ppm pozorujeme Siroky pik, ktery
patfi signalim dvojnych vazeb —HC=CH- skupin. Na 3,93 ppm se nachazi CH, pik
kreatinu. Diky efektu dipol-dipolové interakce je tento pik pfi paralelni orientaci svalovych
vladken rozstépen na dvé casti s frekvenénim rozdilem 17 Hz, coz pii 1,5 T odpovida
chemickym posuntim 3,79 a 4,06 ppm. V oblasti 3.4 ppm se nachazi pik, ktery byl autory
puvodné oznacen X3. Na spektrech namétenych pii Bo =3 T nékdy pozorujeme Sté€peni
tohoto piku na dva ptekryvajici se piky, lokalizované na 3,40 a 3,46 ppm. Tento signal
patii pravdépodobné taurinu. 2D spektroskopicka méfeni provedena autory Kreis et al.
(74) prokazuji, Ze tento pik je souasti multipletu, ktery ma stied v oblasti 3,33 ppm. Cast
tohoto multipletu se piekryva s pikem TMA v oblasti 3,2 ppm. Toto S§t€peni taurinového
multipletu vznika téz diky efektu dipolarni interakce. V oblasti 3,2 ppm nachazime pik
trimetylaminové (TMA) skupiny cholinu a karnitinu. Na 3,0 ppm se nalézd pik CH;

skupiny kreatinu, ktery je diky dipoldrni interakci rozStépen na triplet s bocnimi piky
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lokalizovanymi na 3,2 (zde je piekryv s TMA) a 2,8 ppm. (tento pik byl dfive znacen jako
X4). V rozsahu pfiblizné 1,5-2,7 ppm pozorujeme pii méteni kratkym TE velmi Siroky a
intenzivni komplex signalii komplikovaného tvaru spektralni cary, ktery patii smeési
—CO-CHy- a —CH=CH-CH,- skupin lipidovych fetézcti. Tyto signaly maji kratky
relaxacni ¢as a jsou tedy ve spektrech méfenych s dlouhym TE pfitomny jen v minimalni
mife. V oblasti 2,13 ppm nachazime u n€kterych subjektt uzky pik (singlet), ktery byl na
zéklad¢ vysledkt studie autori Kreis et al. identifikovan jako acetylovd skupina
acetylkarnitinu (*). Intenzita tohoto piku silné zavisi na aktualni svalové fyzické zatézi.
Jeho intenzita roste i ur¢itou kratkou dobu po skonéeni namahy (cca 2 minuty) a v piipade
sttedn¢ tézké ndmahy dochazi k ndvratu do klidového stavu do 30 minut. V ptipad¢ tézkeé
namahy dochazi k vyrazné vysSimu nartstu intenzity piku a doba navratu k bazalnim
hodnotam je vyrazné delsi (i vice nezZ 60 minut). U vétSiny subjektl tento pik v klidovém
stadiu vymizi a neni pozorovatelny, nicméné u nékterych subjektl je tento pik pfitomen i
v klidu. Jeho rezonance nevykazuje dipolarni interakci a tudiz neni zavisld na orientaci
svalového vldkna. U spekter meéfenych skratkym TE tento pik vycnivd pfiblizné
v poloviné $itky signadlu —-CO—CH,— a -CH=CH—-CH,— skupin. Z obr. 4.11a,b je zfejmé, Ze
pfi niz$i intenzité je tento pik prekryt signdlem —-CO-CH,— a -CH=CH—-CH,— skupin a
neni na kratkém TE pozorovatelny.

Hlavnimi piky, které jsou vyznamné pro klinické vyuziti '"H MR spektroskopie,
jsou piky EMCL a IMCL. Tento komplex se sklada ze ¢tyt hlavnich signalii: CH, skupiny
EMCL (EMCL_CH,) s centrem na 1,49 ppm, CH, skupiny IMCL (IMCL_CH.) s centrem
na 1,28 ppm, CH; skupiny EMCL (EMCL _CHs) s centrem na 1,07 ppm a CH; skupiny
IMCL (IMCL CHs;) s centrem na 0,885 ppm. Pozice téchto pikii je vyrazné ovlivnéna
orientaci svalovych vldken vii¢i magnetickému poli. Tento efekt neni zplisoben dipdl-
dipélovou interakeci, ale anizotropickou susceptibilitou (viz déle). Zejména piky
IMCL _CH; a EMCL_CHjs jsou pii pouziti kratkého TE velmi Siroké a prekryvaji se. Tato
skutecnost velmi zté¢zuje kvantifikaci CH; skupiny lipidii ze spekter namétenych s kratkym

TE.

3.5.5.2 Spektrum dlouhého TE

Spektrum dlouhého TE (TE = 270 ms) ma odliSnou charakteristiku, pfedevsim diky
skutecnosti, Ze signdly, majici kratky T2 relaxacni Cas, jsou pfitomny pouze v minimalni
mife (obr. 3.19). Obecné¢ mé spektrum vyrazné horS$i pomér signal/Sum. Pro dosazeni

uspokojivé kvality spektra je tedy nutno méfit s vice akvizicemi. Vyhodou dlouhého TE je,
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ze odfiltrovanim Sirokych signali mizeme nekteré piky lépe pozorovat a 1épe fitovat. Na
4,7 ppm pozorujeme opét signal vody (pokud je méfeno bez potlaceni vody), jehoz vyska
je srovnatelnd s vyskou signalti lipidového komplexu. Signdl —-HC=CH- skupin na 5,5
ppm je vyrazné niz$i, pii 1,5 T né€kdy aZ nepozorovatelny. Signal CH, skupiny kreatinu
v oblasti 4,0 ppm je diky kratSimu T2 ¢asu pfitomen v minimélni mife a spiSe zanika
v Sumu. Oblast X3 piki ma odliSnou charakteristiku pti 1,5 a 3 T: Pti 1,5 T tato oblast opét
zanika v Sumu, pii 3 T jsme schopni pozorovat ti piky: Na 3,6 ppm pozorujeme Sirsi pik,
dale pik nizké intenzity pfiblizné na 3,45 ppm a konecné vétSinou uzsi a pomérné
intenzivni pik v oblasti 3,32 ppm.

Rozdil v charakteru spektra pii kratkém a dlouhém TE je pravdépodobné zplisoben
spin-spinovou interakci metaboliti v oblasti 3,2-3,6 ppm, pifedevSim taurinu. Tato
interakce zplsobuje variaci faze pikil a tedy i tvaru spektra v zavislosti na pouZzitém TE.
Podrobné studium spektra svalové tkané na vyssich polich pfi delSim TE vSak nebylo
prozatim provedeno.

V oblasti 3,2 ppm pozorujeme pii dlouhém TE signal TMA skupiny, ktery ma nizsi
intenzitu ve srovnani s kratkym TE. Dominujicim signalem je tzky signal CH; skupiny
kreatinu v oblasti 3,0 ppm. Stépeni signalu kreatinu nebyvé na dlouhém TE pozorovatelné,
signal X4 na 2,8 ppm neni ptfitomen. Lipidové signdly skupin smési
—CO-CH;- a -CH=CH-CH;- jsou pfitomny v mnohem mensi mife, pozorujeme je pouze
jako nevyrazné fluktuace zakladni cary. Diky nepfitomnosti signalt —CO-CHxr—
a -CH=CH-CH,- skupin pozorujeme mnohem c¢ast¢ji uzky signal acetylkarnitinu na 2,13
ppm.

Hlavni komponentou spektra méfeného s dlouhym TE je komplex pikiit CH, a CH;
skupin EMCL a IMCL. Chemické posuny & jednotlivych lipidovych skupin jsou totozné
jako na kratkém TE: 1,49; 1,28; 1,07 a 0,885 ppm. Odlisny je vSak charakter pik — piky
maji oproti kratkému TE zfetelné¢ mensi poloSitku (jsou uzsi). Tento efekt pozorujeme
piredev§im u CH; signali. Zavislost polositky pikt lipidii na pouzitém TE lze vysvétlit
viceslozkovou (multikompartmentovou) relaxaci signali IMCL — tedy skutecnosti, ze do
jednotlivych EMCL a IMCL signalt ptispiva vice slozek, které maji rozdilny relaxacni Cas
T2. Pti pouziti kratkého TE do signalu pfispiva pak jak slozka s kratkym T2 (kterd ma
vetsi polositku piku), tak slozka s dlouhym T2. Pfi dlouhém TE vsak v signale prevlada
pouze slozka s dlouhym T2. Tato sloZzka méa mensi polositku a tedy jednotlivé piky EMCL
a IMCL jsou ve spektru meéfeném s dlouhym TE 1épe odseparovatelné, protoze se méné

piekryvaji.

Teoreticka ¢ast 58



[x10’au]
4.5 H

4.0
3.51
3.0 |
2.5-

2.0+ { | ﬁ

1.5 4 ’
o4 A

| |
0.51 r)I ‘\ B C ; )Il F oo } \“fl ﬁ
¥l AT Mo ( /|

io ‘-@,«wh ﬁ M - jl‘zlb " lm.‘, | f w \ . }MJ‘! .\,m MHl‘“ ,1 y r

4 WAt A y A M, i L e i W DL

0 4 (" f"«vw{ Y \"RJ""'IM \ul" *H'."q’r\r'bw‘\h) { ]fh ﬁl'fr I i W ) i W ,4‘b W
T T

‘«_‘ )
WM

!5} T u : T
5 4 3 2 1 [ppm]
Obr. 3.19 Typické spektrum m. tibialis anterior méfené pfi 3T s TE=270 ms. A: —HC=CH-

skupina lipidd; B: oblast CH. skupiny kreatinu; C: oblast komplexu pik( X3; D: signal skupiny TMA;
E: CHjs skupina kreatinu; F: signal -CO-CH,— a —CH=CH—-CH.— skupin lipidd; G: acetylkarnitin;
H: CH, skupina EMCL (EMCL_CH,); I: CH, skupina IMCL (IMCL_CH,); J: CH; skupina EMCL
(EMCL_CHGs); K: CHs skupina IMCL (IMCL_CHa).

Jestlize ptijmeme hypotézu, Ze jednotlivé signaly IMCL a EMCL se skladaji z vice
slozek s rozdilnymi T2 relaxa¢nimi ¢asy, znamena to, Ze se tyto latky nachazeji v bunikach
ve vice prostfedich (kompartmentech) s rozdilnymi fyzikalnimi vlastnostmi. Cytologicko-
biochemicka identifikace téchto kompartmenti vSak prozatim nebyla provedena. Lze
pouze spekulovat, ze by se mohlo jednat napf. o lipidy shromazdéné v tukovych kapénkach
v cytoplasmé a o lipidy aktualné¢ metabolizované v mitochondriich. K ptesnéjsi korelaci
spektroskopickych a biochemickych ndlezli by bylo tfeba detailné¢ prozkoumat fyzikalni
vlastnosti téchto komponent signald (zv1ast’ pro slozku s kratkym T2 a slozku s dlouhym
T2) a téz se pokusit o numerické stanoveni T2 relaxacnich cast téchto slozek. Takova
studie doposud provedena nebyla, T2 relaxa¢ni casy EMCL a IMCL byly vyhodnocovany
vzdy pouze pomoci jednokompartmentového modelu (72), tedy s pfedpokladem, Zze

existuje pouze jeden kompartment EMCL a jeden kompartment IMCL.
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3.5.6 Teorie bulk magnetic susceptibility — separace EMCL a IMCL
ve spektru

V této Casti kratce vysvétlime, na jakém principu dochazi k oddéleni signala IMCL
a EMCL ve spektru. Je potieba zdiraznit, ze rozdilny chemicky posun IMCL a EMCL
sloZzek neni zplsoben rozdilnym chemickym slozenim EMCL a IMCL. Lokalni variace
magnetického pole neni zpisobena rozdilnym stinénim elektront v chemickych vazbach,
nybrz je zalozena na lokélnich rozdilech magnetické susceptibility, kterd je podminéna
typickou mikroskopickou strukturou svalové tkané.

Kazda latka, pokud je umisténa do magnetického pole, uréitym zplisobem s timto
magnetickym polem interaguje. Veli¢ina magneticka susceptibilita (relativni susceptibilita)
x je fyzikalni konstantou, kterd vyjadiuje, jakym zplsobem latka reaguje na vngjsi
magnetické pole.

Jednoduse miizeme zapsat zménu lokalni magnetické indukce B; jako funkci

statické susceptibility x; a magnetické indukce magnetu B, takto:
B = (1t y,)B, [3.14]

Lokalni efektivni magneticka indukce B; vSak neni ovlivnéna pouze chemickym
slozenim latky, pfitomné ve studovaném kompartmentu, ale téz chemickym slozenim a
magnetic susceptibility (BMS), ktery tyto vlastnosti reflektuje (77). Tento model rozdéluje
magnetickou suceptibilitu na dvé slozky: homogenni slozku D a nehomogenni slozku 1.
Veli¢ina D zavisi na magnetické susceptibilité¢ latky uvniti kompartmentu y;, susceptibilité
latky, ktera se nachazi v jeho okoli y., dale zavisi na tvaru stény kompartmentu a jeji
orientaci vic¢i hlavnimu magnetickému poli B,. Veli¢ina [ piedstavuje nehomogenni
komponentu BMS a zavisi nejen na vySe uvedenych faktorech, ale i na prostorové
lokalizaci studovaného jadra vii¢i sténam kompartmentu a na B,. Vyslednou magnetickou

indukci B, pak miizeme napsat jako
B;= (1t D))B,* [3.15]

Hodnoty D a [ vSak jsou analyticky feSitelné pouze pro kompartmenty s velmi
jednoduchym (symetrickym) tvarem a pouze pro urcité orientace vici By. Ukézalo se, Ze
pro modelovani BMS efektu pro IMCL (lipidové kapénky s kulovitym tvarem) nejlépe

vyhovuje model koule. Pro kouli bylo zjisténo, zZe plati ptiblizné
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hE %a[,:o, [3.16]

kde y. je magnetickd susceptibilita latky vné koule. V tomto piipadé y. odpovida
magnetické susceptibilité vody y,, nebot’ lipidova kapénka je obklopena cytoplasmatickou
tekutinou, obsahujici pfevazné¢ vodu. Proto miizeme psat zavislost lokalni magnetické

indukce pro IMCL jako
- (1+ &v
B, ey = (14 3 )B, . [3.17]

%, ma hodnotu -9,05 .10°. Z rovnice je vidét, ze chemicky posun této rezonance nezavisi
na orientaci vi¢i magnetickému poli. TéZ je vidét, ze lokalni magneticka indukce IMCL
zavisi pouze na susceptibilit¢ okolniho solventu, tedy Ze na zdklad€ tohoto modelu je
rezonan¢ni frekvence IMCL shodna s frekvenci lipidl volné suspendovanych ve vode.
Vlastnostem EMCL nejlépe vyhovuje model nekone¢né dlouhého koaxidlniho
valce, tedy valce s urcitou tloustkou stény. To pfiblizné odpovidd ulozeni EMCL
v mezisvalovych septech, kde tukova tkan obklopuje cylindricky tvarované svalové
snopce. (Typicka cylindricka struktura svalové tkan€ je zndzornéna na obr. 3.8.) Hodnota
lokalni magnetické indukce pro EMCL v tomto ptipadé zavisi na orientaci cylindru vici
magnetickému poli a neni jednoduse analyticky feSitelna pro kazdy uhel orientace. Pro
anularni kompartment cylindru, ktery je uloZen rovnobé&zné s vektorem magnetické

indukce, plati
D= %’]: 0, [318]

kde xs; oznacuje magnetickou susceptibilitu anularniho kompartmentu — v ptipadé svalové
tkané to jsou lipidy v mezisvalovych septech (EMCL). Vyslednd magnetickd indukce

Bieuce je tedy déna vztahem

B .. . =(+X)B 3.19
ecr = ( 3) 0- [3.19]

Hodnota lokalni magnetické indukce je tedy shodna s hodnotou lokalni indukce masy

tukové tkané&, kterd neni obklopena jinym kompartmentem. y ma hodnotu -8,44 .10

V ptipad¢ paralelni orientace vlaken vic¢i magnetickému poli By tedy EMCL rezonuji na
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stejné frekvenci jako prosta tukova tkan napt. podkozniho tuku. Tento model souhlasi
s experimentalnimi vysledky.
Pro cylindr s orientaci jinou nez paralelni je situace vyrazné¢ komplikovanéjsi. Pro

kolmou orientaci cylindru plati pro EMCL piiblizné

D:&_ﬁa[: c0s20

2
) 6 2 [3.20]

kde 7 je vzdalenost jadra od osy cylindru a 6 je uhel orientace cylindru vii¢i magnetickému
poli. Z téchto vztaht vyplyva, ze maximalni rozdil v chemickych posunech EMCL a IMCL
je v piipadé paralelni orientace vldken a Cini 0,21 ppm, coz odpovidd experimentalnim
vysledkiim. Dale z n& vyplyva, ze v ptipadé, Ze méfeny voxel obsahuje smés vlaken
s riiznou orientaci vii¢i magnetickému poli, méd pik EMCL komplikovany (obecné¢ $irsi)

tvar cary.

3.5.7 Zpracovani spekter — technika LCModel

LCModel je technika automatického zpracovani spekter, pivodné publikovéana
v (), nyni komer¢né dostupna. Tato technika modeluje spektra jako linedrni kombinaci
signali jednotlivych metabolitii, které lze ve tkani ocekavat. Tyto jednotlivé signaly,
tvotici takzvanou bazi, jsou pfedem ziskdny namétenim roztoki metabolitl in vitro.

Technika LCModel je iterativni a pracuje ve vice krocich. V prvni ¢asti prob&hne
tzv. preliminary analysis, kde je urCeno pocateéni nastaveni fazové korekce, nastaveni
zakladni Cary (baseline) a tvaru spektralni ¢ary. Zakladni cara je aproximovana spline
funkci. Optimalizace tvaru spektralni ¢ary modelového spektra probiha konvoluci in vitro
bazovych spekter s ptisluSnou funkci, ktera nejlépe aproximuje tvar ¢ar v in vivo spektru.
Pro optimalni funkénost techniky je vyzadovana fadové mensi poloSitka bazovych spekter
v porovnani s vyhodnocovanymi spektry in vivo. V druhé Casti pak probiha iterativni
proces fitovani naméfenych spekter linearni kombinaci jiz upravenych bazovych spekter.
Na zaklad¢ znalosti presné koncentrace métené slouCeniny in vitro a nastaveni pristroje
béhem méfeni (zejména zisku analogové-digitalniho prevodniku, objemu voxelu a napéti
RF pulst pfi excitaci) lze pii zpracovani spektra vypocitat koncentrace jednotlivych
metaboliti.

Novou funkci LCModelu od verze 6.0 je moznost ptidani plné simulovanych piki
do spektralni baze. Tyto signaly jsou automaticky simulovany uvnitt LCModelu na zékladé

informaci o chemickém posunu a polositce piku. Pro chemicky posun a polosiiku je nutno
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zadat jak oc¢ekdvanou hodnotu exp fwhm, tak jeji smérodatnou odchylku SD fwhm (tedy
miru variability vstupniho parametru v iteraénim procesu). Pro stabilizaci analyzy a pro
nastaveni typu spektralni kiivky je navic nutno zadat minimalni dovolenou hodnotu
polositky  (min_fwhm). Jednotlivé spektralni komponenty jsou pak simulovany
gaussovskym tvarem kiivky o polosifce rovnajici se min_fwhm, ktera je pak exponencielné
(lorentzovsky) rozsifena na finalni hodnotu v iteraénim procesu.

LCModel patti mezi , black box“ fitovaci rutiny, nebot neumoziuje zasah
operatora do itera¢niho procesu. MozZnosti ovlivnéni fitovanych parametrd jsou minimalni,
v pfipadé naméfenych bdzovych spekter prakticky nulové. Nicméné tento software je
velmi dobfe optimalizovan pro pouZiti na in vivo spektrech a je na naSem pracovisti rutinné

vyuzivan pro zpracovani '"H MR spekter mozku (*").
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4 Experimentalni ¢ast

V této Casti uvedeme tii ucelené studie kosterniho svalu, které vyuzivaji technik
magnetické rezonance. Tyto studie jsme provedli na naSem pracovisti a jejich cilem bylo
vytvoftit a ovéfit techniky objektivniho hodnoceni morfologického a metabolického stavu
svalu pomoci dostupnych technik magnetické rezonance. Vysledky studii byly

publikovany v odborné literatute a na kongresech.

4.1 Klasifikace T1 obrazi lytkovych svali technikami analyzy
textury

4.1.1 Cil studie

Cilem této studie bylo navrzeni a praktické ovéteni analyzy textury (TA) pro
klasifikaci MR obrazli lytkovych svalti u zdravych subjektll a subjektli s myopatickym
onemocnénim. Druhym cilem bylo porovnani vysledki klasifikace metodou TA

s hodnocenim stupné patologického postiZeni svalu, které provedl radiolog.

4.1.2 Metodika

4.1.2.1 MR vySsetieni

MR vysetteni bylo provedeno na celotélovém MR tomografu Siemens Vision,
pracujicim pii magnetické indukci 1,5 T, s pouzitim standardni cirkuldrné polarizované
hlavové civky. MR zobrazeni lytkovych svali bylo provedeno na noze, kterd byla vice
zasazena motorickym deficitem, v pfipadé oboustrannych obtizi bylo vySetieno pravé
Iytko. Pouzili jsme standardni T1 vazenou sekvenci spinového echa s nasledujicimi
parametry: TR/TE =500/12 ms, 1 akvizice, tloustka fezu 6 mm, transverzalni orientace,
FOV =200x200 mm, matice 256x256, vzdalenost mezi jednotlivymi fezy 6 mm. Pro ucely
radiologického posouzeni byly navic naméfeny T2 véazené obrazy metodou turbo
spinového echa s parametry TR/TE = 5400/99 ms, turbo faktor = 11, FOV = 200x200 mm,
matice = 198x256. Pozice fezll a ostatni parametry zobrazovani byly shodné s T1 vaZenou
sekvenci. VysSe uvedené parametry sekvenci byly zachovany pro vSechny subjekty béhem

celé studie.

4.1.2.2 Subjekty
Celkové jsme vysettili 93 subjekta, které byly rozdéleny do nasledujicich skupin
podle jejich klinického stavu:
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1. Kontrolni skupina — ConC — 20 subjektti bez jakychkoliv svalovych obtizi a bez
anamnestické zatéze jak osobni, tak rodinné; vék 33+13 let.

2. Skupina zdravych potomku hypertonickych rodicti — ConH — 7 subjektii bez svalovych
obtiZi, pouze s rodinnou anamnézou hypertenze; vék 3143 let.

3. Diabetici bez znamek syndromu diabetické nohy - DiaP — 5 subjektil; vék 58+5 let.

4. Pacienti, indikovani k MR vySetieni z diivoda svalovych obtizi rizného plivodu — DifP

— 61 subjekth; vék 38+20 let.

MR snimky vSech pacientii ze skupiny DifP nezavisle na sobé vyhodnotili 3
radiologové a roztfidili je podle stupné svalového postizeni do Ctyfech skupin:

DifP1 — MR obraz bez jakékoliv znamky patologie; DifP2 — lehké patologické nebo
nespecifické zmény v MR obraze (napt. pouze zesileni tloustky podkozniho tuku znacici
svalovou atrofii, mirné zmnozeni mezisvalového tuku); DifP3 — MR obraz s jasnymi
znamkami patologie (jasna atrofie svalii, zmnoZeni tukové tkdn¢ ve svalech); DifP4 — tézké
patologické zmény se zavaznou tukovou degeneraci a pokroCilym vymizenim svalové
hmoty na tkor tukové tkané.

K hodnoceni bylo pouzito T1 i T2 vézZenych obrazili, tfi radiologové provedli
vySetfeni nezdvisle na sobé bez znalosti klinickych dat pacienta. Porovnani vysledki
radiologické klasifikace ukazalo, ze ve vétSin€ piipadi zatradili radiologové pacienta do
stejné skupiny (v deviti pfipadech doSlo ke shod¢ néalezu pouze u dvou radiologd,
v ostatnich piipadech byl vysledek klasifikace shodny u vsech tfi radiologli). Tato
radiologicka klasifikace pak byla pouzita pro dalsi statistick¢é zpracovani a porovnani
s vysledky TA. Dva subjekty ze skupiny DifP4 jsme méfili dvakrat, vzdy s ptiblizné
ro¢nim odstupem od prvniho vySetieni (viz dale). Typické ptiklady MR obrazii rozdilnych
kategorii DifP jsou zobrazeny na obr. 4.1. VSechny subjekty byly informovany o cili studie
a protokolu vySetieni a daly informovany souhlas. Protokol vySetieni byl schvalen etickou

komisi.
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Obr. 4.1 Priklady T1 vazenych transverzalnich obraz( lytkovych svalli, které byly pouzity pro

analyzu textury. Jednotlivé obrazy jsou vzdy typickou ukézkou tfidy svalového postiZzeni, jak byly
klasifikovany radiologem: (a) DifP1 - zdravi dobrovolnici a pacienti s normalnim nalezem; (b) DifP2
- pacienti s mirnymi patologickymi nebo hrani¢né patologickymi zménami; (c¢) DifP3 - pacienti
s patologickym nalezem tukové degenerace; (d), (e) DifP4 - pacienti s t&Zkym nélezem tukové
degenerace a svalové dystrofie; (f) ukazka vybéru jednotlivych ROI pro analyzu textury - vybrany
byly vZdy 3 ROl z m. tibialis anterior, m. soleus a caput mediale musculi gastrocnemii. Na obr. (d)
jsou Sipkou vyznaceny fantomy z polystyren agaru (PSAG), které slouZily jako referenéni textura

pfi kontrole stability MR tomografu béhem studie.

4.1.2.3 Texturni analyza dat

K vypoctu texturnich pfiznakd jsme pouzili program MaZda (**). Tento program
nam vypocetl 282 rlznych typt texturnich piiznakt: a) statistickych ptiznakt 1. fadu,
odvozenych od obrazového histogramu; b) statistickych ptfiznaka 2. f4du odvozenych od
kookuren¢ni matice, gradientni matice a run-length matice; c) ptiznakli odvozenych
z autoregresniho modelu. Texturni ptiznaky byly vypolteny nezavisle ze tii typi svali
Iytka: m. tibialis anterior (MTA), m. soleus (MS) a caput mediale m. gastrocnemii (MG), a
to nasledujicim zptsobem. U kazdého subjektu byly vybrany 3 sousedni fezy a v kazdém
fezu byly pro kazdy ze tii typt svali nakresleny tii prekryvajici se oblasti zajmu (region of
interest — ROI), ze kterych byly vypocteny texturni piiznaky. Pro kazdého pacienta jsme
tedy ziskali texturni ptiznaky z 27 ROI, 9 ROI pro kazdy typ svalu. Primérna velikost ROI
vSech subjekti byla 560+230 pixeld. Abychom do vypoctu nezanesli systematickou chybu
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danou malym poctem pixeld, snazili jsme se, aby velikost ROI byla minimaln¢ 300 pixeld.
Tento limit se nepodaftilo splnit u nékterych détskych pacientd, ktefi maji svaly malé.

Pro selekci texturnich ptiznakl (feature selection — viz teoreticky uvod) jsme
zvolili techniku invariantnich pfiznaki. Detailni popis této metodiky 1ze nalézt v (56). Za
invariantni pfiznak jsme povazovali texturni pfiznak s vysokou hodnotou
reprodukovatelnosti v ramci kontrolni skupiny ConC. Cut-off hodnotu reprodukovatelnosti

1)
jsme stanovili na 8%. Reprodukovatelnost » byla vypoctena jako » = — , kde ¢ = QGQIH
n

0

= o

je interval spolehlivosti a X je priimérna hodnota texturniho ptiznaku v rameci celé skupiny
ConC. Proménna a je 99-ty kvantil standardizovaného normdlniho rozd¢€leni, jehoz
hodnota pro hladinu vyznamnosti p = 0,01 ¢ini 2,58 (**). Abychom vylou¢ili invariantni
ptiznaky, které nenesou dulezitou informaci ke klasifikaci obrazli, porovnali jsme hodnoty
invariantnich texturnich pfiznaka u kontrol a u tfi nahodné vybranych pacientli ze skupiny
DifP4 s rozsahlym svalovym postizenim a velkymi klinickymi obtiZzemi. Pro zjiSténi miry
vzajemné korelace mezi vybranymi piiznaky byla na pfiznacich provedena PCA
s vypoctem grafu komponentnich vah. Ze skupiny siln€ vzdjemné korelujicich ptiznaka byl
vybran pro kone¢nou klasifikaci vzdy jen jeden zastupce skupiny.

Klasifikaci subjekti na zdkladé¢ vybranych texturnich ptfiznaki jsme provedli
pomoci techniky PCA s pouzitim programu Statistica (**). Pro udely klasifikace jsme
pouzili primérnou hodnotu texturnich pfiznakti ze vSech 9 ROI pro kazdy typ svalu.
Abychom zajistili stabilitu méticich podminek béhem celé doby, kdy bylo provadéno
meéteni subjekt, méfili jsme spolu s pacientem 2 typy fantomt z polystyren—agaru (PSAG)
(56) a na ziskanych obrazech jsme téz provedli TA. Analyza PSAG fantomt neprokazala

zadné vyznamné zmény v texturnich pfiznacich béhem celého obdobi méfeni.

4.1.3 Vysledky

4.1.3.1 Vybér texturnich priznaki (feature reduction)

S pomoci programu MaZda jsme vypocetli sérii 282 texturnich pfiznakl u vSech
subjektii. Vzhledem k velkému mnoZzstvi dat (93 subjektli, 27 ROI pro kazdy subjekt, 282
texturnich pfiznakti pro kazdy ROI) jsme museli provést selekci texturnich ptiznakd, tj.
vybrat jen ty nejvyznamngjSi texturni pfiznaky, které nejlépe popisuji rozdilnost
v postizeni svalu. Toto jsme provedli pomoci techniky invariantnich ptiznakli. Na

kontrolni skupiné subjektli jsme nalezli pfiznaky s reprodukovatelnosti lepsi nez 8%. Z této
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skupiny pfiznakl jsme pro dalsi klasifikaci vybrali ty, u nichz byla zjisténa signifikantni
odliSnost mezi skupinou ConC a vybranymi pacienty z DifP4 skupiny. Toto porovnavani
jsme provadéli pomoci Studentova t-testu pro kazdého ze téi vybranych pacientti z DifP4
skupiny zvlast. Timto zpisobem jsme ziskali do uzsiho vybéru 11 texturnich ptiznakd pro
3 typy svall, celkem tedy 33 pfiznakl. Primérny rozdil v hodnotach ptiznakii mezi
kontrolami a DifP4 pacienty byl pro vSechny tfi typy svali 41%, pro MTA 35%, pro MS
28% a pro MG 59%. Primérnd reprodukovatelnost texturnich ptiznaki na jednotlivych
vybranych DifP4 pacientech byla 9% s maximem 36%. VSechny vybrané texturni ptiznaky
byly texturnimi pfiznaky statistickymi. V poslednim kroku selekce piiznakii byla na vSech
93 subjektech a 33 ptfiznacich provedena PCA. Na obr. 4.2 je vysledny PCA graf
komponentnich vah — zat&zi (plot components weights) (°°), ktery ukazuje, do jaké miry
pfispivaji jednotlivé texturni ptiznaky do variability prvnich dvou hlavnich komponent. Je
vidét, ze texturni pfiznaky jsou uspofadany do sedmi skupin, v ramci kterych piinaseji
podobnou informaci. Z kazdé skupiny jsme pak vybrali jen jeden ptiznak jako
reprezentativni tak, abychom celkem méli alesponi dva ptiznaky pro kazdy typ svalu. Timto
postupem jsme nakonec ziskali nasledujicich sedm pfiznaki, které pak byly pouzity ke
klasifikaci subjekti: S(0,1)InvDfMom, S(1,0)SumAverg a 45DrFraction z MTA,;
S(0,1)InvDfMom a S(1,0)SumAverg z MS; Perc50% a 135dgrShrtREmp z MG (vzorce pro

vypocet ptiznaki a jejich vysvétleni viz ptiloha).
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Obr. 4.2 Vysledek projekce 33 invariantnich texturnich pfiznak( (feature projection) pomoci
analyzy hlavnich komponent. Projekce je provedena do dvou prvnich hlavnich komponent. Je
vidét, Ze se texturni pfiznaky seskupuji pfiblizné do sedmi skupin. K reprezentativhimu popsani
textury staci vybrat z kazdé skupiny jeden pfiznak. MTA: m. tibialis anterior; MS: m. soleus; MG:

caput mediale musculi gastrocnemii.

4.1.3.2 Klasifikace subjekti

Pro klasifikaci subjekti na zékladé¢ vybranych sedmi piiznakii jsme opét pouzili
PCA, kterda nam umoziuje transformovat informaci ze sedmi texturnich ptiznakl do
mensiho mnozstvi hlavnich komponent. To umoziuje jednodussi vizualizaci texturni
informace a klasifikaci subjektl na zéklad€ jejich umisténi v grafu. Na obr. 4.3 vidime
rozptylovy diagram komponentniho skore (scatterplot), tj. projekci dat subjektti do prvnich
dvou hlavnich komponent spoctenych ze sedmi vybranych reprezentativnich texturnich

priznak.
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Obr. 4.3 Analyza hlavnich komponent: rozptylovy graf komponentniho skére pro vSechny subjekty

s uzitim sedmi vybranych reprezentativnich texturnich pfiznakl. Subjekty jsou oznaéeny symbolem

podle pfisludnosti do skupin: # ConC; tConH; + DiaP; < DifP1; & DifP2; ® DifP3;
& DifP4.

Z grafu mizeme hodnotit ptibuznost subjektl podle textury, subjekty lezici blizko
sebe v grafu maji podobné hodnoty hlavnich komponent a tudiz podobnou texturu.
Subjekty jsou oznaCeny podle jejich rozdéleni do skupin. Je vidét, ze se subjekty
geometricky zhruba rozliSuji do dvou skupin, ale netvoifi jednoznaéné shluky, které by
umoznily presnéjsi klasifikaci. Proto jsme provedli detailni PCA analyzu jednotlivych
skupin subjektti samostatné. Vysledky jsou vyznaceny na obr. 4.4 a 4.5. Na obr. 4.4 je
vysledek analyzy skupiny ConC a ConH. Je vidét, Zze mezi t€mito skupinami neni zadna
separace — prvky se v grafu ptekryvaji. Druhou analyzu jsme provedli na skupinach ConC
a DiaP. Na obr. 4.5 je vidét jasna separace téchto skupin v PCA analyze. Provedeny t-test
prokédzal, ze tyto dvé skupiny jsou mezi sebou signifikantné odliSné na hladiné

vyznamnosti p < 0,001 ve vSech sedmi texturnich pfiznacich.
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Obr. 4.4 Rozptylovy graf komponentniho skére kontrolni skupiny (ConC) a hypertonické skupiny

(ConH). Je vidét, Ze se subjekty prolinaji, skupiny nelze od sebe oddglit. # ConC; + ConH.
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Obr. 4.5 Rozptylovy graf komponentniho skére kontrolni skupiny (ConC) a diabetické skupiny

(DiaP). Je patrna rozdilnost textury mezi skupinami, Ize je od sebe vgrafu oddélit.

# ConC; * DiaP.
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V tieti analyze jsme testovali korelaci radiologického hodnoceni obrazu a texturni
charakteristiky. Abychom ziskali vét§i mnoZstvi dat k analyze, skupinu ConC jsme tézZ
vyhodnotili standardnim radiologickym hodnocenim a podle vysledku klasifikované
subjekty pfifadili do DifP skupin: 19 zdravych kontrol pfipadlo do skupiny DifP1 a jedna
kontrola byla pfifazena do skupiny DifP2. Vysledek této analyzy je vyznacen na obr. 4.6.
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Obr. 4.6 Rozptylovy graf komponentniho skére subjektl klasifikovanych radiologem. Je vidét, Ze

se skupiny prolinaji, data lze rozdélit pouze na oblast A (obsahujici subjekty DifP4) a oblast B

(obsahuijici subjekty DifP1-DifP3). = DifP1; & DifP2; *# DifP3; & DifP4.

Je vidét, Ze pouze na zéklad¢ umisténi subjektl v grafu (bez pouziti informace o
jejich klasifikaci do DifP skupin) je mozno celou skupinu subjektd rozdé€lit pouze do dvou
oblasti, které¢ jsou oznaceny A a B. Oblast A obsahuje pacienty zatfazené do DifP4 skupiny
a v oblasti B jsou pacienti ze skupin DifP1-DifP3. Podrobné;jsi seskupovani subjektii pouze
na zaklad€¢ jejich umisténi v grafu nelze provést. Proto jsme pouzili informaci o
radiologické klasifikaci subjektti a vytvofili jsme hranice mezi skupinami DifP tak, aby
byla chyba klasifikace subjektii co nejmensi. Grafickou hranici byla vzdy pfimka nebo
polopiimka. Chybu klasifikace jsme stanovili jako procentualni podil chybné
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klasifikovanych subjektti viici celkovému poctu subjekti v ohrani¢ené oblasti. Vysledek je

zobrazen na obr. 4.7.
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Obr. 4.7 Rozptylovy graf komponentniho skoére s naznadenou hranici mezi skupinami DifP1+2 a

DifP3. Tato hranice byla stanovena prolozenim polopfimky na zakladé pfislusnosti jednotlivych

subjektll do skupin tak, aby pocet subjektli nachazejicich se v nespravném vyseku grafu byl co

mezi skupinami. = DifP1; & DifP2; ® DifP3; £ DifP4.

V oblasti DifP4 se nachazi 13 subjekti DifP4 a jeden subjekt z DifP3 skupiny
(chyba klasifikace 7%). Oblast DifP3 obsahuje 9 subjektli ze skupiny DifP3 a 4 subjekty ze
skupiny DifP2 (chyba klasifikace 30%). Vzhledem k velkému poctu zbyvajicich subjektt a
velkému pirekryvu jsme provedli samostatnou analyzu hlavnich komponent subjekt
umisténych v oblasti DifP1+DifP2 (obr. 4.8). Oblast DifP2 obsahuje 11 subjekti ze
skupiny DifP2 a neobsahuje zadny chybné klasifikovany subjekt (chyba klasifikace 0%).
V oblasti DifP1 se nachazi 32 subjekti DifP1, 10 subjekti DifP2 a jeden subjekt DifP3
(chyba klasifikace 26%). Celkové bylo dosazeno shody mezi radiologickou klasifikaci a
rozdélenim subjektl na zdklad€ techniky PCA v 80% ptipadi.
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Obr. 4.8 Samostatna PCA analyza skupiny DifP1 a DifP2. Velky pfekryv mezi témito skupinami
zpUsobuje vysokou klasifikaéni chybu. = DifP1; & DifP2.

4.1.4 Diskuze

Jednim z cil této studie bylo zjistit, jestli existuji néjaké texturni ptiznaky, které
koreluji s radiologickym hodnocenim, a zda Ize analyzu textury pouzit ke klasifikaci MR
obrazl lytka. Prokdzali jsme, Ze s pouzitim vySe uvedené metodiky selekce texturnich
pfiznakli a klasifikace pomoci PCA lze klasifikovat svaly s vysledkem korelujicim
s radiologickym hodnocenim (obr. 4.7, 4.8). Celkova shoda klasifikace pomoci TA a
radiologické klasifikace je na skupin¢ 93 subjekti 80%. Tento vysledek je lepsi nez
vysledek podobné studie provedené autory Herlidou et al. (35), jimiz zjisténa shoda téchto
dvou metod byla pfiblizné¢ 56%. V uvedené studii v§ak mé¢l radiolog k dispozici pouze
vyfez ze svalové tkané, nevidél cely fez lytkem vcetné podkozniho tuku. Bylo zjisténo, Ze
podstatnym faktorem v radiologickém hodnoceni je celkovy vzhled obrazku, mnozstvi
podkozniho tuku, orientace svalovych sept, pomér objemt jednotlivych svalti atd. Pomérné
velkd variabilita v hodnoceni obrazi mezi jednotlivymi radiology, pozorovana ve vyse
zminéné studii, je dle naseho nazoru zpiisobena ptredev§im absenci moznosti posoudit

obraz obvyklym zptsobem.
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Skupina pacienti klasifikovanych radiologem jako DifP1 byla v analyze textury
umisténa do oblasti zdravych kontrol (obr. 4.6). Tento vysledek ukazuje, Ze jak
radiologicky, tak pomoci TA nejsou v MR obrazech zaddné znamky patologie. To je i
v souladu s pfedchozi MR spektroskopickou studii (*°), kde bylo zjisténo, Ze néktefi
pacienti se subjektivnimi obtizemi svalovych bolesti a poruchami svalové funkce nemusi
mit signifikantni zmé&ny v *'P MR spektrech v porovnani se zdravymi kontrolami.

Prokazali jsme statisticky vyznamny rozdil v texturni charakteristice mezi skupinou
kontrol (ConC) a diabetickymi pacienty (DifP, viz obr. 4.5). Tento vysledek je v souladu
s jiz diive zjisténymi patologickymi zménami v MR obrazech u pacient s diabetickou
neuropatii dolnich konéetin (°7,”,””). Nicméné& vzhledem k tomu, Ze skupina diabetikt se od
skupiny kontrol vyznamné lisila ve véku subjektl, nelze vyloucit, Ze pozorované¢ zmeny
spiSe souviseji s fyziologickymi zménami svalu a mezisvalové tukové tkdné u starSich osob
s niz$i svalovou aktivitou.

Mezi kvantitativni parametry pouZivané v oboru magnetické rezonance,
charakterizujici vlastnosti tkani, patii T1, T2 relaxacni Casy, difuzni koeficient, atd. Ke
kvantitativnimu popisu vlastnosti tkdn¢ vSak lze uzit i nékterych texturnich pfiznakd.
Abychom ovéfili moznost vyuziti texturnich pfiznakt k dlouhodobému sledovani pacientt,
vyhodnotili jsme 2 pacienty, kteti byli vySetfeni dvakrat pfiblizn€ s odstupem jednoho
roku. Prvni pacient trpél facioskapuloperonealnim typem myopatie a byl znovu vysetien po
absolvovani terapie karnitinem. Na zakladé texturni analyzy bylo vidét, Ze se pacient po
jednom roce nachézi dale od kontrolnich dat nez pii pfedchozim vySetieni (obr. 4.9), coz
ukazuje vétsi deviaci texturni charakteristiky jeho svalt. Tento vysledek je v souladu
s radiologickym hodnocenim, které stanovilo progresi tukové degenerace svall. V nasi
analyze jsme pozorovali nejvétsi zménu v téchto texturnich pfiznacich: v MTA to byl
ptiznak S(1,0)SumAverg (zména 20%); v MS S(0,1)InvDfMom (zména 20%) a v MG
Perc50% (zména 11%).

V piipadé druhého pacienta, ktery trpél dystrofii, analyza textury T1 obrazu
prokézala ptiblizeni texturni charakteristiky kontrolnim hodnotdm. V tomto ptipadé vSak
nedoslo ke shodé sradiologickym hodnocenim, radiologicky zavér byla progrese
onemocnéni. Tento radiologicky zavér vSak byl proveden na zaklad€¢ inspekce T2
vazenych obrazi, v T1 vazenych obrazech nebyla pozorovdana zadna zmeéna. Tento
vysledek ukazuje, Ze k ziskdni komplexnéj$i informace o svalovém postizeni by bylo

vhodné provadét texturni analyzu jak z T1, tak i z T2 véazenych obrazli, nebot’ v tomto
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ptipad¢ se pravdépodobnd progrese onemocnéni projevila pouze zménou T2 vazeného

obrazu.
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Obr. 4.9 Ukazka sledovani Casového vyvoje textury svalu (opakované& méfeni pacienti ze skupiny

DifP4). A: prvni méfeni pacienta €. 1; B: kontrolni méfeni po jednom roce; C: prvni méfeni pacienta
&. 2; D: kontrolni méfeni po jednom roce; = DifP1; & DifP2; #® DifP3; & DifP4; ® opakované

vySetfeni pacienti.

4.1.5 Zavér

Vysledky této studie prokazuji dobrou korelaci TA a radiologického hodnoceni MR
obrazi. Ov¢rili jsme, ze vicerozmérné statistické techniky (PCA) umoziuji vyuzit
komplexni texturni informaci k hodnoceni stupné patologického postizeni svall. Prokazali
jsme, ze analyzu textury ve spojeni s PCA lze tspé$né pouzit ke klasifikaci patologického

postizeni Iytkovych svali.
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4.2 Kvantifikace intramyocelularnich lipidi z MR spekter
mérenych pri 1,5 T a 3 T a vyhodnocenych pomoci techniky
LCModel

4.2.1 Uvod

Protonova spektroskopie se v poslednich letech zacala vyuzivat k vySetfovani
metabolismu kosterniho svalu, a to zejména diky moznosti studia intramyoceluldrnich
lipidd (IMCL). Prvni studii, kde byly kompletné¢ identifikovany signaly lipidové casti
protonového spektra, byla prace autori Schick et al. (72). Od té doby byla provedena fada
metodickych a klinickych studii, které prokazaly souvislost mezi hladinami IMCL a trovni
insulinové senzitivity (83,'%,'"). V téchto studiich byla pro méfeni spekter v naprosté
vetsing pripadi pouzita technika kratkého TE (10-50 ms) a pro kvantifikaci IMCL byl
pouzit signal CH, skupiny rezonujici na chemickém posunu pfiblizné 1,5 ppm. Intenzita
signalu IMCL byla vétSinou vztazena k intenzité piku kreatinu jakoZzto interniho standardu.

Nevyhodou techniky kratkého TE je vSak pfitomnost rezonanci s velkou
polosiikou, které pochazeji z lipidovych slozek s kratkym relaxa¢nim ¢asem T2. Takovéto
spektrum pak obsahuje velké mnozstvi navzajem se prekryvajicich rezonanci s nejasnym
tvarem Cary a neumoznuje presnou nezavislou kvantifikaci hlavnich lipidovych slozek.
Tyto Siroké signaly jsou pfitomny ve spektru pfedevSim v oblasti 2,1 ppm, ale téZ v oblasti
0,8-1,0 ppm.

Prvni technika vyuZivajici automatické zpracovani protonovych spekter svalu a
vyhodnoceni koncentraci EMCL a IMCL byla publikovana autory Boesch et al. (76).
V této studii bylo pouzito fitovaci techniky TDFDFIT (') (time domain, frequency
domain fitting). Tato technika analyzuje signal ve dvou krocich. V ¢asové doméné jsou
vypocteny zakladni parametry fitované kiivky. Tyto parametry jsou pak pouzity jako
pocateCni podminky pti fitovani spektra ve frekvencni doméné. Pro ziskani cistych
modelovych spekter IMCL a EMCL byla pouzita technika diferenc¢nich spekter: Byla
naméfena skupina spekter sriznym zastoupenim EMCL a IMCL, po spravném
naskalovani byla spektra od sebe navzdjem odectena, a tak byla ziskdna spektra Cistych
EMCL a IMCL. Ve vySe uvedené studii byla prakticky ovéfena zavislost chemického
posunu EMCL na orientaci svalovych vldken vii¢i magnetickému poli a podano objasnéni
tohoto jevu na zakladé BMS efektu. K méteni spekter byla pouzita sekvence s kratkym TE
(20 ms), ziskana spektra tedy obsahovala §Siroké signaly z oblasti 1,5-2,5 ppm. Signaly CH,
a CHj; skupiny nebyly ve spektrech dostatecné oddéleny, proto nebylo mozno fitovat CH, a
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CHj; skupiny lipidli nezavisle — v technice pouzité ve vyse uvedené studii je pomér CH, a
CHj; skupin lipidd pfi fitovani fixné stanoven.

Nova verze 6.1 analytického softwaru LCModel ('*) poskytuje plné simulovanou
bazi modelovych spekter pro kvantifikaci IMCL a EMCL, pomoci které je mozno
nezavisle vyhodnocovat CH, a CH; skupiny. Tato modelovd béaze spekter byla
optimalizovana pro zpracovani spekter naméfenych pomoci kratkého TE. Chyba
vyhodnoceni CHj; koncentraci je u téchto spekter vysoké diky velkému ptekryvu pikt, tuto
skutecnost zminuje i1 autor softwaru v jeho manudlu. Dosud jediné pouziti LCModelu ke
kvantifikaci IMCL bylo publikovano autory Torriani et al. (***), kde byla studovana
reprodukovatelnost kvantifikace IMCL pfi vyhodnoceni softwarem LCModel a jMRUI
(). Vzhledem k pouziti kratkého TE (25 ms) bylo ke kvantifikaci a stanoveni
reprodukovatelnosti uzito pouze CH, signalt.

Jiz ve studii (72) bylo zjisténo, ze lepsiho oddéleni CH, a CHj; slozek lipida ve
spektru 1ze dosdhnout pifi pouziti dlouhého TE. Tato skuteCnost je pravdépodobné
zpusobena tim, ze CH, komponenty IMCL a EMCL se skladaji z vice slozek s rozdilnymi
T2 relaxacnimi Casy. Lepsi odd¢€leni jednotlivych slozek se dosahne pii delSim TE, nebot’
slozky s kratsSim T2 a vétsi polositkou jsou pti dlouhém TE jiz relaxovany a nepfispivaji do
signalu. Ackoliv autofi Misra et al. a Jagannathan et al. ('%,'”") ve svych studiich téz
zminili, ze lepsiho oddéleni lipidovych piku lze dosdhnout pouzitim dlouhého TE, dle
nasich poznatkii zatim nebyla provedena zadna studie, kterd by ptfimo kvantifikovala CH, a
CH; komponenty lipidli nezévisle.

Autofi Szczepaniak et al. (62) se zabyvaji problematikou vlivu slozeni lipidovych
fetézcli na presnost kvantifikace IMCL. Konstatuji, ze velikost CH, signalu lipida je
ovlivnéna délkou fetézce a poctem dvojnych vazeb, a proto piesnéjsi technikou stanoveni
koncentrace IMCL je kvantifikace pomoci CH; signald. Autofi vSak uzaviraji, Ze na bézné
dostupnych pfistrojich s magnetickou indukci 1,5 T neni mozno provést nezavislou a
samostatnou kvantifikaci CHj signalt IMCL.

Jednou z moznosti, jak zlepSit kvalitu spektra, je méfeni pfi vysSich hodnotach
magnetické indukce By. Tyto techniky umozni ziskat spektrum s vyS$Sim pomérem
signal/Sum a s lep$im oddélenim spektralnich pikti (zejména IMCL a EMCL) diky vétSimu
rozdilu v chemickych posunech. Nevyhodou technik vysSiho B, je zvySeni lokalni
nehomogenity pole, coz vede ke zkraceni T2* relaxacniho Casu. Navic dochazi i1 ke
zkraceni T2 a prodlouzeni T1 relaxacniho ¢asu. Dusledkem téchto jevil je rozsifeni pika ve

spektru a téz saturace signalu, kterd si vynucuje prodlouzeni TR pii méfeni. Z té€chto
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diivodu je nutné prokazat, jaky je skuteny piinos vysSich B, na kvalitu spekter a presnost
mefeni EMCL a IMCL.

NaSe studie se zabyva moznosti uplatnéni techniky dlouhého TE k lepSimu
oddéleni lipidovych slozek ve spektru a moznosti pouziti techniky LCModel k nezavislé
kvantifikaci CH, a CH; signali IMCL. Provedli jsme porovnani raznych spektralnich bazi
pro zpracovani dat technikou LCModel. Déle jsme ov¢étili opakovatelnost stanoveni IMCL
touto metodikou. Porovnali jsme piesnost vysledkii a kvalitu spekter namétenych za

podminek magnetické indukce 1,5 Ta3 T.

4.2.2 Metodika
Cely experiment se skladal ze dvou nezavislych protokoli méteni na pfistrojich

s magnetickou indukci 1,5 T a 3 T, které budou popsany samostatné.

4.2.2.1 Méreni na 1,5 T tomografu

Celkové jsme na 1,5 T tomografu méfili 26 subjektd (10 zdravych kontrol a
16 pacientl s diabetem). U vSech subjektli byla stanovena mira nadvahy (body mass index
— BMI) jakozto dillezity parametr figurujici v kvantifikaci lipidd a insulinové senzitivity.

Tento parametr je vypocten jako
BMI = Viaha/(vyska v metrech)? [4.1]

Subjekty s nedostatecnou separaci EMCL/IMCL signali ve spektru byly vyfazeny z dalsi
studie. Spatna kvalita spekter byla zpisobena nejéastéji masivni pievahou EMCL signalu
ve spektru, coz zpusobilo piekryv signidlu IMCL a nemoznost jeho fitovani. Tato situace
byva nejcastéji pozorovana pii obezité nebo v pocatecnich stadiich tukové degenerace
svalu. V téchto situacich jsme se pokouseli zmensit objem VOI, abychom se efektivnéji
vyhnuli svalovym septiim, kterd obsahuji tukovou tkéi, nicméné v nékterych ptipadech ani
toto opatfeni nevedlo kuspokojivému snizeni EMCL signdlu, pfipadné doslo
k netinosnému snizeni poméru signal/Sum.

Kvalitni data se nam podafilo ziskat u 8 zdravych dobrovolnikii ve véku 3248 let
(BMI 25,0+1,7 kg/m*) a u 11 pacientii s diabetem mellitem 2. typu (vék 52+6 let, BMI
30,9+2,3 kg/m?). Ve skupiné diabetickych pacientl byl jeden 1éGen dietou, 7 pacientli bralo
peroralni antidiabetika (PAD) a tfi z pacienti brali pravidelné insulin. Primérné trvani
diabetu bylo 12+7 let. U zdravych dobrovolnikii byla normalni glukové tolerance

potvrzena ordlnim glukosovym tolerancnim testem. U vSech zdravych dobrovolniki
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au 5 diabetickych pacienti byla pfimo naméfena insulinova senzitivita pomoci
euglykemického (5 mmol/l) hyperinsulinemického clampu, ktery trval 5 hodin a byl
proveden pomoci metodiky, popsané v publikaci autort DeFronzo et al. ('**). U¢inek
insulinu (insulinova senzitivita) byl hodnocen dle dvou parametrli: spotieba glukosy béhem
hyperinsulinového euglykemického clampu (parametr M) a metabolicka clearance glukosy
(parametr MCR). VSechna MR méfeni byla provedena na lacno. VSichni dobrovolnici a
pacienti byli sezndmeni s uCelem a postupem vySetieni a dali s experimentem pisemny
informovany souhlas. Cely protokol byl schvalen etickou komisi.

Me¢teni jsme provedli na klinickém MR pfistroji Siemens Magnetom Vision,
pracujicim pfi magnetické indukci B,=1,5T. Mé&feni protonovou spektroskopii byla
provedena z pravého lytka ze svalu m. tibialis anterior. K méfeni byla pouzita standardni
cirkuldrné polarizovana hlavova civka. K spravnému oddéleni IMCL a EMCL ve spektru
je dulezité, aby svalova vldkna byla orientovana paraleln¢ ke sméru magnetické indukce.
Paralelni uspofadani vldken bylo ovéfeno na tvodnim obrazku (scoutu) a v piipadé
nevyhovujici orientace bylo provedeno nové umisténi lytka pacienta v pfistroji tak, aby
bylo dosazeno co nejptesnéjsi paralelni orientace. K presné lokalizaci mista méteni spekter
byly nejprve naméfeny T1 vazené obrazy v transverzalni orientaci napfic¢ lytkem. Méfeni
jsme provedli s nasledujicimi parametry métici sekvence: TR/TE = 500/12 ms, 1 akvizice,
FOV 200 mm, matice 256x256, tloustka fezu 6 mm.

Voxel spektroskopického méfeni byl umistén do m. tibialis anterior tak, aby
obsahoval co nejméné tukovych sept a cév. Zaroven byl umistén v dostatecné vzdalenosti
od podkozniho tuku. Toto opatieni ma za cil snizit obsah EMCL ve voxelu na minimum,
nebot’ tyto lipidy maji fddoveé vyssi koncentrace a tudiz jejich kontaminace ve spektru
muze zpusobit prekryti signdlt IMCL a znemoznit ptesnou kvantifikaci. Nastaveni lokalni
homogenity pole B, pomoci technik globalniho a lokalniho shimu (') bylo provedeno
automatickou technikou dodanou vyrobcem pfistroje. PoloSitka nepotlaceného signalu
vody, indikujici kvalitu homogenity pole, se pohybovala kolem hodnoty 12 Hz. Pro
naméteni lokalizovanych protonovych spekter z vybrané oblasti jsme pouzili lokaliza¢ni
techniku PRESS (''?) s nasledujicimi parametry méfeni: TR/TE = 2000/270 ms, spektralni
Sitka pasma 1000 Hz. Potlaceni signalu vody jsme provedli jednim chemicky selektivnim
(chemical shift selective - CHESS) pulsem, ktery byl nastaven na frekvenci vody. Ve
vétSing piipadl jsme nejprve naméfili orientacni spektrum s menSim mnoZstvim akvizic,
abychom se presvédcili o kvalité¢ naméteného spektra, tj. o kvalité separace EMCL a IMCL

signall. Podle vysledku orienta¢niho spektra byla optimalizovana velikost voxelu,
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ptipadné provedena nova lokalizace a opakovany shim. Objem voxelu se pohyboval v
rozmezi 2,9-12,0 ml. Finalni spektra jsme vétSinou méfili s 256 akvizicemi (coZ odpovida
akviziénimu Casu piiblizn¢ 8 minut), v nékolika piipadech, kdy byla velikost voxelu mensi,
bylo pouzito 384 akvizic (12 minut) kvili kompenzaci poméru signal/Sum. U velmi
kvalitnich spekter (malé mnozstvi EMCL, které¢ dovolilo méfit z velkého objemu) bylo 128
akvizic (4 minuty) dostacujici.

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti méfeni jsme u 7 subjektii provedli v jednom
sezeni 3 naslednd opakovand méfeni se stejnymi parametry méfici sekvence, shimu a
stejnou lokalizaci voxelu (bez vytazeni subjektu z magnetu). Opakované méfeni jsme
provadéli bez vytazeni pacienta z magnetu. Celkové trvani protokolu (v€etné opakovanych
meéfeni pro reprodukovatelnost) bylo piiblizné 50 minut. bychom porovnali vysledky
méfeni a vyhodnoceni za podminek dlouhého a kratkého TE, naméfili jsme 4 subjekty téz
kratkym TE pomoci lokaliza¢ni techniky STEAM. Parametry méteni byly néasledujici: TR/
TE/TM = 2000/10/15 ms, 128 nebo 256 akvizic, objem voxelu 3,4-6,8 ml. Potla¢eni vody
jsme docilili aplikaci 3 naslednych CHESS pulst s polositkou 60Hz.

4.2.2.2 Méreni na 3 T tomografu

V této Casti studie jsme naméfili 6 zdravych dobrovolnikit ve véku 30£5 let. Tito
dobrovolnici nepodstoupili zadna laboratorni vySetfeni, protoze vysledky slouzily pouze
k porovnani kvality spekter namétenych pii 1,5T a 3T, ne k porovnani intenzit
intramyoceluldrnich lipid u insulin-senzitivnich a insulin-rezistentnich subjektt. Méfeni
jsme provedli na spolupracujicim pracovisti Experimentalniho MR centralniho nervového
systému univerzity Tuebingen na klinickém MR pfistroji Siemens Magnetom Trio, ktery
pracuje pii magnetické indukci 3 T. Méfeni byla provedena ve specialni koncetinové civce
designu ptaci klece (birdcage). Parametry spektroskopické lokalizované single voxel
PRESS sekvence byly nastaveny tak, aby byly co nejvice podobné parametriim pouzitym
na 1,5T tomografu. Jediny parametr, ktery jsme museli zménit, byla spektralni Siika
pasma — byla zvySena na 1200 Hz, aby diky lepSimu spektralnimu rozliSeni pii 3 T
nepiesahly signaly okraj spektra. Nastaveni homogenity pole bylo provedeno automaticky
s pouzitim komeréné dostupného protokolu, zaloZzeného na mapovani homogenity pole.
Objem méieného voxelu byl mezi 5,1-12,6 ml. U vSech subjekti jsme provedli méfeni
tiikrat za sebou (bez vytazeni subjektu z magnetu) pro urceni opakovatelnosti. Pro
porovnani spekter méfenych kratkym a dlouhym TE na 3 T jsme navic u 3 subjektt

naméfili spektra technikou PRESS s TR/TE = 2000/30 ms, 64 akvizic.
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Celkové trvani meéficiho protokolu bylo piiblizné 40 minut. Subjekty byly

informovany o ucelu a principu vysetieni a podepsaly informovany souhlas.

4.2.2.3 Vyhodnoceni spekter
Pro vyhodnoceni spekter namétenych metodou dlouhého TE jsme pouzili techniku

LCModel s dvéma typy bazi:
1. Technika LCModel verze 6.1 s komeréné dostupnou bazi muscle-1.

Tato baze byla vyvinuta autorem softwaru a optimalizovana pro pouziti na
spektrech naméfenych kratkym TE. Je tvofena plné¢ simulovanymi piky. Vzhledem k
variabilnimu tvaru spektralni ¢ary lipida pii kratkém TE je fitovani CH, piki EMCL a
IMCL provedeno vzdy smeési 4 piki. Nastaveni parametrti fitu bylo téz vyrobcem
optimalizovano pro pouziti na svalovych spektrech, avSak detailni informace, jaka
konkrétni nastaveni byla provedena, nebyla vyrobcem poskytnuta. Tuto bazi jsme ve
spolupraci s autorem softwaru mirné upravili pro pouziti na spektrech naméfenych
dlouhym TE tak, Ze byl pfidan do baze dodate¢ny uzky pik nachézejici se na 2,1 ppm

(tento pik bude podrobn¢ji diskutovan nize).
2. Vytvotili jsme vlastni (home-made) bazi pro vyhodnoceni spekter.

Tato baze byla vytvoiena jako smés in vitro namétrenych pikt cholinu a kreatinu a
simulovanych piki EMCL CH,, IMCL CH,, EMCL_CH; a IMCL_CHj. Podle instrukci
v manudlu k softwaru LCModel (103) jsme namichali roztoky sloucenin cholinu a
kreatinu, spolu smarkery TSPS (kyselina 3-(trimethylsilyl)-1-propan-sulfonovd) a
kyselinou mravenci. Signaly téchto markert slouzi jednak jako reference pro uréeni pozice
0 ppm ve spektru, dale slouzi k automatické fazové korekci bazového spektra a konecné
jsou uzity pro Skalovani koncentraci mezi jednotlivymi bazovymi spektry. Pro
dlouhodobou stabilitu fantomu jako prevence biologické degradace roztoku bylo pfidano
malé mnozstvi NaN;. Z technickych divodi byl pfi 3 T méfen pouze roztok kreatinu.
Signaly lipidit byly pln¢ simulovany LCModelem. Chemické posuny & jednotlivych
lipidovych piki byly nastaveny podle publikace (76) nasledovné: EMCL CH, — 1,49 ppm;
IMCL _CH,; - 1,28 ppm; EMCL CHj; — 1,07 ppm; IMCL_CHj; — 0,885 ppm. I kdyZ jsme
pouzili k méfeni dlouhého TE, spektra stale obsahovala nyni jiz malo intenzivni, ale piesto

patrné komponenty s kratkym T2 relaxaénim casem. Objevovaly se pii 1,5 T jako nizky,
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velmi Siroky pik v oblasti chemického posunu pfiblizné 2,1 ppm a pii 3 T jako dva Siroké
piky v oblasti 2,1 a 2,5 ppm. Pro zlepSeni piesnosti fitu jsme tyto komponenty téz zahrnuli
do simulované baze, ale nezabyvali jsme se studiem jejich intenzit. Déle jsme pozorovali u
nékolika subjektt (pfi 1,5T 1 pii 3T) Gzky pik v oblasti 2,1 ppm. Tento pik
(pravdépodobné acetylovd skupina acetylkarnitinu, viz nize) jsme téz zahrnuli do
simulované baze. Variabilita chemického posunu jednotlivych bazovych pikii byla
nastavena podle toho, jak kvalitné jsou piky ve spektru oddéleny. Diky lepsi kvalité
spekter byla u spekter méfenych pii 3 T dovolena vétsi variabilita v porovnani se spektry
méfenymi pii 1,5 T.

Dalsi parametry, které¢ je tfeba zadat jako pocatecni a omezujici podminky pro
kazdy simulovany pik, jsou minimalni a ocekavana polosiika piku a smérodatnd odchylka
polositky piku, charakterizujici miru variability modelu (min_fwhm, exp_fwhm, SD_fwhm).
Abychom ziskali co nejlepsi nastaveni téchto parametrd pro simulovana spektra, provedli
jsme nasledujici experiment. Spektrum dobré kvality bylo opakované zpracovéano
LCModelem s ménicim se nastavenim exp fwhm a SD_fwhm. Pro kazdé SD_fwhm jsme
meénili exp_fwhm a sledovali jsme variabilitu vyslednych vypoctenych koncentraci (obr.
4.10).

90 T T T T T

80 b

50~ b

40F ,

30F b

20- 1

Variabilita vypoétené koncentrace (standardni odchylka v %)

001 0.05 01 0.15 02 0.25 0.3
Standardni odchylka polosiiky (SD_fwhm) [ppm]

Obr. 4.10 Ukazka postupu optimalniho nastaveni parametrl simulovanych pikl v home-made bazi

pro zpracovani spekter: zavislost variability vypoctené koncentrace IMCL_CH; na standardni

odchylce poloSitky (SD_fwhm) jakozto parametru simulovaného piku pro vypocet koncentrace

rutinou LCModel. Nalezenim prahu v grafu byla stanovena optimalni hodnota SD_fwhm.
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Pti piili§ nizkych SD_fwhm vysledna koncentrace vyrazné zavisela na nastaveni
exp_fwhm. Naslednym zvySovanim SD fwhm jsme nastavili optimalni prahovou hodnotu,
kdy vysledné koncentrace jiz nezavisely na exp fwhm a zaroven byla zachovéna stabilita
modelu. Nasledné¢ byly parametry exp fwhm a min _fwhm nastaveny na zakladé
manudlniho fitovani vSech spekter pomoci standardniho spektroskopického softwaru
Siemens Numaris (''') a jJMRUI (105). Data nebyla pii vyhodnocovani apodizovéana, aby
byla zachovana informace o polosifce signali. Konecné optimalizované nastaveni
parametrl simulovanych pikl je zobrazeno v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1 Konec¢né nastaveni parametrd simulovanych pikl v home-made bazi pro vypocet

koncentraci rutinou LCModel. Narrow 2,1: acetylkarnitin; Broad 2,1, Broad 2,4: vodiky
—CO-CHz— a —CH=CH—CH2z— skupiny lipid{; 6: chemicky posun; SD: standardni odchylka.

) SD 6 min_fwhm | exp fwhm SD_fwhm
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
EMCL CH, 1,49 0,05 0,1 0,16 0,1
IMCL _CH, 1,28 0,05 0,07 0,11 0,1
15T EMCL_CH; 1,07 0,05 0,06 0,126 0,1
’ IMCL CH; 0,885 0,05 0,05 0,1 0,1
Narrow 2,1 2,1 0,05 0,05 0,1 0,1
Broad 2,1 2,1 0,1 0,2 0,4 0,5
EMCL CH, 1,49 0,1 0,08 0,15 0,15
IMCL _CH, 1,28 0,1 0,03 0,07 0,15
EMCL_CH; 1,07 0,1 0,08 0,15 0,15
3T | IMCL CH; 0,885 0,1 0,03 0,08 0,15
Narrow 2,1 2,1 0,05 0,05 0,1 0,1
Broad 2,1 2,1 0,1 0,1 0,2 0,15
Broad 2,4 2,4 0,1 0,1 0,2 0,15

Analyza spektra byla provedena v rozsahu 6 = 0,2-3,8 ppm u home-made béaze a
0,2-3,7 ppm u muscle-1 baze. Fitovani CH, signélu kreatinu na 3,9 ppm nebylo provadéno
ani v jedné z bazi, nebot’ v obou skupinach kreatinu se projevuje efekt dipolarni interakce,
jenz se vyznaluje roz$tépenim pikd ve spektru (''?). Efekt Sté€peni zavisi na orientaci
svalového vldkna vii¢i magnetickému poli. Signal CH, skupiny kreatinu na 3,9 ppm je diky
efektu dipolarni interakce rozstépen na dublet, zatimco signal CH; skupiny na 3,0 ppm je
roz§tépen na triplet s nezménénym chemickym posunem centralniho piku. Efekt $tépeni
CHs; skupiny je navic slabsi. Dal§im divodem, pro¢ bylo upusténo od fitovani CH, signalu

kreatinu je rozdil mezi T2 relaxa¢nim ¢asem CH, a CHj; signdll in vivo a in vitro. Diky
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krat$i hodnoté T2 je CH, signal pii métenich s dlouhym TE témét relaxovan a ve spektru
je pak patrny pouze signal CHs. Z diivod piesnosti kvantifikace koncentrace kreatinu neni
signal ,,problematického* CH, piku fitovan. MoZna nepfesnost stanoveni koncentrace,
kterd je dana zanedbanim vlivu dipolarni interakce u CHj signélu kreatinu v home-made
bazi, nema vyznamny vliv na hlavni cil studie - ur¢eni koncentraci IMCL a EMCL.

K omezeni fluktuace zakladni cary jsme v LCModelu pouzili ,,piepinac*
VITRO =T (103), nebot’ pfi dlouhém TE jsme neocekavali ve spektru zadné dalsi signaly
s kratkym T2 relaxa¢nim Casem a toto nastaveni davalo stabilnéjsi vysledky. Spektra, u
kterych nebylo dosazeno uspokojivé separace EMCL a IMCL (bud diky S$patné
homogenité pole, nebo diky kontaminaci vysokym signalem EMCL), jsme vyftadili z dalsi
analyzy. Vypoctené intenzity pikli jsme korigovali na pocet protonti v danych chemickych
skupinach, aby ziskané hodnoty odpovidaly koncentracim CH, a CH; skupin v arbitrarnich
jednotkach. Tyto koncentrace jsme normalizovali vicéi koncentraci kreatinu jakozto
relativné stabilniho interniho standardu.

Ke statistickému porovnani kontrol a pacientl jsme pouzili deskriptivni statistiky a
standardnich F-testl a t-testli. Pro porovnani vysledku fitu s pouZitim obou bazi u kontrol a
pacientli jsme pouzili analyzu rozptylu s analyzou kontrastu (ANOVA). Opakovatelnosti
vysledki vyhodnoceni spekter naméfenych na 1,5 T a 3 T tomografu jsme vyhodnotili téz

s pouzitim analyzy rozptylu.

4.2.3 Vysledky

Insulinovd rezistence byla potvrzena u vSech pacienti: spotieba glukosy

10,300, vs. 8,/%x1,4 mgkg .min"; p <0, a metabolicka clearance glukosy
M: 6,30+0,85 8,7x1,4 kg'.min" 0,01 bolicka cl luk

(MCR: 6,7+1,7 vs. 10,2+2.2 ml.kg".min™"; p <0,001) byly signifikantn& niz$i u diabetika

v porovnani se zdravymi kontrolami.
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Obr. 4.11 (a) Typické spektrum m. tibialis anterior méfené pfi B, = 1,5 T s dlouhym TE =270 ms.
Je vidét, Ze se piky od sebe separuji lépe neZ v pfipadé kratkého TE. A: IMCL_CHs; B:
EMCL_CHjs; C: IMCL_CH,; D: EMCL_CH,; E: acetylkarnitin; F,G: kreatin; H: trimethylaminova
skupina cholinu/karnitinu. (b) Typické spektrum m. tibialis anterior méfené pfi Bo = 1,5 T s kratkym
TE =10 ms. V porovnani se spektrem méfenym s dlouhym TE je patrny lepSi pomér signal/Sum,
horSi separace piki a kontaminace Sirokymi piky s komplikovanym tvarem ¢ary z oblasti kolem 2,1
ppm. A: IMCL_CHs;; B: EMCL_CHs; C: IMCL_CH.,; D: EMCL_CH E: Siroké signaly
—CH=CH-CH>- a —CO-CH._- skupin; F,G: kreatin; H: trimethylaminovéa skupina cholinu/karnitinu.

Ukéazka spektra dobré kvality, naméfeného pii By=1,5T spouzitim PRESS
sekvence s TE =270 ms, je zobrazena na obr. 4.11a. Pro porovndni je na obr. 4.11b
zobrazeno spektrum ze stejného voxelu naméfené s kratkym TE. Vidime, ze v pripadé
kratkého TE je oddéleni signalit EMCL CH; a IMCL CHj; vyrazné horsi. Pfi dlouhém TE
pozorujeme ve spektru v oblasti 0,2-3,8 ppm mensi mnozstvi signdli. V oblasti 3 ppm
vidime uzky pik, ktery ptislusi CH; skupiné kreatinu. V oblasti 0,8-1,6 ppm vidime
komplex pomérné dobfe rozlidenych lipidovych signali. Sirokd komponenta, kterd
TE dominuje v oblasti kolem 2,1 ppm, je ve spektru méfeném s dlouhym TE
minimalizovana a pfispiva pouze jako zékladni ¢ara (baseline).

U tfech pacientl a jednoho zdravého dobrovolnika jsme pozorovali napadny tzky
pik v oblasti cca 2,1 ppm (obr. 4.12). Tento pik miizeme na zdklad¢ studie autori Kreis et

al. (89) pritadit acetylové skupiné¢ acetylkarnitinu.
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Obr. 412 Spektrum zm. tibialis anterior méfené pfi Bo,=15T sTE=270ms. V oblasti
0 =2,1 ppm je patrny vyrazny pik acetylkarnitinu (oznacen jako E). Vysvétlivky znacek viz obr.
4.11.

Typicky vysledek analyzy spekter méfenych pii By=1,5T a zpracovanych

programem LCModel je uveden na obr. 4.13-4.15.

5

' | | | | ' ' Cone. %8D /cr Matabolite
I TR | R 0.256 19%  0.095 Cho
i : l TR ‘ [P 2.702 6% 1.000 Cr
Ll “, ML T 24,321 48,002 caz =
AR ALART IR { ‘ 4.921 11% 1.821 CH2 I
I o 3 3.814 14% 1.412 CH3 E

i

0.947 23% 0.351 CH3 I
18.822 46% 6.967 broad
0.909 33% 0.336 narrow

DIAGNOSTICS
12 info's RFALST 11
2 info's RFALSI 4

MISCELLANEOUS OUTPUT

FWHM = 0.069 ppm S/N =10
Data shift = 0,138 ppm
Ph:-132 deg -8 deg/ppm

INPUT CHANGES
vitro= T
shifnx= 0.05 0.05
shifnn= -0.05 -0.05
ppmst= 3.8
ppmend= 0.2
nusel= 5
nunfil= 1024
nsimul= 6
nomit= 4
hzpppm= 6.36260+01
dows= F
doecc= F
dgppmx= 30
dgppan= -30
deltat= 1.000e-03
chusel= 'cr', 'CH2_E', 'CH2_1', 'C
H3_E', 'CH3_I'
chsimu(6)= "marrow 2_1 & 2.1 +- 0.
05 FWHM= 0.05 < 0.1 +=- 0.1 AMP=1
)
chsimu(5)= "broad 2 1 @ 2.1 +- 0.1
FWHM= 0.2 < 0.4 +- 0.5 AMP=1"
Cheimu(4)= "CH3_I @ 0.885 +- 0.05
o T S T N T S TR T | FWHM= 0.05 < 0.1 - 0.1 AMP=3'
38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 18 14 12 10 080 060 040 020 chsimu(3)= 'CH3 E € 1.07 +- 0.05 F
Chernical Shift (opm) WHM= 0.06 < 0.126 +- 0.1 AMP=3'
chsimu(2)= "CH2_T € 1.28 +- 0.05 F
WHM= 0.07 < 0.11 +- 0.1 AMP=2"'

Obr. 4.13 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum méfené pfi B,=1,5T

s TE = 270 ms a zpracovené s pouzitim baze home-made.
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Conc. %$D /Cr2+Cr Metabolite
13.546 11% 4.59%4 El5a
0.000 939% 0.000 E15b
0.000 999% 0.000 E15c
9.357 13% 3.173 E15d
2.534 32% 0.859 Il3a
0.000 859% 0.000 I13b
0.000 999%  0.000 I13c
3.233 15% 1.096 Il3a
2,929 8% 0.993 E11
1,101 13% 0.374 109
3.520 42% 1.194 E23
5,212 29% 1.767 121
0.000 999%  0.000 cr28a
0.000 859% 0.000 cr28b
0.000 939% 0.000 cr2Bc
0.000 999%  0.000 cr28d
0.000 839% 0.000 cr28e
0.059 67% 0.020 chol
0.161 26% 0.055 cho2
3.78E-03 999% 1.3E-03 cho3l
0.126 32% 0.043 cho4
0.000 999%  0.000 Crl
2.949 6% 1.000 Cr2
0.120 144%  0.041 taul
0.000 999% 0.000 tau2
0.177 94% 0.060 taul
0.000 899% 0.000 taud
0.036 465%  0.012 tau5
0.921 48% 0.312 at213
0.000 939% 0.000 cr28e+cr28d+c
0.349 17% 0.118 chod+cho3+cho
0.334 101% 0.113 tauS+taud+tau
2,949 6% 1.000 Cr2+Crl
22,903 3% 7.767 E15d+E15c+E15
5.766 8% 1.955 I13d+I13c+I13
DIAGNOSTICS
5 info's RFALSI 11
1 info RFALSI 4
MISCELLANEOUS OUTPUT
FWEM = 0.023 ppm s/N= 9
Data shift = 0.138 ppm
Ph:-164 deg -17 deg/ppm

Chemical Shift (ppm) INPUT CHANGES

Obr. 4.14 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum méfené pfi B,=1,5T
s TE = 270 ms a zpracovené s pouzitim baze muscle-1.

«Q
m— Cons. $%BD /Cr24Cr Metabolite
3 218,305 3% 14.313 E15a
N 0.000 999% 0.000 E15b
0.000 999% 0.000 El5¢c
53.362 10% 3.499 E15d
5.555 116% 0.364 Il3a
0.000 999% 0.000 Il3b
41,738 16% 2,736 I13c
0.470 568% 0.031 I13d
17.182 7%  1.126 E11
5.998 11% 0.393 109
67.670 108  4.437 E23
63.141 9%  4.140 121
0.970 31%  0.064 cr2sa
1.790 20% 0.117 cx28b
1.152 28% 0.076 cr28c
0.183 160%  0.012 cr28d
0.000 999% 0.000 cr28e
1.049 128  0.069 ahol
1.165 11%  0.076 choz
1.712 9%  0.112 cho3
2,198 7% 0.144 cho4d
0.000 999%  0.000 Crl
15,283 4%  1.000 cr2
0.000 999% 0.000 taul
0.012 999% 8,2E-04 tau2
2.948 17%  0.193 tau3
0.062 665% 4.0E-03 tau4
0.966 44%  0.063 taus
1.196 78% 0.078 at213
4.095 13% 0.269 or28e+cr2Bd+e
6.123 3%  0.401 chod+cho3tcho
3.988 19%  0.261 tauS+taudttau
15.253 4%  1.000 Cr2+cri
271,667 2% 17.811 E15d+E15c+E1S
47.763 5% 3.131 T13d+I13c+I13
NO
OUTPUT
LoV | FREM = 0.023 ppm S/N = 46
Do n e h | paa spift = 0,115 ppm
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 T T T T T T T T P -
38 38 34 32 80 28 26 24 22 20 18 18 14 12 10 080 08B0 040 o02pni 5% deg 15 deg/ppn
Chemical Shift (ppm) INPUT CHANGES

Obr. 4.15 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum méfené pfi B,=1,5T

s TE = 10 ms a zpracovené s pouzitim baze muscle-1.
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Tabulka 4.2 Opakovatelnost stanoveni koncentraci metabolitl pfi Bo=1,5Ta B, =3 T.

1,5T(n=7) 3T(n=5)
Home-made Muscle-1 Home-made Muscle-1
IMCL_CH, 11% 10% 4% 4%
IMCL_CH; 18% 14% 7% 6%
IMCL_CH./IMCL_CH; 12% 10% 5% 5%

Opakovatelnost stanoveni koncentrace IMCL (pocet subjekti 7) vypoctena
z vysledkil ziskanych pouzitim muscle-1 baze pti 1,5 T byla o néco lepsi nez v ptipade
home-made baze (tabulka 4.2). Analyza rozptylu vSak signifikanci rozdilu v rozptylech
neprokazala. Porovnani hodnot poméri IMCL CH,/Cr a IMCL CH;/Cr u kontrol
naméfenych pii 1,5 T a 3 T neprokézalo signifikantni rozdil vysledkt. Porovnani hodnot
namétenych pii 1,5 T a 3 T déle prokdzalo vyrazné lepsi (o cca 150 %) opakovatelnost pfi
3 T. ZlepsSeni presnosti kvantifikace pti 3 T je zptisobeno jednak lep$im odd€lenim piki ve
spektru, jednak lepSim pomérem signal/Sum. Na obr. 4.16 a 4.17 je vidét typické spektrum
namétené pii 3 T a zpracované LCModelem. Pro porovnani opét uvaddime na obr. 4.18
spektrum ziskané technikou kratkého TE u identického subjektu z identického voxelu.
Stejné jako pfi 1,5 T vidime vyrazné lepsi pomér signal/Sum, avSak horsi separaci pik.

5
o

Conc. &SD /cx Metabolite
0.950 3% 1.000 Cr

10.557 1% 11,114 CH2 E
2.534 3%  2.668 CH2 I
1.944 4% 2.047 CH3 E
0.463 9% 0.487 CHY I
0.755 28% 0.795 broad_
0.495 12%  0.521 narrow
1.185 17% 1.247 broad

10

DIAGNOSTICS
1 info MYBASI 2
1 warning STARTV 5
1 info STARTV 20
1 info RFALSI 12
MISCELTANEOUS OUTEUT
FWHM = 0.052 ppm S/N =23

Data shift = 0.086 ppm
Ph: 137 deg 13 deg/ppm

INPUT CHANGES
chsimi(1)= 'CH2_ E @ 1.49 +- 0.1 FW
HM= 0.0B < 0.15 +- 0.15 AMP=2"
chsimu(2)= "CH2 I @ 1.28 += 0.1 FW
M= 0.03 < 0.07 +- 0.15 AMp=2"
chsimi(3)= 'CH3_E @ 1.07 +- 0.1 FW
HM= 0.0B < 0.15 += (0.15 AMP=3"'
chsimu(4)= "CH3_I @ 0.885 +- 0.1 F
WHM= 0.03 < 0.08 +- 0.15 AMP=3'
chsimu(5)= "broad_2_1 €& 2.1 +- 0.1
FWHM= 0.1 < 0.2 +- 0.15 AMpP=1"'
chsimu(6)= 'narrow 2 1 8 2.1 +- 0.

05 FWHM= 0.05 < 0.1 +- 0.1 AMP=1

chsimu(7)= "broad 2 4 & 2.4 +- 0.1
EWHM= 0.1 < 0.2 += 0.15 AMP=1'

chusel= 'Cr', 'CHZ_E‘, 'CHZ_I', c
H3 E', 'CH3 I'

deltat= 8.330e-04

dgppmn= =30

dgppmx= 30

echot= 270.00

f£ilbas= '/space/users/lem600/ansk/
basis_3T/ansk_270_basis3T_creati
ne_only.basis"

f f f f f f
38 38 34 32 3.0 2.3 26 24 22 20 1.8 1.6 14 12 10 080 060 040 0220
Chemical Shift (ppm}

Obr. 4.16 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum mérené pfi B,=3 T
s TE = 270 ms a zpracovené s pouZzitim baze home-made. V porovnani s vysledky pfi Bo,=1,5T je

chyba fitu (znadena jako %SD u seznamu koncentraci) vyrazné niZsi.
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Conc. %D /Cr2+Cr Mstabolite
0.464 3%  4.545 ElSa
0.000 999% 0,000 E15b
0.000 999%  0.000 El5c
0.347 2% 3.395 El5d
.30E-03 408% 0,042 T13a
0.000 999% 0,000 I13b
: 0.000 999%  0.000 I13c
Do b b s n b s | 04166 BY 1,627 I13d
oL s e b 0,166 3% 1,621 E11
0.032 5% 0.313 109
[ Lo 0.231 8% 2.265 E23
v 0.000 999%  0.000 121
2.07E-03 85% 0.020 cr28a
Lo 0.000 999%  0.000 cr28b
! |3.19E-08 57%  0.031 cr2sc
! ' |1.68E-03 117% 0.016 cr28d
2.96E-03 §2%  0.029 crz2ge
Lo 0.000 999%  0.000 chol
i\ |2.91x-03 19% 0.028 cho?
5.75B-03 10%  0.056 cho3
0.000 999%  0.000 chod
0.041 18% 0.397 Crl
0.062 14% 0.603 Cr2
0.012 20% 0.122 taul
P 0.000 939%  0.000 tam?
0.014 16% 0.139 tam3
©ob 00 |7.15E-03 32%  0.070 taud
[ 0.023 11%  0.227 taus
0.044 11% 0.428 at213
L0 0 1 11 |9.89E-03 33% 0.097 cr28e+cr28dic
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Obr. 4.17 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum méfené pfi B,=3 T

270 ms a zpracovené s pouzitim baze muscle-1.
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Obr. 4.18 Typicky vysledek analyzy spektra programem LCModel: Spektrum méfené pfi B,=3 T

s TE = 30 ms a zpracovené s pouZitim baze muscle-1. Je vidét, Ze pik acetylkarnitinu (~ 2,1 ppm)

je zcela prekryt signaly -CH=CH—CH,— a —-CO—CH.— skupin.

Vysledky porovnani insulin-rezistentnich a insulin-senzitivnich subjektd jsou

zobrazeny v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3 Porovnani koncentraci lipidG (normalizovanych vici koncentraci kreatinu) u kontrol a
pacientdl méfenych pfi Bo=1,5T. Hodnoty jsou vyjadfeny jako stfedni hodnota + standardni
1: IMCL_CHo,/Cr; 2: IMCL_CHGs/Cr; 3: (IMCL_CH,+IMCL_CH,)/Cr;
4: IMCL_CH2/IMCL_CHs; 5: EMCL_CH2/EMCL_CHs; p: hladina vyznamnosti pro signifikantni rozdil

mezi skupinami ve Studentové t-testu; hodnoty oznacené ' znamenaji statisticky vyznamny rozdil

odchylka.

mezi skupinami na hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Home-made Muscle-1
Cislo. Kontroly Pacienti p Kontroly Pacienti p
metabolitu
1 2,7+1,2 4,2+1,8 0,05 2,8+1,4 4,2+1,7 0,07
2 0,38+0,17 0,73+0,37 0,02 | 0,45+0,23 | 0,76+0,31 | 0,03
3 3,0+1,3 5,0+2,2 0,04 3,2+1,7 4,9+2,0 0,06
4 7,5+2,2 5,94+0,83 0,06 | 6,37+0,87 | 5,71+0,87 | 0,12
5 7,3+£2.,6 6,4+1,8 0,35 7,3+1,3 6,8+1,1 0,35

Porovnani vysledkli zpracovanych home-made bézi u kontrol a diabetickych

pacientl (s pouzitim t-testll) prokazalo statisticky vyznamny rozdil

IMCL CH,/Cr (p = 0,05), tak mezi IMCL CH;/Cr (p = 0,02). V ptipad¢ pouziti muscle-1

jak  mezi

baze byla separace kontrol a pacientli o néco horsi: rozdil v IMCL CH3/Cr byl statisticky
vyznamny (p = 0,03), avSak rozdil v IMCL CH,/Cr byl statisticky nevyznamny (p = 0,07).
S uzitim analyzy rozptylu s analyzou kontrastu jsme prokézali, Ze neni statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi bazemi. Zaroven tato analyza prokazala, ze existuje
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami kontrol a pacienti. Vzhledem k tomu, Ze takto
vyvinutd metodika nam umoznuje vyhodnocovat koncentrace CH, a CH; skupin lipidii
nezavisle, mohli jsme vyhodnotit a posoudit 1 parametr IMCL CH,/IMCL_CHs, ktery nam
podava informaci o slozeni lipidovych fetézci. Velikost poméru CH, a CH; koncentraci
zavisi jak na délce fetézce, tak i na poc¢tu dvojnych vazeb. Hodnota tohoto parametru byla
vy$$i u zdravych kontrol, nicméné rozdil nebyl statisticky vyznamny. Po korekci
koncentraci na T1 a T2 relaxa¢ni Casy jsme u zdravych kontrol dospéli k hodnoté
IMCL CH./IMCL CH;=41:1 pro home-made bazi a 36:1 pro muscle-1 bazi. V ptipadé¢
pacientl jsme ziskali pomér 36:1 pro home-made bazi a 32:1 s pouZzitim muscle-1 baze.
Jako vedlejsi vysledek lipidové analyzy jsme ud¢€lali porovnani parametru
EMCL CH,/EMCL_CHj; u kontrol a pacient. V tomto parametru jsme mezi kontrolami a

pacienty nenalezli statisticky vyznamny rozdil.

Experimentalni cast 91



4.2.4 Diskuze

Prokézali jsme, Ze pouziti dlouhého TE umoziiuje lepsi odd€leni lipidovych slozek
ve spektru. Divodem tohoto jevu je potladeni Sirokych signalt, které pochazeji
z metaboliti majicich kratky T2 relaxaéni cas. Navic dochazi 1 k zeslabeni intenzity
signalu CH, skupiny vic¢i signalu CH; skupiny diky kratSimu T2 relaxa¢nimu ¢asu CH,
skupiny v porovnani s CH; skupinou (72) (viceintenzivni CH, pik je potlacen vétsi mérou
nez mén¢ intenzivni pik CHj;). To vytvati lepsi podminky pro fitovani navziajem se
ptekryvajicich pikt. Tato spektra lze zpracovat technikou LCModel a s pomémé dobrou
opakovatelnosti 1ze stanovit koncentrace CH, a CH; skupin bez pouziti apriorni informace
o jejich vzajemnych pomérech.

Nezavisla kvantifikace CH, a CH; komponent IMCL ndm nové umoznila
detailnéjsi pohled na slozeni IMCL in vivo, protoze koncentrace CH, a CH; komponent
zavisi na délce lipidového fetézce a na poctu dvojnych vazeb. Toto slozeni lipidi se
v bunikach pravdépodobné neustale méni s Grovni syntézy a oxidace lipidli v zavislosti na
aktualni energetické spotiebé svalu. Neni jasné, zdali jsou tyto zmény ve slozeni lipida za
namahy ¢i pifi riznych metabolickych onemocnénich (jako je napf. diabetes mellitus)
pozorovatelné spektroskopicky, nebot’ acyl-CoA fetézce tvoii v buiice malé procentualni
mnozstvi ve srovnani s celkovou tukovou zasobou. Je nicméné mozné, Ze n¢které lipidové
slozky diky kratkému relaxa¢nimu ¢asu ptispivaji do signalu mensi mérou.

Chemickou analyzou lidské branice a psiho m. tibialis anterior byl zméten pomer
koncentraci CH, a CH3 v rozsahu 9-10. NaSe vysledky ukazuji na pomér koncentraci CH,/
CH; vrozsahu 32-41. Tento rozdil ve vysledcich mize mit nékolik pficin. Jako
nejpravdépodobnéjsi se jevi fakt, ze i mala chyba ve stanoveni T2 relaxa¢niho casu lipida
zpusobi velkou chybu ve vypoctené koncentraci v ptipad€, ze absolutni koncentrace
pocitime ze spekter ziskanych s pouzitim dlouhého TE ('“). V jediné praci, kterd se
zabyva kvantifikaci T2 relaxacnich ¢ast IMCL_CHj in vivo (jejiz hodnoty T2 byly pouzity
k vypoctu CH,/CH; v nasi studii), autofi pisi, ze vypoctena hodnota T2 je zkreslena diky
vyraznému vzajemnému prekryvu piki, ktery neumoznil pfesné stanoveni (72). Zkresleni
hodnoty vypoctené¢ho poméru koncentraci zavisi jak na pouzitém TE, tak na spravnych
hodnotach T2. Zavislost vypocteného poméru IMCL CH,/IMCL CH; na pouzitych
hodnotach T2 a TE =270 ms je zobrazena na obr. 4.19.
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Obr. 4.19 Graf ilustrujici zavislost vypocteného poméru IMCL_CH,/IMCL_CHjs (po korekcich na T2
relaxaéni C€asy) na hodnotach T2 relaxaCnich ¢asu pouzitych pro korekci (hodnoty T2 jsou
vyjadfeny jako procentualni zména oproti vychozim hodnotam). Vychozi hodnoty T2
(IMCL_CH; =85 ms, IMCL_CH; =200 ms) jsou prevzaty z vysledkl studie (72). Zavislost je
vypoctena pro pouzity TE =270 ms. V grafu jsou barevné vyznaleny 4 zavislosti pro nasledujici
zmény T2: modra - T2 IMCL_CH.i IMCL_CHs; se zvySuje; Cervena - T2 IMCL_CH, i IMCL_CH; se
snizuje; zelena - T2 IMCL_CH, se zvySuje zatimco T2 IMCL_CHj; se snizuje; ¢erna - T2 IMCL_CH,
se snizuje zatimco T2 IMCL_CHs; se zvySuje. Ze zavislosti je patrné, ze pro ziskani hodnoty, ktera
odpovida biochemicky stanovenému poméru IMCL_CH,/IMCL_CHjs by nejlépe odpovidala situace
nizsiho T2 IMCL_CHj; a vy$$iho T2 IMCL_CHs,.

V grafu na ose x je vyznacena zmeéna hodnoty T2 (v procentech) od plvodni
hodnoty T2, ptevzaté z publikace (72). Data jsou simulovana tak, Zze dochazi ke zméné
v T2 obou metabolitii zaroven. V grafu jsou zobrazeny 4 kiivky, které odpovidaji 4 riznym
situacim: oba T2 relaxacni ¢asy rostou, oba klesaji, jeden roste a druhy klesa a obracené. Z
obr. 4.19 je jasn¢ vidét, ze nepiesnost stanoveni T2 relaxacniho ¢asu je vyznamnym
zdrojem chyby pii korekcich na absolutni koncentrace (nebo jejich poméry) za podminek
dlouhého TE. Aby poméry CH,/CHj; odpovidaly vysledkiim biochemické analyzy, mél by

byt pomér T2 relaxacnich cast CH»/CH; o néco mensi nez publikované vysledky studie
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autorti Schick et al. (72). Urceni piesnéjSich hodnot relaxacnich casii je tedy dilezitym
ukolem pro dalsi studie.

Druhym faktorem, ktery ovliviiuje kvantifikaci IMCL CH/IMCL CH; je
skutecnost, Ze mastné kyseliny jsou uvnitf bunék distribuovany do nejméné dvou
cytologicky riznych kompartmentti, v nichz maji rozdilné T2 relaxa¢ni ¢asy. Vyhodnoceni
relaxacnich ¢ast by tedy mélo brat v potaz tuto skutecnost a fitovani relaxacni kiivky by
meélo byt provedeno biexponencialné. Protoze byly T2 relaxacni Casy v publikaci (72)
stanoveny monoexponencidlnim fitem, zcela jisté trpi systematickou chybou. Ukol
biexponencialniho fitovani nas vSak stavi ptfed numericky problém, protoze pro takovy fit
nemame moznost ziskat dostatecné kvalitni data (nemédme moznost in vivo naméfit
dostatecny pocet experimentalnich bodii a nemame data s dostate¢né dobrym pomeérem
signal/Sum). Biochemicky model distribuce IMCL v bufice a analyza pfispévka
jednotlivych kompartmentii do celkového MR signalu pii ménicim se TE by byla jisté
dalezitym pocinem pii feSeni této problematiky. Dal§im divodem mize byt fakt, ze
spektroskopicky ur¢end koncentrace IMCL CH; skupiny je systematicky niz§i nez
skutecna koncentrace, nebot -CH=CH—-CH,—CHj skupina rezonuje v oblasti 1,0 ppm, viz
vysledky spektroskopické studie vysokého rozliSeni tukové tkané in vitro provedené autory
Millis et al. (*'**). Tedy ne vSechny CHj; skupiny lipidi pfispivaji do IMCL CH; signalu.

Vliv T2 relaxace u spekter métenych s dlouhym TE by naproti tomu mohl byt
uzite¢ny v diagnostice: Pokud u insulin-rezistentnich subjekti dochazi k pfesunim IMCL
mezi intracelularnimi kompartmenty, tyto biochemické zmény by se mohly projevit ve
zménach T2 relaxacnich Cast, jejichz efekt je zvyraznén pii dlouhych TE. Dosud vSak
nebyla provedena zadna studie, ktera by se touto problematikou zabyvala.

V dalsi ¢asti studie jsme navzdjem porovnavali vysledky vypoctené obéma bazemi.
Kazda zobou bazi md své vyhody i nevyhody. Pln¢ simulovand muscle-1 baze je
univerzalni — lze pouzit pro spektra namétfena jak s kratkym, tak s dlouhym TE. Navic
efekt dipol-dipolové interakce kreatinu je pii zpracovani spekter touto bazi 1épe korigovan.
Jeji hlavni nevyhodou je, ze neni oteviend — vyrobce nezvetejnil jeji interni nastaveni
pocateCnich a omezujicich podminek fitu. Tuto bazi té€Z nelze volné modifikovat. Déle,
vzhledem k tomu, Ze tato baze byla optimalizovana na spektrech métenych s kratkym TE,
vysledky na jinych TE mohou obsahovat systematickou chybu. Jako alternativu k této bazi
jsme zavedli nasi vlastni home-made bazi, kterd byla optimalizovdna pro pouziti na
spektrech métenych s dlouhym TE, je jednodussi (obsahuje méné signalll) a je volné

modifikovatelna.
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Pti porovnani obou bézi analyzou rozptylu jsme nenalezli signifikantni rozdil mezi
koncentracemi metabolitii vypoctenych s pouzitim home-made a muscle-1 baze. Je tieba
vSak na tomto misté poznamenat, Ze nase metodika stanoveni opakovatelnosti méteni
nezahrnuje vliv umisténi voxelu a lokalniho shimovani, protoZe subjekt nebyl mezi
jednotlivymi meéfenimi  vyjmut zmagnetu. Na druhou stranu néa§ experiment
opakovatelnosti postihuje nikoliv nevyznamny podil na celkové chybé vysledku, totiz vliv
Sumu a fyziologického pohybu pacienta béhem méfeni. Da se ocCekavat, ze stanoveni
reprodukovatelnosti celého experimentu (tj. v€etné umisténi voxelu a lokalni shim) by dalo
o néco horsi vysledky.

U nékolika subjekt (jak kontrol, tak pacientil) jsme v oblasti pfiblizné 2,1 ppm
pozorovali uzky pik (obr. 4.12). Na zakladé vysledkt studie autorti Kreis et al. (89), ktefti
pozorovali podobny pik Uzkého tvaru v oblasti 2,13 ppm, mizeme tento pik pfifadit
acetylové skupiné acetylkarnitinu. Autofi pozorovali, Ze tento pik se objevuje u vétSiny
subjekti ve spojeni se svalovou ndmahou. Nase vysledky prokazuji (obr. 4.11a,b), Ze tento
pik mizeme Iépe pozorovat u spekter méifenych s dlouhym TE, protoze za téchto
podminek neni tento pik ptekryt Sirokymi piky -CO-CH,— a -CH=CH—CH,- skupin,
které jinak dominuji ve spektru méfeném s kratkym TE. Pro podrobnéjsi studium tohoto
metabolitu je tudiz vhodné&j$i pouzivat sekvenci s dlouhym TE.

Zjistili jsme, Ze rozdil poméri IMCL CH,/Cr mezi skupinami kontrol a pacientt je
statisticky signifikantni pro ob€ baze. Rozdil v poméru IMCL CH,/Cr mezi kontrolami a
insulin rezistentnimi subjekty byl mén¢ vyrazny — statisticky vyznamny rozdil jsme nalezli
pouze pii pouziti home-made béaze. Nalezli jsme jak vIMCL CH,/Cr, tak 1
v IMCL CH;/Cr pomérné¢ vyraznou interindividualni varibilitu, kterd je pravdépodobné
zpiisobena tim, Ze hladiny IMCL jsou ovlivnény i jinymi faktory, napf. obezitou nebo
fyzickou trénovanosti subjektu (86,87,88).

Jiz autofi Boesch et al. (76) zjistili, ze zavislost intenzity signdlu na velikosti
voxelu je pro signdly EMCL a IMCL rozdilnd. IMCL se vyznacuje piiblizn¢ linearni
zavislosti, kdezto intenzita signalu EMCL kolisa dle aktudlniho mnozstvi mezisvalovych
sept, zahrnutych do méfeného voxelu. Diky vysoké koncentraci lipidi v adipocytech
svalovych sept ma signdl EMCL tendenci ve spektrech pievazovat a prekryvat signal
IMCL. Velikost signalu EMCL se pfi méfeni snazime minimalizovat pomoci vhodného
umisténi voxelu a vhodné volby jeho objemu. Jako nejlepsi postup se nam osvédcilo
naméteni spektra s malym mnozstvim akvizic ze standardniho objemu a dle intenzity

EMCL ve spektru pak individualné upravit definitivni velikost voxelu. Podminkou pro
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kvantifikaci IMCL s minimalni chybou je dosazeni tddové podobnych intenzit signalii
EMCL a IMCL pii co nejlepSimu poméru signdl/Sum. U obézngjSich pacientii nebo
pacientl s tukovou degeneraci svalu, ktefi maji zvySené mnozstvi mezisvalového tuku, se
Casto dostdvame do situace, kdy nejsme schopni kvalitni spektra ziskat, protoze signal
EMCL je ptili§ vysoky a piekryva signal IMCL. Snaha o minimalizaci EMCL snizenim
velikosti voxelu pak vede k netinosnému snizeni pomé&ru signal/Sum.

Vyse popsany ruast signalu EMCL u tukovych degeneraci svalu je téz dle naseho
nazoru diivodem, pro¢ autofi Jagannathan et al. (107) pozorovali dramaticky nartist signalu
EMCL u pacientti s rezidualni paralyzou po poliomyelitidé. Tehdy vSak tuto skute¢nost
mylné povazovali za ,,vymizeni” signalu IMCL — absenci intramyocelularnich lipidi.
V jejich spektru ve vySe zminéné publikaci je vidét vyrazné zvyseny signal EMCL, ktery
uplné prekryva signal IMCL. Zaroven je patrny dramaticky nardst poméru signal/Sum na
fadove desetinasobek az stonasobek, pti kterém je i signal kreatinu na obrazku neviditelny,
coz je ovSem zpusobeno pouzitou zobrazovaci Skalou pii narGstu poméru signal/Sum.
Nedoslo tedy k poklesu vSech ostatnich signalii, jak se autoii domnivaji, ale k nartastu
EMCL pfi zmnoZeni tukovych sept a svalové atrofii. Za téchto podminek nelze
koncentrace IMCL touto technikou spolehlivé vyhodnotit. Tato situace nastala i v nasi
studii u n€kolika subjektl, které jsme museli ze studie vytadit (viz vyse).

Hlavni nevyhodou techniky dlouhého TE je vyrazné hor$i SNR v porovnani
s technikou kratkého TE. Diky tomu jsme nuceni méfit s pouzitim vice akvizic, abychom
ziskali spektrum s dostatecnou kvalitou. Problém nizkého SNR je nejvyraznéjsi v situacich
velké tukové degenerace svalu, kdy je nutno zmenS$it objem voxelu, aby se snizila
kontaminace signadlem EMCL. Vysledky nasi studie (predevsim testy opakovatelnosti)
prokazuji, Ze méteni pii vySSich hodnotach B, déavaji vyrazné lepsi vysledky (diky lepsi
hodnot¢ SNR i diky lepsi separaci EMCL a IMCL). V dalsich studiich bude nutno
podrobnéji prostudovat jednotlivé vyhody a nevyhody technik kratkého a dlouhého TE,
abychom nalezli optimalni kompromis mezi lepsim SNR a mens$im vlivem T2 relaxace
(kratké TE) a lepsi separaci pikii EMCL a IMCL (dlouh¢é TE). Dal§im ukolem pro budouci

studie je naméteni relaxacnich ¢asi CH, a CH; skupin IMCL.

4.2.5 Zaveér

Podafilo se nam vyvinout a vyzkouSet protokol pro nezéavislou kvantifikaci

IMCL_CH; a IMCL_CHj; komponent lipida s pouzitim dlouhého TE k naméteni spekter a
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LCModelu k jejich kvantifikaci. Tato technika nam poprvé umoznuje studovat slozeni
lipidovych fetézc.

Hlavnim problémem této metodiky zlstdva nizky pomér signal/Sum v méfenych
spektrech. Nicméné pokud nastavime spravné velikost a pozici voxelu, jsme schopni u
vétsSiny subjektl bez tukové degenerace svalu namétit kvalitni spektra, kterd pak lze
zpracovat automatickou metodou. Otestovali jsme tuto metodiku na skupiné zdravych
kontrol a na pacientech s insulinovou rezistenci a prokazali jsme, ze subjekty s insulinovou
rezistenci maji vy$8§i hodnoty IMCL neZ netrénovani zdravi dobrovolnici. TéZ jsme
prokézali, ze vyrazného zlepSeni kvality vysledki dosahneme pii méfeni s vyssi indukci

magnetického pole.
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4.3 Méreni hladiny intramyocelularnich lipidi u subjekti
s poruchou glukosové tolerance lé€enych telmisartanem

4.3.1 Uvod

Telmisartan patii do skupiny sartant — latek, které ptisobi jako blokatory receptoru
pro angiotenzin II. Pouzivaji se pfedev§im k 1écbé hypertenze. Bylo prokazéano, ze latky,
které inhibuji renin-angiotenzinovy systém, maji krom¢ svého antihypertenzniho ucinku i
dal3i G¢inek: signifikantné snizuji riziko vzniku diabetu mellitu 2. typu (***). Mechanismu,
které vysvétluji toto plsobeni, je cela fada, zahrnuji zlepSeni insulinové sekrece i1
insulinové senzitivity. ZvySeni insulinové senzitivity lze vysvétlit nékolika mechanismy.
Tyto latky mohou zvySovat krevni obéh v kosternich svalech a tim plisobit zvySeni uc¢inku
insulinu v periferni tkani, dile svym vlivem na iontovou rovnovahu nepiimo ovliviuji
insulinovy metabolismus. TéZ bylo prokézéano, zZe tyto latky pisobi pfimo i na insulinovou
intracelularni signdlni kaskadu, ovliviiuji metabolismus glukosovych membranovych
prenasecit GLUT4 a konecn¢ plisobi 1 na metabolismus tukové tkané.

Kromé téchto ucinkl, které ovlivituji insulinovou sensitivitu a které jsou obecné
pro latky ovliviiujici renin-angiotenzinovy systém, vykazuje telmisartan jakozto lipofilni
agens piimou interakci s PPARY receptory (peroxisome proliferator-activated receptor).
V tomto ucinku je podobny glitazonim — latkdm patiicim do skupiny peroralnich
antidiabetik. Tyto latky stimuluji proliferaci adipocytti a tim napomahaji redistribuci lipida
z krve a metabolicky aktivnich tkani do tukovych rezerv. Zaroven téz ovlivituji velikost
adipocytli a ovliviiuji spalovani lipidd (produkci tepla) v adipocytech. Pozitivni Uc¢inek
téchto latek na lipidovy metabolismus by bylo mozné vhodné vyuzit pii 16¢bé hypertenze u
obéznich pacientli nebo u pacientl s insulinovou rezistenci. Pfesné ucinky telmisartanu na
lipidovy metabolismus a navrzené¢ mechanismy uc¢inku této latky na insulinovou senzitivitu
u lidi v8ak musi byt ovéfeny klinickymi studiemi. Vysledky studie (''°) provedené na
mySim modelu prokézaly sniZeni koncentrace svalovych lipidi pii podavani telmisartanu.
V této studii vSak nebylo vzhledem k pouzité metodice mozné vyhodnotit samostatné
koncentrace EMCL a IMCL. Pokud by telmisartan mél piimy efekt na koncentrace IMCL,
mohl by timto mechanismem zlepSovat insulinovou senzitivitu, coZ by mohlo mit
terapeuticky vyznam.

'"H MR spektroskopie je jedina technika, kterd umoziuje sledovat metabolismus
intramyocelularnich lipidl in vivo neinvazivni metodou. Lze ji tedy vyuzit jako nastroj pii

studiu mechanismil G¢inku telmisartanu u subjektd s insulinovou rezistenci.
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Cilem nasi studie bylo sledovani vlivu telmisartanu na koncentrace IMCL u osob

s poruchou glukosové tolerance béhem randomizované studie s podavanim telmisartanu.

4.3.2 Metody

10 subjekti s poruchou glukosové tolerance (PGT) se ucastnilo randomizované
dvojit¢ slepé studie, ktera trvala po dobu celkem 8 tydnii. Studie se sklddala ze 2
tiitydennich obdobi podavani farmaka mezi kterymi bylo dvoutydenni obdobi wash out.
Jako farmakum subjekty dostdvaly bud’ telmisartan (160 mg denn¢), nebo placebo, piicemz
v druhém obdobi se farmaka vystfidala. Na konci obou obdobi podavani farmaka byla u

vySetfovanych subjektl provedena nasledujici vySeteni:

a) Hyperinsulinemicky euglykemicky clamp

Rychlost podavani insulinu byla 1 mU.kg'.min', glykémie byla regulovana na
koncentraci 5 mmol.l"', trvani clampu bylo 120 minut. Vyhodnocenim parametri clampu
byly ziskany veli¢iny M (glucose disposal rate) a MCR (metabolicka clearance glukosy),
které odpovidaji spotiebé glukosy vztazené na koncentraci insulinu v krevnim fecisti

(neboli insulinové senzitivite).

b) Nepiima kalorimetrie
S pomoci této techniky jsme byli schopni uréit parametr FOX (fat oxidation), ktery

odpovida bazalni rychlosti oxidace lipida.

¢) '"H MR spektroskopie

Mg¢fteni byla provedena na MR pfistroji Siemens Magnetom Vision, pracujicim
s magnetickou indukei By = 1,5 T. M¢fili jsme technikou jednoho voxelu (single voxel) ze
svalu m. tibialis anterior. Pouzita technika méfeni je detailné¢ popsana v kapitole 4.1.2.
Touto technikou jsme urcili koncentrace CH, a CH; skupin EMCL a IMCL v laboratornich
jednotkéch.

d) Méfeni sérového adiponektinu

Tento peptid, ktery je syntetizovan adipocyty do krevniho fecisté, ma fadu ucinka
na metabolismus glukosy a lipidid. Podporuje insulinovou senzitivitu. Jeho koncentrace
byvaji nizsi u obéznich subjekt. Vaze se na fadu receptort, Groven exprese receptori pro
adiponektin na kosternich svalech na mySich modelech negativné koreluje s insulinovou

rezistenci.
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4.3.3 Vysledky a diskuze
Vysledné poméry koncentraci metaboliti a jejich standardni odchylky meétené

béhem podavani telmisartanu a placeba jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4 Poméry koncentraci metabolitd kosterniho svalu méfené 'H MR spektroskopii béhem

podavani telmisartanu a placeba.

Placebo Telmisartan
IMCL CH,/Cr 2,8+12 34221
IMCL CH;/Cr 0,52+0,24 0,65+0,40
IMCL CH,/IMCL CH; 5,54+0,82 5,5+1,2
EMCL CH,/Cr 9,7+7.4 9,94+4.6
EMCL CH,/Cr 4,743,0 43426
EMCL CH,EMCL CH; 6,4+1,5 6,7+1,5

Insulinova senzitivita, Groven oxidace lipidi a koncentrace adiponektinu nebyla
1écbou telmisartanem vyznamné ovlivnéna. Parametry EMCL/Cr a IMCL/Cr po podavani
telmisartanu a placeba nebyly vyznamné rozdilné (9,9+4,6 versus 9,7+7,4 u EMCL
a 0,65+0,40 versus 0,52+0,24 u IMCL). Prokazali jsme negativni korelaci IMCL s MCR
parametrem (p < 0,05) a koncentraci adiponektinu (p < 0,05). Déle jsme nalezli negativni
korelaci mezi parametrem (IMCL+EMCL)/FOX a M (p<0,05). Parametr (IMCL
+EMCL)/FOX jakoZzto pomér sumy koncentraci lipidi v extramyocelullarnim a
intramyoceluldrnim kompartmentu vztazeny k trovni bazélni lipidové metabolické
spotieby vyjadiuje relativni bazalni oxidacni kapacitu lipidi ve svalovém kompartmentu.
Naélez korelace (IMCL + EMCL)/FOX a M potvrzuje recentni nalezy, ze spiSe neZ
koncentrace IMCL je vyznamnym markerem insulinové rezistence oxidativni kapacita
IMCL ve svalu.

Absence vlivu telmisartanu na koncentrace IMCL nemusi byt v rozporu se studii
(116) provedenou na mySim modelu. Ve vySe uvedené studii byla ke stanoveni
koncentrace lipidii pouzita biochemickd technika shomogenizaci odebraného vzorku
svalové tkané. Vyslednd stanovend koncentrace svalovych lipidi tedy odpovida sumé
koncentraci EMCL a IMCL. Koncentrace lipidii urcend touto biochemickou technikou
odpovida pfedevsim koncentraci EMCL, protoZe mnozstvi lipidi v mezisvalovych septech
je mnohem vétsi nez koncentrace lipidd ve svalech. Koncentrace EMCL méfena
spektroskopicky vSak vyrazné zavisi na mnozstvi svalovych sept v méfeném voxelu.
Vzhledem k tomu, Ze se pii méfeni snazime vybirat voxel tak, abychom zabrali co nejméné
mezisvalovych sept, nemuselo byt pfipadné snizeni obsahu tuku v mezisvalovych septech

na signalech EMCL pozorovatelné.
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Absence vlivu telmisartanu na koncentrace adiponektinu vSak vysledkim vyse
uvedené studie (116) neodpovidd a je tézko vysvétlitelna rozdilnosti laboratornich
metodik. Mozny pozitivni vliv telmisartanu na koncentrace ektopickych lipida byl
publikovan ('7). Proto je vysledek nasi studie do jisté miry v rozporu s ocekavanim.
V soucasné dobé na naSem pracovisti probiha obdobnd, ale podrobnéjsi studie
s déletrvajicim intervalem podavani telmisartanu (6 tydnl) a vys$S§im poctem MR vySetfeni
(6 vySetieni béhem celého pokusu). Dokonceni studie s déletrvajicim podavanim

telmisartanu miiZze pomoci otdzku mechanismu uc¢inku této latky vyjasnit.

4.3.4 Zavér
Neprokazali jsme, ze telmisartan, podavany po dobu 3 tydnti, vyznamné ovlivnil

mnozstvi EMCL a IMCL v m. tibialis anterior u subjekti s poruchou glukosové tolerance.
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5 Souhrn dizertacni prace, zavér

Magneticka rezonance je technika, ktera ma vSestranné pouziti. Od prvnich aplikaci
pro zobrazovani anatomie centradlniho nervového systému nalezla v klinické praxi a
vyzkumu své misto i ve studiu srdce, jater, prostaty, svalu a dal§ich tkani. Kromé
klasického zobrazovéani T1, T2 a proton-denzitnimi obrazy nalezly své uplatnéni techniky
spektroskopické, techniky difuzné vazeného zobrazovani, perfuzni techniky, angiografické
a dalsi. Cilem této dizertacni prace bylo studium kosterniho svalu pomoci technik MR
spektroskopie a MR zobrazovani.

V prvni studii popsané v experimentalni ¢asti této dizertacni prace bylo technik
analyzy textury uspé$n¢ pouzito pii klasifikaci MR obrazli kosternich svalli pacienti a
zdravych dobrovolnikl. Prokazali jsme, ze analyza textury mtize slouzit jako pomocny
nastroj pii klasifikaci stupné postiZzeni kosterniho svalu nemocnych s myopatiemi. V této
studii bylo vyuzito klasické zobrazeni T1 a T2 vazenymi obrazy, které je na naSem
pracovisti provadéno jako klinické vysetfeni jiz nckolik let. Nase vyzkumna skupina
spolupracuje na spole¢ném evropském projektu COST B21, jehoz hlavnim cilem je
studium aplikace technik analyzy textury na MR obrazech. Studie byla dilezitou soucasti
tohoto mezinarodniho projektu.

Druha &ast dizertaéni prace se zabyvala pouzitim techniky 'H MR spektroskopie
pro studium metabolismu kosterniho svalu. Technika MR spektroskopie umoziuje studium
metabolitu, ktery hraje vyznamnou ulohu v patogenezi insulinové rezistence a diabetu
mellitu 2. typu — intramyocelularnich lipidd (IMCL). Druha cast prace se zabyvala
pfedev§im metodickym postupem meéfeni a vyhodnoceni koncentraci IMCL. Byla
provedena optimalizace méfici sekvence a zavedena nova technika zpracovani dat, aby
bylo dosaZeno co nejlepsi spolehlivosti stanoveni koncentraci CH, a CH; skupin IMCL.
Bylo zjisténo, ze vyznamné zlepSeni kvality vysledkl lze ziskat pfi méfeni na MR
pfistrojich s vyssi magnetickou indukci.

Tteti Cast dizertacni prace byla zaméfena na praktické vyuziti optimalizované
techniky MR spektroskopie v klinické studii, kterd méla za cil ovéfit potencidlni
biochemické mechanismy vlivu [éCiva telmisartanu na insulinovou senzitivitu a
koncentrace IMCL. Vysledky dvojité slepé studie vliv telmisartanu na koncentrace IMCL
neprokazaly.

Magneticka rezonance predstavuje vyznamny nastroj pro studium patologické

fyziologie i patobiochemie svalové tkané. Do budoucna lze oc¢ekavat dalsi vyvoj a vyuziti
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této techniky. Na poli vyzkumu diabetu a insulinové rezistence bude technika MR
spektroskopie hrat urcité€ i v budoucnu vyznamnou roli.
Casti této dizertaéni prace byly publikovany jako odborné ¢lanky v impaktovanych

Casopisech (36,'®).
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6 Matematicka priloha

Nize jsou uvedeny vzorce pro vypocet texturnich ptiznaki. Z ptivodné velkého
poctu ptiznakl jsou vypsany vzorce téch, které byly vybrany jako klasifikatory ve vyse
uvedené studii TA svalt lytka a byly vypocteny pomoci programu MaZda (blizsi udaje 1ze

nalézt v literatuie a v manudlu k programu MaZda) (23,39,92).

6.1 Priznaky kookurencni matice (Haralickovy priznaky)

Priklad vypoctu kookuren¢ni matice je popsan v teoretické Casti. Tato matice je
vzdy pocitdna pro vSechny pary pixeld v ROI, definovanych separacnim vektorem, tj.
lezici od sebe ve vzdalenosti d a ve sméru 0. Tato matice je ¢tvercova, o velikosti rovné N,
coz je rozsah diskrétnich hodnot intenzit, které pixely mohou dosahovat. Jestlize prvky této
matice vydélime celkovym poctem pari pixeld R, spliiujicich v ROI podminku separaéniho
vektoru, tak se tato matice stane matici pravdépodobnosti p.d(i,j), Ze dva pixely vzdalenosti
d a ve sméru O maji své intenzity rovné hodnotam i a j. V programu MaZda jsou pocitany
kookuren¢ni matice pro separacni vektor d = 1,2,3,4 a 5a 8=0°, 45°, 90° a 135°. Z této
skupiny byly pro klasifikaci MR obrazt 1ytka pouzity ptiznaky SumAverg a InvDfMom.

Sum average (SumAverg)

2N,

SumAverg = Z kp.., (k) [6.1]
=2

kde

Peslk RZ Z ) k=23...2N, [6.2]

i=1 j=1
k=it j

Inverse difference moment (InvDfMom)

1 N
InvDfMom = EZ

i=1

Z . zpu) [6.3]
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6.2 Priznaky run-length matice

Necht’ p(i,j) je pravdépodobnost vyskytu fetézce (run) o délce j a intenzité i. Necht’
je N, diskrétni rozsah intenzit pixelt a N, je celkovy pocet fetézci. Z této skupiny byl pro

klasifikaci MR obrazl lytka pouzit ptiznak ShrtREmp.

Short run emphasis inverse moments (ShrtREmp)

N,
_ Fl jzl J
ShrtREmp = " " [6.4]
J
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7 Publikace autora dizertacni prace

7.1 Publikace autora tykajici se tématu dizertacni prace

Skoch A, Jirak D, Vyhnanovska P, Dezortovd M, Fendrych P, Rolencové E, Hajek M.
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