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1 Uvod

VySetfovani metodou magnetické rezonance (dale MR) patii k nejmladSim
radiodiagnostickym metodam pouzivanym ve zdravotnictvi. Pocatky této vysetfovaci
metody spadaji do sedmdesatych let 20. stoleti, kdy byly zvetejnény prvni MR
obrazy P. Lauterburem [1]. Od této doby se obor vyuziti magnetické rezonance
v 1ékatstvi rozvinul a dnes mimo klasické zobrazovani (MRI) zahrnuje funkéni MR
zobrazovani, angiografii, relaxometrii, difazometrii, traktografii a v neposledni fadé
také in vivo MR spektroskopii (MRS).

MR spektroskopie je technika, ktera dovoluje neinvazivné a in vivo sledovat
biochemické procesy probihajici v zivych organismech. MR spektroskopie umoziiuje
detekovat a méfit koncentrace nebo poméry nékterych metabolith v lidském téle.
Preferencné 1ze vybrat pfislusnou oblast, z které jsou dané metabolity detekovany,
nebo dokonce vytvofit celou metabolickou mapu dané oblasti a urcit v ni pfipadnou
patologii a jeji rozsah. Spektrum metabolitli, které lze detekovat, je dano méfenym
izotopem a koncentracemi latek v téle, které obsahuji dany izotop. Obecné in vivo
magnetickd rezonance neni pfili§ citlivd metoda, takze lze detekovat maximalné

nckolik desitek metabolitil, které maji koncentraci vétsi nez 1 mM.

MRS sama o sob& neni schopna ve vétSin¢ piipadd podat piesnou diagnozu
onemocnéni, ale v kombinaci s dals§imi technikami je MR spektroskopie velice
ucinny nastroj, ktery je platnou soucésti diferencialni diagnostiky. V biomedicinské

praxi se nejvice pouziva 'H, *'P a '3C MR spektroskopie [2].

Zakladni technikou MRS je méfeni signdlu volné precese (FID). Lokalizace
signalu je v tomto pfipadé dana pouze velikosti a tvarem pouzité civky, nejcastéji
povrchové. Ackoli tato technika neumoziuje presné ohrani¢eny vybér oblasti, z které
je spektrum meéfeno, ma vyhodu v jednoduchosti méfeni a relativné velké intenzité
signalu. Jmenované vyhody se daji vyuzit k zrychleni méfeni nebo k provadéni

dynamickych méteni, zejména tam, kde lokalizace neni nezbytna.



Pro lokalizovanou MRS z urcité malé oblasti, tzv. voxelu, se nejcastéji pouzivaji
metody PRESS (Point RESolved Spectroscopy), STEAM (STimulated Echo
Acquisition Mode) nebo ISIS (Image Selected In vivo Spectroscopy). Pro tvorbu
metabolickych map se vyuziva tzv. spektroskopicky imaging (CSI, Chemical Shift
Imaging), pfi némz je méfeni oblasti rozdéleno do mtizky slozené z jednotlivych

voxelll, ze kterych pak jsou dostupna jednotliva spektra [3].

Me¢fteni pouzitd v diplomové praci se uskutecnila na Pracovisti radiodiagnostiky
a intervencni radiologie v Institutu klinické a experimentalni mediciny (ZRIR IKEM)
v Praze. Toto pracovisté patii k jedném z mala instituci v Ceské republice, které se
vénuji MR spektroskopii. V jeho zaméteni je jak klinicky a experimentalni vyzkum,
tak 1 vyvoj metod pro méfeni a zpracovani vysledki (napt. vyvoj softwaru). V ramci
diplomové prace (DP) byl sestaven a zprovoznén MR kompatibilni ergometr.
K tomuto ergometru a k nové civce pro méfeni signalli s rezonanéni frekvenci jader
fosforu bylo tfeba zavést méfici protokol, coz tvofilo ¢ast mé diplomové prace.
Hlavni &ast prace se pak zabyva *'P MR spektroskopii svalovych metaboliti a

energetickym metabolismem probihajicim ve svalové tkani za ndmahy.

1P MR spektroskopie spolu s pouzitym ergometrem byla pouzita ke klinickému
vyzkumu pacientti s onemocnénim diabetes mellitus (DM). DM ma fadu zavaznych
komplikaci, které pokud nejsou léceny, podstatné zkracuji a komplikuji Zivot
pacientim. Problém s DM nabyva dutlezitosti S ristem Cetnosti vyskytu tohoto
onemocnéni v disledku prodluZovani lidského Zivota a zhorSovanim Zivotniho stylu.
'Ha 3'P MR spektroskopie mize pomoci pochopit patologické biochemické

procesy probihajici u diabetikt a zjistit jejich ptivod.

Diplomova prace je délena do 5 kapitol. Prvni kapitola je vénovana teoretickym
zakladim méfeni a jsou v ni struéné shrnuty poznatky o diabetu. Druha kapitola se
zabyva experimentalnim popisem zafizeni a méfeni. Treti kapitola pojedndva
o vysledcich méfeni. Piedposledni kapitola obsahuje diskusi s hodnocenim
obdrzenych vysledkd. Diplomova prace konéi zavérem, ve kterém jsou shrnuty

hlavni dosazené vysledky préce.



2 Teoreticka cast

2.1 Zadkladni principy nukledarni magnetické rezonance

V nasledujici podkapitole budou vylozeny zakladni fyzikalni principy jevu

nuklearni magnetické rezonance.

2.1.1 Rezonanc¢ni podminka

Vztah mezi jadernym spinem [ uréitého izotopu a jeho magnetickym momentem fi
je dan tzv. gyromagnetickou konstantou, ktera se 1i§i pro kazdy konkrétni izotop

doty¢ného prvku (2.1) [4].

A=yl (2.1)
Primét jaderného spinu I, do sméru magnetického pole (Bg || z) nabyva 2I+1
hodnot (od — al, -A(-1+1)...do A(I-1), hl), kde | je jaderné spinové ¢islo. Kazdy
prumét jaderného spinu s jinou hodnotou jaderného spinového ¢isla Iy, odpovida jiné
energii jadra izotopu v magnetickém poli. Systém téchto hladin o energii E,, se
nazyva Zeemanovsky multiplet. Pokud se vezme v uavahu vztah pro energii
magnetického dipolu v magnetickém poli (2.2), Ize odvodit rezonanéni podminku
(2.3), ktera udava nutnou frekvenci resp. energii elektromagnetického pole, které je

schopno ménit primét jaderného spinu konkrétniho izotopu:
E = —M . BO = _thZBO (22)

Em — Emy1 =YhBy = Wrezonaneni =V Bo (2.3)
kde u je magneticky dipolovy moment, I, primét momentu hybnosti (tzv. spinu) do
sméru statického magnetického pole By (v celé praci jej ztotoznuji Se z-ovym

smérem), y gyromagneticky pomér dan¢ho izotopu.

Rezonanéni podminku lze vysvétlit na zakladé klasické predstavy precese
jaderného spinu v magnetickém poli s Larmorovou frekvenci. Pfi splnéni rezonanéni
podminky bude radiofrekven¢ni pole (RF) synchronizovano s precesnim pohybem

magnetického momentu, jak bude ukazano v nasledujicim odstavci.
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2.1.2 Gyromagneticka castice

Pro gyromagnetickou castici 0 momentu y Vv magnetickém poli B plati
vztah (2.4) [4]:

—

2 =V(@AxB) . (2.4)

Je vyhodné tuto rovnici (2.4) ptepsat do rotujici soufadnicové soustavy:
L=ixyB+ Q) , (2.5)

kde Q je vektor thlové rychlosti gyromagnetické Castice v laboratorni soustave.

Z rovnice (2.5) je patrné, Ze [i je V rotujici soustavé soufadné popsan stejnou rovnici

jako v nerotujici soustavé (2.4), pokud se B nahradi tzv. efektivnim polem

— — 6
Befext = [B + _]-
Y
Nejlépe se nahlizi na systém, ve kterém se vektor magnetizace nepohybuje, coz je

splnéno, kdyz:

5
ol 0. (2.6)

Aby tato podminka byla splnéna, musi platit Q= —vB. Z pohledu laboratorni
soustavy (soustava vné&jSiho pozorovatele) magneticky moment kond precesi
tzv. Larmorovou  frekvenci ﬁL = (0,0,—yBy,) kolem vn¢&jsiho statického
magnetického pole. Tvar rovnice V rotujicim systému je vyhodny z hlediska

moznosti popsani dodatecnych RF pulzi:
B, = B,{ % cos w,t — J cos w,t} , (2.7)

kde %,y jsou jednotkové vektory ve sméru osy X a y. Po zahrnuti dodate¢ného RF

pole ma rovnice pro gyromagnetickou ¢astici v rotujici soustavé kone¢ny tvar:

ﬁ _ - X - B _ + >/ B
50~ U X [2(yBo — w,) + X" yB4], (2.8)
kde Z je jednotkovy vektor ve sméru osy z, X' jednotkovy vektor ve sméru osy X’
V rotujicim soufadném systému. Z tvaru rovnice je patrné, ze pii splnéni rezonanéni
podminky bude magneticky moment gyromagnetické castice podléhat pouze
»konstantnimu* B;, tim se rotujici systém dostava do stejné situace jako systém

V nerotujici soustav€é pii pritomnosti pouze statického pole. Dusledkem je



vykonavani dodatecné precese gyromagnetické ¢astice v rotujici soustavé kolem pole

B;. Za ¢as T se stoci jeji magneticky moment V rotujici soustavé o uhel:

T
@ = [, yBdt . (2.9)

2.1.3 Blochovy rovnice

Principidlné je v kondenzovanych latkach detekovatelnd pouze suma jadernych
magnetickych momentt, tzv. jaderna magnetizace. Jeji velikost je vV termodynamické
rovnovaze umeérna hustoté spinti n a populacnimu rozdilu v obsazenosti jednotlivych
hladin daném Boltzmannovym rozdélenim pii dané teploté. Vztah mezi magnetizaci

a vnéj$im magnetickym polem se muZze zapsat pomoci statické permeability:
My = xBy , (2.10)

kde y permeabilita je zavisla jiz na zminénych veli¢inach:

_ Honh%y?I(I+1)

3kgT ) (2.11)

Jestlize se do popisu zahrnou interakce s dalSimi stupni volnosti (tzv. miizka),
obdrzi se Blochovy rovnice (2.12),(2.13) a (2.14) [4]:

dMy _ 2 =\ My
= y(MxB) - (2.12)
aMm, = = M,y
- = y(M x B)y ~T (2.13)
dM, _ o2 o B\ Mp—Mo
= V(MxB) —=—=, (2.14)

kde T, je spin-spinovy relaxacni ¢as a T; je spin-miizkovy relaxa¢ni Cas, B vyjadiuje
lokalni magnetické pole vzniklé sloZzenim vné&jSich statickych poli a mikroskopickych
poli, jez jsou dasledkem vzajemnych interakci spinid a miizky.

Jedna se o0 soustavu 3 diferencialnich rovnic, jejichz analytické feSeni nemusi
existovat, a proto se casto fesi numericky. V zakladnim uspotfadani pulzniho MR
experimentu se magnetizace sklopi dle vztahu (2.9) o uhel 90° pomoci RF pole
generovaného radiofrekvencni civkou. Frekvencni $ife pulzu je zavisla na jeho
casovém prubchu a amplitudé B;. Obvykle se pozaduji pulzy, jeZ maji pravouhly
prub¢h excitacni frekven¢ni Sife. Takovéto pulzy maji pak amplitudu svého

5



magnetického pole umérnou funkci Sinc(wt). Vztah mezi excitacni $ifi pulzl a jeho
Casovym pribéhem je svazan Fourierovou transformaci (FT).

Po sklopeni bude vektor magnetizace vykonavat precesi v rovin¢ kolmé na statické
magnetické pole svoji Larmorovou frekvenci. Z experimentalniho hlediska je
detekovatelna pouze slozka magnetizace kolma Kk vnéjsimu statickému poli.

Po sklopeni vektoru magnetizace dochdzi k relaxacim. Spin-spinovéd relaxace
zpusobuje rozfazovani precese spinti, zatimco spin-miizkova navrat magnetizace do
sméru statického pole. Vysledkem obou procesti je exponencidlni pokles piicné

magnetizace:
My ~e /T2, (2.15)

Signal, ktery vznikd precesi pfi€né magnetizace po skonceni pulsu, se nazyva
signal volné precese (FID = Free Induction Decay). Jeho pokles v case je

charakterizovan dobou T, danou vztahem (2.16):

1 1
o= T YAB, (2.16)

2

kde AB popisuje nehomogenitu magnetického pole, ktera je zplsobena bud
dasledkem chemické rtznorodosti jednotlivych latek, které vytvareji sva lokalni
magneticka pole, nebo nehomogenitami vnéjsiho statického pole.

Nehomogenity magnetického pole tvoii nejvétsi podil T,” ¢asu. Pomoci tzv.
spinového echa (SE) se muze vliv nehomogenity magnetického pole eliminovat
ameéii se pouze pokles magnetizace dany T, Casem. Navic se v MR in vivo
spektroskopii rozdil mezi ¢asem T, a T,* vyuziva k lokalizaci objemu v sekvencich
PRESS, STEAM [5].

2.1.4 Spinové echo a stimulované echo

Spinové echo tvoti zékladni ¢ast spektroskopickych a zobrazovacich sekvenci. Pro
vznik spinového echa se obvykle pouziva kombinace 7'[/2 a m pulzu. Po prvnim
pulzu ”/2 dojde jiz k zminénému sklopeni vektoru magnetizace do kolmého sméru

ke statickému magnetickému poli. Vlivem nehomogenit statického magnetického
pole a lokalnich poli budou jaderné spiny vykonavat precesi na mirn¢ odlisnych

frekvencich. Velikost signalu bude klesat exponencialné s T,* [6].



Za Cas TE/2 (TE = echo c¢as) se aplikuje druhy RF puls m. Ten pievrati spiny
vroving, vekteré vykonavaji precesi (transverzalni rovina). Tim dostanou
,,pomalejsi“ spiny naskok o fazovy thel, ktery pfed m pulzem naopak ztracely na
»rychlejsi® spiny. Zadalsi TE/2 ¢as se vSechny spiny srovnaji, tzv. refokusuji.
Dochazi k narGstu signalu a k tvorbé spinového echa. m pulz refokusuje chemicky
posun anehomogenity statického magnetického pole. Spinové echo, respektive
pulz vSak neodstrani utlum zptisobeny spin-spinovou relaxaci T, a pohybem atomu
s rezonujicimi jadernymi Spiny z excita¢ni vrstvy v dusledku difize nebo proudéni.
Znazornéni Casovani pulzii a tvorby SE je demonstrovano na Obr. 1, kde je
zobrazena sekvence PRESS (gradienty magnetického pole - Gx, Gy, Gz slouzi
k lokalizaci objemu, z kterého se detekuje signal).

R

1T pulzy
T Qe 180F 180F Qe
A A
. i i )
|I|. |I | |I | II
A TR TS TR -
G, TE TE/2
—
."l \
G, -
I -
."l \
G,

i I.| '

|||I A o
il iy

Obr. 1. Schéma sekvence PRESS.

Druhym ¢asto pouzivanym typem spektroskopickych sekvenci je tzv. stimulované
echo (STE). Pulzni sekvence pro stimulované echo je sloZena ze tii po sob€ jdoucich
”/2 pulzl. Pfi stimulovaném echu vznikaji tfi nezaddouci signaly spinového echa, jez
jsou zpusobeny sfazovanim spini od kazdé dvojice pulzii [7]. Tato echa se vSak
(obecné) nekryji s tzv. stimulovanym echem, pifipadné se daji odstranit pfidanim
dodate¢nych gradientt. Signal stimulovaného echa je disledkem aplikaci vSech tii

7T/Z pulzu. Jestlize se druhy pulz aplikuje v Case TE/2 a tieti pulz v ¢ase TE/2+TM

(tzv. mixing time), tak stimulované echo nastane v ¢ase TE+TM. Spinovy systém
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v ¢ase TE podléha hlavné spin-spinové relaxaci a v ¢ase TM pouze spin—-miizkové
relaxaci. Na prvni pohled se mize zdat, ze stimulované echo v podstaté odpovida
spinovému echu, stim rozdilem, ze se m pulz rozdélil na dva pulzy s urcitou
prestavkou, avSak z podrobnéjsiho vypocltu vyplyva, ze amplituda signalu
stimulovaného echa pfi zanedbani relaxacnich procest je polovi¢ni oproti spinovému
echu pii pouziti sekvence s pulzy */; a .

Stimulované echo vyuziva sekvence STEAM, jejiz schéma je zndzornéno na
Obr. 2, (gradienty magnetického pole - Gx, Gy, Gz opét slouzi k lokalizaci objemu).

Jeji vyhodou je moznost pouziti kratSich TE.

K
If pulzy
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.".l II"
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7 —
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G,
It sicnal
|
U
T
ll |

Obr. 2. Schéma sekvence STEAM.

2.1.5 Chemicky posun a ] vazba

Magnetické pole, které plisobi na jadra atomd, je sloZeno ze statického vnéjSiho
magnetického pole By a z lokalnich magnetickych poli od jader a elektronti okolnich
atomt. Dalsi slozku tvofi proménné magnetické pole od RF pulzl. Nejsilné;si
interakce, které vytvaii lokalni pole v diamagnetickych latkach, je piima
dip6l-dipo6lova interakce magnetickych momentt ostatnich jader.

V disledku této interakce se rezonanéni kiivky ve spektrech §tépi nebo rozsituji.
V pripad¢ kapalné faze se vSak tato interakce v disledku rotaci molekul stfeduje na
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nulovou hodnotu a jeji vliv zistava pouze na relaxacni procesy. Pro NMR kapalné
faze jsou typické projevy chemického posunu a neptimé dipdl-dipolové interakce
(Jvazby). Efekt chemického posunu je dusledkem polarizace elektrond
Vv elektronovém obalu a v chemickych vazbach vyvoland piitomnosti silného
externiho magnetického pole. Tyto elektrony za¢nou vytvaret dodate¢né stinici pole.
Rovnice popisujici posun rezonanéni frekvence v diisledku chemického posunu ma

tvar:

Wrez = Y (1 '8)) Bext » (2.17)

kde G je tenzorem chemického stinéni (soucet paramagnetického a diamagnetického
ptispévku), v piipad¢ kapalin se vSak stieduje a uplatni se pouze 1/3 jeho stopy.
Zrovnice (2.17) je zfejmé, ze frekvenéni posun zavisi na velikosti externiho
magnetického pole (je mu pfimo umérny). Jelikoz je vyhodné popisovat chemicky
posun nezavisle na velikosti externiho magnetického pole tak, aby vyjadfoval pouze
pomeéry ve zkoumané molekule, zavadi se relativni stupnice v ppm dle nasledujiciho

vztahu [8]:

_ W—Wstandard 6 _ 0~ Ostandard 6
§ = -Ustendard 1 g6  I-Ostandard 6 (2.18)
Wstandard 1-0Ostandard :

kde & nezavisi na velikosti externiho magnetického pole, Wgtanaara j€ rezonanéni
frekvence standardu a w rezonan¢ni frekvence zkoumané latky. Jako standard se
vinvivo 'H MR spektroskopii pouziva signal CHs funkéni skupiny
N-acetylaspartatu, ktery rezonuje na frekvenci 2,0 ppm, v P MR spektrech ma
rezonan¢ni frekvenci 0 ppm signal fosfokreatinu.

Molekuly s vétsim podtem elektrondl maji vétsi rozpéti chemickych posunti. Cim
vétsi rozpéti chemickych posund, tim se jednotlivé signaly ve spektru lépe pfifazuji
K jednotlivym atomdm v molekule. Z tohoto pohledu je vyhodné méfeni uhlikovych
nebo fosforovych atomi (bohuzel u uhliku je malé zastoupeni (1%) izotopu 3C,
ktery je detekovatelny). Nejéast&ji se viak méii jadra *H izotopu (protony), pro né
jsou typické posuny v alifatickych slouc¢eninach 1-3 ppm, u aromatickych jader
6-7 ppm, v CHO 9-10 ppm a v COOH 11-12 ppm. Bézna konvence je, ze chemicky
posun se v grafech zobrazuje tak, aby vlevo na ose byly vétsi hodnoty ppm, coz
znamena, Ze napravo jsou atomy, které jsou vice stinéné od vnéjsiho magnetického

pole, takze rezonuji na mensi frekvenci (nalevo analogicky opacné).



Dalsi dulezitou interakci, ktera ovliviuje podobu spekter, je nepiima dipdl-
dipdlova interakce spinti — tzv. J vazba. Jedna se o interakci mezi magnetickymi poli

jader, ktera je zprostiedkovana elektrony v chemickych vazbach. Interakce se da

popsat tenzorem 7 V kapalinach opét dochazi ke stfedovani a zistavad pouze
skalarni hodnota J interakce, ktera mezi neekvivalentnimi jadry zptisobuje Stépeni
signalu o velikost J (ve frekven¢ni stupnici). J interakce ma dosah pies nékolik
chemickych vazeb. Velikost S$tépeni (vzdalenosti signali) ve spektru je dana
J vazbou a nezavisi na vn&j$Sim magnetickém poli. Pocet a relativni velikost signali
jsou dany poctem realizaci celkového spinu skupiny ekvivalentnich atomu, které
vyvolavaji §tépeni pro uvazovanou druhou skupinu atomi. S J interakci je spojeno
pouziti tzv. decouplingu, coz je experimentalni technika, pti které se potlacuje
multipletni struktura spekter (nejéast&ji heteronuklearni decoupling aplikovany na *H

O w* A 1
vigi napt. *'P).
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2.2 Zpracovani signdlu

V této podkapitole budou popsany pojmy a postupy souvisejici se zpracovanim

signalu méfeného MR tomografem a techniky jeho vyhodnoceni.

2.2.1 Detekovany signal

Jelikoz je lidsky organismus slozen z velkého mnozstvi chemickych latek, bude
signal volné precese jader daného izotopu obsahovat celou fadu komponent (signalt

- oznaceno indexem K):

t
s(t) = XN_ nge Tk e(@rtter) (2.19)
kde T,k je spin-spinovy relaxacni ¢as, t ¢as od sklopeni magnetizace, w; Larmorova
frekvence jednotlivych komponent signalu (véetné chemického posunu), n,, relativni

Cetnost a ¢, jejich faze.

Cilem in vivo MR spektroskopie je obdrzeni intenzity jednotlivych signald
ptispivajicich na jejich Larmorové frekvenci. Standardni postup obnasi pievedeni
méfeného signalu S(t) z ¢asové domény do frekvenéni domény S(w). Spojovacim
¢lankem mezi témito vyjadienimi je FT [4]:

—00

S(w) =f s(t)exp (—i wt)dt (2.20)
0

Po provedeni FT (a fazovych korekci, viz dale) se obdrzi spektrum, které ma dvé
slozky — reélnou, tzv. absorp¢ni sloZku, a imaginarni, tzv. disperzni slozku:

t

S(W) = T fy “nye” Takei@eiPhexp (—iwt)dt =¥y ek I~ (5 57

1-i(wg—w)

S(w) — Zkeid)k{ Tok +i Tak(Wr—w) } . (2.22)

1+(0g—w)2To” 1+(wg—w)2Toi”

Absorpéni a disperzni slozka spolu souviseji Kramers-Kronigovymi relacemi. Pro
vyhodnocovani spekter se pouziva absorp¢ni ¢ast (prvni Clen v zavorce v (2.22)),
protoze absorpcni spektra jsou prehlednéj$i. Pro ziskani cisté absorpéni kiivky
se musi provést fazova korekce 0. a 1. fadu, coZ odpovida nasobeni ¢lenti S(w)

vyrazem e ~'?x kde ¢, = a + bw aab jsou volné parametry.
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Ze vztahu (2.22) miuzeme vyvodit dale nékolik dilezitych zavéra pro absorpéni

slozku signalu:

1. plocha pod absorpéni kiivkou je uméma n, — to znamena pocétu jader
ptispivajicich K signalu

2. absorp¢ni kiivka nabyva maxima pro wy, pii velikosti 1, Ty,

3. polositka absorp¢ni kiivky je Ti%

Integral ve vztahu (2.20) je obraz idealizovaného experimentu. Signal se nemuize
méfit nekoneéné dlouho, protoze pro t >> Ty by se jiz detekoval jen Sum, ktery by
zhorSoval kvalitu spektra. Prilisné zkraceni detekce ma ale vliv na pokles obdrzeného
integralu a mize zpusobit oscilace ve spektru. Nékdy je nutno signal FID v Casové
doméné nasobit apodizaéni funkci, napf. exponencialni pokles, ktera potla¢i oscilace
a Sum Ve spektrech (viz kapitola 2.2.2). Apodiza¢ni funkce mize rozsifit absorp¢éni
ktivky.

Signal FID neni moZné méfit hned po sklopeni magnetizace z ditvodu tzv. mrtvé
doby, pfti které dochazi k prepnuti vysilaciho a pfijimaciho systému tomografu. Tato
zména integra¢ni meze ve vyrazu (2.20) opét zptuisobuje deformace spektra a pokles

signdlu.

Ponévadz neni znama spojita funkce zavislosti signalu s(t) na case, ale pouze jeji
diskrétni hodnoty v okamzicich odectu, nelze provadét spojitou FT pomoci integrace

a musi se pouzit diskrétni Fourierova transformace (DFT) [9]:

-t

S(k) =at¥nZomy [Tpriait) ot (i)

(2.23)

kde kje frekven¢ni soufadnice, N pocet odecti Vv Casové doméné a A t perioda

odectu.

2.2.2 Pouzivany software a operace se spektry

Ptfed pievedenim zméfené Casové zavislosti signdlu MR spektra do frekvencni
domény lze provést n€kolik operaci, které zlepsi obdrzené vysledky. Nejcastéji
pfipada v uvahu doplnéni signalu nulovymi intenzitami (,,nulami*) nebo naopak jeho

zkraceni, korekce na vifivé proudy a apodizace [10].
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Doplnénim zméteného signalu o nulové intenzity zprava se uméle prodluzuje
délka cCasové zavislosti pro FT. To je vyhodné, protoZze rozliSeni spektra ve
frekvenéni doméné je nepiimo Umérné k délce méficiho intervalu. Racionalni
doplnéni ,,nulami mize byt vyhodné&jsi nez prodlouzeni skuteéné doby méfeni nejen
z ¢asovych divodd, ale i z ohledu na podil signalu vici Sumu (SNR). Pii
vyhodnocovani dat si vSak uzivatel programu musi uvédomit, ze doplnénim casové
zavislosti 0 ,,nuly*“ se nepiida do spektra zadna dodate¢na informace, je to pouze
obdoba extrapolace dat, ktera vizualné zlepsi vzhled spekter.

Zkraceni méfeného signalu spektra (tzv. truncation) se mize provést bud’ na jeho
konci, nebo na pocatku. Zkraceni na konci slouzi k potlaceni Sumu. Zkraceni
na zacatku se provadi, pokud je spektrum deformované a prvni body signalu FID
jsou Spatné (v dusledku nedokonalého oddéleni excitacnich pulzii a detekce).
Bohuzel, tyto body signalu nesou nejvice informaci. Pii zkraceni konce signalu
mizou vznikat oscilace ve spektru, pokud signal nebyl plné relaxovany (na Grovni
Sumu).

Korekci na vifivé proudy je tieba realizovat, jestlize pro obdrzené MR spektrum
nelze dobie provést fazové korekce. Vifivé proudy vznikaji v kovovych soucastech
MR tomografu a ve vodivych tkanich pacienta jako dusledek Lenzova zakona
po aplikaci gradientl magnetického pole (proménné magnetické pole). V signalu
se vifivé proudy projevi jako Casoveé zavisly fazovy posun jednotlivych komponent
signalu. Korekce se provadi ur€enim tohoto casov€ zavislého posunu z MR signalu
vody z analogické méfici sekvence, ktera neobsahuje pulzy pro potlaceni signalu
vody (WS [2]).

Zmeéieny MR signal lze také apodizovat. Apodizace je proces, pii kterém je méfeny
signal vyndsoben jistou funkci, tzv. filtrem. Dle typu pouzité funkce dochazi ke
kompenzaci raznych efektl. NejéastéjSim zamérem je zvySeni poméru SNR
a kompenzace nedostatecné délky doby méfeni signalu (predejiti vzniku oscilaci).
Tomuto ucelu naptiklad vyhovuje exponencialni funkce:

-t
F(t)y=e Ta , (2.24)
kde konstanta Ty se voli co nejblize T, relaxatnimu casu tak, aby doslo k co

nejlepSimu navyseni poméru SNR.
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Pti aplikaci apodizacni funkce se neovlivni integralni intenzita jednotlivych signali
sloudenin, pokles signalu v ¢ase bude charakterizovan ¢asem T,', pro ktery plati:

1 1 1

T, T T + Ty (2.25)

Jinym pouzivanym filtrem je Gaussova funkce, kterou se muze selektivné zesilit
pouze jisty usek signalu, takze Ize kompenzovat $patny pocatecny signal. Vedle dvou
Lorentz-Gaussovsky aj.

Ve frekvenéni doméné¢ se muize na spektrech provést korekce zdkladni cary
na nulovou uroven (tzv. baseline correction), posun signalu ve frekvencni skale
a fazové korekce. Korekei zakladni ¢ary je nutné udé€lat v piipade, pokud paty
jednotlivych signalti nelezi ve stejné nulové rovin€. Pfi této proceduie se pozadi
spektra proklada napt. polynomem, ktery se nasledné odeéte od zméfeného MR
spektra. Do zminéného pozadi spektra ptispivaji signaly velkého poctu rtznych
makromolekul, které maji kratké T, relaxacni Casy a Siroké spektralni cary.

Posun spektra ve frekvencni Skale je béznd operace, kdy se celé spektrum
frekvenéné posune, tak aby frekvence & (ppm) odpovidala zvolenému standardu.

Pokud ma spektrum jiz pozadovanou kvalitu, mize se pokracovat v urceni
jednotlivych integralnich intenzit signalu.

Pro vypocet integralu i pro zpracovani spekter v rdmci pfedlozené prace byl pouzit
program  jMRUI  (viz internetové stranky: http://www.mrui.uab.es/mrui/).
V programu jMRUI jsou zabudovany dvé zakladni skupiny procedur pro vypocet
integralnich intenzit. Jedna procedura je zalozena na metodé nejmensich Ctverct
apouziti tzv. prior knowledge (modul AMARES). Druhd skupina procedur je
postavena na singularnim rozkladu spektra [11].

Ve své diplomové praci jsem pro kvantitativni vyhodnoceni pouzival modul
AMARES s ,prior knowledge“. ,,Prior knowledge* je pfedem znama informace
0 predpokladanych komponentach ve spektru. Tyto komponenty se pak pies svoje
parametry metodou nejmenSich c¢tverct fituji do zméfeného spektra. Neékteré
parametry jsou zcela volné, nékteré maji povoleny interval rozptylu, nebo jsou zcela
pevné. K veli¢indm s povolenym intervalem patii poloSiika a rezonanc¢ni frekvence
jednotlivych signali. K pevné danym veli¢inam patii tvar kiivky signalt (Lorentzova

ktivka, Gaussova kiivka) a vzajemné poméry integralli (u dubleti a tripletd ATP).
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2.2.3 Kvantifikace metabolitii v MR spektrech

Existuji dva piistupy v kvantitativnim hodnoceni metaboliti. Relativni zastoupeni
metabolitu se uréuje pomérem integralnich intenzit spektralnich ¢ar jednotlivych
metaboliti. Tento pfistup je jednodussi a cCasto se pouzivd v klinické praxi.
Nevyhodou je, Ze se nelze vyhnout pfipadim, kdy je nejasné, zda zmenSeni nebo
zvétSeni konkrétniho poméru doslo v dusledku poklesu nebo zvétSeni jedné jeho
slozek. Dokonce pokud poklesnou, nebo vzrostou vSechny koncentrace metaboliti,
tak se tento vysledek neprojevi na pomérech integralnich intenzit metaboliti. Poméry

jsou navic zavislé na parametrech pouzité méfici sekvence.

Ze zmétenych relativnich pomérii Ize urcit i absolutni koncentraci metaboliti,
pokud se poméry vztahnou k metabolitu, ktery ma u vétSiny osob znamou nebo
priblizné stejnou koncentraci. Tento zptisob kvantifikace oznacujeme jako metodu
interniho standardu. Tento postup neni zcela piesny, ale pfi méfeni ne zcela
definované oblasti (napt. signal FID méteny pomoci povrchové civky — jednotlivé
mefeni osoby maji rizné velké svaly) je to jedind moznost, jak urCit absolutni
koncentrace. V *H MRS se Gasto vztahuji spektra k obsahu vody v dané oblasti, v **P

MRS svalu ke koncentraci adenosintrifosfatu (ATP) ve svalu (8,2 mmol/l) [12].

Druha technika urceni koncentrace metaboliti spo¢iva v porovnavani intenzity
signalu z méfené tkadné€ a externiho standardu o zndmé koncentraci. Pti tomto postupu
lze porovnavat pouze signaly, které byly zméfeny stejnym experimentilnim
vybavenim a stejnymi sekvencemi. Navic by se méla provést korekce dalsich vlivi,
které jsou zminény v podkapitole 2.2.4. Celkovy vyraz pro koncentraci ve tkanich
pak nabyva tvaru (2.26):

_ CstVstNgtSgf™

Cvivo - geor 1 (226)

VyivoNvivo vivot

kde Vs Vyivo JSOU Objemy voxelu v externim standardu a v tkani, Ng, Ny, pocet
aktivnich atoma v molekule ptispivajicich k signalu, Cg; znama koncentrace latky ve
standardu a ST, Syiy,: Naméteny signal ze standardu a z tkané korigovany na dale

zminéné vlivy podle vztahu (2.27).

cor
cor _ Sst

St T Frafpufpy atd (2.27)
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2.2.4 Korekce pro kvantifikaci metabolitt

2.2.4.1 Korekce f¢ na relaxa¢ni dobu

Jednotlivé metabolity se liSi spin-spinovymi a spin-mfizkovymi relaxacnimi casy.
Spin-spinova relaxace rozfazovava vektor magnetizace vV roviné kolmé na statické
magnetické pole. Spin-mfizkova relaxace vraci vektor magnetizace do rovnovazného
stavu (do roviny kolmé na statické pole). Pokles signalu spin-miizkovou relaxaci
vSak neni velky, protoze T1 Casy jsou pomérné dlouhé vici celkové délce sekvence.
Ve vétsiné pripadi je SpiSe problém s nedostate¢nou obnovou longitudinalni
magnetizace pfi méefeni vice akvizic. Celkovy korekcni faktor pro kompenzaci T,
relaxace a nedostate¢né obnovy magnetizace ma tvar ma tvar (2.28) [6], v némz TR
odpovida repeticnimu ¢asu a ¢as TE je doba, ve které se magnetizace vyvijela

Vv transverzalni roviné od svého sklopeni az k své detekci.

TR TE

fra=(1—e T1)e T (2.28)

2.2.4.2 Korekce f, na plnéni a tvar civky, offset metabolitii a polohu voxelu.

Kazdy objekt, ktery se vlozi do civky, ktera je soucasti MR tomografu a generuje
RF pulzy, ovliviiuje zpétn€ vlastnosti civky, které jsou popsany jeji indukcnosti.
Indukénost civky pak zavisi na tvaru, velikosti a objemu vzorku nebo tkané, ktery je
V ni umistén. Indukénost civky také zavisi na jejim tvaru.

Ruznéd indukénost civky se projevuje jak na jejich excitacnich (napt. velikost
amplitudy B,), tak i na detekénich vlastnostech.

Dale je mozné zahrnout korekci intenzity signalu, ktera plyne =z diference
chemického posunu jednotlivych metabolitd, kvili neuniformité profild excitacnich
pulzi.

Intenzita signélu Vv neposledni fad¢ zavisi na poloze voxelu vici civee. V piipadé
povrchové civky klesa jeji detek¢ni schopnost se vzdalenosti velice rychle, a proto je

vhodna pro méteni struktur blizkych povrchu téla.
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2.2.4.3 Korekce fpy na ,,Partial volume*

Pii méfeni in vivo nelze vyloucit situace, kdy voxel zasahuje nékolik riznorodych
tkani. V takovém piipad¢ je vysledny signal souctem signall z jednotlivych tkani ve
voxelu, které mohou mit riznou koncentraci detekovanych metabolit.

V piipadé lytkové ¢asti nohy pfipada v tvahu tkan kostni, svalova, tukova a krev.
Z krve piispiva signal 1,2-bifosfoglyceratu (BPG) [13], ale objem krve v Zilach
a tepnach je v lytku maly. Z kosti se nedetekuje zadny signal a navic se lze voxelem
kostem snadno vyhnout. Zbyva pouze svalova a tukova tkan. Vypocet jejich
jednotlivych prispévkia do celkového signalu lze provést posouzenim jejich
zastoupeni ve voxelu pomoci segmentace anatomickych obrazi. S korekci fpy
souvisi 1 korekce na artefakty chemického posunu (CSA). Artefakt chemického
posunu je vzajemny prostorovy posun voxeli jednotlivych metabolitii s odliSnou
Larmorovou frekvenci (umisténi voxelu zavisi na presné Larmorové frekvenci

daného metabolitu).
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2.3 MR zobrazovani

MR  zobrazovani pfedstavuje zadkladni vyuziti magnetické rezonance
v radiodiagnostice. Existuje velice mnoho méficich sekvenci, jez se lisi v fadé
parametrd, ale principy vzniku obrazi jsou totozné. Neprve je aplikovan gradient
magnetického pole ve sméru jedné osy (i obecné, zde zvolena 0sa z):

B(z) =By + G,z . (2.29)

Timto zpisobem se stane Larmorova frekvence jednotlivych metabolita
s chemickym stinénim o, zavislda na poloze (v piipadé¢ zobrazovani je obraz

vétsinou tvofen vodou, piipadné lipidy) [6]:

Wom =YL —0om)(Bo + G,2) = y(1 — 0)By + vG,2Z . (2.30)

Soucasné s gradientem je zapnut i selektivni radiofrekvenéni pulz o frekvenci wgyy,.
Radiofrekvencni pulz plni rezonan¢ni podminku pouze v jedné tzké vrstvé kolmé na

gradient magnetického pole:

wWom—Y(1—0m)Bo

z= YGyzZ ' (2-3 1)

Siika vrstvy je umérna frekvenéni §ifi pouZitého pulzu Aw a velikosti gradientu:
Aw
2= e, (2.32)

V uvazované vrstvé dojde ke sklopeni jaderné magnetizace o thel, ktery je dan
velikosti a délkou pusobiciho pulzu.

Dalsi krok v sekvenci pfedstavuje kodovani x a y soutadnice do precesniho pohybu
spinti. Pro kodovani X soufadnice je pouzita frekvence spinii a pro kdédovani
y soufadnice je vyuzita jejich faze. Frekvencni kodovani se provadi zapnutim
gradientu magnetického pole podél X soutfadnice pii ndbéru signdlu, tim se stane
frekvence volné precese jednotlivych latek zavisld na X-ové soufadnici. Posledni
prostorova soufadnice y se zakdduje do faze pouzitim gradientu magnetického pole
ve sméru osy Y Vdob¢ pred nabérem signalu. Tento gradient pak ovlivni fazi

jednotlivych spini dle vztahu (2.33):
e(y) =v(Bo +yGy)T1 | (2.33)

kde By je velikost statického magnetického pole a 7; doba pusobeni fazového

gradientu. Fazovy gradient se musi pouzit opakované pfi riznych intenzitach G, ,,
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tak, aby pokryl cely dale zavedeny k-prostor. Vzhledem k periodicité faze mtze dojit
k ptelozeni obrazu z jednoho konce na druhy konec.
Piiklad klasické MR zobrazovaci sekvence se spinovym echem je zobrazen na

Obr. 3. Na ném muzeme pozorovat pocatecni 7T/Z pulz s gradientem ve sméru osy z,

ktery sklopi magnetizaci v pozadované vrstve.
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Obr. 3 MR zobrazovaci sekvence spinového echa.

Nasleduje aplikace fazového gradientu Gy v ¢ase TE/2. Poté pfichazi na fadu m
pulz spolu s pivodnim gradientem G,, ktery pteklopi spiny v uvaZované vrstvé
a zpusobi vznik spinového echa (SE) za dvojnasobny ¢as. SE se mé&fi pii zapnutém
frekvenénim gradientu Gy. Misto SE se i pouziva tzv. gradientové echo (GE). V GE
jsou RF 1 pulzy nahrazeny silnym gradientem magnetického pole ve sméru Gy,

zaroven je pouZit 1 slabsi gradient magnetického pole ve sméru G,

19



TR
It ulzy
% =l g o g
| | I
A I
&
‘ f" )
i '.1 N
c, —
t aplikovano M
| k |
—
&, ¥ {
| l l
o TE \_/
fsignd -
[ rl
|
i
| "I=I!|||I|p
V[V
v

Obr. 4 MR zobrazovaci sekvence gradientového echa.

Gradient Gy rozfazuje spiny v uvazované vrstvé. Za ur€ity ¢as je pouzit gradient Gy
S opanym prub&hem nez poprvé, coz zpusobi opétovnou refokusaci spintl a tvorbu
GE. GE jsou oproti spinovym echtim rychlejsi, ale jsou citlivéjsi na nehomogenity
statického pole.

U MR zobrazovaci sekvence jsou dilezitymi parametry echo ¢as (TE) a repeti¢ni
(opakovaci) ¢as TR. V zavislosti na jejich délce je mozné ovliviiovat vlastnosti
obrazu. Ptfi dlouhém TR a kratkém TE je obraz urcen hustotou spini (tzv.
protondenzitni obraz). Pti zkracovani ¢asu TR nedojde k dostate¢né spin-spinové
relaxaci u nekterych tkani, takze jejich signal bude zmens$en v dusledku neobnoveni
jejich podélné slozky magnetizace (T1-vazeny obraz - na kontrastu se podili rozdil
v Ty Casech jednotlivych tkani). Naopak pii prodluZzovani TE se bude vyrazné
zmenSovat piispévek signalu od tkani s kratkou spin-spinovou relaxaci (T2-vazeny

obraz - na kontrastu se podili rozdil T, ¢ast jednotlivych tkani).
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2.3.1 Ziskani MR obrazu

Detekovany signal obrazu popsané zobrazovaci sekvence bude umérny vyrazu

(2.34) [7]:

S(Gyuit) = ff, .m0 y)e VEGEYEnTgxdy (2.34)

V integralu (2.34) nejsou pro zjednoduseni vyjadieny relaxace. Lze zavést tzv. k-
prostor vztahy, (2.35) a (2.36), kde t je doba detekce a 7, doba aplikace fazového

gradientu G, ,,.

kx(t) = yGyt (2.35)

ky(Gyn) = vGynTs (2.36)

~evT,

Integral (2.34) v nasledujicich novych soutadnicich je prehledné;si:

S(kuikey) = [, 0106 Y™ ¥ dxdy (2.37)

Jelikoz je béhem zobrazovaci sekvence (Obr. 3) namétena zavislost S (kx ; ky) na
ky; ky lze provést jeji 2D FT vtéchto proménnych a ziskat obraz hustoty

protont (*H) n(x; y) v uvazované vrstvé.
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2.4 Signdly 31P a 1H sloucenin v MR spektru svalu

V této podkapitole bude podéan piehled sloucenin, které lze detekovat ve svalech
metodami *'P a 'H MRS. U vybranych sloucenin bude uvedena jejich funkce

Vv organizmu a vlastnosti dilezité pro MR vySetfovani.

2.4.1 31P MR spektrum

Ve svalech lze detekovat nékolik vyznamnych sloucenin obsahujici fosfor [13].
Specifikem fosforovych sloucenin jsou jejich pomémné dlouhé T; relaxacni Casy
a naopak kratké T, relaxacni Casy. T; relaxacni cas se u ATP pohybuje kolem 4 az 5
s, U PCr a anorganického fosfatu (Pi) 6 az 7 s a u fosfodiesterti dosahuje az 8-9s. T,
relaxaéni ¢as je u ATP piiblizn€ 50 ms, u Pi 150 ms, u PCr 350 ms a u fosfodiesterti
400 ms [14]. Uvedené relaxacni ¢asy plati pro metabolity umisténé do magnetického

pole o velikosti 3T.

Na relaxacnich mechanismech fosforovych sloucenin se podili dipol-dipolova

interakce, ale i anizotropie chemického posunu.

Kratké T, a dlouhé T; €asy jsou nevyhodné pro méteni, protoze dlouhé T; casy
snizuji moZznosti akumulace méfeni a kratké T, omezuji pouziti lokalizované

spektroskopie [15].

Samotné *'P MR spektrum svalu vivo se rozkladd v rozmezi 25 ppm. Pro
porovnani *H MR spektrum in vivo se rozklada v rozmezi pouze 10 ppm [16].

Typické fosforové spektrum je zobrazeno na Obr. 5.
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Obr. 5 Zméfené **P MR spektrum svalu.

2.4.1.1 Fosfokreatin (PCr)

Nejvetsi signal v 3P MR spektru svalu pochézi od fosfokreatinu (Obr. 6). Tato
slou¢enina funguje ve svalech jako okamzity zdroj pro tvorbu molekul ATP, proto se
jeji koncentrace béhem cvieni zmenSuje. Po zatézi se obnovuji piivodni klidové

koncentrace fosfokreatinu ze zvySené syntézy ATP v mitochondriich.

Fosfokreatin se nenaléza v jatrech (v jatrech neni enzym kreatin-fosfokinaza).
Tohoto jevu lze vyuzit k ovéfeni lokalizace MR fosforovych spekter pfi mé&feni *'P

V jatrech.

Signal fosfokreatinu se Casto povazuje za referenci a to kvuli zminéné velké

amplitudé€ a i k jeho poloze pobliZ pomysIného stfedu fosforového spektra.
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Obr. 6 Fosfokreatin

2.4.1.2 Adenosintrifosfat (ATP)

vvvvvv

energeticky zdroj organismu. Velka ¢ast ATP je v buinkach vyuZivana k chodu
proteosyntézy a bunéénych pump [17]. Ve svalovych buiikach dochazi navic k velké

spottebé ATP pti vykonavané fyzické ¢innosti.

Celkem ma molekula ATP (Obr. 7) tii fosforové atomy v neekvivalentnich
polohéach, oznacovanych a, B, y. Kazdému pfislusi vlastni signdl ve fosforovém MR
spektru (aATP ~ -7,8 ppm, BATP ~ -16,1 ppm, YATP ~ -2,8 ppm). Jejich multipletni
struktura je déna tim, Ze o a vy 31p sousedi pouze s jednim 3p, tudiz jejich signaly

budou dublety. Signal BATP je tripletem, ponévadz [ 31p sousedi jak s a tak vy Sp,

Klidova hodnota koncentrace ATP ve svalech je pfiblizné 8,2 mmol/l [12]. Béhem
cviCeni se koncentrace ATP u zdravych jedinci takitka neméni, coz je zajiSténo
kreatinfosfatazovou reakci (viz kapitola 2.6). Signal BATP je nejvhodnégjsi pro
vyhodnoceni, nebot’ se jeho rezonancni frekvence nekryje s dalSimi slab§imi signaly

jinych metaboliti (ADP, AMP) [13].

ECI OH

OH OH

Obr. 7 ATP
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2.4.1.3 Anorganicky fosfat (Pi)

Signal anorganického fosfatu je ve spektru dobie znatelny, hlavné pti fyzické
zatézi. Pii cviCeni nartsta jeho koncentrace az nékolikanasobné v duasledku jeho

uvolnéni z rozpadu ATP na ADP. Po cviceni se vraci na klidové hodnoty.

Nartist volného fosfatu je spolu s poklesem pH povazovan za hlavni Cinitel
okamzité unavy svalu [18]. Jeho chemicky posun zavisi i na kyselosti okolniho
prostiedi, protoze se v bunkach nachézi ve dvou disocianich formach kyseliny

fosfore¢né (Obr. 8) [19].

Ze znamé zavislosti jeho chemického posunu vici PCr Ize pak urcit pH svalu

(viz kapitola 2.8).

V 3P MR spektru miiZe nastat situace, kdy se signal volného fosfatu rozstépi na
dva signdly. To nastava pii fyzické zatézi. Muze to byt disledkem toho, Ze
detekovany signal fosfatu pochazi z rychlych i pomalych vlaken, jez maji navzajem
odlisny metabolismus, a tudiz i pH [20]. Druhé vysvétleni, které se nabizi, je, Ze
detekovany signal pochédzi i od svalii, které nejsou tak intenzivné zapojeny do

cviceni.

'ﬁ SMEs 'ﬁ
0P—OH HO—P—OH

Obr. 8 Anorganicky fosfat

2.4.1.4 Fosfomonoestery (PME: PC, PE)

K fosfomonoesterim patii predevsim fosfoetanolamin (PE) a fosfocholin (PC).
V MR spektru svalu jsou jejich signaly malo znatelné a jejich velikost neni cvicenim
ovlivnéna, i kdyz PME jsou glykolytické meziprodukty. Vétsina fosfomonoestera

slouzi bunice jako prekurzory latek ke tvorbé bunéénych membran [21].
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2.4.1.5 Fosfodiestery (PDE: GPC, GPE)

Neveétsi signal z fosfodiestert ma glycerol-3-fosfocholin (GPC) a glycerol-3-
fosfoetanolamin (GPE). Jejich signal je vuci signalu od fosfomonoesteri silnéjsi, ale
za namahy se rovnéz neméni. Fosfodiestery detekované ve fosforovém spektru jsou
povazovany za latky, které jsou naopak vyfazeny z bunéénych membran a jsou

urceny k degradaci [21].

2.4.1.6 Nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)

NADH (Obr. 9) pfedstavuje jedno z hlavnich redukénich ¢inidel v bunice. Jeho signal

je slaby, ale ve spektru rezonuje u paty aATP.

|
|\ TNH,
N
O
‘5|30H OH
0=P-0" HoN

o]

OH OH

Obr. 9 NADH

2.4.2 1H MR spektrum svalu

Piiklad protonového spektra zméfeného z lytkového svalu je na Obr. 10.

Detekované slouceniny jsou popsany dale.
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Obr. 10 Zméfené *H MR spektrum svalu.

2.4.2.1 Voda

Voda ma nejsilngj$i signal ze vSech pozorovatelnych sloucenin v protonovém MR
spektru. Jeho intenzita ve tkani in vivo odpovida koncentraci piiblizné 40 mol/l.
Koncentrace ostatnich sledovanych metabolitl je o 4 fady nizsi, proto se pro jejich

detekci signal vody hardwarové i softwarové potlacuje.

Pro relativné stalou koncentraci vody v tkani, 1ze jeji signal pouzit k vypoctu

koncentraci ostatnich latek.

2.4.2.2 Kreatin (Cr)

Kreatin (Obr. 11) je komplementarné¢ dopliitkova sloucenina k fosfokreatinu.
Celkova klidova koncentrace kreatinu spolu s fosfokreatinem je ve svalu pfiblizné
42,5 mmol/l [22].
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Obr. 11 Kreatin

2.4.2.3 Triglyceridy

Ve svalové tkani existuji dva druhy ulozeni triglyceridi. Jednak muzou byt
triglyceridy uchovany ve svalovych bunkach ve formé tukovych kapének, mluvime
0 tzv. intramyocelularnim tuku. Druhou moznosti uchovavani glyceridiu jsou tukové
buiiky, tzv. adipocyty (extramyoceluldrni tuk). V téch jsou triglyceridy uloZeny ve

formé valcovitych provazct.

Triglyceridy maji odliSnou magnetickou permeabilitu nez okolni tkan. V disledku
toho je magnetické pole uvnitt (i ve velmi blizkém okoli) triglyceridovych tutvara
jiné nez v okolni tkani. Mikroskopické triglyceridové magnetické pole je navic
zavislé na samotném tvaru triglyceridi a jejich orientaci vi¢i vnéjSimu
magnetickému poli. Z toho vyplyvda, Ze tukové kapénky (koule) ve svalovych

buiikach budou mit odliSnou Larmorovu frekvenci nez zbyla tukova tkan (valce).

V disledku tohoto efektu jsou pak tyto dvé formy tuku ve spektru rozliSitelné.
Navic se kazdy ze signalt rozpadne na dalsi dva piky, protoze protony jsou vazany

ve skupiné CH; nebo CHj3 [23] (viz Obr. 10).

2.4.2.4 Dalsi latky

Dalsi latky, které 1ze 'H MR spektroskopii detekovat ve svalu jsou cholin, karnitin,
acetylkarnitin (Obr. 12). Karnitin a acetylkarnitin jsou slouceniny, jez jsou soucasti
mitochondrialniho cyklu pro transport acylovych fetézci pies jejich membrany.
Acetylkarnitin se tvofi uvniti mitochondrii pfi nadbytku acetyl-CoA z karnitinu
a jako prebytecna sloucenina je transportovan ven z mitochondrie, kde je preménén

zpét na karnitin resp. acylkarnitin [24].
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acetylkarnitin chalin

Obr. 12 Acetylkarnitin a cholin.
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2.5 Stavba svalu a priibéh svalové kontrakce

Svaly u ¢lovéka se podle struktury a funkce déli na kosterni (tzv. pticné pruhovana
svalovina), hladkou a srde¢ni svalovinu a myoepitel. Jelikoz se tato diplomova prace

zabyva kosternim svalstvem, bude popis omezen pouze na n¢j.

Pti¢n¢ pruhovany sval se sklada ze svalovych vlaken, které se dale skladaji do
veétSich funk¢nich jednotek — do bfisek a svalovych hlav. Svalova vldkna jsou
tvofena znékolika sarkomer. Jednotlivé sarkomery jsou slozeny z myofibril.

Sarkomera je zakladni funk¢ni jednotka svalu.

Kazda sarkomera je ohrani¢ena dvéma tzv. Z disky, ke kterym jsou pfichycena
aktinova vldkna. Ve stfedu sarkomery je tzv. H zoéna, z které vybihaji naproti
aktinovym vldknim tlust$i vldkna myozinova. Aktinova vldkna vybihajici z okrajii
sarkomery nedosahuji H zony, ale v jisté ¢asti sarkomery se jejich konce piekryvaji
s konci myozinovych vladken [25]. Uspotfadani aktinovych a myozinovych vlaken
v sarkomete vytvaii typicky mikroskopicky vzhled, od kterého pochéazi celé

pojmenovani tohoto typu svalstva. Stavba sarkomery je znazornéna na Obr. 13.

Mycsin
\f H z6na
.*I
Mg, gl P ————ae
Y —il [0 Hr———gid
Ml —ael Hr———ggiy
A [ e Pl
V4 8
Aktin \

/ clisky

Obr. 13 Stavba sarkomery.

Aktinové vlakno je dvousroubovice tvorena kulovitymi monomery aktinu, na které
se vazou molekuly troponinu a tropomyozinu. Myozinové vldkno je sloZeno asi ze
150 molekul myozinu, které maji na svém konci myozinovou hlavicku, na které

Vv pribchu svaloveé kontrakce probiha hydrolyza ATP.
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Z biochemického a fyziologického pohledu se svalova vlakna déli na vldkna typu I
a II, ptipadné III (ptechodové typy).

Vlakna typu I (SO slow oxidative) [26] jsou vlakna, ve kterych jako hlavni zdroj
energie slouzi oxidativni fosforylace. Tento typ vldken je tudiZ méné unavitelny,
aproto prevlada ve svalech, které¢ jsou urCeny pro statické, pomalé¢ pohyby nebo
polohové funkce. VIdkna typu I maji vici vldknlim typu II mensi prifez, obsahuji

vice mitochondrii a jsou bohat¢ prokrveny.

Vlakna typu II maji velkou glykolytickou kapacitu a jsou ur¢ena pro rychlé a silové
pohyby. Dé€li se na dvé podskupiny A a B. Skupina vlaken II A (FOG - fast oxidative
glycolytic) [26] ma stfedni oxida¢ni kapacitu a stfedné rychlou unavitelnost oproti
vlakntim skupiny II B (FG - fast glykolytic).

Ve svalu soleus je 70 - 90 % svalovych vlaken typu I, ve svalu gastrocnemius je
toto zastoupeni mens$i - 40 az 60% [27,28] (viz Obr. 22). Tento pomér zavisi na
genotypu kazdého cloveéka, véku a na typu provozované zatéze (rozdil mezi

maratonskymi bézci a sprintery).

Pribéh svalové kontrakce je nasledujici. Nejprve pfijde nervovy vzruch na
nervosvalovou ploténku. Mediator acetylcholin uvolnény ze svalové ploténky
aktivuje nikotinové receptory, které oteviou Na* kanaly [29]. Tim se vytvoii akéni
potencial, ktery se Sifi po celé sarkometfe. Na zménu potencialu reaguji vapenaté
kanaly v sarkoplazmatickém retikulu, které se zprtichodni pro Cca* ionty. Vapenaté
ionty se navazou na troponin. Touto vazbou se mirn¢ posune i tropomyozin, coz
zpusobi zpfistupnéni vazebného mista pro hlavicky myozinu. Dojde ke Stépeni ATP
a nasledné konformacni zméné hlavicky myozinu vic¢i aktinovému vlaknu, coZ
zpusobi zasunuti aktinového a myozinového vldkna vice do sebe. Nasledna
konformace hlavicky myozinu a aktinového vlakna je stabilni, dokud nedojde
k vyméné ADP za ATP. Po vyméné ADP za ATP, se cely proces opakuje, pokud
jsou jestd piitomny Ca®* ionty. Dalsi ATP ve svalu se spotfebovava k Serpani Ca?*

zpét do endoplazmatického retikula.
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2.6 Metabolické déje a zdroje energie ve svalové tkani

Lidsky organismus piedstavuje slozity komplex chemickych reakci, které na sebe
navazuji, ovliviiuji se a vzajemné se reguluji. Pfi hodnoceni biochemickych dé&ji
v organismu se musi piihlédnout Kk celkovému fyziologickému a biologickému

aspektu procesu.

V nasledujicich podkapitolach bude podan zékladni piehled biochemickych reakci

probihajicich ve svalové tkani pii vykondvané namaze.

Pii kazdém stahu svalu dochazi k okamzité spotiebé molekul ATP (2.38) [30]:

ATP + H,0 S ADP + P; + aH* + Energie (2.38)

Mnozstvi uvolnéné volné energie a H' zivisi na koncentraci okolnich ionti
(~ v Kklidu -64 kJ/mol a @ = 0,64 [30]). Z rovnice vyplyva, Ze se bude ve svalu pfi
namaze zvySovat koncentrace ADP a volného Pi, a naproti tomu klesat koncentrace
ATP. K vyrovnani poklesu koncentrace ATP slouzi n€kolik mechanizm@. Prvnim
mechanizmem je kreatinfosfatazova reakce, kdy dochéazi k preméné fosfokreatinu na

kreatin za soucasné ptemény ADP na ATP (2.39):

PCr + ADP + aH* S Cr + ATP (2.39)

Reakce probihé za pritomnosti Mg®* a Mn?" ionti a a ~ 0,85 [30]. Tato reakce
dokéze velice rychle vyrovnat vykyvy ATP, takZze b&hem cviceni samotnd hladina
ATP ve svalu zistava u zdravych 0sob konstantni. Celkové mnozstvi ATP ve svalu
je tak malé, Ze by jeho zasoba vydrzela svalu jen na nékolik malo vtefin intenzivniho

cviceni, tudiz PCr slouzi jako okamzZita zdsobarna energie svalu.

PCr ma funkci transportni, nebot’ kreatinfosfatdzova reakce probihd v opacném
sméru v intermembranovém prostoru mitochondrii, kde naopak snizuje hladinu ATP

za vzniku PCr.

Kreatinfosfatazovou reakci katalyzuje enzym ATP kreatin-fosfokinaza, jejiz
aktivita je zavisl4 na poméru ATP/ADP. Pfi tvorbé ATP se spotfebovava H*
(koeficient a je vétsi nez u rozpadu ATP), takze lze predpokladat, ze na zacatku
cviceni poroste pH svalu (zména pH ma zpétné vliv na rovnovahu dalSich

metabolickych reakci).
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Druhou moznosti doplnéni ATP je tzv. adenylat-cykldzova reakce, pii které
dochazi k obnové ATP ze dvou molekul ADP pti vzniku AMP (2.40):

2+

ADP + ADP <2 ATP + AMP (2.40)

Tato reakce je katalyzovana ATP/AMP fosforyltransferdzou. Podili se pfiblizné
jednou ¢tvrtinou na okamzitém vzniku ATP. Jeji ¢innosti klesd pomér ATP/AMP,
coz aktivuje AMP dependentni kinazu, kterd je jednou z hlavnich regulatort
anabolickych a katabolickych procest. Tlumi syntézu mastnych kyselin a naopak
podporuje jejich absorpci a oxidaci, urychluje glykolyzu, zvySuje absorpci glukdzy
do bunék zvétSenim translokace a exprese GLUT4 transportéru, stimuluje
mitochondrialni biogenezi pomoci zvysSeni aktivity transkripéniho faktoru NRF1

a expresi ko-aktivatoru PGC-1a [31].

Tteti mechanizmus obnovy ATP je samotna syntéza ze zasobnich latek (z glukozy,
resp. glykogenu a z tuki). Glukoéza se zpracovava v glykolytické draze, ktera probiha
Vv cytoplazmé svalové bunky. Sklada se z deseti reakei. Vychozi latkou je glukoza,
konecnym produktem je pyruvat [32]. Vznikly pyruvat se bud’ pfeméiiuje na laktat za
pomoci o koenzymu NADH, nebo putuje do mitochondrie, kde probiha jeho

Zpracovani v citratovém cyklu a v oxidativni fosforylaci.

2.6.1 Anaerobni fermentace

Anaerobni fermentace ptfedstavuje vznik laktatu z pyruvatu pomoci enzymu laktat
dehydrogenazy za soucasné oxidace NADH na NAD®. Celd dréha anaerobni
glykolyzy veetné anaerobni fermentace probihd v cytoplazmé buiky. Jeji vyhodou
je, Ze nepotiebuje ke svému chodu kyslik a je az 100 krat rychlejsi nez oxidativni

fosforylace. Sumarni vzorec anaerobni glykolyzy je (2.41):

glukéza + 2 ATP + 2 Pi (nebo glykogen + 1 ATP + 1 Pi)

S 2 Laktat + 4 ATP +2H,0 + 2H* (2.41)
Ze sumarniho vzorce lze nahlédnout na hlavni nevyhody anaerobni glykolyzy.

Prvni nevyhoda je jeji nehospodarnost (zisk pouze 2 molekul ATP z jedné glukdzy).

Druhd nevyhoda spociva Vv jejich kone¢nych produktech (laktat, protony), které
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zpuisobuji tnavu svalu. Nehospodarnost anaerobni glykolyzy je zmenSena Coriho

cyklem, ktery v jatrech z laktatu resyntetizovava glukézu.

2.6.2 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus je sekvence 8 enzymatickych reakci probihajicich
v mitochondriich [32]. Hlavnim cilem citratového cyklu je pfeména energie ulozené
v acetyl-CoA do formy redukovanych koenzymu. Tyto koenzymy se pak pouZiji
v oxidativni fosforylaci k vytvofeni protonového gradientu na vnitini membrané
mitochondrii. Dal$i funkce citratového cyklu spocivaji v jeho meziproduktech, jez
jsou biosyntetické prekurzory fady dulezitych latek (aminokyseliny (AMK),
porfyriny...). Citratovy cyklus odpovida za oxidaci nejen vétSiny cukri, ale
I mastnych kyselin i AMK. V jeho pribéhu z jedné molekuly acetyl-CoA vzniknou 3
molekuly NADH, 1 molekula FADH, , 1 molekula GTP a 2 molekuly CO,.

Acetyl-CoA vznika v mitochondrii z pyruvatu za souc¢asné¢ho uvolnéni 1 molekuly

CO; a NADH n¢kolikastupnovou reakci katalyzovanou pyruvatdehydrogenasou.

V citratovém cyklu se nejprve z acetyl-CoA a oxalacetatu syntetizuje citrat. Citrat
prechazi pies isocitrat na oxalsukcinat za redukce NAD" na NADH. Z oxalsukcinatu
vznika 2-oxoglutarat za uvolnéni CO,. Dalsi reakce obnasi vznik sukcinyl-CoA
z oxoglutarat za dal$iho uvolnéni CO, a NADH. Ze sukcinyl-CoA dale vznika
sukcinat (+ vznik 1 GTP), ze sukcinatu fumarat (+ redukce FAD na FADH,)
a z fumaratu L-malat. V posledni reakci citratového cyklu se obnovuje oxalacetat

z fumaratu (+ redukce NAD" na NADH).

2.6.3 Oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace je souhrnny nédzev pro procesy probihajici na wvnitini
membrané mitochondrii. Na vnitini membrané mitochondrii jsou pfitomny
4 komplexy, které vyuzivaji energii uchovanou ve formé redukovanych koenzymu
(NADH a FADH;) kbudovani protonového gradientu. Protonovy gradient pak
pohani H" ATPazu, ktera syntetizuje ATP.
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Prvni komplex NADH dehydrogeniza redukuje NADH na NAD®, pfitom
ptesouva protony do mezimembranového prostoru a elektrony na koenzym Q. Druhy
komplex je sukcinat dehydrogenaza katalyzujici oxidaci FADH, koenzymem Q
(pfesun elektront z FADH na koenzym Q). Tteti komplex ubichinol-cyt ¢ reduktasa
katalyzuje oxidaci redukovaného koenzymu Q cytochromem C a piesouva dalsi
protony do mezimembranového prostoru. Cytochrom C je periferni membranovy
protein, ktery prenasi elektrony od komplexu III na komplex IV. Komplex IV
(cytochrom c oxidasa) odebira elektrony cytochromu C a redukuje jimi molekularni
kyslik za vzniku vody. Pfitom jsou opét pfesouvany protony do mezimembranového
prostoru. Pii oxidativni fosforylaci se =ziskaji zredukce NADH 3 molekuly
ATP (2.42):

3ADP +3Pi+ NADH +1/,0, 5 NADH* +3ATP + H,0 (2.42)

Na redukci FADH,; pfipada zisk pouze 2 molekul ATP. Celkové je v citratovém
cyklu z jedné molekuly glukozy ziskano 10 molekul NADH, 2 molekuly FADH, a 2
molekuly GTP. To odpovida zisku dalsich 36 molekul ATP v oxidativni fosforylaci

vuci anaerobni glykolyze.

Energie mize byt ziskavana nejen z glukozy, ale i z tukli pomoci B oxidace.

2.6.4 B Oxidace

S oxidace ptedstavuje proces, ve kterém jsou v mitochondrii metabolizovany
mastné kyseliny na acetyl-CoA. Pied £ oxidaci je mastna kyselina nejprve v cytosolu
aktivovana navazdnim na koenzym A. Reakce probiha pies meziprodukt
acyladenylat a je pii ni spotfebovano ATP za vzniku AMP. Avsak acyl-CoA
S dlouhym fetézcem neni schopen projit pfes mitochondrialni membréanu, proto
dochazi k pfenosu acylu na karnitin. Acylkarnitin ma specialni pfenaseCovy protein

(karnitintranslokéza), ktery mu umozni projit membranou mitochondrie.

V mitochondrii dochézi k opétovnému pienosu acylu na koenzym A. Dale je

oxidace obnasi sled Ctyf reakcei, pii kterém je mastna kyselina zkracena o dva uhliky
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za soucasného vzniku acetyl-CoA. Sled téchto ¢tyt reakci se opakuje, dokud se cela

mastna kyselina neodboura na jednotlivé acetyl-CoA.

2.6.5 Zapojeni jednotlivych metabolickych mechanizmi pri zatézi

Zapojeni jednotlivych mechanizmii obnovy ATP ftidi n¢kolik faktort. Hlavnimi
faktory jsou délka probihajici zaté¢ze a velikost zatéze vi¢i maximalné moznému

vykonu dané osoby.

Jestlize se soustfedime na Casovou zavislost metabolickych pochodi, tak v prvnich
sekundéch zatéze se zacne rozpadat ATP. Tento pokles zacne ihned vyrovnavat PCr.
Po nékolika desitkach sekund zac¢ne tibytek ATP dorovnavat anaerobni glykolyza.
Aerobni fosforylace se rozbiha n€kolik minut podle toho, jak roste pratok krve
svalem a jeho zasobeni kyslikem. Lipolyza za¢ne tvofit vyznamny zdroj ATP az
po n¢kolika desitkdch minut. Po z4tézi by méla probihat pouze aerobni fosforylace,
ktera dorovnava pocateény pokles PCr (tzv. kyslikovy dluh), pfesto anaerobni

glykolyza mtize par sekund po skonceni namahy pfispivat k tvorbé ATP.

Druhym dilezitym faktorem je zminéna celkova velikost svalové zatéze [26]. Pro
ni existuyji dvé vyznamné meze. Prvni mez je piiblizné zat€z 60% maximalné
mozného vykonu (tzv. anaerobni prah), do ni je sval schopen pokryvat svij
metabolismus takika vyhradné oxidativni fosforylaci. Do hodnoty této zatéze také
dochazi po pocatecnich zménach PCr, Pi a pH k jejich stabilizaci a sval je schopen
vykonavat z4téz po dlouhou dobu. Po piekroc¢eni 60% maximalni mozné zatéze se
zacne podilet na vyrobé ATP i anaerobni glykolyza. Druhou vyznamnou mezi je
zatéz 100% maximalné mozného vykonu, kdy po jejim prekroceni dochazi k selhani

svalovych kontrakci.

Ptesné nacasovani a podil jednotlivych mechanizml vyroby ATP pak zalezi na
individualnich vlastnostech kazdého jedince — trénovanost, aktualni kondice, fenotyp
a zdravotni stav, pomér rychlych a pomalych svalovych vldken, mnozstvi

mitochondrialnich enzym1.

Zapojeni jednotlivych mechanizmi 1ze odhadnout ze zmény pH ve svalu.
Na zac¢atku namahy pH mirné vzrista z divodu rozpadu PCr az k hodnotdm kolem

7,10. Poté pH klesa z divodu ptisunu H* z anaerobni glykolyzy a po dostatedné
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aktivaci oxidativni fosforylace ziistdivd na konstantni hodnoté¢ za podminky
maximalné¢ 60 % maximalni zatéze. Po skonceni zatéze se pH vraci na klidové
hodnoty (okolo 7,03). Navic pufrovaci kapacita jednotlivych bunék a stav
mikrovaskularniho obéhu moduluje vyvoj hodnoty pH.
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2.7 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM - lidové tzv. cukrovka) je chronicka metabolicka porucha
charakterizovana vysokou glykemii, kterd je zplsobena nedostatkem nebo
neucinnosti hormonu inzulinu. Dvé nejcastéjsi formy diabetu jsou tzv. diabetes
prvniho typu (DM1) a diabetes mellitus druhého typu (DM2). DM2 tvoii 85 % az
95 % pftipadl z celkového poctu pacientil, pficemz vyssi zastoupeni maji vyspélejsi
zem&. DM2 se stavd pomalu pandemickou chorobou, kterou na svété trpi priblizné
&tvrt miliardy lidi [33] a v Ceské republice kolem 800 tisic pacientt (v roce 2011 -
758 tisic DM2 a 56 tisic s DM1 [34]). Navic se da predpokladat, ze vyskyt nemoci
se bude dale zvySovat v disledku nezdravého zivotniho stylu (malo pohybu,
nevhodna skladba a nadmérny piisun potravin) a prodluzovanim lidského Zivota (ve

stafi vyssi vyskyt diabetu).

Pacienti s DM1 trpi aplnym nedostatkem inzulinu v dasledku zhorSené funkce
a ztraty B bun¢k v Langerhansovych ostriiveich ve slinivee bfisni, které ho produkuyji.
B bunky jsou poskozovany autoimunitné vzniklym zanétem slinivky bfisni -
inzulitidy. Lécba pacientii s DM1 spociva v substituénim podavani inzulinu
atransplantaci  slinivky. V nékterych ptipadech se provadi transplantace
Langerhansovych ostrivkii do jater. NeléCeny DM1 kon¢i hyperglykemickym

komatem a smrti.

V piipadé pacientdi s DM2 je situace komplikovanéjsi. Zakladem je sniZena
citlivost zejména perifernich tkani (hlavné svali a jater) na ucinek inzulinu
a predevsim niz8i schopnost B bunék v Langerhansovych ostrivcich produkovat
inzulin [35]. U pacientt s DM2 sniZzena citlivost perifernich tkani souvisi
s nadvahou. Pro vysvétleni snizené produkce inzulinu existuje nékolik teorii, které
pocitaji s vyCerpanim P bunék, s glukézovou toxicitou, postizenim proinzulinové
syntézy, lipotoxicitou, glykolipotoxicitou, postiZenim inkretinového efektu nebo

mitochondrialnim defektem [36].

Biochemickym dusledkem diabetu je zvySené uvoliiovani glukozy z jater (pfi
diabetu se objevuje i zvySena sekrece glukagonu a neni tlumena glykogeneze
Vv jatrech), jeji hromadéni v krvi a naopak jeji nedostatek uvnitt bunck, pro které

je glukéza hlavni zdrojem energie. Z téchto dusledki pak vyplyvaji akutni
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a chronické komplikace diabetu. Akutnimi komplikacemi jsou hypo- nebo

hyperglykemické koma, jenz je nasledkem vysoké, nebo nizké glykemie.

Chronické komplikace DM pochazeji z vyssi glykémie, kdy se glykolyzuji proteiny
a jiné latky v krvi a receptory na bunkach. To vede napft. k aterosklerdze, ischemické
chorobé dolni konéetiny, retinopatii, diabetické nefropatii nebo vysokému tlaku krve.
Vysoka glykemie také zpusobuje vysokou osmolaritu krve, pfitomnost radikald,

hromadéni sorbitolu a nizsi podil myoinozitolu [37].

Posledni dva zmifované ¢initelé spolu se snizenim aktivity Na'/K* dependentni
ATPazy a ischémii poskozuji nervové bunky. PoSkozeni nervstva se muze projevit

fadou 1 zivot ohrozujicich obtiZzi.

Kombinaci kardiovaskuldrnich a neuropatickych problémi vznikd i syndrom
tzv. diabetické nohy, viedovité onemocnéni dolni koncetiny, které mtze koncit 1 jeji

amputaci.

Nedostatek glukézy v buiikach se projevuje na zvySeném metabolismu tukl
a proteini. V ptipadé spotieby proteinti pak bunky travi samy sebe. Navic se tlumi
opacny proces - proteosyntéza. Pii katabolismu tuki je zase zahlcen citratovy cyklus

acetyl-CoA a vznikaji piebytecné ketolatky.

Nedostatek glukozy v bunikach také tlumi aktivitu centra sytosti a zvySuje syntézu
glukézy v jatrech z glykogenu a z aminokyselin (tyto dva efekty jesté zhorSuji
glykemii). V neposledni fadé nedostatek inzulinu také zptisobuje zvySeny podil

volnych mastnych kyselin v krvi, které vedou k ateroskleroze.

2.7.1 Inzulin

Inzulin je anabolicky hormon, ktery ovliviiuje fadu fyziologickych pochodi.
Vznika v B bunkach v Langerhansovych ostrivcich. Z chemického hlediska se jedna
o dva kratké peptidy (21 AMK fetézec A a 30 AMK fetézec B) spojené
disulfidickymi mustky mezi cysteiny. Samotna molekula inzulinu se syntetizuje na
ribozomu ve formé tzv. preproinzulinu, ten pak putuje do endoplazmatického
retikula, kde probiha jeho sbaleni a tvorba disulfidickych mustkd. Z preproinzulinu

vznikne proinzulin. Proinzulin se nasledn¢é ptesouva do Golgiho aparatu, kde je
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zabalen do grana. V granech prob¢hne odstépeni spojovaciho proteinu C mezi fetézci
A a B a vznik inzulinu. Grana se nakonec spoji s bunéénou membranou bunky

a inzulin je uvolnén do kapilarniho fecisté [35].

Uvolnovani gran je fizeno hladinou glukézy v krvi pomoci nasledujiciho
mechanismu. Pfi vysoké glykemii vstupuje do S bunck glukéza pres GLUT 3
transportér (neni fizen hladinou inzulinu v krvi), mitochondrie zacnou v f# buiikach
tuto glukézu zpracovavat. Vytvoii se velké mnozstvi ATP, které uzavie ATP citlivé
draselné kanaly. Nasledny pokles odtoku K* z buiiky depolarizuje membranu buiiky,
cozZ zpusobi otevieni napétoveé senzitivniho Ca** kanalu. V bufice vzroste hladina

Ca”, kter4 aktivuje Ca®* dependentni proteinkinasu, ktera spousti exocytozu gran.

Vztah inzulinu a glukézy u bunék je zprostfedkovan receptory IRS 1 az 4
a ristovym receptorem IGF 1. Tyto receptory zahajuji slozitou kaskadu signélnich

drah [38] jejimz vysledkem je i aktivace GLUT 4 transportéru.

GLUT 4 transportér je transportér glukézy. Patfi do SirSi skupiny GLUT
transportért, které usnadnénou diftizi umoziuji vstup cukrit do buné¢k. GLUT 4 se
naléza v bunkach tukové a svalové tkané, vniz je ve dvou stavech, aktivnim
a pasivnim. Pfi pasivnim stavu nepfenasi inzulin, jelikoz se nalézd na membrané
specialnich vackt ulozenych volné v cytoplazmé buiky. Inzulin reguluje navic
i syntézu glykogenu, vychytavani AMK a jejich proteosyntézu, glukogenezu, syntézu
lipidii a ketogenezu, propustnost membran pro ionty drasliku, hoi¢iku a fosfatu
a dalsi procesy probihajici v buiikach [35] Vv zavislosti na typu tkané, z které

pochazeji.

2.7.2 Svalova tkan a porucha mitochondrii

S tématem diplomové prace souvisi hlavné ovliviiovani metabolizmu svalové
tkand diabetem. Spatné regulovana hladina glukézy u obou dvou typt diabetu
zpusobuje degradaci cévni a nervové soustavy, coz se projevuje na zasobeni a funkci
svalii. Déle je ve svalovych buiikdch u pacientd s DM2 porusena signalni drdha
inzulinu, kterd mimo transportu glukézy do buiiky ovliviiuje fadu dalSich procest.
Dale bylo zjisténo, ze svalové buiky pacientd s DM2 vykazuji atlum [ oxidace

hromadénim intracelularniho tuku, atrofii, celkove snizenou mitochondrialni funkci
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[39,40]. Tyto patologie se poté projevuji u pacienti s DM2 na vétSim zastoupeni

rychlych svalovych vléken [41].

Pfesny mechanizmus snizené citlivosti bunék na inzulin u DM2 neni znam.
Za jeho pavodce se povazuji zejména genetické a environmentalni faktory, starnuti,
obezita a nedostatek pohybu [42]. Z mikroskopického hlediska pravdépodobné
zpusobuje necitlivost inzulinu vy$s$i obsah volnych mastnych kyselin (FFA) v Kkrvi
a intracelularni tuk. Oba faktory by mohly negativné ovliviiovat signalni drahu
inzulinu a aktivaci GLUT 4 transportéri. FFA mohou byt u pacienta zvySené

Vv disledku nadmérného piisunu potravy, stresu nebo lipodystrofie.

Hromadéni intraceluldrniho tuku miZe byt zplisobeno nékolika vlivy. Uvazuje se
o poruSe schopnosti metabolizovat mastné kyseliny v disledku defektu
mitochondrialnich funkci. Mitochondridlni funkce muize byt zménéna v disledku
genetickych faktorti, starnuti, vysoké koncentrace FFA, oxidativniho stresu,
sedavého zpisobu zivota, pfitomnosti intraceluldrniho tuku, kdy se tvoii lipidové
peroxidy, které oxidativné posSkozuji mitochondrie, nebo 1 jako adaptace na pftilisSné
davky glukézy a tukt z potravy jako ochrana proti zahlceni mitochondriemi NADH
a FADH, [43,44]. Mitochondridlni defekt miize nastdvat u B oxidace nebo
Vv citratovém cyklu piipadné v oxidativni fosforylaci, at’ uz dusledkem sniZeni
celkového poctu mitochondrii, jejich morfologickymi zménami, nebo sniZenym
celkovym pocétem mitochondridlnich enzymii. Takto by se staly mitochondrie
hlavnimi viniky sniZené citlivosti na inzulin. Mitochondrialni porucha je zajimava
I Z pohledu, ze se samotné mitochondrie podileji na uvoliiovani inzulinu z  bungk.
Tak by jejich porucha vysvétlovala i snizenou produkci inzulinu u pacientii s DM2.
Intracelularni tuk se hromadi i v dasledku pfili§ kalorické stravy. Z popisu problému
vyplyva, ze uréeni prvotni pfic¢iny problému neni snadné, pravdépodobné se vytvareji

komplikované zpétnovazebné smycky.

Provadéni studie u pacienti s DM1 ma slouzit k posouzeni vlivu spole¢nych
patologickych prvkii onemocnéni DMI1 na kvalitu energetického metabolismu
ve svalu, a tim zjistit, zda zmény v metabolismu svalu u pacientdl s DM2 nejsou

pouhym dusledkem S$patné regulované hladiny glykemie.
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2.8 Urcované veliciny

Z fosforovych spekter lze urCit fadu zajimavych parametri. Ze statickych
fosforovych spekter se uruji poméry mezi jednotlivymi signaly. Z ptedpokladané
koncentrace ATP ve svalu Ize urcit i1 absolutni koncentrace sledovanych metaboliti.
Nasimi technickymi prostiedky jsou vérohodné dosazitelné pomeéry PCr/ATP
Pi/ATP a PDE/ATP. Dale je mozno z chemického posunu mezi Pi a PCr vypocitat
pH.

Vztah pro tento vypocet vychazi z predpokladu, Zze ve svalovych bunkach nastava

rovnovaha mezi dvéma rozdiln¢€ disociovanymi formami kyseliny fosfore¢né:

HPO;~ + H* S H,PO; . (2.43)

Jelikoz dochézi k rychlé chemické vymeéné, pii které si obé dvé latky vymeénuji

proton, ani jedna z nich se ve spektru nebude projevovat samostatnym signalem, ale

pouze jednim celkovym signalem, jehoz frekvence bude odpovidat vazenému

priméru Larmorovych frekvenci obou dvou forem s vahami, které jsou imérné jejich
koncentracim ve svalovych buiikach [19]:

8(HPOZ™)[HPOZ™ |+8(H,POL)[Ho PO ]
[HPO2-]+[H,PO;] : (2.44)

§(P) =

Chemické posuny §(HP0OZ™) a §(H,PO;) jsou znamé veli¢iny, hranaté zavorky
vyjadiuji koncentrace. Také je znama rovnovazna konstanta rovnice (2.43), ktera je

dana rovnovaznymi koncentracemi ptisluSnych forem kyseliny fosfore¢né:

_ [H*[HPOE"]
KTO‘UTL - [HZPOZ] ' (2'45)

Spojenim téchto dvou uvedenych vztahti (2.44), (2.45) se obdrzi vztah pro
vyslednou koncentraci protonti:
1 S§(H,P0O3)—-8(Py)
[H ] - KTO'UTL S(Pl)_S(Hpoz—) : (246)

Poslednim dileZitym vzorcem je dobfe znamy vztah mezi pH a koncentraci protond:

pH = —logcy . (2.47)
Jeho aplikaci na vzorec (2.47) se dostava ptimy vztah pro vypocet pH z posunt Pi
aPCr:

8(HP04)-5(P)

PH = pKyopn + log 8(P)-8(HPOZ") (2.48)
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Po dosazeni jednotlivych konstant ma uvedeny vzorec (2.48) tvar [45]:

pH = 6,75 + log(

6—3,27)
563-6/ ' (2.49)
kde § je chemicky posun v ppm mezi Pi a PCr. Uvedeny vztah je pouze jistou
aproximaci skutecného pH, protoze v bunice se vyskytuji dalsi formy kyseliny

fosfore¢né, které se ve vypoctu neuvazovaly.

Pti zatézi se nebude vyznamné ménit pouze pH, ale i koncentrace Pi, PCr, ADP,
AMP. Tyto veli¢iny (vyjma pH) vykazuji na pocatku a po skonceni cviceni
exponencialni pokles nebo vzrist. Pokud se vSak béhem cviceni prekroci urcitd mez
namahy, mohou mit dalsi slozky poklesu (PCr ma dalsi linearni pokles — mluvi se

0 dvou komponentach PCr [18]).

Na zakladé koncentrace ATP, PCr a protontu lze vypocitat koncentraci ADP, ktera

je svou koncentraci pod méfitelnym limitem [45]:

__ (lcelk. kreatin] _ . [ATP]
ADP _( [pcr] ) KIHA] (2.50)

Celkové mnozstvi kreatinu je vypocteno na zaklad¢é ptredpokladu, ze v klidu je
85% celkového mnozstvi kreatinu ve formé fosfokreatinu [46]. Rovnovazna
konstanta kreatinkinazové reakce je K=1,66-10°M™ [45]. Koncentraci protont lze

urcit z hodnoty pH vyjadienim ze vztahu (2.47).

Navrat na klidové koncentrace fosfokreatinu probiha ptfes exponencidlni zavislost
[47]:

[PCFI(E) = [PCrl + AlPer] (1 _ e_TPCr> . (2.51)

Pro urceni celkové mitochondridlni kapacity je tfeba vypocitat pocatecni rychlost
syntézy ATP, respektive resyntézy PCr. Pocatecni rychlost resyntézy fosfokreatinu
odpovida smérnici rovnice (2.51) v ¢ase t = 0 (Cas, kdy osoba pfestane cvicit). Tu lze
obdrzet derivovanim této rovnice (2.51) a dosazeni Casu t = 0. Timto postupem se

ziska vztah pro pocate¢ni rychlost resyntézy Vpc; :

VPCT -

d[Pcr](t=0) _ AlPcr]
dt B TPCR recovery ’ (252)

kde 7pcgr (relaxacni konstanta PCr) ziskame proloZzenim naméfenych hodnot signalu

PCr rovnici (2.51).
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Smérnice rovnice) se muze urCit i z proloZeni prvnich bodl klidové faze po
cviCeni, tzv. ,recovery” piimkou nebo z numerického derivovani zmétfenych dat.
V n¢kolika prvnich sekundach po skonceni intenzivni zatéze miize piispivat
| anaerobni glykolyza, jeji odeCitani je vSak problematické, a proto pii méné
usilovnych cviceni se Casto zanedbava. Pfi vyssich intenzitach cvieni navic mtze
navrat PCr na klidové hodnoty vykazovat biexponencidlni zavislost [48]. Tato
svalovych vlaken (tpcr zévisla na hodnoté pH a jist¢ i na poftu mitochondrii
V jednotlivych vlaknech). Navrat na klidové koncentrace Pi probiha také ptes

exponencialni zavislost:

[Pi](t) = [Pilkiiq + A[Pi]e%i . (2.53)

kde 7p; ma vyznam relaxaéni konstanty (¢asu) Pi. U zdravych jedinct lze i pozorovat

to, ze hodnoty PCr, Pi na konci ,,recovery* relaxuji ptes své klidové hodnoty.

Maximalni mitochondridlni kapacita (Omax) se uréi po vypocteni pocatecni

rychlosti resyntézy fosfokreatinu podle vzorce (2.54) , kde K,,, = 30;: ::Ol [47] (vztah

odvozen na zaklad¢ Michaelis—Mentenové Kinetiky) .

Omax = Vrer (1 +52) (2.554)

Dale je mozno je$té urcit vypoctem koncentraci AMP (2.55) z adenylatcyklazové
reakce (2.56) a Gibbsovu volnou energii AG4rp ATP (2.57) [30]. Z vyvoje signalu
PCr, Pi béhem cviceni lze dopocitat glykolyticky tok, jehoz urceni je vSak narocné
z diivodu potieby presného urceni pH za cviceni a celkové H pufrovaci kapacity
svalu [49]. PonévadZ nas zajimala piedev§im mitochondridlni kapacita,

glykolytickym tokem jsme se dale nezaobirali.

K
ADP + ADP 5 ATP + AMP (2.55)
_ [ADP]?
[AMP] = Kak Tarer (2.56)
[4DP][Pi]
AGyrp = AGRrp + RTln{ [ATP] } (2.57)
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3 Experimentalni cast

3.1 Dobrovolnici a pacienti

VSsichni Gcastnici studie, jak dobrovolnici, tak i pacienti, byli informovani o cilech
studie a podepsali informovany souhlas s vySetfenim. Ugastnici studie dostavali po
vySetfeni k vyplnéni formulaf, ve kterém byli dotazovani k pribéhu a naroc¢nosti
vysetieni (priloha €. 4). Velka cast otazek se také vztahovala k jejich zpiisobu Zivota,
aby se mohla posoudit jejich fyzicka zdatnost. Formulat a z n¢ho zpracované udaje
jsou obsazeny v priloze.

Celkem bylo vySetieno 32 dobrovolnikti a 21 pacientt. Pacienti s DM1 byli ziskani
ve spolupraci s Centrem diabetologie IKEM. Ne vsechny métené osoby prosly
jednotnym protokolem, zvlaSt€ na zacatku méfeni fosforové spektroskopie
Vv kombinaci s cvi¢enim byli zdravi dobrovolnici vyuziti hlavné Kk nastaveni
optimalniho protokolu méfeni. VSichni vySetfovani pacienti byli chodici, na prvni
pohled v dobré kondici a trpéli DM1 (pouze u jednoho pacienta byla diagnostikovana
téz nefropatie a retinopatie). Vétsina z nich byla spiSe mladsiho véku a postavou
astenického typu. Vybér pacientdt byl zvolen tak, aby pro né vysetieni
nepiedstavovalo nadmérnou fyzickou nebo psychickou zatéz. Pro vérohodnost
méfeni bylo také dulezité, aby pacienti nebo dobrovolnici netrpéli dal$imi

onemocnénimi, kterd by ovlivitovala vysledek méfeni.
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3.2 Experimentdlni vybaveni

3.2.1 Tomograf magnetické rezonance

Veskera méfeni probihala na MR tomografu Magnetom TRIO od firmy SIEMENS.
Zakladnim parametrem kazdého tomografu magnetické rezonance je velikost jeho
statického magnetického pole. V tomto ptipadé jsou to 3 Tesla. Obecné plati, Ze ¢im
vy$si magnetické pole je k dispozici, tim budou mit méfena spektra a MR obrazy
lepsi rozliseni. Velikost magnetického pole ovliviiuje | T1 a T, relaxaéni doby.

Z naSeho experimentalniho pohledu jsou dilezitymi parametry i velikost stolu
a otvoru tomografu, jelikoz méfime spektra v kombinaci s cvic¢enim, které vyZzaduje

ur€ity prostor pro umisténi ergometru (viz Obr. 14).

Obr. 14 Tomograf Magnetom TRIO s ergometrem.

3.2.2 Civka pro méreni 31P spekter

Pro fosforova méteni se pouziva dualni povrchova civka od firmy RAPID, ktera
obsahuje dva magnetické obvody. Jeden obvod je uréen pro méfeni 'H (naladén
na frekvenci 123,1 MHz), druhy pro méfeni 81p (naladén na frekvenci 49,9 MHz).
Obvod pro méfeni *H ma tvar tzv. butterfly o rozmérech 240 mm x 180 mm. Obvod
pro méfeni P tvoii kruhovy zavit o praiméru 110 mm. Schéma obvodu je vyobrazeno
na Obr. 15. Magneticky obvod pro méfeni 'H slouzi hlavn& k aplikaci sekvenci

uréenych pro zobrazeni.

46



24 cm /

Obr. 15 Fosforova civka a jeji magneticky obvod.

3.2.3 Ergometr

B&hem *'P MRS vySetieni se pouziva ergometr ke cviceni. Ergometr je ur€en pro
vykonavani flexe kotniku tak, aby dochazelo k zatizeni lytkového svalu. Ergometr je
odnimatelny, ke stolu MR se upeviiuje Sesti hlinikovymi Srouby. Ergometry byly
sestaveny dva, jeden na levou, druhy na pravou nohu. Pro vSechna méfeni v této
praci byl pouzit ergometr urCeny pro pravou nohu. VétSina ¢asti ergometru je
vyrobena z plastu, aby byl ergometr kompatibilni s magnetickym polem. Mnou

vyrobené plany jsou soucasti pfilohy €. 1, jeho fotografie je na Obr. 16.

Obr. 16 Fotografie pouzivaného ergometru.

Hlavnimi ¢astmi ergometru je deska, kterou se upeviiuje ergometr ke stolu,
a Slapadlo.
Slapadlo se sklada ze $lapky a z pievodniho kola, které jsou ptipevnéné k hiideli,

kolem které se soub&Zné otaceji. Slapka je Vv soudasné verzi ergometru uchycena
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k hiideli ve své poloving, coz neni optimalni feseni, protoZze ma pak svou osu otaceni
mimo rovinu kotniku. Zména pozice uchyceni Slapky byla navrzena jako uprava pro
ergometr uréeny pro levou nohu.

K nastaveni velikosti zatéze a k méfeni vykonané prace slouzi konstrukce umisténa
za tomografem. Tuto konstrukci tvoii zavés se zavazim, potenciometr a prevodni
systém. K prevodnimu kolu ergometru je upevnéno lanko, které se po umisténi
pacienta do tomografu spoji pomoci piezKy s druhym lankem, na kterém drzi zavés
se zéavazimi. Pohyb lanka je pfes pfevodni hiidel pfevadén na pohyb lanka
potenciometru. Stojan se zavésem je vyfotografovan na Obr. 17 a na Obr. 18 je

celkové zjednodusené schéma celého usporadani.

Obr. 17 Fotografie stojanu na zavazi s potenciometrem.
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PARAGLIDINGOVA LANA S PRESKOU ZAVAZI

Obr. 18 Zjednodusené schéma experimentu.

Elektricky signal z potenciometru se pievadi na optické pulzy, které jsou optickym
kabelem vedeny ven z mistnosti do pocitace, kde se ukladd pribéh cviceni

(viz Obr. 19). Timto zpisobem provedené monitorované cvi¢eni ma vSak nékteré

nedostatky, na jejichz odstranéni se pracuje (viz kapitola 5.3).

Zaznam z jednoho cviceni spolu s vyznacenymi vadami je zobrazen na Obr. 19.
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Obr. 19 Zaznam cviceni 5,5 minuty. Vyska kiivek odpovida vysce zdvihu zavazi.
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3.3 PouZity software

3.3.1 Program na zpracovani signalu z potenciometru

V potenciometru se méfeni zmény polohy zavazi pievadi na urcitou hodnotu
elektrického napéti, ktera se zaznamenava programem WinATS (internetové stranky
vyrobce: http://sysma.fr/winats_en.html). V programu lze uloZit zméfena data v txt
formatu. Frekvence vzorkovani je 50 Hz. Zmétena data maji strukturu pravidelné se
opakujiciho signalu méniciho se napéti, jehoz vyska odpovida zdvihu zavazi. Pro
vypocet celkové prace je nutné secist celkovou dréhu, jez zdvazi vykonala, pfi¢emz
je nutné se vypoiadat se zminénymi artefakty méteni uvedenymi v kapitole 3.2.3.

K oscilaci signalu dochazi po prudkém spusténi zavazi. Lanka maji sklon
se protacet spiSe pii vySlapnuti, coz se projevuje na obcasném mirném poklesu
zakladni ¢ary.

V ramci DP jsem vytvoftil dva programy na vypocet zminéné prace. Prvni program
nejprve spocitd celkovy nardst napéti bez uvazeni vSech moznych efektt, poté
prikro¢i  k pokrocilej§imu vypoctu. Pokrocilejsi urCeni prace je zalozeno
na prochazeni dat pomoci prubézného okna, které sleduje narist napéti. Jestlize
dojde k velkému nartstu napéti, podiva se program na hodnotu napéti ped zacatek
okna a pokracuje dal v prochazeni dat, pticemz si uklada nejvyssi hodnotu, kterou
prosel od nartstu napéti. Pribézné okno také sleduje poklesy napéti, coz je dulezité
Kk ulozeni a vynulovani nejvy$si hodnoty v ramci jednoho zdvihu zavazi. Pfesnost
programu zalezi na nastaveni mezi pro zaCatek a konec odectu signalu tak, aby
vSechny signaly byly spravné seteny bez prispévka oscilaci. S posunem zakladni
¢ary se tento skript vyrovnava sledovanim hodnoty pied nartistem.

Druhy program byl vytvofen K ovéfeni vysledkti a spravnosti nastaveni mezi
u prvniho programu, nakonec byly oba programy integrovany do jednoho. Vyhodou
i nevyhodou druhého programu je, Ze vyzaduje vstupni posouzeni zméfenych dat
uzivatelem. V tomto programu je zaznam z potenciometru vynesen do grafu, pficemz
se musi nastavit dvé piimky a a b. Pfimka a definuje zakladni uroven, od které se
pocita vyska signalu, a ptimka b urCuje spoustéci mez, od které program zmérena
data hodnoti jako zdvih zavazi. Pfimky mohou mit riznou smérnici, ktera se
nastavuje udanim y-ové hodnoty piimky na pocatku a na konci méfeni. Moznost
nastavovat rizny sklon spoustéci meze (piimka a) slouzi jako opatteni proti chybé

vzniklé v disledku protaceni kola viéi lanku vedenému od ergometru k zavazi.
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Nastavovani sklonu horni meze (pfimka b) je implementovano kvili klesajicimu
rozsahu slapani nékterych vysetfovanych osob.
Zdrojovy kod programu je soucasti prilohy ¢&. 2. Graficky vystup programu

s ptimkami a a b je na Obr. 20.

Obr. 20 Graficky vystup programu pro zpracovani signalu zdvihani zavazi (x osa: ¢as
0-98s, y napéti = zdvih zavazi, cervené kiivky jsou ptimky a, b).

3.3.2 jMRUI - program na zpracovani spekter

JMRUI je specialni program na zpracovani i modelovani MR spekter. Umoziuje
zpracovavat spektra jak fosforova, tak i protonova. Jeho vyhodou je, Ze dokaze
nacist vSechna spektra z jednoho méfeni a na nich provést spolecné vybrané operace.
To je velice vyhodné, protoZze zergometrického meéfeni je vystupem sada
420 fosforovych spekter (dle standardniho protokolu) a provadéni jednotlivych
vyhodnocovacich operaci na kazdém jednotlivém spektru zvlast by bylo casové
neunosné. Aby vSak program nacital MR fosforova spektra spravné podle ¢asového
sledu, jak byla méfena, bylo nutné naprogramovat krat$i skript, ktery spravné
obdrzené soubory sefadi (zdrojovy kod skriptu tvoii ptilohu €. 3). V jMRUI jsou se
spektry v zavislosti na jejich kvalité provedeny potiebné operace (viz kap. 2.2.2) a je
aplikovan modul AMARES. Obvykle stacilo vSechna spektra pouze stranoveé
pfevratit a postupné prohlédnout. Kontrolni prohlizeni jednotlivych spekter
se provadi z diivodu, aby se zjistilo, v jaké kvalité jsou spektra zméfena, zda n&jaky
signal nema napadné jinou velikost, nebo jestli ve spektru neni pifitomen artefakt.
Také je dulezité pro dal$i vyhodnoceni sledovat signal anorganického fosfatu, jelikoz
u nékterych pacientd bylo zaznamenano jeho S$tépeni béhem cviceni. Modul
AMARES pro kazdé jednotlivé spektrum provede optimalni fazovou korekci

a vypocitd integraly jednotlivych signald.
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Kone¢ny vystup z AMARESuU (Obr. 21) je dostupny pro kazdé zméfené spektrum.

Ukazuje se v ném jak originalni spektrum a fitem nalezené komponenty signalti, tak

i rezidualni zbytek spektra po odecteni vSech sledovanych signald.

Vystup z celého modulu AMARES (Obr. 21) lze ulozit do jednoho textového

souboru. V textovém souboru se nachazeji informace ziskané z kazdého spektra.

Jedna se 0 rezonan¢ni frekvenci, integralni intenzitu, fazi a T,* jednotlivych

metaboliti S uvedenymi chybami. Také je zde v pfipadé fosforovych slouc¢enin

uvedeno pH. Data jsou poté z textového souboru pienaSena do tabulkového editoru

H . . r r I
ado programu MicroCal Origin (internetové stranky  vyrobce:
. . I4 TS N7 o7
http://www.originlab.com), kde probiha jejich dalsi zpracovani.
Signals _ Algorithm parameters S
—| | Algorithm AMARES
[terations 3
Points FID/Quant. 2048/2048
Samp.Int.(ms) 0.250
—|{| | Zero order (deq) 717267700000000000.0 “f‘ . "
Beqin Time (ms) 0.34+-0.00 -
Experiment inctividhal eornponents
Freq. selective off
Date 26/04/2012 Trunc. points 0
Directory work Askedifound 161186
Residue St.D. 374E1 u P
Calc. Time (ms 2793 1 4
me) pH 7.08+-0.0 = f}ﬁ o #
Total Suppressed Am... [Mg2+] (mh) Mot known
estimate
Numerical Results
Name Freq.(ppm) T2(ms) Amplitude sd. Amp Phase{deq)
1-L gama-A -2.108 59 44087 0 0.0]~
2-L gama-A -2429 5.9 440.87 0 0.0
3-L alfa-ATP1 -1.491 216 217.30 0 0.0
4-L alfa-ATP2 -1.170 216 217.30 0 0.0
5-L beta-ATP1 -15.859 143 199.96 0 0.0
6-L beta-ATP2| -15.538 14.3| 99.98 0 0.0 ariginal
7-L beta-ATP3| -16.180 14.3 99.98 0 0.0
8-L PCr 0.163 134 1.493E3 0 0.0]
9-L GPC 2900 15.9)  *Notfound*  *Notfound* 0.0
10-L GPE 3169 19.8 183.39) 0 0.0
11-L Pi 5.040 202 219.51 0 0.0
12-L PC 6.400 16.9 40.80 0 0.0
13-L PE 6.900 15.9 56.28 0 0.0 ot bt M
14-L UDPG 10.000 6.4 178.94 0 0.0 T T T T T T T T
15-L NADH 8200 5.4 28242 0 1 » . " bequenty pomy @ » w
16-1 PEP 2.200 20.5) 20.38 0 0.01x

Obr. 21 Vystup modulu AMARES.
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3.4 Priibéh vysetieni

Vysetieni je provadéno na MR tomografu Magnetom Trio 3T. Pacient k vysetieni
nepotiebuje zaddnou zvlastni pfipravu a vySetieni je bezbolestné a bezpecné.
Vysetfeni mohou podstoupit vSak pouze pacienti, kteti nemaji v téle kardiostimulator
nebo jiné MR nekompatibilni implantaty.

Pred vySetienim je k MR tomografu pfipojena dudlni povrchova civka a pfipevnén
ergometr. Pred ergometr poté pokladdme dvé mensi podusky a molitan ve tvaru
dutého valce. Podusky slouzi k zvednuti nohy vii¢i ergometru a molitan ma za ukol
udavat konstantni tvar civce mezi riznymi méfenimi. Civka je piikladana
bezprostiedné¢ pod lytkovy sval. Vysetfovani lidé lezi volné¢ na zadech, nohama
smérem k magnetu. Chodidlo se upeviiuje do §lapadla nékolika suchymi zipy (viz
Obr. 14).

M¢ifend osoba je pfed zasunutim do tomografu instruovdna nékolika pokyny.
Zejména se jedna o instrukce ke schématu cviceni, pouziti zachranného balonku
a obecnych zédsad pti métfeni (cviit v co nejveétsim rozsahu, pfi ndbéru signalu mit
nohu v klidu a ve stejné poloze). Pfi zasunovani subjektu do tomografu se zamétuje
poloha stfedu civky pomoci laserového paprsku. Po zasunuti subjektu do tomografu
se musi za tomografem propojit lanko od ergometru s lankem od zavazi, nastavit
velikost zatéze a vyzkousSet n¢kolik kontrolnich Slapnuti.

Vysetieni zac¢ind zobrazenim svalu sekvenci ,,localizer” a ,,localizer transverzal®
(viz Tab. 1) pro ovéfeni polohy civky vici svalium lytka. Na Obr. 22 je zobrazen MR
transverzalni tez lIytkovych svali pomoci povrchové civky, kterd se nachazi
bezprostiedné pod svalem m. gastrocnemius (soucast trojhlavého lytkového svalu),
coz je jeden z hlavnich svalli podilejicich se na plantarni extenzi. TaktéZ lze na

obrazku pozorovat ubyvani intenzity signalu se vzdalenosti od civky.

m. exten. digitorum a hallucis longus

m. tibialis anterior m. br. a lon.peroneus

m.gastrocnemius m. soleus

Obr. 22 'H MR obraz Iytkovych svalii.
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Pfed samotnym provedenim spektroskopické casti vySetieni je tfeba nastavit
potfebnou homogenitu magnetického pole (tzv. ,,shimming®). Pokud se toto
neprovede, obdrzena spektra nemaji dostatecnou kvalitu, jednotlivé spektralni kiivky
sloucenin jsou pfili§ Siroké a metabolity s niz$i koncentraci jsou ztraceny v Sumu.
Nastaveni homogenity spektralni ¢ary je mozné provést automaticky, ale v tomto
piipadé Casto neni dostacujici a je nutné provést dostaveni manudln€. Manualni
nastaveni je vSak ¢asové naro¢né. Tato situace je nevyhodna s ohledem na existenci
urc¢ité horni casové hranice pro vySetfeni s ohledem na eticky, technicky (pacient se
muze pohnout a spektrum bude deformované) i prakticky (¢asovy usek pro vySetieni
je omezen) aspekt vySetfeni. V tomto konkrétnim piipadé se pohybuje délka
vySetfeni kolem 40 minut. Vcetné¢ ulozeni a pfipravy celého vySetfeni se
neptekracuje doba 50 minut.

V piisluiném zobrazovacim okné& se nejprve nastavuje excitaéni frekvence 'H,
excitatni frekvence *'P (na fosfokreatin), kontroluje se pfijimaci trasa signalu,
provadi se automatické nastaveni homogenity magnetického pole, poté se prechazi
na ru¢ni ,,shim*. Nastaveni homogenity pole se provadi soustavou korek¢nich civek,
kterymi se méni profil magnetického pole. Obvykle se provadi nastaveni homogenity
pro cely vySetfovany objem, pfi némz se dostdvame k hodnotam poloSitky signélu
vody pod 40-45 Hz.

Po nastaveni homogenity pfichazi na fadu prvni spektroskopicka sekvence. Jedna
se o FID sekvenci, kterd méa dlouhy TR c¢as (15 s), aby jednotlivé signély byly co
nejméné ovlivnény T; relaxaci, respektive rozdilnou saturaci magnetizace. Dalsi
parametry této sekvence jsou uvedeny v Tab. 2 — nazev sekvence FIDI.

Dalsi a nejdulezit&jsi sekvence vySetfovaciho protokolu je sekvence pro nabér
signalu FID pii zatézi. Tato sekvence ma tyto parametry: TR = 2 s, 1 akvizice,
420 méfeni (nejCastéji provadény protokol, dalsi parametry sekvence jsou shrnuty
v Tab. 2 — nazev sekvence FID2). Celkové sekvence trva 14 minut, prvni dvé minuty
(60 spekter) jsou pacienti/dobrovolnici v klidu, poté zahaji na na§ pokyn cviceni
s frekvenci 2 seSlapnuti mezi MR pulzy. Zvuky, které vydava tomograf (zvuk
podobny tukdni), jsou vyuzity k udéani frekvence Slapani. Po uplynuti 6 minut
cviceni (180 spekter) subjekty dostavaji pokyn k ukonceni slapani a méfi se dalSich

6 minut signal pfi odpoc€inku, tzv. recovery (180 spekter). Bohuzel v prubchu této
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méfici sekvence neni dostupné prabézné vyhodnoceni integralnich velikosti
jednotlivych signalti.

Soucasn¢ s aktivaci této druhé (a posledni) méfici sekvence se zapina nahravani
cviceni v programu WinATS, po skonceni cviceni se nahravani ukonci a zdznam se
ulozi.

Pfed vysunutim pacienta ztomografu se musi nejdfive rozpojit lanka za
tomografem, aby nedoslo k poskozeni ergometru. Subjekt je po vySetfeni pozadan
0 vyplnéni informacniho dotazniku vztahujiciho se k jeho zdravotnimu stavu

a k narocnosti prodélaného vysetieni (viz pfiloha ¢. 4).

Tab. 1 Parametry pouzitych zobrazovacich sekvenci pro zobrazeni svalu.

Nazev sekvence localiser localiser transverzal
TR (ms) 20 20
sklapéci uhel (°) 30 30
rozmér vrstvy (mm) 300 200
tloust’ka vrstvy (mm) 10 6
pocet vrstev 3+3+3 15

Tab. 2 Parametry pouzitych spektroskopickych sekvenci pti vysetfovani subjektu.

nazev sekvence FID1 FID2 FID +
decoupling
TR (s) 15 2 4
pocet akvizic 16 1 2
pocet méteni 1 420 240
doba nabirani signalti (ms) 512 512 512
pocet bodl 1024 1024 1024
sklapéci uhel (°) 90 42 90
sitka pasma excitac¢nich pulzt (kHz) 2 2 2
celkova doba sekvence (minuty) 4 14 32
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4 Vysledky

4.1 Klidova 31P spektra

Pro méteni klidovych spekter byl zvolen nabér dat ze sekvence ,,FID®, viz Tab. 2.

Celkove bylo vysetieno 21 zdravych dobrovolnikil (9 Zzen a 12 muzil) s primérnym
vékem 37%13 let, indexem télesné hmotnosti (BMI) 2543. Klidova fosforova spektra
byla zméfena také u 19 nemocnych s DM1 (14 muzti a 5 Zen) s primérnym vékem
34+11 let a BMI 2545. Jeden dobrovolnik a dva pacienti byli kufaci. Vyjma jednoho
piipadu méla vSechna klidova fosforova spektra dobrou kvalitu a byla vérohodné
zpracovatelna a nebyl vnich pozorovan zadny artefakt. Obdrzené hodnoty
jednotlivych veli¢in jsou uvedeny v Tab. 3 a Tab. 4.

Pro porovnani pomérti integralnich intenzit jednotlivych metabolitlh mezi pacienty
s DMI1 a zdravymi dobrovolniky byl pouzit t-test [50] s hladinou vyznamnosti 5 %
(vysledek testu ukazuje Tab. 5). Z testu vyplynula signifikantni diference pouze
U poméru integralnich intenzit signald PCr/BATP.
V Tab. 6 jsou vyneseny klidové poméry integralnich intenzit jednotlivych

metabolitl u skupiny zdravych muzi a u skupiny zdravych zen.
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Tab. 3 Klidové poméry integralnich intenzit jednotlivych metaboliti u zdravych

dobrovolnikd.
dobrovolnik™ pomery signal PH
PCr/BATP| Pi/BATP | PDE/BATP | PCr/Pi PATP
1 4,29 0,50 0,21 8,5 1200 7,08
2 5,40 0,52 0,35 10,3 820 6,99
3 4,95 0,61 0,49 8,1 1060 7,04
4 5,42 0,57 0,94 9,5 870 6,98
5 5,17 0,51 0,44 10,1 780 7,03
6 5,68 0,71 0,64 8,0 710 6,99
7 5,35 0,86 0,72 6,2 800 neurc¢eno
8 5,43 0,63 0,66 8,6 650 7,00
9 5,04 0,49 0,25 10,4 1150 7,02
10 4,71 0,29 0,30 16,1 1340 7,07
11 521 0,83 0,63 6,3 780 7,06
12 4,39 0,62 0,59 7,1 960 6,99
13 5,47 0,66 0,64 8,3 1050 7,00
14 4,40 0,49 0,20 9,0 1270 7,10
15 4,70 0,82 0,41 5,7 860 7,03
16 4,31 0,55 0,52 7,9 1060 7,01
17 4,46 1,13 0,38 3,9 1110 7,01
18 4,59 0,60 0,48 7,6 1140 7,02
19 5,55 0,65 0,24 8,5 700 7,01
20 5,27 0,65 0,40 8,2 1020 7,00
21 5,23 0,58 0,67 91 990 7,04
pramér = | 5,00+£0,46 | 0,63+0,17 | 0,48+0,19 | 8,4+2,4 | 960+£200 |7,02+0,03
sm. odchylka
S [%] 9 27 40 29 21

* tuéné znaceny Zeny
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Tab. 4 Klidové poméry integralnich intenzit jednotlivych metabolitt u pacientt

s DML.
. pomery signal pH
paclent” IS ATP | PUPATP [PDE/RATP| PCrPi | BATP
1 4,02 152 0,55 2.6 560 7,04
2 4,43 0,56 0,19 7.9 1160 7,04
3 4,91 0,62 0,37 7.9 1200 7,04
4 4,45 0,68 0,59 6,5 1320 7,05
5 4,49 0,52 0,42 8,6 1220 7,04
6 4,26 0,43 0,46 10,0 1580 7,04
7 4,42 0,49 0,27 8,9 1210 7,05
8 4,23 0,61 0,47 7,0 1260 7,03
9 371 0,76 0,35 4,9 1400 7,03
10 4,27 0,59 0,31 7.2 990 7,04
11 3,92 0,53 0,40 73 940 7,06
12 4,67 0,60 0,68 7.8 1100 7,03
13 5,44 0,43 0,32 12,8 940 7,02
14 5,62 0,70 0,70 8,0 830 7,02
15 3,78 0,59 0,33 6,4 1050 7,01
16 4,91 0,47 0,70 10,4 1050 6,97
17 5,16 1,19 1,06 4,4 630 7,06
18 4,43 0,55 0,23 8,1 630 7,05
19 4,24 0,61 0,28 6,9 1050 7,04
primer + | 4,49+0,52 | 0,63£027 | 0,44+0.27 | 7,3t2.2 |1060+270]7,03£0,02
sm.odchylka
5 [%] 1 23 48 30 24

* tuéné znaceny Zeny

58




Tab. 5 Srovnani poméri integralnich intenzit metaboliti mezi pacienty s DM1

a zdravymi dobrovolniky pomoci t-testu.

PCr/BATP | Pi/BATP | PDE/BATP PCr/Pi
dobrovolnici] 5,00+0,46 | 0,63+0,17 | 0,48+0,19 8,4+2,4
pacienti 4,49+0,52 | 0,63+0,27 | 0,44+0,27 7,312,2
t 3,3 0,3 0,4 1,2
P 0,002 0,74 0,67 0,23
signifikantni ANO NE NE NE
rozdil

Tab. 6 Primé&rné poméry integralnich intenzit metabolitli u zdravych muzi a Zen a a
jejich srovnani t-testem.

PCr/BATP]| Pi/BATP |PDE/BATP| PCr/Pi | Signal pH
BATP
zeny |5,25+0,26 |0,65:0,15| 0,5140,24 | 8,4+1,9 | 840+150 | 7,016:0,024
muzi | 4,81+0,49 | 0,61+0,20 | 0,46+0,16 | 8,5+2,6 | 1030+440 | 7,029+0,034
t 27 03 1,0 0,02 14 1,1
P 0,01 0,71 0,29 0,98 0,17 0,27
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4.2 Fosforova spektroskopie pri zatéZzi

Zatéz a frekvence Slapani byla u ovéfovacich métfeni nékolikrdt navySovana,
pticemz se ukazovalo efektivnéjs$i zvySovani frekvence Slapani, ponévadz v ptipadé
zvySovani zatéze méfené osoby nasledné omezovaly rozsah seSlapnuti Slapky.

U vétSiny méteni byla nakonec pouzita zatéz 7,3 kg.

4.2.1 Vybér standardniho protokolu-porovnani dvou protokoli

Pro porovnani vlivu intenzity cviéeni a nastaveni schématu méfeni byly

vyzkouseny dva rozdilné méfici protokoly.

Protokol €. 1

Protokol ¢. 1 se skladal z dvouminutové klidové faze, z 6-minutového cviceni
(s intenzitou Slapani 2 krat za 2 sekundy, viz Obr. ¢. 23) a 6 minut odpocinku,
tzv. ,recovery“. Pro méfeni spekter byl pouzit protokol FID1 s TR = 2 s, 1 akvizice
(viz Tab. 2). Frekvence $lapani u tohoto protokolu méfeni v podstaté odpovidala
kontinualnimu S$lapani. Kvalita spekter byla vyhovujici, vyjma n¢kolika spekter pii
cviceni, kdy méfené osoby seSlapnutim zasdhly dobu akvizice (pfed zahdjenim
méfeni byly vySetfované osoby instruovany, aby nohu pii akvizici drzely v Klidu,

avSak fada z nich nebyla schopna dodrzovat frekvenci a velikost §lapani).

Obr. ¢. 23 Znazornéni schématu cviceni 1. protokolu.

Protokol €. 2

Protokol ¢. 2 se skladal z dvouminutové klidové faze, desetiminutového cviceni
(s intenzitou $lapani 3 krat za 4 sekundy). Po ukonceni S§lapani subjekty 20 minut
odpocivaly. Pro méfeni spekter byla pouzita sekvence FID s decouplingem
sTR=4s, 2 akvizice (viz Tab. 2). Frekvence Slapani u tohoto protokolu

méfeni dovolovala kratky odpocinek po 3. Slapnuti. Kvalita spekter obdrzena
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Z protokolu byla pomérn¢ dobra, coz bylo disledkem jednak navySenim poctl
akvizic na dvé, ale také i delSim repeti¢nim Casem, ktery snizil saturaci magnetizace
jednotlivych sloucenin ve svalu béhem sekvence. V ptipad¢€, ze oba protokoly byly
méieny u jedné osoby béhem jednoho vysSetfeni, nasledoval protokol ¢. 2 nékolik

minut po protokolu €. 1.

Obr. ¢. 24 Znazornéni schématu cviceni 2. protokolu.

Zmérené zavislosti béhem cviceni

PCr na case, respektive na cviceni. U vSech subjekti méla tato zavislost typicky
pribéh shodujici se s publikovanymi vysledky [45,46,47], tzn. na zacatku fyzické
zatéze dochazelo k exponencialnimu poklesu signalu PCr. Tento pokles se béhem
2 az 3 minut zastavil a hladina PCr se do konce fyzické zatéze drzela na piiblizné
stejné urovni s moznym kladnym nebo zapornym piirtistkem. Zaporny piirtstek lze
vysvétlit veétsi spotiecbou ATP pifi cvieni, nez byla schopnost produkce ATP
z oxidativni fosforylace a anaerobni glykolyzy. Avsak pii srovnani grafu vyvoje
signalu PCr s grafem konané prace plyne, Ze tyto pfirustky jsou spiSe disledkem
toho, Ze subjekty maji sklon béhem cvic¢eni ménit velikost seslapnuti (Cast z nich
ke konci uz nezvlada udrzet stejnou intenzitu cvi¢eni jako na zacatku, nebo néktefi
znich naopak na zacatku cvi¢i Smensi intenzitou cvifeni v obavé, Ze vykon

nezvladnou, a ke konci vySetfeni pfidavaji na intenzité seslapnuti - viz Obr. 25).
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Obr. 25 Ukazka citlivosti intenzity signalu PCr na intenzité cvic¢eni. Modré piimky
V hornim grafu odpovidaji primérné vysce zdvihu zévazi ve vymezeném case.

V klidové fazi dochazi k exponencidlnimu navratu intenzity signdlu PCr na

hodnoty, které byly méfeny pied cvicenim (dle rovnice (2.51), viz Obr. 26).
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Kinetika PCr
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Obr. 26 Vyvoj signalu PCr pii cviceni.

Vyvoj signalu anorganického fosfatu byl komplementarni k vyvoji signalu PCr
(viz Obr. 27). Na pocatku cvic¢eni dochazelo k jeho exponencialnimu nardstu. Tento
nartist dosahoval az nékolika set procent, protoZe klidova koncentrace fosfatu je
pomérné nizka. Podobné jako u PCr po 2 az 3 minutach dosahl tento nartist vrcholu
a hodnota signalu P1 se jiz drzela do konce cviceni ptiblizné na konstantni urovni,
I kdyz s moznymi variacemi tvaru piku anorganického fosfatu ($t€peni, rozsifeni). Po
cviceni dochazelo k exponencialnimu navratu signalu Pi na hodnoty, které byly

zméfeny pred cvicenim.
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Kinetika jednotlivych metabolita
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Obr. 27 Graf vyvoje signalu jednotlivych metabolitl pii zatézi.

Signal ATP (viz obr. 28) ani dal$ich minoritnich metabolit se béhem vSech méfeni

ptili§ neménil. Vyvoj pH déle komentuji v podkapitole v 4.2.
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Kinetika 3 ATP
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obr. 28 Graf vyvoje signalu  ATP pii zatézi.

Vysledky srovnani protokolu ¢. 1 a 2

Protokol ¢. 1 a ¢. 2 byl porovnavan u 13 osob (vék 36+14 let, BMI 25,6+4,0;
7 zdravych osob a 5 pacientti s DM1). Jednotlivé hodnoty dosazené z obou protokolti
jsou uvedeny v Tab. 7 a Tab. 8, primérné hodnoty jsou pak pro ptehlednost shrnuty
v Tab. 9).

Pro porovnani Vper @ Omax obdrzenych v ramci téchto dvou protokoli byl
proveden parovy t-test s hladinu vyznamnosti 5% (vysledek testii zaznamenan
v Tab. 10). Z testu vyplynula signifikantni diference pouze u Vpcy, avSak ne u Omax.
Tento vysledek je pomérné pfiznivy s ohledem na to, Ze z n€ho vyplyva, ze Omax 12€
brat jako vysledny nezavisly parametr vii¢i schématu cvi¢eni nebo nastavené zatéze.
Ackoliv mezi mitochondridlnimi kapacitami obdrZzenymi z obou protokolt neni
signifikantni rozdil, je protokol €. 1 vyhodnéjsi z hlediska zpracovani, protoze
dosahuje vyssich poklest a je u n¢j i 4x vyssi Casové rozliSeni (viz Obr. 29). Dobré
Casové rozliSeni je zvlaSt€ dilezité na pocatku cCasti ,recovery”, kdy dochazi

Kk rychlym zménam v koncentraci PCr, které se musi spravné vyhodnotit.
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Tab. 7 Relaxacni konstanty PCr, Pi a relativni zmény PCr a Pi v porovnani obou

protokolt.

dobrovolnik/

relaxacni konstanta t [s]

okles PCr a vzrust Pi

pacient p.¢. 1 p.¢.2 | p.¢.1 | p.¢.2 | p.¢.1 | p.¢.2 p.¢. 1 p.C.2
tocr[S] | tecr[S] | tei[S] i [S] JPCr [%] | PCr[%]] Pi[%] Pi [%]

1 43 35 54 40 25 18 130 70

2 38 161 54 79 22 8 160 20

3 70 58 49 51 15 13 90 100

4 33 62 34 28 19 11 140 130

5 33 33 56 34 37 19 350 140

6 30 37 32 23 40 30 270 210

7 33 90 35 190 16 12 290 140

8 51 48 42 42 52 33 230 80

9 16 39 58 44 6 8 40 90

10 68 38 77 60 47 31 370 140

11 30 120 33 126 13 7 110 60

12 52 66 72 54 43 22 170 90

13 97 45 122 78 29 6 10 30
prameér + 46122 | 64+38 | 55+£25 | 65+46 | 28+14 | 1749 | 180+110 | 100£50

sm.odchylka
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Tab. 8 Vpcr, Omax a prumérny vykon V porovnani obou protokold.

dobrovolnik/

protokol ¢.1

protokol ¢.2

pacient Vecr Omax P [W] Vecr Omax P [W]
(mmol/s) | (mmol/s) (mmol/s) | (mmol/s)

1 0,21 0,38 2,8 0,20 0,45 2,5

2 0,27 0,49 15 0,03 0,07 0,7

3 0,09 0,22 1,2 0,23 0,38 1,9

4 0,18 0,40 1,2 0,09 0,23 2,4

5 0,35 0,59 2,0 0,12 0,28 0,7

6 0,60 0,91 2,5 0,40 0,74 2,1

7 0,20 0,45 2,5 0,14 0,26 2,1

8 0,44 0,61 2,4 0,29 0,48 2,3

9 0,10 0,32 0,8 0,20 0,55 0,8

10 0,29 0,43 31 0,20 0,55 2,5

11 0,16 0,40 2,1 0,05 0,14 1,6

12 0,28 0,45 3,6 0,13 0,27 3,3

13 0,10 0,19 1,2 0,06 0,17 0,9
primeér 0,25+0,15 | 0,45+0,19  2,0+0,8 | 0,16+0,10 |0,35+0,19 | 1,9+0,8

sm. odchylka
8 [%] 60 42 40 63 54 42

pozn. uvedené ¢islovani je shodné s Tab. 7
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Tab. 9 Porovnani protokolu ¢. 1 a €. 2 — primérné hodnoty

protokol ¢. 1

protokol €. 2

pramérny % pokles signalu PCr o (28+14) % (17£9) %
prumérny % vzrast Pi o (180+110) % (180+110) %
primérna relaxaéni konstanta tpcy [S] 46122 64+38
pramérny dosazeny vykon [W] 2,0+0,8 1,9+0,8
mitochondrialni kapacita [mMM/s] 0,45+0,19 0,35+0,19
Vecr [MM/s] 0,25+0,15 0,16+0,10

Tab. 10 Dvouvybérovy parovy t-test na stiedni hodnotu u protokolu ¢. 1 a 2

Vecr Ormax
protokol ¢. 1 0,25+0,15 mmol/s | 0,45+0,19 mmol/s
protokol ¢. 2 0,16+0,10 mmol/s | 0,35+0,19 mmol/s

t 2,72 1,81
P 0,02 0,10
signifikantni rozdil ANO NE
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Obr. 29 Porovnani vyvoje signalu PCr a Pi z protokolu ¢. 1 a €. 2.
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4.3 Porovndni zdravych osob a pacientit s DM1

Celkové bylo protokolem €. 1 uspésné vysetfeno 20 z 21 zdravych dobrovolnika
a 18 z 19 pacienti s DM1, u kterych byla zmé&fena klidova P MR spektra (pacient
¢. 5 a dobrovolnik ¢. 6 byli vylouceni z technickych divodu).
Obdrzené vysledky jsou uvedeny v Tab. 11 a Tab. 12, primérné hodnoty jsou pak
pro ptehlednost shrnuty v Tab. 13).

Pro porovnani Vpcr & Omax mezi pacienty a dobrovolniky byl proveden t-test
s testovanou hladinu vyznamnosti testu 5 % (vysledek testll zaznamenan v Tab. 14).
Z t-testu vyplynula signifikantni diference jak u Omax tak i U Vpcr (na tirovni 99%) —

pacienti dosahovali nizsich (hor$ich) hodnot.
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Tab. 11 Relaxaéni konstanty PCr, Pi a relativni zmény PCr a Pi u zdravych
dobrovolniki a pacientti s DM1.

dobrovolnik | e [s] | Tils] | PCr[%] | Pi[%] pacient | T [s] | wpils] IE’(;]r Pi [%]

1 35 37 26 170 1 81 45 36 110
2 28 37 26 170 2 16 58 6 40
3 70 49 15 90 3 68 77 47 370
4 33 34 19 140 4 30 33 13 110
5 33 56 37 350 5* - - - -
6* - - - - 6 62 26 45 290
7 60 47 63 230 7 52 72 43 170
8 30 32 40 270 8 126 104 75 500
9 53 50 36 200 9 43 27 5 70
10 33 35 16 290 10 44 62 52 320
11 51 42 52 230 11 97 122 29 10
12 54 54 37 310 12 97 69 53 230
13 97 108 53 390 13 50 50 45 510
14 30 41 30 200 14 72 71 65 390
15 39 52 54 300 15 80 67 70 410
16 31 27 26 420 16 22 20 15 180
17 66 101 40 130 17 57 56 23 80
18 90 60 81 680 18 36 48 16 160
19 44 39 44 360 19 36 24 37 260
20 22 24 14 90

21 39 47 36 290

primér+ | 47+21 | 49+21| 37417 |270+140] pramér+ | 59+29 | 57427 | 38+22 | 230+160
sm.odchylka sm.odch.

* experimentalni neuspéch, tu¢né znaceny osoby Zenského pohlavi
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Tab. 12 Vpcr @ Omax @ prumérny vykon u zdravych dobrovolniki a pacientd s DM1.

dobrovolnik (m\rﬁg{/s) (m(r)nmgi(/s) "IN pacient (m\rﬁglr/s) (m(r)nmgi(/s) "t
1 0.37 070 | 37 1 0.15 024 | 29
2 0,27 049 | 14 2 0,10 032 | 08
3 0,09 022 | 1.2 3 0,29 043 | 30
4 0,18 040 | 1.2 4 0,16 040 | 21
5 0,35 059 | 2,0 5 : : :
- i : i 5 0,25 036 | 29
7 0,46 061 | 34 7 0,28 045 | 36
8 0,60 091 | 25 8 0,21 025 | 38
9 0,20 036 | 21 9 0,02 006 | 19
10 0,20 045 | 26 10 0,38 0,61 *
11 0,44 061 | 23 1 0,10 019 | 1.2
12 0,26 046 | 23 12 0,21 030 | 30
13 0,25 035 | 30 13 0,30 050 | 1.9
14 0,32 062 | 13 14 0,43 058 | 21
15 0,54 080 | 36 15 0,27 049 | 21
16 0,24 048 | 24 16 0,27 065 | 25
17 0,28 048 | 1,9 17 0,15 031 | 25
18 0,34 040 | 28 18 0,15 0,52 *
19 0,40 070 | 22 19 0,36 065 | 2,0
20 0,29 072 | 09
21 0,41 070 | 36

primer = | 0,3240.13 | 0.5520,27 | 2,3%0,9 | primer £ | 0,23%0.11 | 0.4120,17 | 2.4+0.8

sm.odchylka sm.odch.
5 [%)] 41 31 39 | 5% 18 41 33

* experimentalni neuspéch, tuéné znaceny osoby Zenského pohlavi
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Tab. 13 Porovnani skupiny zdravych osob a pacientti s DM1

zdravy Pacienti s DM1
dobrovolnici
pramérny % pokles signalu PCr o (37+17) % (38+22) %
pramérny % vzrist Pi o (270+140) % (230£160) %
primérna relaxaéni konstanta tpcy [S] 47421 59+29

praimérny dosazeny vykon [W] 2,3+0,9 2,4+0,8

mitochondrialni kapacita [MM/s] 0,55+0,17 0,41+0,17
Vpcr [MM/s] 0,32+0,13 0,23+11

Tab. 14 Dvouvybérovy t-test na sttedni hodnotu u zdravych dobrovolnikti a pacientd

s DM1.
Vper Onmax
dobrovolnici 0,32+13 mmol/s 0,55+27 mmol/s
pacienti 0,23+11 mmol/s 0,41+17 mmol/s
t 2,56 2,67
P 0,015 0,011
signifikantni rozdil ANO ANO
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4.4 Opakovatelnost a reprodukovatelnost klidovych 31P MR
spekter

Sledovani opakovatelnost méteni je proces, pii kterém se hodnoti rozdily mezi
vysledky z méfeni, ktera byla provedena kratce po sobé s totoznymi parametry bez
zmény polohy subjektdl mezi méfenimi. Rozdily mohou plynout hlavné
z fyziologickych pfi¢in (neumyslny pohyb, metabolickd zména) nebo z pfitomnosti
Sumu v signalu.

Celkem byla provedena opakovatelnost klidovych spekter u 6 subjektd. Meéteni
bylo provedeno tiikrat po sobé sekvenci ,,FID1“ (viz Tab. 2). Integralni hodnoty
signalt PCr, Pi a ATP a pH jsou vyneseny v Tab. 15. Vysledné primérné relativni
odchylky jsou uvedeny v Tab. 16. Primérna standardni chyba pH byla 0,006.

Reprodukovatelnost klidovych spekter ma za kol posoudit zmény, které nastavaji
u nezavislych méfeni a souvisi s kompletni ptipravou méteni. Provedl jsem méfeni
reprodukovatelnosti klidovych spekter u dobrovolnikli v ramci jedné navstévy, kdy
byli vysunuti z tomografu a kompletné znovu pfipraveni k vySetfeni. Z tohoto
postupu vyplyva, Ze v nasem piipadé€ reprodukovatelnost méteni zohlediiuyje tii vlivy.
Prvnim vlivem je rizné nastaveni homogenity magnetického pole. Druhym vlivem je
umisténi civky vici svalu. Tietim vlivem je mozna zména tvaru civky v disledku
jejiho upevnéni ke svalu.

Poméry integralnich signali jednotlivych signald jsou zaznamenany v Tab. 17.
Vysledné smérodatné a relativni odchylky jsou uvedeny v Tab. 18. Vyssi hodnota
poméra signalu y/BATP a o/BATP nez jedna je pravdépodobné¢ disledkem, toho ze
signal YATP a aATP se kryje se signdlem dalSich minoritnich metaboliti [2].
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Tab. 15 Opakovatelnost klidovych **P MR spekter.

dobrovolnik X | YATP | aATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1770 | 1490 1180 5140 601 68 7,082

2. méfeni 1790 | 1530 1190 5120 600 67 7,08

3. méfeni 1800 | 1480 1210 5130 597 68 7,081

prameér 1790 | 1500 1190 5130 599 67 7,081

sm. odch. 10 30 10 10 2 1 0,001
dobrovolnik Y | YATP | aATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1150 | 1206 1061 4580 510 158 7,003

2. méfeni 1130 | 1216 1069 4550 530 152 7,007

3. méteni 1150 | 1214 1060 4560 540 149 7,011

prumeér 1140 | 1212 1063 4560 530 153 7,007

sm. odch. 10 5 5 20 10 4 0,004
dobrovolnik Z | YATP | oATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1670 | 1584 1347 6270 390 72 7,064

2. méfeni 1650 | 1589 1336 6300 390 73 7,068

3. méfeni 1660 | 1596 1340 6260 410 63 7,066

prumeér 1660 | 1590 1341 6270 400 69 7,066

sm. odch. 10 6 6 20 10 6 0,002
dobrovolnik V | YATP | aATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1380 | 1170 960 4810 700 350 6,992

2. méfeni 1230 | 1130 940 5110 400 290 7,007

3. méfeni 1210 | 1140 940 5130 400 280 7,017

prameér 1270 | 1150 950 5010 500 310 7,005

sm. odch. 90 20 10 180 100 40 0,013
dobrovolnik W | YATP | aATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1140 | 1260 1105 5120 650 220 7,024

2. méfeni 1160 | 1270 1104 5120 644 210 7,028

3. méfeni 1190 | 1270 1103 5150 662 190 7,03

prameér 1160 | 1270 1104 5130 652 210 7,028

Sm. odch. 30 10 1 20 9 20 0,003
dobrovolnik U | YATP | aATP | BATP PCr Pi PDE pH

1. méfeni 1770 | 1490 1150 4580 673 601 7,029

2. méfeni 1790 | 1530 1130 4550 681 600 7,042

3. méfeni 1800 | 1480 1150 4560 688 597 7,049
prameér 1790 | 1500 1140 4560 681 599 7,04
sm. odch. 10 30 10 20 8 2 0,01

Tab. 16 Primérna opakovatelnost klidovych 3P MR spekter.
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Tab. 17 Reprodukovatelnost klidovych *'P MR spekter.

dobrovolnik A | y/BATP | o/BATP | PCr/BATP | Pi/BATP PDE/BATP
1. méfeni 1,09 1,16 450 0,64 0,29
2. méfeni 1,19 1,19 4,89 0,69 0,26
3. méfeni 1,16 1,20 4,70 0,82 0,35
prumér 1,15 1,18 4,7 0,7 0,30
sm. odch. 0,05 0,02 0,2 0,1 0,05
dobrovolnik B | y/BATP | a/BATP | PCI/BATP | Pi/SATP | PDE/BATP
1. méfeni 1,07 1,14 4,39 0,52 0,27
2. méfeni 1,19 1,21 4,62 0,56 0,29
3. méfeni 1,21 1,19 4,40 0,49 0,16
prumér 1,16 1,18 4,5 0,52 0,24
sm. odch. 0,07 0,03 0,1 0,04 0,07
dobrovolnik C| y/BATP | o/BATP | PCr/BATP | Pi/BATP PDE/BATP
1. méfeni 1,11 1,16 4,71 0,58 0,15
2. méfeni 1,36 1,17 5,91 0,71 0,04
3. méfeni 1,28 1,31 5,47 0,66 0,07
prameér 1,2 1,21 5,4 0,65 0,09
sm. odch. 0,1 0,09 0,6 0,07 0,06
dobrovolnik D| v/BATP | o/BATP | PCr/BATP | Pi/BATP PDE/BATP
1. méfeni 1,02 1,13 4,54 0,58 0,35
2. méfeni 1,17 1,17 4,71 0,43 0,16
pramér 1,09 1,15 4,63 0,5 0,3
sm. odch. 0,11 0,03 0,12 0,1 0,1
dobrovolnik E | v/BATP | o/BATP | PCr/BATP | Pi/BATP PDE/BATP
1. méfeni 1,08 1,16 4,55 0,65 0,25
2. méfeni 1,17 1,21 4,79 0,51 0,25
3. méfeni 1,18 1,21 4,74 0,50 0,19
pramér 1,15 1,19 47 0,55 0,23
sm. odch. 0,05 0,03 0,1 0,09 0,03

Tab. 18 Primérna reprodukovatelnost klidovych **P MR spekter.
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4.5 Reprodukovatelnost dynamického méreni

Bylo provedeno také méfeni reprodukovatelnosti fosforové spektroskopie pti zatézi

u dvou zdravych osob (0soba ¢. 12: 65 let, BMI 26, sportovné spiSe neaktivni 0S0ba;

osoba ¢. 1: 24 let, BMI 25, pravidelny rekreacni sportovec) S ¢asovym odstupem

alespon jeden tyden od kazdého meéteni. Vyslednd zaokrouhlend relativni odchylka

mitochondrialni kapacity byla obou dvou dobrovolnikd 10 %. Jednotlivé dosazené

hodnoty v ramci kazdého vysetieni jsou uvedeny v Tab. 19 a Tab. 20.

Tab. 19 Mitochondrialni kapacita u osoby ¢. 12.

méf‘eni é TPCr [S] Tp| [S] PCI‘ [%] Pl [%] VPCr Omax P [W]
(mmol/s) | (mmol/s)
1 43 35 12 140 0,20 0,44 -*
2 50 49 35 320 0,27 0,47 1,7
3 44 39 44 360 0,27 0,50 1,9
4 72 87 44 330 0,24 0,39 2,2
5 59 59 50 410 0,33 0,49 3,5
primér + 54114 54+24 | 37+17 | 310+£110 | 0,26+0,05]|0,46+0,06 | 2,3+0,8
sm.odchylka
S [%] 26 44 46 35 19 13 35
* technicky netispéch
Tab. 20 Mitochondrialni kapacita u osoby ¢. 1.
o« | werls] | tpils] | PCr[%]]| Pi[%] Vecr Omax P [W]
merent ¢. (mmol/s) | (mmol/s)
1 43 22 18 150 0,34 0,74 3,9
2 33 41 25 140 0,31 0,63 3,9
3 30 47 34 230 0,45 0,72 3,3
priameér £ 357 37+13 2618 170+£50 |0,37+0,08 | 0,70+0,06 | 3,7+0,3
sm.odchylka
d [%] 20 35 31 29 22 9 8
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5 Diskuze

5.1 Vybér protokolu

Na pocatku méfeni jsme stali pted volbou celkového schématu méteni. Jelikoz
nemuzeme piesné regulovat vykonanou praci, neni pro nds vyhodné urCovat pouze
veliCiny, které z velké ¢asti zaviseji na vykonané praci - typicky zavislymi veli¢inami
je pokles signalu PCr a vzrust signalu Pi. Z tohoto divodu je pro nds zajimavé
ur¢ovat mitochondrialni kapacitu svalu, kterou lze povazovat za nezavisly parametr
dobie vystihujici oxidativni metabolismus svalu (viz kapitola 4.2.1 porovnani
protokoli).

Zvolili jsme ve vétsiné piipadi jednotnou zatéz 7,3 kg a v ptipadé ptili§ malého
rozsahu Slapani (zjisténi sledovanim dat z potenciometru) pacienty/dobrovolniky
slovné motivovat. Mimo dvou piipadi jsme docilili dostate¢né velkych poklest
signalu PCr, které bylo moZné vyhodnotit. VétSin€ dobrovolnikil 1 pacientd se
vySetfeni nezdalo pfili§ namahavé a po vysetieni nepocitovali zddnou nebo jenom
malou tinavu. Nejcastéji uvadénym problémem pfi cviceni byla pouha obava z kiece,
ktera se ani v jednom piipad¢€ nenaplnila. V jednom piipadé nemocny uvadé¢l pocit
paleni lytkového svalu a v jednom bolest. V obou piipadech doslo u pacientd ke
Stépeni signalu anorganického fosfatu Pi, které ukazuje acidozu, a Kk velkym
poklesim PCr. Piedchazet témto staviim zcela nelze, nebot’ v redlném ¢ase nam nase

zafizeni neumoZznuje méfit aktualni velikost poklesu PCr a nartst Pi.

Stépeni signalu Pi

PCr

cviéeni

—

PCr
1

Obr. 30 Znazornéni poklesu signalu PCr a rozstépeni signalu Pi (extrémni zmény
a Stépeni P1). Vlevo klidové spektrum, vpravo spektrum po 3,5 minutach cviceni.
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Nejcasteji se mitochondrialni kapacita svalu uréuje zrozboru jednoho stfedné
dlouhého cviceni o stejné intenzité¢ po celou dobu trvani [51,52]. Jsou vSak i mozné
jiné varianty, kdy pacienti opakované kratkodobé cvi¢i a odpocivaji [53]. Tyto
varianty jsme nevolili, protoZe jsou mén¢ Casté a zvlasté pro pacienta naro¢né&jsi.

Dalsi volba, kterou jsme museli ucinit, byl vybér typu sekvence — zda méfit
lokalizovang, nebo z celého objemu svalu [54,55]. Lokalizovana spektroskopie
umoziuje hodnotit jednotlivé velikosti signali z ptesné skupiny svalii, které¢ cvici.
Avsak ma nevyhodu VvV nizké intenzit¢ celkového signéalu, kterou je mozné
kompenzovat  s¢itanim  jednotlivych  akvizic. Scitat jednotlivé akvizice
u dynamickych méfeni vSak neni zcela spravné. Navic nd$ ergometr ma pomérné
nevhodné umisténou osu otaceni Slapadla vici ose kotniku, takze nelze pfilis pevné
fixovat nohu, tak aby byla zachovana moznost $lapani. Z tohoto diivodu by neslo
vyloucit posunuti méteného voxelu pii cviceni, a proto byla lokalizace MR spekter
provedena pouze umisténim a pouzitim povrchové civky.

Intenzita, z4téZz a délka cviceni byla volena tak, aby poklesy jednotlivych veli¢in
byly dostate¢né a byly docileny stacionarni hladiny metaboliti na konci cviceni.
Délka cviceni by méla byt dostate¢né¢ dlouha, aby se plné rozebéhla oxidativni
fosforylace. NasSe cviceni trvalo 6, pifipadné¢ 10 minut, coz je Ve srovnani
s obdobnymi studiemi spise delsi doba trvani cviceni [51,52,56,57].

Velikost seSlapnuti Slapky je volny parametr, ktery jednak zavisi na spravném
upevnéni nohy k ergometru, ale hlavné na samotnych vySetfovanych osobach
(pohyblivost kotniku a poté 1 ochota se unavit). Idedlni intenzita cviceni je takova,
kdy béhem cviceni dochdzi k poklesu PCr o 25 - 40 %. Pfi menSich poklesech PCr,
ma vyhodnoceni vétsi chybovost a pifi vysSSich hodnotach dochéazi k acidoze,
K rozvoji nepiijemné unavy a subjekty maji sklon zmensovat intenzitu cviceni ke
konci vySetieni. Navic je 1 Vpg, zavislé na pH, takze velkéd acidoza svalu by mohla
Zkreslit obdrzenou hodnotu Oma. Intenzita cviceni je relativni veli¢ina i vaci
samotnym svalovym proporcim jednotlivych dobrovolnikii. V nékterych studiich se
velikost zatéze urcuje od maximalni vyvinutelné sily [54,55,56,57,58] - obvykle se
poté nastavuje zatéz o hodnoté 50 az 60 % maximalni hodnoty (mez, kdy dochazi pti
déletrvajicim cviceni k zapojeni anaerobni glykolyzy).

Z hlediska nastinénych problémi a zkuSenosti z méfeni jsou v planu technické
upravy ergometru, které by mély vylepsit jeho vlastnosti. Prvni zménou je posunuti

osy otaceni Slapky ergometru nize ke stolu. Tato zména by méla pomoci
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k pohodIn¢jsimu Slapani a umoznit lepsi fixaci nohy, aby pacient cvicil pouze
skupinou svalt, které bezprostfedné sousedi s civkou. Druhou zménou je umisténi

zarazek pro regulaci velikosti seslapnuti Slapky.
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5.2 Signdl anorganického fosfdatu

Zajimavy problém ptedstavuje pfi vySSich intenzitdch cviCeni chovani signalu
anorganického fosfatu a nasledné urceni pH svalu. Signél anorganického fosfatu se
v ptipadech intenzivnéjSiho cviceni rozsifuje a nékdy 1 §tépi. Rozsifeni a Sté€peni jeho
signalu je pravdépodobné disledkem toho, ze detekovany signal anorganického
fosfatu je souctem signalii z rlznych svali nebo toho, ze kazdy sval je slozen
z n¢kolika typa vlaken, u kterych ptfevazuje bud’ anaerobni, nebo oxidativni
metabolismus. Urceni pH z posunu takového signalu vystihuje pouze urcitou stredni
hodnotu pH ve svalu. Navic program jJMRUI ma s fitovanim rozsifeného signalu
problémy, které jesté komplikuje zhorSena kvalita spekter z divodu pohybu pii
cviceni, proto byla pfi zjisténi St€peni pouzita specidlni baze doplnéna o dalsi signal.
Z vyctu experimentalnich problémua vyplyva, ze ne vzdy se podafi obdrzet hladké
zavislosti pH.

Obecné u kazdého jedince pH na =zacatku cviceni vzroste v dusledku
kreatinkinazové reakce (prvnich 30 vtefin, typicky primérny vzrust ze 7,03 na 7,10).
Dalsi vyvoj pH zavisi na intenzité cvi€eni, pfi malych intenzitach cviceni se drzi pH
zvySené, pii stfedni intenzité cviceni klesne pfiblizné na troven pied cvicenim a pfi
vysokych intenzitach cviceni se u nékterych jedinci objevi Stépeni signalu
anorganického fosfatu, pficemz signal fosfatu, jez je v kyselejSim prostiedi, se
dostava az k hodnotam pH 6,5. Celkové doSlo k Stépeni signdlu anorganického
fosfatu u 6 osob (4 pacienti s DM1, 2 zdravi dobrovolnici), pficemz signal fosfatu

Vv kyselejsim prostiedi se v klidové fazi po cviceni zmensoval pomaleji.
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5.3 Zdznam prdce

V prabéhu feSeni diplomového tkolu byly zjistény dvé okolnosti, které
mohou nepfiznivé ovliviiovat méfeni vykonané prace, jejichz vliv pak byl pro dané
zafizeni ¢aste¢né korigovan/eliminovan.

Prvni vadou naseho technického feSeni méfeni vykonané prace je odskok zavazi
a pruzeni celé aparatury po prudkém vyslapnuti Slapky a nasledném rychlém spusténi
zavazi. Druhou vadou je prokluzovani lanka vic¢i pfevodnimu systému ergometru.
Tento defekt se $patné zahrnuje do celkového vyhodnoceni prace. Do zna¢né miry
mu bylo zabranéno pouzitim tésnéni na zdrsnéném povrchu kladky, piesto
V zdznamu cviceni l1ze pozorovat posun urovné zakladni Cary. DalSi neoptimalni
skuteCnosti je pracné nastavovani nejlepsi délky lanka po zasunuti pacienta do
tomografu a nezbytna kontrola vedeni lanka pies pifevodni systém. Tato Situace je
nezadouci hlavné z ¢asového divodu, jelikoZ dochazi k prodluzovani vySetfeni.

K vyhodnoceni prace ze zaznamu zvedani zéavazi, byly vytvofeny dva popsané
programy (viz kapitola 3.3.1).

Programy se u vétSiny méfeni shoduji v ureni prace do 1 %. K odliSnym
vysledkiim dochdzi pti velmi malém seSlapnuti. V téchto ptipadech jsou v prvnim
programu limity pro vyhodnoceni signall nastaveny piili§ velké. Naopak vyskytly se
i ptipady, kdy méfené osoby cviCily ve velkém rozsahu a zavazi poustély dolu tak
rychle, ze program vyhodnocoval oscilace signalu jako $lapnuti. V téchto zminénych
ptipadech je hodnota prace vzata z druhého programu. Naopak prvni verze programu
se ukézala jako uzite¢na v téch ptipadech, kdy vySetfovani nespoustéli zavazi uplné

dolt, ale jen naptl (urcita forma ulehceni cviceni).
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5.4 Klinické zdaveéry a porovndni s literaturou

Z analyzy zmé&fenych klidovych *'P MR spekter u pacienti s DM1 a zdravych
dobrovolnikii vySel signifikantni rozdil v poméru signalu PCr/BATP. Pacienti méli
tento pomér v priméru o 10 % snizeny vii€i zdravym dobrovolnikiim. Je zajimavé,
ze signifikantni rozdil vySel pouze u tohoto poméru, protoze klinicky se Casto
vyuziva i pomér PCr/Pi, u kterého se uvadi, ze jeho pokles souvisi s patologickymi
stavy ve svalu [59]. Proto jsem navic provedl srovnani klidovych poméra u pacientd
vaci jejich pozdé&ji zjisténé mitochondrialni kapacité (viz Tab. 21) Pearsonovym
korelaénim koeficientem (viz Obr. 31) a vy$$i hodnoty korelace opravdu dosahoval
pomér PCr/Pi nez pomér PCr/BATP (0,49 vs 0,44). To, ze nevysel t-test signifikantné
u poméru PCr/Pi, je pravdépodobné zavinéno vys$im rozptylem hodnot u tohoto
pomgeru.

Zmétena prumérna hodnota klidového pH a jeji rozptyl byl u diabetik jen
nepatrné¢ vys$i nez u zdravych osob. Z toho vyplyva, ze z hlediska acidobazické
rovnovahy svalu byla skupina pacientl srovnatelnd se skupinou zdravych
dobrovolnikii.

Jestlize porovndme nami uréené primérné hodnoty poméri jednotlivych signalt
s hodnotami uvadénymi v literatuie (viz Tab. 22), jsou nase hodnoty srovnatelné.
Hodnoty uvadéné v citovanych pracich se mohou od naSich hodnot mirné liSit
zdivodu pouziti jinych parametri MR sekvence, metodikou vyhodnoceni
jednotlivych signalti v MR spektru apod.

Je zajimavé také porovnat klidové velikosti signali a poméry jednotlivych
metaboliti mezi skupinou muzu a Zen. To je provedeno v Tab. 6.

Ponévadz intenzity signald v MR spektru souviseji S objemem svalové hmoty,
jejich velikost byla vétsi u muzi (viz signal BATP u muzi v Tab. 6). Vypovidajici
hodnotu maji spiSe poméry integralnich intenzit jednotlivych metabolitt, avsak i

pomér PCr/ BATP se 1isi mezi skupinou zdravych muzi a Zzen (t=2,7; P=0,013).
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Tab. 21 Hodnoty klidovych poméru signalu PCr/ATP, Pi/PCr, koncentrace ADP,

Gatp @ mitochondriélni kapacity.

—_ |PCHATP| PilPCr | Vecr Ormax Garp ADP
pacient . (mmol/s) | (mmol/s) | [kImol] | [mmol/I]
1* 4.0 2,6 0,15 0,24 58,9 0,021
2 4.4 7.9 0,10 0,32 -63,1 0,010
3 4.9 7.9 0,29 0,43 -62,3 0,011
4 4.4 6,5 0,16 0,40 -62,5 0,010
5 45 8,6 - - - -
6 43 10,0 0,25 0,36 -63,2 0,012
7 4.4 8,9 0,28 0,45 -62,3 0,019
8 4.2 7.0 0,21 0,25 -62,8 0,010
9 37 4.9 0,02 0,06 -62,2 0,010
10 43 7.2 0,38 0,61 -64,2 0,012
11 3,9 7.3 0,10 0,19 -63,0 0,010
12 47 7.8 0,21 0,30 -62,9 0,010
13 5,4 12,8 0,30 0,50 -63,8 0,010
14 5,6 8,0 0,43 0,58 -62,7 0,009
15 38 6,4 0,27 0,49 -63,2 0,009
16 4.9 10,4 0,27 0,65 -63,8 0,009
17 5,2 4.4 0,15 0,31 -61,0 0,010
18 4.4 8,1 0,15 0,52 -63,3 0,009
19 4.2 6,9 0,36 0,65 -63,1 0,009
primér+ | 4,5+05 | 7,6+2,2 |0,23+0,1 |0,41+0,16| -62,7+1,1 | 0,011+0,003
sm.odchylka
5 [%] 11 29 43 39 2 27

* tuéné znaceno Zenské pohlavi
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Obr. 31 Korelace Omax na klidovém poméru signalu PCr/Pi.
Tab. 22 Poméry metabolitl uvadéné v odborné literatufe.
zdravé tibialis | Quadri- | tibialis | lytkovy | Iytkovy | Ilytkovy nase
0soby anterior | cepsm. | anterior sval sval sval zméiené
m.[60] [61] m.[57] [62] [22] [63] hodnoty
PCr/Pi 9,1+0,5 | 7,7£0,6 | 6,0+0,6 | 10,1£0,6 | 7,8+0,8 | 8,8+0,9 | 8,0+2,0
PCr/ATP | 42+0,1 | 4,7+1,9 5,0+1,0 4,2+0,3 | 5,0+0,5
Pi/ATP ]0,40+0,05 | 0,6+0,3 0,49+0,08 0,5+0,1 | 0,640,2
pH 7,02+0,02 | 7,05+0,02 | 7,00+0,01 | 7,04+0,05 | 7,03+0,01 | 7,02+0,02 | 7,02+0,03
pacienti DM1 DM?2 DM1
PCr/Pi | 10,4+0,2 | 6,3+0,8 7,0+£2,0
PCr/ATP | 4,1+0,1 | 4,3£1,2 4,5+0,5
Pi/ATP ]0,40+0,02 | 0,7+0,2 0,6+0,3
pH 6,96+0,01 | 7,06+0,02 7,03+0,02

Zjisténd prumérna mitochondrialni kapacita pacientd s DM1 byla signifikantné

mensi neZz zdravych dobrovolnikli. ZmenSeni hodnoty mitochondridlni kapacity

odpovida snizeni maximalni miry oxidativniho metabolismu svalt u pacienti s DM1.

Zda ma toto snizeni vliv na pfevahu anaerobniho metabolismu pfi mirné svalové

¢innosti, jiz jsou svaly vystaveny pii bézné denni ¢innosti, je vSak otazkou vzhledem
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k totozné klidové hodnoté pH mezi skupinami (anaerobni metabolismus zvySuje
kyselost svalil). AvSak samo zmenSeni mitochondrialni kapacity a redukce klidového
poméru PCr/BATP jiz vypovida o pravdépodobnych patologickych metabolickych
zménach odehravajicich se ve svalech u pacientt s DMI1. Zjisténé sniZeni
mitochondrialni kapacity u pacientl s relativné dobfe kompenzovanym DM1 ma
vyznam 1 vzhledem k onemocnéni DM2. V piipadé pacienti s DM2 byl v literature
[61,64,65] také detekovan snizeny oxidativni metabolismus, av$ak tento pokles byl
Casto spojovan S moznou primarni patologii mitochondrii, tedy ne jako disledek

samotného onemocnéni diabetem.

Nabizi se otazka, z jaké pri¢iny je snizend mitochondridlni kapacita. Zda je to
dasledek poklesu celkového poctu mitochondrii, nebo disledek zvétseného podilu
rychlych svalovych vldken, anebo pouze Spatnou produkei ATP v rdmci mitochondrii
v disledku Spatné signalizace nebo posSkozeni mitochondridlnich enzymi
a membran.

Do studie byli zamérné vybrani pacienti S DM1 bez jinych onemocnéni tak, aby
bylo prokazano, zda dochdzi k metabolickym zménam jiz v ranych stadiich této
choroby, kdy jesté nejsou patrné jiné chronické ptiznaky onemocnéni. Z divodu, ze
nezndme piesny puvod snizené mitochondridlni kapacity, a také proto, ze pacienti
netrp€li Zadnym zjevnym chronickym problémem, nelze vyvodit zavér, zda
mitochondrialni kapacita je zménéna v diusledku pocateéniho stadia konkrétni
chronické komplikace diabetu, nebo zda se jedné o pfizpisobeni organizmu situacim,
kdy je vystaven rizné hladin€ glykemie a pfisunu glukézy do bunék.

Obdrzené primérné mitochondrialni kapacity zdravych dobrovolnikli a pacienti
s DM1 povazuji za navzajem porovnatelné z divodu podobnosti skupin. Skupina
pacienti méla stejné primérmé BMI a podobny primémy vék (dokonce v priméru
0 3 roky mladsi) jako skupina zdravych dobrovolniki. Jediné, v ¢em se skupiny

odliSovaly, byl vétsi podil Zen ve skupiné dobrovolnika (45 % vici 28 %).

Je zajimavé, ze z hlediska primérného vykonu pacienti dosahovali lepSich
vysledkil nez zdravé kontroly, coz miize byt pouze disledek snahy pacientii vykonat
vySetfeni co nejlépe.

Vysledné primérné mitochondridlni kapacity, Vpcr, Tpcr JSOU porovnany

s publikovanymi hodnotami v Tab. 23.
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Tab. 23 Ptehled publikovanych hodnot mitochondrialni kapacity.

sdrave tibia! is Iytkovy vastus Srdce quadri- tibial_is Iytkovy Iytkovy Iytkovy nase
osoby anterior sval [66] lateralis [67] ceps m.[61] | anterior sval [62] | sval [22] sval [63] zméfené
m.[60] [45] m.[57] hodnot
oer [9] 40+5 33+7 ,,podobné 3243 39,3+7,5 436 50+20
hodnoty
Vecr jako u 0,33+0,03 | 8,9543,52* 0,65+0,08 | 0,55+0,23 0,3+0,1
(mmol/s) pacienti
Ohmax 0,8+0,07 0,36+0,05 | 0,51+0,09 | 1,1+0,11 | 0,75+0,18 | 0,6+0,2
(mmol/s)
DM1 DM1 DM2 DM2 DM2 DM1
pacienti (muzi) (Zeny)
oer [9] 59+7 32+4 49,4+5.5 5247 60+30
A\ 0,37+0,03 | 0,25+0,03 | 4,74+2,36* 0,2+0,1
(mmol/s)
Omax 0,61+0,09 0,61+0,05 0,4+0,2
(mmol/s)

* napadné odlisné hodnoty, pravdépodobné chyba jednotek v ¢lanku
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Z této Tab. 23 vyplyva, ze nami obdrzené hodnoty mitochondrialni kapacity jsou
v rozmezi publikovanych hodnot, avSak tpc; ndm vychazi spise delsi nez v ostatnich
publikovanych pracich. Tento nesoulad mozna plyne z toho, Ze pro vypocet tpc, byl
uvazovan vzdy cely zméfeny navrat signalu PCr na klidové hodnoty. Vyssi hodnoty
nami ziskanych smérodatnych odchylek u tpcr, Vpcr @ Omax Mohou byt disledkem
toho, Ze vyjma dvou méfeni jsme zahrnuli do zpracovani vysledky vSech méfenych
osob bez ohledu na vykonanou praci.

Z hlediska problematiky DM1 jsou vysledky diplomové prace nejblize studiim
uvedenym Vv ¢lancich [60] a [66]. Ve studii [60] je porovnavana mitochondrialni
kapacita mezi skupinou zdravych muzi a muz s DM1, ve studii uvedené v [66] je
mitochondrialni kapacita naopak porovndvand mezi zdravymi Zenami a pacientkami
sDM1. V prvé uvedené studii dosli k zavéru, ze mitochondridlni kapacita
signifikantné klesla u muza trpicich DM1 a naopak ve druhé studii nebyla naméfena
zadna signifikantni zména mitochondridlni kapacity mezi zdravymi a nemocnymi
zenami. Takovyto odlisny vysledek v zéavislosti na pohlavi je zajimavy a vybizi
ke kontrole, bohuzel v ptipadé skupiny pacientd s DM1 zatim mame k dispozici
pouze 5 osob Zenského pohlavi, coz je k vytvofeni samostatné skupiny pacientek
s DM1 piili§ malo.

Z hodnoceni vztahu télesné kondice k ur¢ené mitochondrialni kapacité plyne, ze
nejlepSich vysledkii dosahovali rekreacni sportovci vénujici se pravidelné télesné
zatézi. Srovnatelné stejné dobrych vysledkli dosahovaly 1 osoby, které travi

pievaznou ¢ast dne chizi.
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5.5 Opakovatelnost a reprodukovatelnost méreni

Z provedeného testu opakovatelnosti méteni vyplynulo, ze nejvétsi relativni chybu
ma signal anorganického fosfatu a signal PDE, coz je pravdépodobné dusledkem
jejich nejmensi pomérné velikosti vac¢i Sumu. Z reprodukovatelnosti klidovych
pomért dosahoval nejmensi chyby ptekvapivé pomér signalu Pi/BATP a dale pomér
signalu PDE/BATP. Avsak zadny pomér nepiesahoval relativni chybu 10 %, a tudiz
jednotlivé chyby danych poméri jsou pod statistickou chybou poméri métenych
skupin (pouze chyba poméru signalu PCr/BATP se k ni blizi).

Pfi vyhodnoceni mitochondridlni kapacity ptredstavuje nejvétsi problém jiz
zminéné spravné urceni pH svalu a zvoleni rozsahu fitovani signalu PCr. Provedena
reprodukovatelnost méfeni zcela tyto jevy nepostihuje, ponévadz u osoby ¢. 1 ani
¢. 12 nedochazelo k rozvoji velké acidoze a byl u nich vzdy fitovan cely zméfeny

navrat PCr na klidové hodnoty.
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6 Zavér
Prace na diplomovém ukolu se uskutecnila na pracovisti magnetické rezonance

ZRIR IKEM. Béhem diplomové prace jsem zvladnul techniku vysetfovani MR

spektroskopii na dobrovolnicich a pacientech s onemocnénim diabetes mellitus I.

V ramci diplomové prace byl zprovoznén ergometr domdaci konstrukce, ktery
umoznil vySetfovani pomoci P MR spektroskopie pii fyzické zatdzi. S pouzitim
daného ergometru byla spojena optimalizace vysetiovaciho protokolu pro P MR
spektroskopické vySetfovani pii zatézi a zavedeni postupu pro vyhodnoceni

vykonané prace béhem méfeni.

Byla porovnana dvé méfici schémata s odlisnym tempem cviceni. Na zakladé
zkuSenosti z méfeni s ergometrem byly navrzeny konstrukéni zmény na ergometru,

které by mély vysetfovani zkvalitnit.

Vysetiovani 3'p MR spektroskopii pii zat&zi bylo vyuZito ke klinickému vyzkumu
onemocnéni DMI1. Ekvivalentnim protokolem bylo vySetfeno devatenact pacientl

S timto onemocnénim a jednadvacet zdravych dobrovolnikd.

Vyhodnoceni jednotlivych signalti v klidovych fosforovych ukazalo signifikantni
rozdily v poméru metabolitd PCr/ATP. Z vyhodnoceni **P MR spektroskopie pfi
zatézi byly obdrzeny hodnoty Omax @ Vpcr, jejichz hodnota byla signifikantné snizena
u pacientd s DM1. Ztoho vyplyv4, Ze onemocnéni DM1 ma nepfiznivy vliv na

oxidativni metabolismus svall pacientd s timto onemocnénim.
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Prilohy

Priloha ¢. 1 Schéma ergometru
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Pohled shora, zepiedu a z boku na dolni desku ergometru.
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Priloha ¢. 2 Program potenciometr

Zdrojovy kod programu pro vyhodnoceni dat z potenciometru.

VVVVVV

<? echo "Soubory, které chcete zpracovavat, musi byt ve stejném adresafi."; ?>
<FORM ACTION="<?echo $ SERVER["PHP_SELF"]?>" METHOD="post"
ENCTYPE="multipart/form-data">

<INPUT TYPE="file" NAME="soubor" SIZE="30"> <br><br>
horni mez mez do<input type="text" name="horniod"> <br>
horni mez mez od<input type="text" name="hornido"> <br>
dolni mez od<input type="text" name="dolniod"> <br>

dolni mez do<input type="text" name="dolnido"> <br>

<input type="hidden" name="odeslano" value="1">

<INPUT TYPE="submit" NAME="akce" VALUE="zpracovat">
</[FORM>

<?

if (3_REQUEST["odeslano"]==1) {

echo "zpracovano ".$soubor name;

$adresar = opendir(".");

while ($ssr = readdir($adresar)){

if($ssr == "zp".$soubor_name){

unlink("zp".$soubor_name); } }

$c=0;

$aaa ="./".$soubor_name ;

$soubor = fopen($aaa, "r");

$zaznamy=file($aaa);

$id=count($zaznamy);

echo $id."pocet<br>";

$c=1,

do {
$prvni=fgets($soubor);
$c++;

Iwhile($c<20);

$c=1; $drfth=0 ;

do {

if($c>20){

$prvni=fgets($soubor);
$pole = Explode (",", $prvni);
If (0O==round($pole["0"],-5)) {
$poletax["$drfth"]=$pole["0"];
$poletax["$drfth"]=round($poletax["$drfth"], 2);
$poletay[$drfth] =Spole["1"];
$poletay[$drfth]=round($poletay["$drfth"], 3);
$drfth++; }
$ooo[$c] =$pole["1"]; }
$c++;
} while($c<$id);
$uplnynarust=0;
$pckopec=0;
$c=40;
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while($c<$id) {

$pred=0;

for ($cz=1; $cz<5; $cz++){
$pred=$o000[($c-$cz-8)]+$pred ;
}$pred=$pred/4;

if (($000[$c]-$000[($c-8)])>0.1) {
$konecintervalu=0;

$narust=0;

do {

if ($000[$c]>$narust) {
$narust=%o00[$c]; }

$dsfvdsv =  $ooo[$c]-$ooo[($c-10)];

if (($dsfvdsv)<-0.1) { $konecintervalu=1;}
$c= $c+1;}

while (($konecintervalu==0) and ($c<$id));
$celknarust= $narust- $pred ;
$uplnynarust=$uplnynarust+ $celknarust;
$pckopec=$pckopec+1;

$celknarust=0; }

$c++; }

echo "Celkova prace dle programu ¢.1 - <br>".$uplnynarust." pocet jednotlivych
signala - ".$pckopec.” <br>"; }

include 'aaaa.php’;

$koncecpole= count($poletax)-20 ;
$posledni= $poletax[$koncecpole] ;

GenGraph

($poletay,$poletax,$ POST["dolniod"],$_POST["dolnido"],$_POST["horniod"],$_P
OST["hornido"],$poletax[1] , $posledni,$poletay[1]);
$index=1;

$nacitaniprace=0;

$a=0; $kjhbj=0;

$pocetkopcu=0;

$navrch=0;

$maxkopecku=0;

$nko=0;

do {
$prubmezdolni=$_POST["dolniod"]+($_POST["dolnido"]-
$ POST["dolniod"])/$posledni*$poletax[$index];
$prubmezhorni=$_POST["horniod"]+($_POST["hornido"]-
$ POST["horniod"])/$posledni*$poletax[Sindex];

if ($poletay[Sindex]>$prubmezhorni){

if ($poletay[$index]>$maxkopecku){
$maxkopecku=$poletay[$index]; }

Sindex++;

$a=1; }

else {

if ($nko<50) {$kjhbj= $kjhbj + $poletay[$index];
$nko++; }

if ($nko==50) {$navrch =$kjhbj /50 ;

echo "Navrhovana dolni mez: <br>".$navrch ; $nko++; }
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if ( $a==1) { Snacitaniprace = $maxkopecku - $prubmezdolni+ $nacitaniprace ;
$pocetkopcu=$pocetkopcu+1;}

$a=0;

Sindex++;  $maxkopecku= $prubmezhorni ;} }

while ((count($poletax))>$index) ;

echo "<br> Celkova prace podle prog:<br>".$nacitaniprace." <br> pocet kopctu
" $pocetkopcu." "; ?>

<img src="obraaa.jpg" />

</div>

Graficky interface

<?php
function GenGraph
($dcvsdfv,$dsvds,$odmin,$domin,$odmax,$domax,$od,$do,$min) {
include ("../jpgraph.php™);
include ("../jpgraph_scatter.php™);
include ("../jpgraph_line.php");

ob_start();
$min=$min-0.3;
$graph = new Graph(8000,600,"auto");
$graph->SetScale('linlin',$min,4);
/I Set major tick dist to 40 and minor to 20
$graph->yaxis->scale->ticks->Set(0.1,0.01);
$graph->img->SetMargin(40,40,40,40);
$graph->SetShadow();
$graph->title->Set("A simple scatter plot™);
$graph->title->SetFont(FF_FONT1,FS_BOLD);
$spl = new ScatterPlot($dcvsdfv,$dsvds);
$graph->Add($spl);
$data2y[0] = $odmin;
$data2y[1] = $domin ;
$data2x =array($od,$do);
$p2 = new LinePlot($data2y,$data2x);
$p2->mark->SetType(MARK_STAR);
$p2->mark->SetFillColor("red");
$p2->mark->SetWidth(4);
$p2->SetColor("'red");
$p2->SetCenter();
$graph->Add($p2);
$data3y[0] = $odmax;
$data3y[1] = $domax ;
$data3x = array($od,$do);
$p3 = new LinePlot($data3y,$data3x);
$p3->mark->SetType(MARK_STAR);
$p3->mark->SetFillColor("red");
$p3->mark->SetWidth(4);
$p3->SetColor("'red");
$p3->SetCenter();
$graph->Add($p3);
$graph->Stroke('obraaa.jpg"); } 7>
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Priloha ¢. 3 Program na razeni spekter

<? $cc=1,;
$slozka = dir("C:\ComplexWebServer\http_docs\programprejmenovani\a™);
while($soubor=$slozka->read()) {
if ($soubor=="." || $soubor=="..") continue;
{ echo "<a href=\"29/$soubor\">".$soubor."</a><br>\n";
$poleckol[$cc] =$soubor ;
$pole = Explode (".", $soubor );
$poleckoll[$cc] = $pole[4];}
$cc++; }
$slozka->close();
array_multisort($poleckol1,$poleckol);
for ($i = 0; $i < count($poleckol); ++$i) {
$dsvdfdf = “prejmenovani.php™;
$dfvdfvd = $poleckol[$i];
if ($i<10) $ces= "00".$i.".IMA";
if ($i<100) and ($i>9)) $cecs="0".$i.".IMA";
if ($i>99) $ces = $i".IMA",
if ($dfvdfvd == $dsvdfdf);
else {rename($poleckol[$i], $ccs) ;
echo $poleckol[$i].">>". $ccs ."<br>\n"; } ;
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Priloha ¢. 4 Formular

Formular k ergometrickému vyseti‘eni

Jméno, pfijmeni a datum vySetieni: I

Koufeni: ano W ne W

Aktivné provozovan(/é sport'y (v zavorce napiste, kolik hodin mu tydné vénujete):

Typ Vadeho zaméstnani: (sedavé. Castedné ve stoje, celé ve stoje v klidu,
ve stoje a pievazuje chize, ...):

Kolik za den nachodite kilometril (stagi hruby odhad)? ] km

Kdy jste prodélal/a naposledy vEt3i svalovou zate2? | |

Jak se momentdlné fyzicky citite? vyborné [ dobfe | pramémé 0 pamé
PovaZujete se za:
antisportovee i bézného Clovéka  p rekreacniho sportovee gy aktivniho sportovee

Mite radéji: kratké a intenzivni cviteni gy nebo mirnou, ale déle trvajici zaté2z

Miite v piimé piibuzenské linii osobu s diabetem? | ]

Mite specidlni stravovaci navyky nebo pozivite svalové stimulanty? ne — ano (specifikujte)

Mite néjaké specidlni problémy se svaly nebo s dolni koncetinou?

Trpite zavaznou chorobou (srde¢ni onemocnéni, diabetes, ... )?

Jak dlouho ped vySetfenim jste jedl/a: [ | hod

Jak dlouho pied vySetfenim jste naposledy pil/a ndpoj s vySiim obsahem kofeinu (kdva): :] hod
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Otizky vztahujici se k prodélanému vySetifeni

Zitéz se Vam jevila jako:

mald 1 pifiméfend hits} velka, ale k zvladnuti 0 prilis velkd El
Odhadnéte jak dlouho, byste jesté vydrZel/a cvidit:

nevydrzellabychdéle ™ do2az3min ™ dol15min ™ délenez 15min W
Byl/a jste po cvi¢eni unaven/d?

ani ne B mim¢ B dost W velice 0

M¢éla jste pii cvideni néjaké problémy?
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