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1 Cykl publikacji bedacy podstawg rozprawy
doktorskiej

Niniejsza rozprawa doktorska oparta jest na cykhkedah publikacji na temat:
"Wykorzystanie wielowymiarowych technik analizy widm H MRS in vivo w

réznicowaniu wrodzonych wad metabolizmu”:

A.1 Polnik Agnieszka (Skorupa Agnieszkg)Sokoét Maria, Jamroz Ewa, Paprocka
Justyna, Wicher Magdalena, Banasik Tomasz, MarsEkbieta, Kieltyka
Aleksandra, Konopka Marek. Contribution 1 MRS to differential diagnosis of
neurologic disorders in children. W: Some aspettsi@dical physics - in vivo and
in vitro studies. Red. Z. Drzazga, Klosarek, Polish Journal of Environmental
Studies. Series of Monographs. Vol.1, 2010, stt327Rozdziat w kazce wydanej

w Polsce, punktacja MNiSW: 5 punktow.

A.2 Skorupa Agnieszka Jamroz Ewa, Paprocka Justyna, Sokét Maria, Wicher
Magdalena Kieltyka Aleksandra. Bridging the gapwmsn metabolic profile
determination and visualization in neurometabolgoders: a multivariate analysis
of proton magnetic resonance in vivo spectra. Jntimetrics. 2013;27:76-90.
Czasopismo umieszczone nasdie Filadelfijskiej, wskanik Impact Factor ISI:
1.803, punktacja MNiSW: 30 punktow.

A.3 Skorupa Agnieszka Wicher Magdalena, Banasik Tomasz, Jamroz Ewa,
Paprocka Justyna, Kieltyka Aleksandra, Sokét MalKanopka Marek. Four-and-
one-half years' experience in monitoring of repiility of an MR spectroscopy
system-application of in vitro results to inter@t&n of in vivo data. J Appl Clin
Med Phys. 2014;15(3):4754. Czasopismo umieszczand.istie Filadelfijskiej,
wskaznik Impact Factor ISI: 1.172, punktacja MNiSW: 0nktow.

Uzupetnieniem wynikéw przedstawionych w iy wymienionych publikacjach
jest zastosowanie metodyd MRS in vivo oraz wielowymiarowych technik analizy
danych w ocenie niejednorodied metabolicznej mézgowia (wyniki przygotowywane

do publikacji, przedstawione w zakniku niniejszej pracy doktorskiej).



Tematyka pracy doktorskiej jest réwmigwigzana z innymi publikacjami, nie

wchodzcymi w skiad wyej wymienionego cyklu publikaciji:

B.1 Staniszewski Michat, Bczyk FranciszekSkorupa Agnieszka Boguszewicz

tukasz, Sokot Maria, Palaka Joanna, Palaki Andrzej. Comparison of Black Box
Implementations of Two Algorithms of Processing MMR Spectra, Gaussian
Mixture Model and Singular Value Decomposition. Wroceedings of the
International Conference on Bio-inspired Systemd &ignal Processing. Red.
Harald Loose, Ana Fred, Hugo Gamboa and Dirk ERQSIGNALS 2015, str.

57-65.

B.2 Skorupa Agnieszka Jamroz Ewa, Paprocka Justyna, Sokoét Maria, Wicher
Magdalena, Kieltyka Aleksandra, Boguszewicz tukaBiagnostic utility of *H
MRS in various neurological disorders in childrea pattern recognition approach.
W: Proceedings of Data Acquisition and Evaluatioretivbds in Proton MR
Specroscopy 2010. Red. U. Klose, Shaker Verlag 2611.154-62.

B.3 Skorupa Agnieszka Wicher Magdalena, Banasik Tomasz, Kiettyka
Aleksandra, Sokoét Maria. Evaluation of the longstereproducibility of an MRS
system — a phantom study. W: Proceedings of Datguiaition and Evaluation
Methods in Proton MR Specroscopy 2010. Red. U. &l&haker Verlag 2011, str.
29-35.

B.4 Emich-Widera Ewa, Sokdét Mari&olnik Agnieszka (Skorupa Agnieszka)
Kazek Beata, Wicher Magdalen4d-MRS in children and adolescents with good
response and intractable epilepsy. W: Some aspéatedical physics - in vivo and
in vitro studies. Red. Z. Drzazga, Klosarek. Polish Journal of Environmental
Studies. Series of Monographs. Vol.1, 2010, st2@2

B.5 Polnik Agnieszka (Skorupa Agnieszka)Wicher Magdalena, Banasik Tomasz,
Kiettyka Aleksandra, Konopka Marek, Sokot Mariamtaz Ewa, Paprocka Justyna.
Dimensionality Reduction Based Classification o0btBn Magnetic Resonance in
vivo Spectra from the Normal Human Brain. W: WC 200FMBE Proceedings
25/1V, Editors: O. Ddssel, W. C. Schlegel, 2009isger, Berlin, pp. 2333-2337.



B.6 Polnik Agnieszka (Skorupa Agnieszka)Boguszewicz tukasz, CichoAnna,
Sokot Maria. Wykorzystanie wielowymiarowych technéksploracji danych w
analizie widmH MRS in vivo. W: Irzynieria Wiedzy | Systemy Ekspertowe gé
IV, Pod redakg: A. Grzech, K. Juszczyszyn, H. Kivacka, N.T. Nguyen.
Akademicka Oficyna Wydawnicza EXIT, 2009, Warsz&089, str. 487-497.

B.7 Boguszewicz tukasz, Sokot Mari@plnik Agnieszka (Skorupa Agnieszka)
Maciejowski Maciej. Metabonomics based on pattecognition methods ifH in
vivo MRS in differentiation metabolic profiles ofuttiple sclerosis subtypes. W:
WC 2009, IFMBE Proceedings 25/1V, Editors: O. Dés$&. C. Schlegel, 2009,
Springer, Berlin, pp.1498-1501.

B.8 Boguszewicz tukasz, Sokét Mari@plnik Agnieszka (Skorupa Agnieszka)
Cichon Anna, Biatecki Ryszard. Zastosowanie metod rozpaamia wzorca do
rozr&nienia widm*H MRS in vivo oséb patych i niepaicych papierosy. W:
Inzynieria Wiedzy | Systemy Ekspertowe¢éz IV, Pod redakeg: A. Grzech, K.
Juszczyszyn, H. Kwéaicka, N.T. Nguyen. Akademicka Oficyna Wydawnicza
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2 Zastosowanie techniki'H MRS in vivo w
diagnostyce  chordéb  érodkowego  ukiadu
nerwowego

2.1 Spektroskopia rezonansu magnetycznego

Zjawisko pdrowego rezonansu magnetycznego zostato zaobsengowa
niezalenie przez Feliksa Blocha i Edwarda Purcella w 1@ [1,2].

Jadra atomowe charakteryage s¢ nieparzysi liczbg protonow i neutronéw
oraz pdra o parzystej liczbie nukleonéw jednego rodzajuniéparzystej liczbie
nukleondéw drugiego rodzaju posiaglajvewretrzny moment pdu zwany spinem
jadrowym. W zewgtrznym polu magnetycznym naptije przestrzenne kwantowanie
spinu i zwigzane z tym kwantowanie energii. P&ogg midzy jadrowymi poziomami
energetycznymi  mag by¢ indukowane przez absorpcj promieniowania
elektromagnetycznego o gstotliwosci odpowiadajcej raznicy energii tych poziomoéw.
Poniewa roznica ta zalgy od otoczenia chemicznegadia (zjawisko przesuegia
chemicznego), rejestracja promieniowania elektramefgznego emitowanego na
skutek proceséw powrotu ukladu spindbw do stanu ovagi termodynamicznej
(zjawiska relaksacji) dostarcza informacji o stuuke i wi&ciwosciach casteczek.
Technilg analitycza opart na zjawisku przesugtia chemicznego jest spektroskopia
jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR, adxigclear Magnetic Resonarncea
klinicznym odpowiednikiem tej metody jest spektroglka rezonansu magnetycznego
(MRS, ang.Magnetic Resonance Spectroscopy vivo stanowica cennezrddio
informacji biochemicznej uzyskiwanej w nieinwazyjsgosob.

Chociaz metoda MRS mie wykorzystywa takie nuklidy jak*C, N, *°F, *Na
i 3P, wysoki wspoétczynnikzyromagnetyczny i dia abundancja naturalna izotopu
wodoru H sprawiaj, ze technika'H MRS in vivo jest podstawow metod
spektroskopow oferowan przez weksza¢ producentdéw nowoczesnych skaneréw
MRI (ang.Magnetic Resonance ImagindNalezy podkrsli¢, ze metoda ta nie wymaga
rozszerzenia spgpowego skanera MRI (np. badanie spektroskopowe wyjeose przy
uzyciu cewek radiowych stosowanych w badaniach obvgeb), a jedynie sekwencji
lokalizacyjnych pozwalapych zdefiniowd obszar pomiarowy. W technikach
obrazowychzrédtem sygnatu NMR & protony wody i tluszczu, Zaw technikach

spektroskopowych najbardziej interegg z diagnostycznego punktu widzenia s



sygnaty pochodce od protonéw zwizkéw chemicznych uczestnigz/ch w procesach

metabolicznych, tzw. metabolitow.

2.2 Techniki lokalizacyjne w spektroskopiitH MRS in vivo

Badanie'H MRS in vivo jest zwykle poprzedzone akwizgcpbrazu MRI, na
podstawie ktérego planowane jest p@toie obszaru pomiarowego.

Spektroskopowe techniki lokalizacyjne dziesic na metody pojedynczego
woksela (angsingle voxel SV) polegajce na rejestracji widm&H MRS in vivo z
pojedynczego obszaru zainteresowania oraz metodsazowania przesugtia
chemicznego (anghemical shift imagingCSl), ktére daj mazliwos¢ akwizycji widm
z wielu obszarow jednocgaie. Widma rejestrowane przyzyciu metody SV
charakteryzyj sic lepsz jakaicia ze wzgédu na weksz efektywndé optymalizaci
pola magnetycznego dla matych gbfci pomiarowych (ok. 4-10 chh niz w
przypadku techniki CSI, w ktorej obszar pomiarovegtj znacznie wkszy. Zalej
drugiej metody jest natomiast w@lovos¢ przestrzennej oceny procesow
metabolicznych.

W niniejszej pracy zostata wykorzystana sekwenojalizacyjna SV PRESS
(ang.Point Resolved Spectroscpy rysunek 1 przedstawia schemat tej sekwengji [3
Zastosowanie impulsu egtotliwosci radiowej 90° skojarzonego z gradientem statego
pola magnetycznego w kierunku z JGrowadzi do powstania sktadowej poprzecznej
wektora magnetyzacji w ptaszazye xy. Ze wzgbdu na wystpujace niejednorodriei
pola magnetycznego i wzajemne oddziatywanigday spinami gdrowymi dochodzi
do utraty spojnéci fazy precesji spindbw, w wyniku czego wektor metyaacji
poprzecznej zanika. Zastosowanie impulsu 180° skofego z gradientem statego pola
magnetycznego w kierunku y {JGpo czasie Tk, od impulsu 90° przywraca spojto
fazy precesji spindwaflrowych w elemencie ofjosci na przegjciu warstw xy i xz.
Sygnat echa spinowego, ktory jest generowany pgiezZBEL, nie jest rejestrowany.
Zastosowanie kolejnego impulsu 180° po czasie TERfX wraz z gradientem G
wzbudzagcym warstw¢ w ptaszczynie yz ostatecznie definiuje @bps¢ pomiarove
jako obgtos¢ na przegjciu warstw Xy, Xz i yz. Po czasie TE = TE1+TE2 gemany i
rejestrowany jest sygnat wdeiwego echa spinowego. Czasc¢dry impulsem 90° a

wiasciwym sygnatem echa spinowego aeesk czasem echa (angcho time TE), a



czas mgdzy kolejnymi impulsami 90° jest nazywany czasepetgcji (ang.repetition
timg TR).

Modyfikacja pasma exstotliwosci impulséw oraz warkei centralnej tego
pasma pozwala na zmianobjetosci obszaru zainteresowania oraz jego dowoln
lokalizacg wzgledem izocentrum skanera. Zmien@jnatomiast TE ma dokona
filtracji wystepujacych w widmie sygnatow metabolitow ze wedli na czas relaksaciji
poprzecznej (T2). Stopierelaksacji podhanej (T1) dla grup funkcyjnych metabolitow
mozna modyfikowé przez zmiag TR. W zwhzku z tym, ze tkankowe stenia
metabolitow § o wiele nisze od sizenia wody w tkankach, sekwencje pomiarowe
umazliwiaja ttumienie sygnatu wody. Niettumiony sygnat wodgtj¢éake rejestrowany
w celu przeprowadzenia korekcjigaiow wirowych i/lub normalizacji intensywsoi

sygnatu MRS uzyskanego z ttumieniem wody.

signal H

T T

0 10 20 30 40 F
—_— e

time [ms]
TE1 TE2

Rysunek 1. Sekwencja lokalizacyjna PRESS [3].

2.3 Neurometabolity oceniane przy pomocy technikH MRS in vivo
Technika '"H MRS in vivo dostarcza informacji o niskogsteczkowych
metabolitach o gteniach 0,5-15 mM charakteryzaych s¢ odpowiedn
mobilndscia.
Zawartgé informacyjna widmtH MRS in vivo zalezy od parametréw akwizycii
(np. TE, TR), indukcji pola magnetycznego oraz tekilokalizacyjnej. Podstawowymi

sygnatami obserwowanymi w widmiéH MRS zdrowego mézguas pik grupy
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acetylowej N-acetylo-asparaginianu (NAA) przy 2,0pm [czsciowo nala@ony z
pikiem grupy acetylowej N-acetylo-aspartylo-glutaranu (NAAG) przy 2,05 ppm],
sygnat grupy metylowej kreatyny/fosfokreatyny (Cpezy 3,03 ppm oraz sygnat grup
metylowych zwijzkdéw zawierajcych cholig (Cho) przy 3,21 ppm (reprezenjcy
glicerofosfocholig, fosfocholire oraz wolr cholirg). Metabolity te widoczneasw
widmach rejestrowanych zaréwno dla krétkiego TBBfms), jak i dla dlugiego TE (>
80 ms). W widmach'H MRS in vivo mierzonych dla krétkiego TE obserwuije: si
dodatkowo metabolity o krotkich czasach relaksgmfiprzecznej (np. pik grup
metinowych mio-inozytolu [Ins] przy 3,56 ppm, pasmo zakresie 2,1 — 2,5 ppm
pochodzce od grup metylenowych glutaminianu i glutaminyy8:In oznaczane jako
GIx]) oraz szerokie sygnaty zgakow lipidowych i makroczasteczek, ktore wnpsz
wktad do linii bazowej sygnatu MRS. Rysunek 2 pistesvia przyktadowe widm&H
MRS in vivo zarejestrowane dla krotkiego oraz ditugiego TE.

NAA

NAA

40 30 20 1.0
ppm

Rysunek 2. Przyktadowe widma'H MRS in vivo zarejestrowane dla krotkiego oraz
diugiego TE.

W tabeli 1 zamieszczona jest krotka charakterystyglpvazniejszych metabolitéw
ocenianych na skanerach klinicznych (1,51 3T) [4]
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Metabolit

Charakterystyka metabolitu

N-acetylo-asparaginian
(NAA)

NAA jest syntezowany w mitochondriach neuronow,
dyfunduje  wzdhla  aksonéw, rozkiadany w
oligodendrocytach.

Marker uszkodzenia neuronow (ictisgosci i funkcii).
Gtéwnezrédio grup acetylowych do syntezy lipidow.
Prekursor NAAG, osmolit.

Kreatyna/fosfokreatyna
(Cre)

Kreatyna jest syntezowana watrobie i transportowana
do mozgu, gdzie bierze udziat w reakcji Lohmanna:
ATP + kreatyna— ADP + fosfokreatyna,

Zwigzana z procesami bioenergetycznymi.

Sygnat kreatyny/fosfokreatyny przy 3.01 ppm jest
czesto traktowany jako standard wegtnzny.

Zwiazki zawierajace
choline
(Cho)

Zwiazki cholinowe uczestnigzw procesach syntezy i
rozpadu bton komoérkowych,

S3  markerami  strukturalnej integraléwm bton
komorkowych (ostonki mielinowej).
Odzwierciedlag intensywnéé
komorkowe;.

proliferacji

Mio-inozytol
(Ins)

Mio-inozytol to marker astrocytow.

Uczestniczy w metabolizmie fosfatydyloinozytolu.
Zmiany stzenia odzwierciedlaj zmiany metabolizmu
bton komorkowych, produkt rozpadu mieliny.

Bierze udziat w przekanictwie
wewmtrzkomaérkowym.

Osmolit.

Glutaminian i
glutamina
(Glu+GlIn = GIx)

Na skanerach klinicznych 1,5 lub 3 T zwykle wyzreacz
sie sune sygnatow tych metabolitow, kipioznacza si
jako Glx.

Glutaminian naley do najwaniejszych
neuroprzekanikbw  pobudzajcych. W  trakcie
pobudzenia neuronéw glutaminian jest uwalniany do
przestrzeni synaptycznej i wychwytywany przez
astrocyty, w ktorych jest przeksztatcany w glutagnin
Powstata z glutaminianu glutamina jest kierowana do
neuronow, w ktérych wchodzi w cykl przemian
prowadacych do powstania glutaminianu.

Lipidy
(Lip)

W widmie zdrowego moOzgu niska intensywéo
sygnatu tych zwjzkéw jest zwazana z ograniczan
ruchliwoscia  czsteczek  zwjzkdédw  lipidowych
unieruchomionych w btonach komarkowych.

Wzrost intensywn¢ci  sygnatu  tych metabolitow
swiadczy o uszkodzeniu bton komorkowych, martwicy.

Tabela 1. Charakterystyka najwainiejszych metabolitdw rejestrowanych w widmach'H
MRS in vivo na skanerach klinicznych.

Procesy patologiczne mggnaleé swoje odzwierciedlenie w widmadh MRS

in vivo poprzez zaburzenie intensywod sygnatdbw typowych dla normostanu

(wzrost/redukcja

intensywsoi,

ewentualnie zanik sygnatu), a #ak poprzez
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pojawienie s} dodatkowych sygnatéw (np. mleczan [5], bursztynjéh arabitol i
rybitol [7]). Rejestracja widm dla diugiego TE jegtrzydatna w ocenie takich
metabolitow jak mleczan i glicyna, ktére nakiladajc z sygnatami lipidow i mio-
inozytolu w widmach mierzonych dla krotkiego TEe alharakteryzaj sie diuzszymi
czasami relaksacji poprzeczne.

Teoretycznie, wzrost indukcji pola magnetyczneg®,z T do 3 T powinien
wigzat sie z 2-krotnym wzrostem stosunku sygnatu do szumw aocedzielczéci
spektralnej. W praktyce jednak, nie obserwugetak znacznej poprawy jaka widm.
Badania poréwnawcze wskazupe procentowa rhnica stosunku sygnatu do szumu
widm zmierzonych przy rozwanych indukcjach pola magnetycznego wynosi tylke 20
50 % [8]. M@na to wyttumacz§ zmianami czasow relaksacji (wzrost T1 i spadek T2)
oraz mniejsz efektywndcig optymalizacji jednorodri@i pola magnetycznego dla pola
magnetycznego o indukcji 3T w porownaniu z polendTl, Biorsc pod uwag
rozdzielczé¢ spektrala, efekty zwhzane z podwojeniem zdicy czstotliwosci
rezonansowych poszczegollnych metabolitow (woyn@j] w Hz) § czsciowo
kompensowane wzrostem szerédio potowkowych dla wyszej indukcji pola
magnetycznego.

W zwigzku z coraz ogstszym pojawianiem giw zastosowaniach medycznych
skanerow, w ktorych stosowane pola o indukcji przekraczggej standardowe
wartasci (1,5 — 3 T), oraz rozwojem specjalistycznychveekcji pomiarowych liczba
metabolitw ocenianych przy pomocy techrlikiMRS in vivo zwigkszyta sé z ok. 5-6
(1,5-3T)do 14 (7 T) [9].

2.4 Oprogramowanie LCModel

Analiza widm*'H MRS in vivo w dziedzinie czstotliwaici polega na wspnej
obrébce sygnatu (m.in. transformacja Fouriera, kgee pgddéw wirowych, korekcja
fazy, korekcja linii bazowej) oraz wyznaczeniu granych intensywnsi pikow
odpowiadajcych poszczegbéinym metabolitom. W zwku z tym,ze zakres przesusd
chemicznych zwizkéw ocenianych przyayciu techniki*H MRS in vivo jest waski
(ok. 8 ppm), analiza ta jest szczegOlnie utrudniaoie widm rejestrowanych dla
krotkiego TE, w ktorych obserwujeesnaktadanie sygnatow zaych metabolitow oraz

skomplikowan lini¢ bazov.
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Oprogramowanie LCModel (angLinear Combination of Model Specjra

umazliwia automatycza analiz widm 14 MRS przy zalaeniu, ze widmo
zarejestrowane w warunkacéh vivo jest kombinagj liniowa widm poszczegoélnych
metabolitow, lipidow i makrocgteczek zasymulowanych lub zmierzonych w
warunkach in vitro (tzw. zestaw bazowy) [10]. Gilownzalet tej metody jest
wykorzystanie w analizie petnego i rzeczywistegadma'H MRS danego metabolitu
zamiast niezalsego dopasowywania pikow reprezeatych r&ne grupy chemiczne
danego metabolitu [11]. Wspotczynniki kombinaajitiwej odzwierciedlajce poziomy
metabolitow wyznaczaneg srownoczénie z potaeniami linii rezonansowych, ich
szerokdciami potéwkowymi, korekg fazy oraz linii bazowej. Przyktadowy wynik
takiej analizy przedstawiony jest na rysunku 3. iRyk ten przedstawia zmierzone
widmo, dopasowane widmo, lini bazows oraz wartéci reszt (r@nic miedzy
wartasciami uzyskanymi z dopasowania a waciami zmierzonymi, po korekcji linii
bazowej). Rezultat dopasowania przedstawiony jektetw postali liczbowej, jako
zestaw sfzen metabolitdw, ich proporcji wzgtlem kreatyny oraz niepewsw
oszacowania sten.

LCModel (Version 6.1-4F) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 24-July-2009 12:08

e A R L e et REE T

193116

3.7E+06

' ' 0.620 66% 0.122 GABA
. : . : : . . 0.000 999%  0.000 Glc

: : : : : : : 0.048 999% 9.5E-03 Gln
5.898 9% 1.160 Glu
0.819 5% 0.161 GBC
0.000 999% 0.000 PCh
0.323 108%  0.064 Lac
2.835 7%  0.558 mI

6.741 3% 1.326 NAA
0.000 999%  0.000 NAAG
0.000 999%  0.000 Scyllo
0.932 36% 0.183 Tau
0.413 49% 0.081 -CrCH2
1.562 12%  0.307 Gua

. . . . . . . : . . . 0.819 5%  0.161 GPC+PCh
: : : : : : 6.741 3%  1.326 NAA+NAAG

5.946 14% 1.170 Glu+Gln

0.154 995% 0.030 Lipl3a
0.000 999% 0.000 Lipl3b
0.000 999% 0.000 Lip09
9.096 16% 1.790 mM09
0.000 999% 0.000 Lip20
19.254 11% 3.788 MM20
3.719 28% 0.732 MM12
6.827 29%  1.343 MM14
5.297 30% 1.042 MM17

0.154 995%  0.030 Lipl3a+Lipl3b
10.700 24%  2.105 MM14+Lipl3a+L
9.096 16%  1.790 MMO9+Lip09
19.254  11%  3.788 MM20+Lip20

DIAGNOSTICS

info MYBASI 2

2 info's RFALST 11
Doing Water-Scaling

MISCELLANEOUS OUTPUT
FWHM = 0.046 ppm S/N = 25
Data shift = 0.031 ppm
Ph: 17 deg -5.7 deg/ppm

T T T
4.0 38 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 22 2.0 1.8 16 1.4 12 1.0 0.80 0.60 0.40
Chemical Shift (ppm)

Rysunek 3. Wynik analizy widma'H MRS in vivo przeprowadzonej przy uzyciu oprogramowania
LCModel.

INPUT CHANGES

Chocia w praktyce Kklinicznej naje#ciej ocenia s wzajemne proporcje
metabolitow, oprogramowanie LCModel pozwala wyziygcstzenia bezwzgidne
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przy pomocy metody standardu weyanego lub zewgtrznego [12]. Jako standard
wewretrzny wykorzystuje si sygnat niettumionego piku wody zarejestrowany g te

samej objtosci pomiarowej, z ktérej rejestrowane byto wdave widmo 14 MRS in
Vivo zmierzone z ttumieniem wody. W metodzie tej wyaliawany zostaje wptyw
czynnikbw zwjzanych z niejednoroddocia zmiennego pola magnetycznego B1,
zmienndciag zatadowania cewki oraz niestabifo pracy skanera MRI [13].
Doktadnd¢ wyznaczonych sken zaley gtownie od poprawna@i przyjetych zataen
dotyczcych czaséw relaksacji orazestnia wody w olgtosci pomiarowej. Chocia
parametry te g znane dla zdrowego moézgu [14,15], dokiadne ichestdmie w
warunkach patologicznych wymaga przeprowadzenigcidgavego obrazowania MRI
[16]. Akwizycja widm przy krétkim czasie echa (TEx3ns) oraz diugim czasie
repetycji (TR > 5000 ms) pozwala zminimalizawaledy zwigzane z niepewrsgiami
czasOw relaksacji. Jednak, w praktyce Kklinicznejmjgsy *H MRS in vivo
przeprowadza &i w warunkach niepeilnej relaksacji. W metodzie shadd
zewretrznego natomiast gtenia metabolitbw mdzgowych wyznaczagena podstawie
niezalenego pomiaru widma z fantomu o znanym skiadziesigo t¢ technile nalery
oszacowa (i ewentualnie skorygowa wpltyw niejednorodnéci pola B1,
przeprowadai korekcg zmiennego zatadowania cewki pomiarowej oraz koowvec

stabilna¢ pracy skanera MRI [13].
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3 Zastosowanie metod rozpoznawania wzorcow w

analizie widm MRS in vivo

Pierwsze badania metabolizmu mézgu w warunkactivo z wykorzystaniem
Zjawiska rezonansu magnetycznego zostaty przepmoamgdjui: w latach 70 ubiegtego
wieku [17]. Od tego czasu udowodniono wysgkzydatnéé techniki*H MRS in vivo
w diagnostyce wielu schorzena przykiad takich jak: guzy mézgu [18], padacd®,
czy wrodzone wady metabolizmu [6]. Mimo to, teclanita nadal nie jest rutynowo
stosowana w praktyce klinicznej, gtbwnie ze wggl na konieczni@ czasochtonnej
analizy danych wymagagej specjalistycznej wiedzy. Niegpliwie duze znaczenie w
popularyzacji metody wrodowiskach medycznych ma wsparcie bioinformatycime
tym przede wszystkim dagt do nargzdzi automatycznej lub semi-automatycznej
obrébki i analizy widm (takich jak LCModel). Jednakyniki uzyskane z zyciem
réznych metod bazggych na wiedzy podaney priori (np. pozycje pikéw, parametry
ograniczajce szerokéci potdwkowe, model linii bazowej, ksztait pikéwdi} nie
zawsze g zgodne [20].

Jw w latach 90. ubiegtego wieku Howells i wp. wykaze przyktadzie widm
3lp MRS in vivo zarejestrowanych z guzéwie dekompozycja sygnatu MRS i
wyznaczenie integralnych intensywéao sygnatow odpowiadagych poszczegdlnym
metabolitom nie zawsze konieczne, aby uzysk&linicznie istotra informacg [21].
Zastosowanie metod rozpoznawania wzorcoéw otwierazlimos¢é automatyzacii
procesu wyznaczania przydatnych diagnostycznie e@dim. Pierwsze prace oparte
byly na zastosowaniu analizy dyskryminacyjnej osxzzucznych sieci neuronowych
[22]. Analizie wielowymiarowej poddawano zaréwnotyee nierozdzielne widma, jak
réwniez: znormalizowane poziomy metabolitbw wyznaczane oaket prostego
obliczania po6l powierzchni pod pikami w oklenych granicach przesugi
chemicznych, poziomy metabolitbw wyznaczane drogopasowania sygnatow
rezonansowych, proporcje metabolitow, zmienne otaye na podstawie takich
transformacji jak analiza gtéwnych sktadowych, @alniezalenych sktadowych i
transformacja falkowa [23, 24].

Wynikiem mkdzynarodowej wspotpracy wielusimdkow w ramach projektu
INTERPRET (1999-2002) byt prototypowy system wspgaraa diagnostyki shacy
do klasyfikacji guzéw mdbzgu [25]. Pomimo zamdaia projektu, prace nad nimy s
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nadal kontynuowane [26]. W swoim zamierzeniu systamt utatwig& radiologom
korzystanie z informacji o metabolizmie guza w pyak klinicznej. W pierwszej fazie
skupiono s} na wizualizacji rozrzutu profili metabolicznych zaw zigsliwych i
tagodnych w dwuwymiarowej przestrzeni cech spehyreth wyznaczonych przy
pomocy analizy dyskryminacyjnej. Klasyfikacja nowyprzypadkéw przeprowadzana
byta przez automatyczne ,umieszczenie” ocenianeg@ma w wye] wymienionej
przestrzeni oraz ocenodlegiadci diagnozowanego przypadku ddodkdéw cezkosci
skupien opowiadajcych rozpatrywanym typom guzow. Obecna wersja 8yste
(INTERPRET v.3.1) oprocz nitiwosci klasyfikacji najczsciej wysepujacych guzow
pozwala rozrénia¢c guzy mézgu od innych zmian (np. stwardnienie @zs) oraz
glejaki wielopostaciowe od przerzutow nowotworéwrddzgu [27,28].

Do gtéwnych osignig¢ tworcow projektu naley zaliczy¢: stworzenie bazy
kilkuset widm guzobw moOzgu ze znanym rozpoznanienstopatologicznym,
standaryzaej protokotow akwizycji widm rejestrowanych w adych drodkach,
opracowanie metody konwersji widm zmierzonych nanyéh skanerach MRI do
wspolnego formatu, opracowanie szczegétowych paék kontroli jakaci,
okreslenie optymalnych metod przetwarzania ¢pstego widm, ekstrakcji cech
spektralnych oraz wyboru klasyfikatorow w rozaaych problemach klasyfikacyjnych
[26,29,30]. Wanym osignicciem jest take stworzenie oprogramowania
SpectraClassifier unitiwiajgcego opracowywanie klasyfikatorow z wykorzystaniem
analizy gtébwnych sktadowych oraz liniowej analizygsélryminacyjnej [31].

Autorzy dwoéch kolejnych projektéw finansowanych ggzUne Europejsk: e-
Tumour [32] (2004-2009) i HalthAgents [33] (200608), korzystali z baz danych oraz
wynikéw projektu INTERPRET. Z kolei zbior widm zgestrowanych w ramach
projektu e-Tumour zostat wykorzystany w procesaetidacji modeli opracowanych
przez tworcow projektu INTERPET [34]. W zyzku z tym,ze zbiory ucacy i testowy
widm otrzymane zostaty w #@ych grodkach badawczych oraz wzrych okresach
czasowych, eksperyment ten udowodnizgledolnag¢ predykcyjra opracowanych
modeli oraz potwierdzit mdiwos¢ wykorzystywania systemow skonstruowanych w
jednym arodku przez aytkownikow z innych érodkéw. Chocia za pomog metod
rozpoznawania wzorcow mpa wykaza réznice w widmach w zaleosci od
stosowanego typu skanera, tagycie odpowiednich technik klasyfikacyjnych pozwala
na wyeliminowanie wptywu czynnikow aparaturowychvsarzyszonych z protokotami

akwizycji [35]. Co weicej, przy pewnych problemach klasyfikacyjnych (d@nienie
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guzéw zidliwych od tagodnych) widma zarejestrowane przy kajupola 1,5 T
okazatly st kompatybilne z widmami otrzymanymi przy 3T [36].
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4 Technika 'H MRS in vivo jako narzedzie
wykorzystywane w diagnhostyce i monitorowaniu

terapii wrodzonych btedow metabolizmu

4.1 Wrodzone beédy metabolizmu
Wrodzone bidy metabolizmu stanowiliczng (powyzej 600) grup schorzé

genetycznych zwzanych gtéwnie z defektami enzymatycznymi. Chbgiaszczegolne
jednostki chorobowe nale do schorzé rzadkich (wekszag¢ wyskpuje z
czestotliwoscia nizsz niz 1:100 000 urodzg, szacuje si, ze globalnie wysfpuja one z
czestotliwoscig ok. 1:784 urodzg stanowac znaczcy odsetek standéw chorobowych
stwierdzanych u dzieci [37]. W zg#ku z tym, ze wigksza&¢ wrodzonych kidow
metabolizmu jest dziedziczonych w sposéb autosomakcesywny, najwisz
czestotliwos¢ ich wystpowania obserwuje giw lokalnych populacjach o dym
stopniu pokrewigstwa (np. 1:400 urodaew Turcji [38]). Badania epidemiologiczne
wskazuj jednak, ze schorzenia te ma@gwysktpowa sporadycznie niezataie od
etnicznych czy geograficznych uwarunkawa

Zaburzenia aktywnigi enzymu na pewnym etapie szlaku metaboliczneggamo
skutkowa brakiem powstawania prawidtowych metabolitow lulborgadzeniem
nieprawidtowych zwjzkébw o toksycznym dziataniu. Dziatanie to o by
bezpdrednie (np. podwiszenie sfzenia amoniaku w surowicy krwi prowadzi do
obrzku mézgu w przebiegu hiperamonemii) lubsggalnie (np. inhibicja enzymow
przez nieprawidiowy zwzek lub aktywacja alternatywnych szlakow metabaolych)
[39].

Wrodzone wady metabolizmu klasyfikuje gie wzgédu na [40]:

« Narzad dotknkty zaburzeniami: choroby niezgziane =z dysfunkgj
osrodkowego uktadu nerwowego (np. choroby spichragaioglikogenu),
choroby zwizane =z zaburzeniami wyidznie w d&rodkowym ukiadzie
nerwowym (np. choroba Canavan — zwyrodnienjecgaste ukladu nerwowego
lub leukodystrofia gbczasta) oraz choroby zygane zaréwno z zaburzeniami
osrodkowego ukladu nerwowego, jak i innych ngdw (np.

mukopolisacharyzdoza)
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* Organelle komorkowe, ktorych funkcja jest zaburzareoroby mitochondrialne
(np. MELAS, MERRF), peroksysomalne (np. adrenolelystrofia sprzzona z
chromosomem X, zespot Zellwegera), lizosomalngnp. leukodystrofia
metachromatyczna, choroba Krabbego)

e Zaburzenia przemiany biochemicznej takich gzkbw jak: aminokwasy (np.
choroba syropu klonowego, tyrozynemia), kwasy oigare (np. choroba

Canavan), wglowodany (np. galaktozemia) i metale (np. chordbisona).

Choroby metaboliczne smodkowego uktadu nerwowego wa podziek ze
wzgledu na zajcie: istoty biatej, istoty szarej lub obu rodzajtkanek [39] .

Schorzenia przebiegge z zajciem gtdwnie istoty biatej okéa sk terminem
leukodystrofie Jest to grupa choréb niejednorodna pod wdsgh wys¢pujacych
deficytbw biochemicznych oraz organelli komérkowychktorych funkcja jest
zaburzona. Zaliczagdo niej np. leukodystrafimetachromatycz chorole Krabbego,
chorolz Canavan. W niektérych schorzeniach zaklasyfikowhngo leukodystrofii
defekt metaboliczny nie jest znany (np. w leuko#alopatii z wielkogtowiem i
obecndcig torbieli podkorowych).

W chorobach metabolicznych istoty biatej podstaworaburzenia dotygz
zwykle przemian biochemicznych mieliny — substancjiytwarzanej przez
oligodendrocyty, z ktorej zbudowana jest otoczkakévaaksonow spetniaga wang
role w procesie przewodzenia impulséw nerwowych. Niejatowe zwizki
biochemiczne tworte sé w przebiegu chor6b metabolicznych mogowodowa
zaburzenia procesu mielinizacji uktadu nerwowegt@ryk rozpoczyna gi w zyciu
ptodowym i kaczy w trzeciej dekadziezycia. Wyr&nia sk kilka procesow
patologicznych zwizanych z chorobami mielinydemielinizag; (proces rozpadu
uprzednio prawidtowo wytworzonej mieliny spowodowaselektywnym pierwotnym
zagciem ostonki mielinowej albo oligodendrogleju)dysmielinizag; (proces
prowadacy do powstania nieprawidtowej pod wedém strukturalnym i
funkcjonalnym mieliny) orahypomielinizag} (proces, w ktorych mielina tworzyesiv
niewystarczajcej ilosci). W niektorych chorobach metabolicznych mamycdgnienia
Z postpujacym obnizeniem gstasci istoty biatej, co mge by wynikiem wakuolizaciji
mieliny lub powstawania cyst. Chogiav leukodystrofiach obserwuje esigtdwnie
zaburzenia istoty biatej, istota szara jeest czsto obgta procesami patologicznymi (np.
w chorobie Canvan czy Krabbego).
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Przyktadem choréb metabolicznych zajgayich przede wszystkim istoszag
sa choroby mitochondrialne. W przebiegu tych schorzeniany w substancji biatej
rowniez mogs by¢ obserwowane.

Do koaca 2013 r. w Polsce wdrono badania przesiewowe noworodkéw w
kierunku 23 choréb wrodzonych (obejmeych schorzenia metaboliczne i
endokrynologiczne), a program Ministra Zdrowia ratal 2015-2018 przewiduje
zwickszenie tej liczby [41]. W diagnostyce tych rzadikischorzé wykorzystuje s
badania rutynowe oraz specjalistyczne [w tym tajdk: chromatografia gazowa
sprzzona ze spektromefrimasow, (Gas chromatography—mass spectrometBL-
MS), wysokosprawna chromatografia cieczowahiglf-performance liquid
chromatography, HPLY czy tandemowa spektrometria mas (MS/MS)], baalani
laboratoryjne ptyndéw ustrojowych, badania histobagie tkanek (np. nerwow
obwodowych, moézgu, rani, skory) oraz badania obrazowe. W wielu wrodzdnyc
wadach metabolizmu objawy kliniczne nie wysija w pierwszych miegcachzycia.
Niektore schorzenia ujawniggic nagle i odznaczajsie ostrym przebiegiem, tak jak na
przyktad niedobor dehydrogenazy acylokoenzymusr@dniotaxcuchowych kwasow
ttuszczowych (angMedium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiegAD), a inne
stopniowo prowadz do ckzkich powiktan (np. fenyloketonuria). Niespecyficz§to
objawéw oraz rénorodnadé¢ postaci klinicznych choréb metabolicznych ¢ty brak
korelacji medzy genotypem a fenotypem) sprawia,schorzenia te stanaywivyzwanie
diagnostyczne dla Klinicystow. Wi poszukiwane s nowe metody diagnostyczne
majce utatwé ich rozpoznawanie i klasyfikacj Wczesna diagnoza ma kluczowe
znaczenie, poniewaniekiedy istnieje madiwos¢ terapii (np. choroba Wilsona, deficyt
metylotransferazy guanidyno-octanowej czy fenyloken). Prawidiowe rozpoznanie
choroby jest rowniewazne z punktu widzenia poradnictwa genetycznego vzinaah,

w ktorych wysgpit defekt enzymatyczny.

4.2 MRI i MRS w badaniach wrodzonych bédéw metabolizmu

Technika MRI wykazuje wysakczutas¢ w detekcji zmian wyspujacych w
osrodkowym uktadzie nerwowym u pacjentow ciegyich na wrodzone wady
metabolizmu, ale torodne procesy patologiczne (takie jak: demiedigja, obrzk,
dysmielinizacja) charakteryzusie nieswoistym obrieniem sygnatu na obrazach T1-
zalezenych oraz podwiszeniem sygnatu na obrazach T2-zaleh. Jednak, przydatéo
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techniki MRl wynika gtéwnie z mdiwosci oceny lokalizacyjnych wzorcéw zmian w
osrodkowym uktadzie nerwowym [42]. Specyficzne zapebowanie energetyczne i
odzywcze r@nych struktur moézgowych (np. istota biatadra podstawne) w funkgciji
wieku ma day wptyw na selektyws podatné¢ tych struktur na uszkodzenia zwane

z r&enymi postaciami choréb metabolicznych (pésteoworodkowa, miodziecza).
Lokalizacyjne wzorce zmian megby¢ typowe dla danego schorzenia (np. choroba
Canavan), sugenge diagnoz (np. kwasica metylomalonowa) lub niespecyficzr@.[4

Rozpoznawanie wzorcow zmian na obrazach MRterim¢ polgczone z ocen
profili metabolicznych. Van der Voorn i wsp. wykéizaze stzenia metabolitow
rejestrowanych przy pomocy technikH MRS in vivo mog istotnie utatwid
réznicowanie procesoOw patologicznych istoty biatej ][48V przypadku pewnych
schorzé metabolicznych technika ta ma kluczowe znaczeniediagnostyce i
monitorowaniu terapii. Brak sygnatu kreatyny w wilkch *H MRS in vivo mézgu
wskazuje na zespét niedoboru kreatyny [44-46], aamm sygnatu tego metabolitu w
widmie w trakcie jego doustnej suplementacji poavelznicowa: defekty syntezy
(wzrost piku kreatyny w trakcie terapii) od defektansportera (brak odpowiedzi na
terape w widmie *H MRS in vivo). Wzrost sygnatu NAA zwizany niewydolnécia
asparatoacylazy (hydrolizigej NAA do octanu i asparaginianu) jest natomiast
charakterystyczny dla choroby Canavan [47]. Watnak zaznaczyze podwyszony
sygnat tego metabolitu zostat rowhniezarejestrowany w chorobie Pelizaeusa-
Merzbachera, w ktorej ubytek mieliny w istocie bjgbowoduje zwikszenie gstcsci
aksonéw w ohjtosci pomiarowej [48]. TechnikdH MRS in vivo przyczynita s do
odkrycia wrodzonych wad metabolizmu polioli. Widnmaézgu zarejestrowane u
pacjenta z leukoencefalopath nieznanej etiologii wykazaly podwszenie arabitolu i
rybitolu [7].

Do innych schoraze w ktorych defekt metaboliczny jest bezpdnio
odzwierciedlony w widmachH MRS, naléa jeszcze midzy innymi: choroba syropu
klonowego (podwiszenie piku odpowiadg@ego rozgaizionym aminokwasom i
alfaketokwasom przy 0,9 ppm), nieketotyczna hipeygemia (wzrost piku grupy
metylenowej glicyny przy 3,55 ppm), fenyloketonufi@zrost intensywni sygnatu
protondw metinowych fenyloalaniny przy 7,36 ppm) deficyt dehydrogenazy
bursztynianowej (wzrost intensywst sygnatu grup metylenowych bursztynianiu przy
2,4 ppm) [6].
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Wzglednie niska czul i rozdzielczé¢ widmowa techniki'H MRS in vivo
utrudniap jednak ré@nicowanie wielu kidéw metabolizmu. Liczba metabolitow
ocenianych ¢ metod, jest stosunkowo niewielka w poréwnaniu z ligainetabolitéw
znajdowanych w ptynie mézgowo-rdzeniowym (ok. 4903y wyciu réznych metod
pomiarowych [49]. Zwgzki widoczne w widmach'H MRS bioy udziat w wielu
wzajemnie ze sap powigzanych szlakach metabolicznych [4], co powoduje,
rejestrowane zmiany profilu biochemicznegazsto g niespecyficzne (np. obirenie
sygnatu NAA w leukodystrofiach o #dorodnej etiologii). Jednocgeie, w niektérych
chorobach, zaburzenia metabolizmu neuronéw (odmtagiee zmianom NAA)
towarzysz nieprawidtowdciom w metabolizmie mieliny (odzwierciedlonym w
zmianach Cho) czy glejozie (widocznej na podstapoeiomu Ins). Wydaje s§j ze
zastosowanie wielowymiarowych metod rozpoznawanmmraedéw (analiza gtownych
skladowych, PCA, czy metoda gstkowych najmniejszych kwadratéw - analiza
dyskryminacyjna, PLS-DA) opartych na analizie @iidw midzy metabolitami
(korelacjach, kowariancjach) m® utatwt roznicowanie wrodzonych wad
metabolizmu. Techniki te magby¢ cennym uzupelnieniem metod opartych na
jednowymiarowych miarach tendencji centralnej i pimszenia rozkiadu ¢ten

metabolitow.

4.3 Zastosowanie metod rozpoznawania wzorcoOw w adicowaniu

wrodzonych bledéw metabolizmu

Chocia: systemy komputerowego wspomagania decyzji w opardechnik *H
MRS in vivo dotyczyly gtownie klasyfikacji guzéw mdzgu, wspiiennictwie mana
znalez¢ kilka publikacji potwierdzajcych przydatn& wielowymiarowych technik
rozpoznawania wzorcow w znicowaniu wrodzonych bdow metabolizmu.

Pierwsza proba zastosowania metod rozpoznawan@rcow u dzieci z
neurologicznymi chorobami metabolicznymi zostatasapa w pracy pavieconej
klasyfikacji widm pochodgych od pacjentow ciergiych na choroby lizosomalne,
peroksysomalne i oséb zdrowych [50]. Autorzy wykagezydatnag¢ analizy gtdwnych
sktadowych w wizualizacji rnic migdzygrupowych oraz  zgodéd wnioskow
uzyskanych na podstawie nienadzorowanej analizy bgemvacjami klinicznymi.
Podkrélona zostata rola analiz wielowymiarowych w mona@waniu przebiegu

choroby poszczegdlnych pacjentéw jako alternatylsantetod klasycznych. Podobnie,
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w [51] wykazano przydatsé analizy dyskryminacyjnej w rozzdieniu stopnia
zaawansowania adrenoleukodystrofii zmanej z chromosomem X. Anajiz
dyskryminacyja wykorzystano réwnie w klasyfikacji podstawowych procesow
patologicznych istoty biatej [52]. W wymienionychraggach analizowanymi cechami

widm byty znormalizowane integralne intensywoiametabolitow.
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5 Cel pracy

Podstawowym celem niniejszej pracy byto dgleaie skutecznai technikiH
MRS in vivo i metod wielowymiarowych jako nagdzi wspomagajcych diagnostyk
chorob neurologicznych u dzieci.

Cele szczegotowe obejmowaty wizualizagtownych trendow zmiendoi w
widmach'H MRS in vivo zarejestrowanych z istoty biatej mézgu w niejeduioej
grupie pacjentow (u ktorych zdiagnozowano zaréwnadzone bidy metabolizmu, jak
I inne czsto wystpujagce choroby neurologiczne) oraz wskazanie scliorze
metabolicznych, ktére mag by¢ odr&nione od innych choréb na podstawie
nienadzorowanych analiz wielowymiarowych.

Ze wzgkdu na potrzep automatyzacji analizy danych spektroskopowych, w
pracy pod¢to proke konstrukcji modeli matematycznych zaréwno w opacipoziomy
metabolitow wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel, jak i na podstawie
petnych nierozdzielonych widm. W pracy uwadhiono take kwestie zwjzane z
potrzela kontroli jakasci pracy skanera MRI. Zaproponowano wykorzystanie
nienadzorowanej metody wykrywania niestabitrigoracy skanera MRI w ikziowej
analizie widm'H MRSin vivo rejestrowanych na przestrzeni kilku lat.

W zwigzku z coraz szerszym wykorzystaniem technik rozpazamia wzorcow
W ocenie procesOw patologicznych, celem uzupejoyap niniejszej pracy byta
wielowymiarowa analiza metaboliczne] niejednora@moanatomicznej mozgowia u

zdrowych ochotnikow.
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6 Omowienie wynikdbw przedstawionych w
publikacjach A.1, A.2, A.3

W publikacjach A.1 i A.2 podjo problem redukcji wymiaru danych
zarejestrowanych zzyciem techniki'H MRS in vivo w celu wizualizacji rénic
biochemicznych medzy rzadkimi wrodzonymi letlami metabolizmu a innymi ¢gto
wystepujacymi schorzeniami neurologicznymi u dzieci. Ggupadan stanowili
pacjenci Oddziatu Pediatrii i Neurologii Wieku Razjewego (Gornélgskie Centrum
Zdrowia Dziecka im. Jana Pawta Il w Katowicach)eskivani na badania MRI'H
MRS in vivow latach 2006-2009 z podejrzeniem wrodzonych wathbolizmu.

W zwigzku z nislg czstotliwoscia wyskpowania poszczegolnych schaize
metabolicznych, w wymienionych publikacjach wykastano nienadzorowaranaliz
gtébwnych sktadowych (PCA). Metoda ta pozwala nandfarmacg zmiennych
wejsciowych w nowe, wzajemnie ortogonalne zmienne (giéw skladowe)
uporzdkowane wedtug iléci wyjasnianej wariancji w zbiorze danych. Techniczne
aspekty iléciowej oceny pozioméw metabolitbw w widmactd MRS in vivo
rejestrowanych na przestrzeni kilku lat opisanoullikacji A.3.

6.1 Publikacja A.1
W publikacji A.1 przedstawiona jest interpretacgometryczna metody PCA

wraz z omowieniem sposobu analizy wykreséw waitazynnikowych (angscores
plot) oraz tadunkoéw czynnikowych (anigadings plo}.

W publikacji tej opisano wyniki uzyskane dla 55 jeatow, wsrod ktérych
rozpoznano 7 przypadkéw wrodzonych wad metaboliz§duprzypadki choroby
Canavan, 3 przypadki leukodystrofii metachromatggzn 2  przypadki
leukoencefalopatii z wielkogtowiem i obecoty torbieli podkorowych [choroby van
der Knaap]) oraz 4 przypadki leukodystrofii o niamej etiologii. W tabeli 2
przedstawiono krotk charakterystyik tych schorzé. U pozostatych pacjentow
zdiagnozowano: mozgowe paemie dziegice, encefalopatie padaczkowe oraz
op&nienie rozwoju. WidmaH MRSin vivo (TE = 35 ms, TR = 1500 ms) rejestrowano
z obszaréw zainteresowania zawigcgch gtéwnie istat biak. Widma'H MRSin vivo
dla diugiego TE (144 ms) byly rejestrowane w ceéie#icji mleczanu, ale nie byly

poddanej szczegodtowej analizie.
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© ©
Diagnoza, pierwotna S| 8a
klasyfikacja Defekt metaboliczny =< | = <
schorzenia E S
o o
, Obnizenie aktywnéci arylosulfatazy A
mlé'?aucmorg)rﬁ;rt?/zgna prowadace do gromadzenia m.in. siarczanow o
Schorzenie Iizosomal’ne galaktocerebrozydu — sulfatydé_w w komérka ch
Leukodystrofia uktadu nerwowego, co skutkuje pgatjaca
demielinizacy.
Deficyt aspartoacylazy, brak rdavosci
Choroba Canavan, rozktadu NAA do octanu i asparaginianu, ~ ~
Leukodystrofia gromadzenie NAA w tkance mézgowej,
surowicy Krwi i moczu.
Leukoencefalopatia
i gbvé'frizcé?;c;\gr'girg" Nieznany deficyt metaboliczny, zmniejszeni¢ -
podkorowych (choroba gestasci istoty bla’fe_:j, _obrzk i wakuolizacja
van der Knaap) mieliny.
Leukodystrofia
Obnizenie aktywnéci B-galaktozydazy
. galaktocerebrozydu, prowagz do
Ie?;llfob do;gzl(;‘?a gromadzenia galaktozylosfingozyny ~
Schorzenie Iizosor,nalne (psychqzyny) : galqk’;o;yloperamldu
wywotujacych demielinizagj uktadu
nerwowego.
Nieketotyczna
hyperglicynemia, Defekt enzymu zwizanego z katabolizmem o
Zaburzenie przemiany glicyny, gromadzenie glicyny w uktadzie
aminiokwasow nerwowym, krwi i moczu.
Zaburzenia glikozylacji biatek lub lipidow,
Wrodzone zaburzenia nieprawidtowdci w funkcjonowaniu wielu ~
glikozylacji narzdoéw (m.in. grodkowego uktadu
nerwowego)
Zaburzenia powstawania enzymu ETHEL,
Encefalopatia zaburzenia procesow energetycznych, ~
etylomalonowa powstawanie toksycznego kwasu
etylomalonowego i mleczanu.
Zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw
(upcéledzenia proceséw metabolicznych «

Cytopatie
mitochondrialne

tancucha oddechowego), zaje naradéw o
intensywnym metabolizmie mitochondrialnyn

L

(m.in. gérodkowego uktadu nerwowego).

Tabela 2. Charakterystyka wrodzonych bédoéw metabolizmu analizowanych w

publikacjach A.1i A.2
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Cechami widm analizowanymi przyzyciu metody PCA byly stenia
metabolitbw wyznaczone z wykorzystaniem oprogrammavalLCModel metog
skalowania do niettumionego sygnatu wody. Redukeyaniaru danych pozwolita na
wizualizacg zalenosci migdzy rzadkimi chorobami metabolicznymi a innymi
schorzeniami neurologicznymi w 3-wymiarowym uktadzivspotrzdnych gtéwnych
sktadowych, bdacych kombinacjami liniowymi wegiowych stzen metabolitow.
Gtowny kierunek wariancji (PC1) w analizowanym zege danych zwizany byt z
obnizeniem poziomdéw ocenianych metabolitow w chorobie dar Knaap, co nima
wytlumaczy zmniejszeniem gptasci istoty biatej i wzrostem mozgowegoestnia
wody w tym schorzeniu. Druga gtdbwna skladowa (PG@p natomiast przydatna w
odr&nieniu choroby Canavan od leukodystrofii metachrycmnej. Wy:sze poziomy
NAA (oraz NAA+NAAG) i nizszy poziom zwjzkéw cholinowych w chorobie
Canavan i w leukodystrofii metachromatycznej byly odpowiealme za uzyskane
rozdzielenie. Dwa przypadki leukodystrofii metaaghaiycznej oraz pacjenci ze
zdiagnozowa# choroly Canavan odznaczapic tez wysokim poziomem Ins, ktorego
zmiennd¢ jest reprezentowana przez trzegiowrng sktadowg (PC3). Poziom Ins dla
trzeciego przypadku leukodystrofii metachromaty¢rest zdecydowanie #$zy niz dla
pozostatych pacjentéw ciegalych na ¢ samy chorolg, za& poziom Cho — wiszy, co
potwierdza ranorodnd¢ wewmtrzgrupows profili metabolicznych obserwowanych dla
danych wad metabolizmu. Analiza wykazataz&akaktadanie siobszaru grupggego
leukodystrofie o nieznanej etiologii z obszarampdwymi dla innych schorze
neurologicznych w 3-wymiarowej przestrzeni gtdwnygiadowych.

6.2 Publikacja A.2

W publikacji A.1 wykazanoze obnienie pozioméw metabolitbw w chorobie
van der Knaap jest najgkszym zrodtem wariancji w analizowanym zestawie danych
oraz cech odr&niajgca to schorzenie od pozostatych. Jednakzzigbwanie wartéci
tadunkow czynnikowych poszczegdélnych metabolitoe pierwszej gtownej sktadowej
wskazuje, ze w chorobie tej wyspuja takze zaburzenia proporcji metabolitow.
Wykorzystanie rénych metod normalizacji widm*H MRS in vivo dostarcza
uzupetniagcych informacji pozwalagych na lepszy wgth w procesy patologiczne.
Czesto wymienianym przyktadem schorzenia, w ktérymeiiptetacja widm mae
zaleze¢ od metody normalizacji jest rowriechoroba Canavan. Jej cechybgzaste

28



zmiany tkanki mézgowej, zwkszenie stzenia wody oraz redukcjagtasci neuronow,
powodup, ze w niektorych pracach nie stwierdzono w tej charabzrostu poziomu
NAA (wyrazonego w mmol/crhczy w mmol/g mokrej masy tkanki mézgowej) mimo
znacznych zmian proporcji NAA wzglem Cho czy Cre [53]. Dlatego w publikacji A.2
zastosowano dwie alternatywne metody normalizaijiw'H MRS in vivo.

Dzicki prowadzonym réwnolegle z badaniadti MRS in vivo wieloletnimi
testami kontroli stabilniei skanera MRI, mdiwe byto zasipienie metody skalowania
do niettumionego sygnalu wody (stosowanej w pulgjikad.1) metod, standardu
zewrgtrznego. Pozwolito to unilge wplywu zmian sfzenia oraz wigciwosci
relaksacyjnych wody na interpretaeyynikdéw. Chocia w wiekszaci opublikowanych
prac rozpatrywane byly proporcje metabolitbw doakyay, van der Voorn i wsp.
wykazali, ze stzenie kreatyny jest istotnym parametremzniGujgcym procesy
patologiczne w chorobach istoty biatej [43]. Ta zma obserwacja jednoczee
dyskwalifikuje ten metabolit jako standard wemmny. W metodzie normalizacji
stosowanej w publikacji A.2 jako czynnik skalcy wykorzystano wic sung
intensywndci integralnych najwaniejszych metabolitéw, unika; wskazywania
konkretnego zwizku jako wzorca.

Grupy pacjentow opisane w publikacjach A.1 i A.2scmowo st pokrywap.
Do wrodzonych wad metabolizmu opisanych w publik&cpP witaczono dodatkowo
pojedyncze przypadki leukodystrofii globoidalnejjeketotycznej hiperglicynemii,
encefalopatii etylomalonowej oraz 3 przypadki cyiipmitochondrialnych. W tabeli 2
przedstawiono krotkcharakterysty&tych schorzg.

Analiza PCA sizen metabolitdw wyznaczonych zzyciem oprogramowania
LCModel przedstawiona w publikacji A.1 okazala skuteczna w wizualizacji zmian
metabolicznych w klasycznych leukodystrofiach. Whlgacji A.2 podgto problem
wykorzystania tej metody w analizie ,surowych” medzielonych widm. Wyniki
uzyskane z wielowymiarowej analizy nie wymagaj podaniaa priori informacji o
zestawie bazowym metabolitow porownano z wynikanyishkanymi z wykorzystaniem
oprogramowania LCModel (przed i po przeprowadzekarekcji ze wzgidu na
zmiennd¢ metabolitbw zwizarg z dojrzewaniem uktadu nerwowego w przedziale
wiekowym od 2 do 52 miegty).

Analiza PCA nierozdzielonych widm znormalizowanyahetody standardu
zewretrznego potwierdzita obaenie intensywngi profilu metabolicznego w chorobie

van der Knaap jako gtowneddto zmiennéci (reprezentowane przez piengsgtowng
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skiadowg, PC1) w analizowanym zbiorze danych. Druga skia(@C?2) odzwierciedla
zarowno podwyszenie produktéw rozpadu mieliny (z&kéw cholinowych i Ins), jak i
uszkodzenie neurondéw (oliehie poziomu NAA) w rozpatrywanych schorzeniach
lizosomalnych (leukodystrofii metachromatycznejalwpidalnej). W zwazku z tym,ze
skladowa ta wyjgnia zmienné¢ zaréwno zwizkéw cholinowych, jak i Ins, na
ptaszczynie dwoch pierwszych skladowych modelu nie obseswupk
wewnmngtrzgrupowej niejednoroddoi  profili metabolicznych w leukodystrofii
metachromatycznej, ktéra byta widoczna w analiziednpwymiarowej. ¢
niejednorodné& mazna dostrzec jednak na ptaszzaig drugiej i trzeciej (PC2-PC3)
oraz drugiej i czwartej gtdbwnej sktadowej (PC2-PCH#laszczyzny te gs takze
przydatne w odrinieniu choroby Canavan od pozostatych schonmetabolicznych
oraz innych chorob neurologicznych. Wysoki poziorAANi Ins oraz niski poziom
zwigzkdw cholinowych i Cregcechami charakterystycznymi dla tego schorzenia.

Zastosowanie sumy intensywéed integralnych najwaniejszych metabolitow
jako czynnika normalizagego widma'H MRS in vivo pozwolito nawyeliminowanie
obnizenia profilu metabolicznego w chorobie van der Kngko najwekszegozrodia
wariancji w analizowanym zestawie danych. Pierwstdadowa (PC1) modelu
skonstruowanego w oparciu o drugi sposob normgiifadzwierciedlajca znacgca
frakcje wariancji zwiazkow cholinowych i Ins) nie pozwala na roznéenie choroby
van der Knaap od chorob lizosomalnych. Jednak,6fomnie to jest widoczne na
ptaszczynie pierwszej i pjtej gtdwnej sktadowej (PC1-PC5), wyjdajacej ponad 74%
wariancji glukozy. Analiza wykresow waiad i tadunkéw czynnikowych wskazujee
metabolit ten jest podwgzony w chorobie van der Knaap. Chadiechnika'H MRS
in vivo nie pozwala na ocermpoziomu glukozy w zdrowym mozgu ze wgdli na dae
naktadanie sygnatow tego metabolitu z sygnatamychnzwizkow w przedziale 3,4-
3,9 ppm, zwgkszone sizenie glukozy jest exsto obserwowane w ollzu mézgu [54].

Druga i trzecia skladowa modelu (PC2-PC3) mzydatne w odriieniu
choroby Canavan od innych schatrze Interpretacja zmian biochemicznych
obserwowanych w analizowanych przypadkach tegorgeh@ nie zaley od sposobu
normalizaciji.

Gtoéwne sktadowe odpowiadaie najwikszej wariancji w widmachH MRS in
vivo rejestrowanych dla krotkiego TE z obszarow zaeggewania zawierggych
giéwnie istot biala nie byly przydatne w odemieniu wrodzonych zaburze

glikozylacji, encefalopatii etylomalonowej, niekgtoznej hyperglicynemii czy
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cytopatii mitochondrialnych od innych schofizeeurologicznych. Pomiar widrmH
MRS in vivo z innych lokalizacji mézgowych, wykorzystanie widejestrowanychla
diugiego TE w modelach matematycznych lub zastos@vaadzorowanych technik

analizy danych magpomaoc w rozwjzaniu tego problemu.

4.3 Publikacja A.3

Opracowanie  modeli  matematycznych  skutecznie  wspgap®/ch
réznicowanie i monitorowanie terapii wrodzonyche¢dbw metabolizmu wymaga
stworzenia d#ych baz danych obejmagych zarowno przypadki schorze
metabolicznych, jak i innych egto spotykanych schonz@eurologicznych. W zwrku
z nisky czestotliwoscia wystpowania poszczegélnych wad metabolicznych, widkha
MRS in vivo musz by¢ gromadzone na przestrzeni wielu lat. Chadi@ynierowie
serwisowi sprawdzaj stan techniczny skanerow MRI w trakcie rutynowych
przeghdow, prowadzenie diugoterminowego monitoringu $tel¥ci skanera MRI przy
pomocy pomiaru widm'H MRS in vitro stabilnego fantomu stanowi zasadniczy
element kontroli jakéci mapce] zapewrdi rzetelnd¢ poziomow metabolitow
wyznaczanych przy pomocy standardu zewamego. W publikacji A.3 przedstawiono
wyniki 4,5-letniego monitoringu stabildo skanera MRI prowadzonego réwnolegle z
badaniami MRI *H MRSin vivo opisanymi w publikacjach A.1i A.2.

W okresie od kwietnia 2006 do wirga 2010 wykonano 118 pomiaréw widm
'H MRS in vitro dla krétkiego TE oraz 116 widH MRS in vitro dla diugiego TE.
Pomiary byly wykonywane przyzyciu stabilnego fantomu (o znanym skiladzie) z
odstpem czasowym 8 dni (mediana). Analizie poddanowaodpoziomy metabolitéw
wyznaczone metad skalowania do niettumionego piku wody, jak i porio
metabolitow skorygowane ze wezdl na zmienne zatadowanie cewki i wzmocnienie
odbiornika. Uzyskane wyniki potwierdzilye wartgci wspotczynnikdw zmienriai
metabolitbw wyznaczonych zzyciem pierwszego sposobu normalizacji gtéwnie
Zwigzane ze stosunkiem sygnalu do szumu sygnatdw MRSodpowiadajcych.
Natomiast analiza poziomow metabolitow poddanyctekdi ze wzgédu na zmienne
zatadowanie cewki oraz wzmocnienie odbiornika wkfijnczasu pozwala na detekad;j
korekcg niestabilngci pracy skanera MRI.

Chocia prowadzenie diugoterminowego monitoringu stallitnskanera MRI

przy wyciu bada fantomowych jest zalecane w badaniath MRS in vivo
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wykorzystupcych standard zewtrzny, stosunkowo niewiele uwagi g@igcono do tej
pory automatycznej detekcji punktéw zmian (arghange poinfs w szeregach
czasowych pozioméw metabolitbw. Wggbwanie tych punktow ne by
spowodowane awariskanera, wymianczesci sprztu, aktualizagj oprogramowania,
interwencjami iaynierow serwisowych lub stopniowymi zmianami zmanymi ze
zuzyciem sprztu. Biorac pod uwag ztozonas¢ sprztowsg wspotczesnych skaneréw
MRI, metoda detekcji punktow zmian powinnathyienadzorowana. W publikacji A.3
przedstawiono wykorzystanie automatycznej metodkrywyania zmian w przebiegach
czasowych. Metoda ta opiera sia analizie kart sum skumulowanych [55] w ocenie
szeregOw czasowych pozioméw metabolitow fantomowvskadrygowanych ze wzgdu
na zmienne zatadowanie cewki oraz wzmocnienie odika. Monitorowany okres
zostal podzielony na 6 przedzialbw czasowych, ktorprzypisano odpowiednie
wartasci wspotczynnikdw korekcyjnych ze wzglu na niestabilni@ pracy skanera
MRI. Wspotczynniki te zostaly naginie wykorzystane w analizie widitd MRS in
vivow publikacji A.2.

W publikacji A.3 rozwaono take wplyw metody normalizacji (metoda
skalowania do niettumionego piku wody i metoda dtadu zewgtrznego) i wartéci
TE (35 ms i 144 ms) na poziomy NAA widoczne w widindH MRS in vivo
rejestrowanych w warunkach niepetnej relaksacji £T500 ms). Poréwnano wptyw
tych czynnikbw na widma zarejestrowane w chorota@d@van i w innych schorzeniach
neurologicznych. Uzyskane wyniki potwierdzity szgalie wysoly uzyteczndgé
metody standardu zewtnznego w analizie widm rejestrowanych dla diugidgo
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7 Podsumowanie

Uzyskane wyniki potwierdzajskutecznéé analizy wielowymiarowej widmiH MRSin
vivo w rozr&nianiu chordb metabolicznych istoty biatej (chorobgn der Knaap,
leukodystrofii metachromatycznej, leukodystrofiolgbidalnej i choroby Canavan) od
innych choréb neurologicznych (mozgowe pemsie dziegice, encefalopatie
padaczkowe, ophienie rozwoju) oraz zachajp do stworzenia komputerowego
systemu wspomaggiego diagnostyk tych schorzé. Ze wzgkdu na nisk
czestotliwos¢ wystpowania poszczegélnych wad metabolizmu, systemptaminien
by¢ budowany w oparciu o bazy danych rejestrowane wnych crodkach, z
wykorzystaniem rénych skaneréw MRI, na przestrzeni wielu lat. Prigd&
wielowymiarowych metod analizy danych w opracowaaikich systeméw zostatazu
potwierdzona przez tworcow metod klasyfikacji guzéwdzgu. W niniejszej pracy
potwierdzono w@ytecznd¢ zarOwno Ssfzen metabolitbw wyznaczonych zzyciem
oprogramowania LCModel, jak i nierozdzielnych widmv opracowaniu
matematycznych modeli diagnostycznych oraz pokaZamoplementarn réznych
metod normalizacji widmH MRSin viva.
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Abstract

The purpose of this work was to visualize major metabolic trends in a heterogenous data set of proton
magnetic resonance ('H MRS) in vivo spectra acquired from children suffering from various neurological
disorders. Unsupervised multivariate analysis was shown to be succesful in detection of several white matter
disorders as outliers in the coordinate system representing the directions of the largest variation in the whole
data set and permitted characterization of specific metabolite profiles for distinct disorders.

Keywords: magnetic resonance spectroscopy in vivo, principal component analysis

Introduction

Neurological disorders in children, especially progres-
sive encephalopathies, pose an important challenge in
terms of diagnosis and management. In the present study,
we focused on children presenting signs of progressive
CNS disease associated with impairment of cognitive
functioning. This group of over 500 diseases encompasses
clinically progressive conditions without demonstrable
neuronal loss as well as those with a demonstrable loss of
neural tissue.

Although the different diseases causing progressive
encephalopathies are individually rare, their cumulative
incidence has been estimated to be 0.5 per 1000 live births
[1]. They are predominantly caused by inbom errors of
metabolism, hereafier called metabolic diseases. Progressive
encephalopathies also contain a relatively large mixed group
of neurodegenerative disorders without an identifiable meta-
bolic deficiency, hereafter designated neurodegenerative
disease. Inflammatory or toxic etiologies may also be con-
sidered as causes of progressive encephalophaties.

*e-mail: apolnik@io.gliwice.pl

For more than a decade, conventional T1- and
T2-weighted magnetic resonance imaging (MRI) has been
considered the best modality for imaging the brain in neu-
rologic disorders in children [2]. MRI enables early visual-
ization of brain lesions, however its prognostic value
appears to be limited. Proton magnetic resonance spectros-
copy (1H MRS) in vivo and diffusion weighted imaging of
the brain have been shown to increase markedly potential
prognostic value [3].

IH MRS in vivo is a non-invasive method providing
biochemical insight into the function of the brain that
complements the information derived from structural
imaging. The studies of the brain are capable of quantify-
ing steady-state metabolic levels of neurotransmitters as
glutamate (Glu), N-acetyl aspartate (NAA), and gamma-
amino-butyric acid (GABA), and small molecules such as
choline (Cho), glutamine (Gln), glucose (Glc), myo-inosi-
tol (Ins), creatine (Cr), and lactate (Lac). As a common
practice, the sum of N-acetyl aspartate and N-acetyl aspar-
tyl glutamate (NAA+NAAG) is assessed. NAA is a marker
of neuronal loss or dysfunction, the other metabolites, Cr
and Lac, can be viewed as cerebral indicators of energy
metabolism. Ins is a precursor for the phosphatidyl-inositol
second messenger system, regulates osmotic processes
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within the brain, and its elevation may reflect demyelin-
ation and glial proliferation [4]. The choline peak measures
mobile choline (mainly glycerophosphocholine (GPC),
phosphocholine (PCh) and free choline).

Nowadays 'H MRS in vivo can be routinely added to
the diagnostic magnetic resonance imaging as a source of
biochemical information obtained in a non-invasive way.
Large libraries of spectra corresponding to various disor-
ders are expected to be useful in development of diagnostic
decision support systems [5]. In recent years there have
been several attempts to create mathematical models
enabling classification of neurological disorders in chil-
dren [6, 7). The purpose of this work was to evaluate
clinical utility of the technique based on a large set of spec-
tra acquired from pediatric patients.

The studied cases have either been discovered through
screening programs for metabolic diseases or they have
been registered after clinical presentation suggestive of
metabolic deficiency. In the diagnosis evaluation along
with MRI and MRS additional diagnostic methods were
usually incorporated, as electrophysiological, immunologi-
cal, pathomorphological and molecular studies.

Experimental Procedures
Patients

The studied group consisted of 55 children with neuro-
logical disorders (16 girls, 39 boys, age range: 3-75
months, median age: 24 months) diagnosed with epileptic
encephalopathy, cerebral palsy, developmental delay and
neurometabolic disorders (including 2 cases of Canavan
disease [CD], 3 cases of metachromatic leukodystrophy
[ML), 2 cases of megaencephalic leukoencephalopathy
with subcortical cysts [MLC] and 4 cases of neurometa-
bolic disorders of unknown origin [U]).

IH MRS in vivo

The spectra were acquired bilaterally from the volumes
of interest localized in the frontal, periventricular (laterally
to the ventricles) and parieto-occipital brain regions. The
spectra were acquired using a GE 1.5-T Signa scanner. The
acquisition parameters were as follows: echo time 35 ms,
repetition time 1500 ms, bandwidth 2500 Hz, samples
2048, number of signal averages 128, voxel volume: 8 ml,
PRESS localization sequence.

Data analysis

The metabolite levels wete determined with the use of
LCModel software under the assumption that the spectra
acquired in vivo are linear combinations of the spectra
measured in vitro [8]. The software enables automatic ref-
erencing, phase correction, baseline correction and signal
fitting. The spectra were evaluated for the following
metabolites: NAA, NAA+NAAG, Cr, Ins, GPC+PCh, Glu,
Glu+Gln. The metabolite levels were determined using
water scaling technique and were not corrected for relax-
ation (besides the application of water attenuation factor of

0.7). The obtained concentrations in the whole data set
were adjusted for age related variation based on the linear
regression analysis applied to the epileptic encephalopathy
and developmental delay groups (assuming homogeneity
of the regression slopes in all the groups). The cerebral
palsy group was not involved in calculation of the age cor-
rection because the patients did not span the whole age
range. The metabolic disorders group was also excluded
due to severe variations of the metabolites’ concentrations
not related to the age differences. The correction was done
for each brain region separately. The NAA and
NAA+NAAG levels were found to be influenced by age in
all three brain regions, while GPC+PCh was found to cor-
relate with age in the parieto — occipital area.

To facilitate recognition of the major trends in our het-
erogenous data, principal component analysis (PCA) was
exploited [9]. For a graphical illustration of the method let
us consider a set of observations characterized by three
variables x|, X5, X3 (Fig. 1). The main idea behind the
analysis technique is that each observation can be thought
of as a single point in the coordinate system formed by the
measured variables as axes. Given that our set of variables
is not free from co-linearity it can be expected that a new
coordinate system may be required to provide a better
insight into the data structure. The three-dimensional sys-
tem is not required to define relative positions of the obser-
vations in the measurement space. PCA is the method
enabling reduction of the dimensionality with a minimal
loss of information in the least square sense. It is accom-
plished by a rotation of the initial axes so that the first
direction is associated with a maximal variance. The sec-
ond direction, orthogonal to the first one, is associated with
the next largest variance. The procedure continues until
overall variation in the dataset is accounted for. However,
bearing in mind that the axes are ordered according to the
decreasing amount of the variance, discarding the direc-
tions associated with a small proportion of diversity gives
the opportunity of dimensionality reduction without a sub-
stantial loss of information. Fig. la presents a rotation of
the original axes. After discarding the third component due
to a small proportion of variance explained the plane
spanned by the first two principal components could con-
stitute a new coordinate system. The coordinates of the
observations in a-dimensional principal component space,
termed scores, are computed as follows: T = XP, where:
Tin x m) is @ matrix of the principal component scores,
X{n x m] 1S 2 data matrix comprised of n objects as rows and
m variables as columns, Py, , 5 is a matrix of the principal
component loadings reflecting the cosines of the angles
between the original and principal components directions.
The contribution of a variable to a loading vector increases
as the angle between this variable and principal component
direction approaches 0 (i.e. loading value approaches 1) or
180° (i.e. loading value approaches -1). Thus, positive or
negative contribution is considered, respectively. Figs. 1b
and Ic present the scores and loading plots resulting from
dimensionality reduction from 3 to 2. These plots are
complementary and should be analyzed simultaneously.
The scores plot displays each observation as a point.
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Fig. 1. Geometrical interpretation of PCA.
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a) The dataset consisting of the observations described by the variables x;, X, and x, is presented in a three-dimensional coordinate
system. Due to co-linearity between the variables a three-dimensional system is not required to define relative positions of the observa-
tions in this space. The aim of PCA is to find a variance based coordinate system by a rotation of the original axes. The angles a, B and
v provide information about the contribution of the initial variables to PC,. The cosines of these angles are termed principal component
loadings. The respective angles for PC, and PC, are not shown. The percent variance explained by the third principal component is 3%
so this component could be discarded to obtain dimensionality reduction from 3 dimensions to 2. The coordinates of the observations
in the new coordinate systems are termed scores. The figure presents the scores for the i-th observation on the first and the second

principal components (t;, and t;,, respectively).

b) Scores plot (t, vs t,) obtained from dimensionality reduction by PCA. The observations characterized by: the highest scores on PC,
are marked with a dotted rectangle, the lowest scores on PC, are marked with a solid rectangle, the highest scores on PC; are marked
with a solid ellipse, the lowest scores on PC, are marked with a dotted rectangle.
c) Loadings plot (p, vs p,) obtained from dimensionality reduction by PCA.
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o6 Ins

Fig. 2. (a) Scores plot obtained from PCA analysis (horizontal
lines represent the group of children diagnosed with epileptic
encephalopathy, cerebral palsy and developmental delay;
squares represent two cases of MLC, dots represent two cases of
CD, triangles and diamonds represent three cases of ML, stars
represent U.

(b) Loadings plot. When unit-variance scaling is used both the
scores and the loadings are dimensionless.

Natural clustering of the spectra can be observed in this
plot. The loadings plot reflecting the contributions of the
original features to the principal components allows the
variables responsible for this clustering to be recognized.
Each point in this plot represents an individual variable.
The variables expressing high absolute values of the load-
ings along a particular direction influence the redistribu-
tion of the observations along this direction the most. The
sign of the loading indicates the direction of this influence,
i.c. the observations assigned positive scores present
higher values of the variables associated with the positive
loadings and lower levels of the variables associated with
the negative loadings. As far as our three-dimensional
example is concerned, the analysis of the scores and load-
ings plots reveals that the variable x; has the highest con-
tribution to redistribution of the observations along the
first principal component (PC, ). Taking 50% of the maxi-
mum of the absolute values of the loading vector as a cut-

Table 1. Principal component loadings (dimensionless).

PC1 PC2 PC3

Cr 0.43 -0.35 0.15

Glu 0.47 -0.09 -0.26

Ins 0.16 0.11 0.89
NAA 0.37 0.53 -0.003
GPC+PCH 0.24 -0.53 0.20
NAA+NAAG 0.40 0.50 0.01
Glu+Gln 0.46 -0.20 -0.27

off point above which all variables are considered to be
significant contributors to the components, the variable x,
also should be involved in the model interpretation. The
variables x; and x,, assigned positive loadings on PCy,
tend to be increased in the observations assigned positive
scores on PC, (the observations characterized by the high-
est scores on PC, are marked with a dotted rectangle) as
compared to the observations assigned negative scores (the
observations characterized by the lowest scores on PC; are
marked with a solid rectangle). The variables x, and x; are
also responsible for the separation along the second princi-
pal component (PC,). The variable x,, assigned positive
loading on PC,, tends to be higher in the observations
assigned positive scores on PC, (the observations charac-
terized by the highest scores on PC, are marked with a
solid ellipse) than in the observations assigned negative
scores on PC, (the observations characterized by the low-
est scores on PC, are marked with a dotted ellipse). In case
of the variable x,, assigned negative loading on PC,, the
observations assigned positive scores on PC, tend to pres-
ent lower X, values than the observations assigned nega-
tive scores on this component.

The variable x5 located not far away from the origin of
the coordinate system is not well represented by the plane
formed by two first principal components and has no influ-
ence on the redistribution of the observations.

The advantages of using PCA for dimensionality
reduction are clearly seen for higher dimensional data sets
but the principle of the method remains the same.

In this study each spectrum is represented by a set of
seven metabolite levels so it can be considered as a single
point in a seven-dimensional metabolite space. Prior to
multivariate analysis the metabalite levels were unit-vari-
ance scaled.

Results

Fig. 2 presents the three-dimensional scores and load-
ings plots obtained from PCA analysis. The presented
scores plot can be interpreted as a 3-dimensional view of
7-dimensional space of metabolite levels. Table 1 collects
the loadings for the first three components, PC,, PC, and
PC;.

As seen all the evaluated variables contribute posi-
tively to PC; (only the contribution of Ins is below the
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Fig. 3. The metabolite levels [mM] measured in MLC (squares), ML (triangles and diamonds), CD (dots): (a) Cr, (b) Glu, (c) Ins, (d)
NAA, (¢) GPC+PCh, (f) NAA+NAAG, (g) Glu+Gln. The solid line indicates mean metabolite levels in the group of patients diagnosed
with epileptic encephalopathy, cerebral palsy and developmental delay. The dotted lines indicate means + standard deviations in this

group.
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threshold of 50% of the loading vector maximum). Thus,
the spectra separated along this component are differenti-
ated due to changes in the content of several metabolites,
i.e. the observations characterized by low metabolite con-
tent of Cr, Glu, NAA, GPC+PCh, NAA+NAAG and
Glut+Gln will tend to have negative scores on PC,.
Otherwise, the location should be opposite. PC, is domi-
nated by a positive contribution of NAA and NAA+NAAG
and a negative contribution of GPC+PCH. Cr also loads on
this component negatively but not as significantly as the
abovementioned metabolites. The spectra characterized by
the high NAA and NAA+NAAG and low GPC+PCH lev-
-els will tend to have high positive scores on PC,. PC; is
dominated by a positive contribution of Ins. The spectra
characterized by a high Ins content will have high positive
scores on PCs. The presented model accounts for 86.1% of
the variation in the data set.

The technique revealed that ML, CD, MLC can be
clearly distinguished from the rest of the observations and
occupy non-overlapping regions of the principal compo-
nents space indicating specific metabolic profiles in com-
parison to the patients situated close to the origin of the
coordinate system in the scores plot: diminishment of all
the evaluated metabolite levels in MLC; elevation of
NAA, NAA+NAAG, Ins and decrease of GPC+PCh, Crin
CD; elevation of Ins, GPC+PCh and decrease of NAA,
NAA+NAAG in two cases of ML. The third case of ML
(represented in Fig. 2 by the diamonds) seems to be differ-
ent than the other two cases.

Since a comparison of the ranges of metabolite levels
between various neurological disorders is very important
from a diagnostic point of view, the PCA model could be
complemented with a traditional univariate presentation of
the results. This approach can also be exploited to visualize
separation of neurometabolic disorders from the main bulk
of data represented by epileptic encephalopathy, cerebral
palsy and developmental delay. Presentation of abnormali-
ties occurring in rare metabolic disorders against changes
seen in cases commonly encountered in everyday practice
may provide useful clinical information. Scatterplots pre-
senting metabolite levels measured in CD, ML and MLC
with respect to the mean levels obtained in the group of
children diagnosed with epileptic encephalopathy, cerebral
palsy and developmental delay are presented in Fig. 3. The
results of PCA model can be compared with the depen-
dences shown in the scatterplots. As seen from these plots,
itis MLC that is characterized by a decrease in the concen-
trations of all metabolites. For CD the GPC+PCh concen-
tration is similar as in MLC (Fig. 3¢). However, signifi-
cantly higher levels of NAA, NAA+NAAG and Ins (Figs.
3c, 3d, 3f) are responsible for the location of this disease in
the left upper area of the three-dimensional principal com-
ponents space. The higher level of GPC+PCh and the
lower concentrations of NAA and NAA+NAAG in ML as
compared to CD (Figs. 3d, 3e, 3f) may explain the separa-
tion of ML and CD along the second principal component.
The Cr concentration observed in ML to be higher than in
CD (Fig. 3a) influences the mentioned separation as well,
since this variable contributes to the second principal com-

ponent. Two ML cases are characterized by the increased
level of Ins (Fig. 3c), similarly as in CD, which causes
these cases to locate in the upper area of the coordinate
system. It may be also noticed, that the most important
difference between the outlying case diagnosed with ML
and the aforementioned ones lies in the lower level of Ins
and the higher level of GPC+PCh (Figs. 3c, 3e).

Discussion of Results

IH MRS in vivo has been effectively combined with
multivariate projection methods. PCA was successfully
used in differentiation of metastases originating from vari-
ous primary cancers [10] or in the separation between glio-
matosis cerebri, low-grade gliomas and controls [11].
Given that PCA is a dimensionality reduction technique
which is optimal in the least square sense this method has
been widely utilized for spectral data compression as a
preprocessing step before linear discriminant analysis.
However, if the direction of the maximal total variance in
the data set is coincident with the direction of the large
between-group variance, the separation of the spectra
according to the class membership can be visualized in the
scores plot of the first principal components.

This work also proves usefulness of an unsupervised
dimensionality reduction based analysis of the heteroge-
nous spectroscopic data sets. As 'H MRS in vivo should be
particularly suited for detection of metabolite defects, sev-
eral neurometabolic white matter diseases are shown to be
outliers in the whole data set and are identified as the dis-
tinct disorders. Visualization of the differences between
patients in the principal component space seems to be an
interesting alternative to the classical data evaluation
approaches which are often limited to case studies due to
rarity of the discussed diseases.

The conclusions drawn from our model are in accord
with the published data. As reported elsewhere high NAA
is characteristic for CD and is due to a deficiency of aspar-
toacylase, the enzyme hydrolizing NAA to acetate and
aspartic acid [12]. High Ins [13] and low GPC+PCh and Cr
were also reported as metabolic alterations in this disease
[14]. 'H MRS in vivo spectra acquired from the most
affected white matter in MLC show decreases in the con-
tent of all metabolites which is consistent with white mat-
ter rarefation [15, 16]). Reduction of the levels of all the
evaluated metabolites except Ins was also reported [7].
ML caused by a deficiency of the enzyme arylsulfatase-A
has been described as a disorder characterized by a gener-
alized increase of Ins and an abnormally low NAA level
[17, 18] but in contrast to our findings the reduction of
GPC+PCh was also mentioned [18].

This work extends the aforementioned studies by uti-
lizing simple data structure visualization techniques to
present the inter-spectra relationships between various
disorders. Automatic analysis of the spectra by means of
LCModel software combined with easily interpretable
graphical representations of the data set could contribute to
a more widespread use of 'H MRS in a clinical practice.
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As far as diagnostic potential of the presented PCA model
is concerned, the metabolite levels measured in patients
with unknown diagnosis could be projected onto the com-
puted principal component space and disease classification
could be inferred. The information obtained from the
model could narrow the list of the most probable disorders.
However, a large number of cases representing various
diseases is of crucial importance to ensure model general-
ization ability, especially in the case of supervised analysis
such as partial least squares — discriminant analysis or lin-
ear discriminant analysis, not presented in this study.
Ideally, in the case of rare disorders, it would be required
to create classification models based on the data acquired
in many institutions. It has already been shown that using
linear discriminant analysis it is possible to obtain clini-
cally useful mathematical models from data acquired on
various scanners [5].

Conclusions

Multivariate projection techniques of data analysis
proved their usefulness in solving classification problems
of IH MRS spectra and supported their role as a potential
aid in a medical decision making. The significant separa-
tion of various neurometabolic disorders in the principal
component space obtained in an unsupervised manner
could be treated as a first step on the way to creation of
computer-based decision support system.
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The purpose of this work was to check the degree of overlap between rare inborn errors of metabolism and other
neurological disorders using principal component analysis of proton magnetic resonance spectroscopy (*H MRS) in vivo
data. We examined 60 patients (median age of 22 months). Fourteen of them were diagnosed with neurometabolic
disorders (three cases of metachromatic leukodystrophy, two cases of Canavan disease, two cases of megalencephalic
leukoencephalopathy with subcortical cysts, three cases of mitochondrial cytopathy, one case of nonketotic
hyperglycinemia, one case of globoid leukodystrophy, one case of congenital disorders of glycosylation, and one case
of ethylmalonic encephalopathy). The remaining 46 patients were diagnosed with epilepsy, cerebral palsy, and develop-
mental delay. Results obtained from principal component analysis of complete unresolved 'H MRS in vivo spectra were
interpreted parallelly with LCModel-derived metabolite levels. The main attention was paid to the following metabolites:
N-acetylaspartate, glutamate + glutamine, creatine, choline, myo-inositol signal with an uncertain contribution of glycine,
and glucose. 'H MRS in vivo coupled with multivariate analysis is an efficient tool in visualization of metabolic
abnormalities in several inborn errors of metabolism (metachromatic leukodystrophy, globoid leukodystrophy,
megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts, and Canavan disease). Copyright © 2013 John Wiley
& Sons, Ltd.

Keywords: magnetic resonance spectroscopy in vivo; principal component analysis; neurometabolic disorders

1. INTRODUCTION

Inborn errors of metabolism comprise a diverse group of
more than 500 disorders caused by single gene defects. Many of
these disorders individually are extremely rare, but collectively,
they are relatively common. Their incidence is estimated at
40 per 10,000 live births [1]. Establishment of early and precise
diagnosis is challenging for most clinicians. Extensive laboratory
evaluation, genetic testing, and imaging are performed to identify
the underlying defect. In detection of neurometabolic disorders,
the role of magnetic resonance imaging (MRI) is especially appre-
ciated because of high sensitivity of the technique for brain
lesions visualization [2]. However, various pathological processes
may be characterized by similar signal abnormalities visible in
T1-weighted and T2-weighted MRI images. Thus, additional
sources of diagnostic information are warranted.

Proton magnetic resonance spectroscopy ('H MRS) in vivo
has been shown to successfully differentiate between white
matter disorders characterized by various pathological features [3].
Additionally, the technique has proven to provide disease-specific
information, for example, in Canavan disease (CD) [4], nonketotic
hyperglycinemia (NKH) [5], creatine deficiency syndromes [6],
or mitochondrial complex Il deficiency [7]. Noninvasiveness,
wide availability, and automated data acquisition (“pushbutton”

approach) using the same hardware as structural imaging render
this method particularly suitable for a collection of large databases
of spectra corresponding to various disorders. The development of
such databases is integrally associated with a significant progress in
data analysis area. During the last two decades, the assessment of
metabolic abnormalities using '"H MRS in vivo has advanced from
simple univariate evaluation of differences between peak areas or
ratios to application of multivariate projection techniques, support
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Table I. The characteristics of the patients diagnosed with inborn errors of metabolism
Patient ID, sex, age (months) Clinical presentation MRI of the head Diagnosis
Patient 1, male, 52 Developmental delay, macrocephaly, Generalized white matter changes, MLC
decreased muscle tone with preserved bilateral cystic areas in temporal lobes
tendon reflexes
Patient 2, male, 25 Developmental delay, macrocephaly, Generalized white matter changes, MLC
decreased muscle tone with preserved bilateral cystic areas in temporal lobes
tendon reflexes
Patient 3, male, 31 Progressive encephalopathy Dys- and demyelinating changes of corona MLD
radiata, centrum semiovale, splenium
and genu of corpus callosum
Patient 4, male, 30 Progressive encephalopathy, spastic Dys- and demyelinating changes of corona MLD
paraparesis, contractures, weight radiata, centrum semiovale, splenium and
deficiency genu of corpus callosum
Patient 5, female, 43 Progressive encephalopathy, epilepsy Extensive periventricular white matter MLD
with polymorphic seizures hyperintensity on T2-weighted MR
Without visual contact, spastic images, widening of the ventricular
tetraparesis system
Patient 6, male, 8 Developmental delay, macrocephaly, Extensive white matter changes cD
nystagmus, increased muscle tone, brisk  (subcortical and periventricular white
tendon reflexes matter, internal capsules) with sparing
corpus callosum
Patient 7, male, 18 Developmental delay, macrocephaly, Extensive white matter changes - D
strabismus convergens, increased myelin loss (especially visible in
muscle tone, brisk tendon reflexes subcortical white matter, globus
pallidus, thalamus) with sparing corpus
callosum
Patient 8, female, 4 Developmental delay, refractory Complete myelin loss (partially NKH
epilepsy with polymorphic seizures, myelinated brainstem), increased
microcephaly, strabismus, without pericerebral spaces, slight ventricular
visual contact, system enlargement, hypoplastic
corpus callosum
Patient 9, female, 16 Cerebellar syndrome, improper fat Cerebellar atrophy CDG
distribution
Patient 10, male, 30 Progressive encephalopathy, Extensive areas of signal GLD
strabismus, increased muscle tone hyperintensivity of occipital, parietal
of lower extremities with exaggerated and frontal lobes on T2-weighted MR
tendon reflexes, walk on the broad basis  images
Patient 11, female, 27 Developmental delay, strabismus Normal MRI EE
convergens, hypotonia with preserved
tendon reflexes
Patient 12, female, 10 Progressive encephalopathy, refractory  Cortical-subcortical atrophy, widening MC
epilepsy with polymorphic seizures, of the pericerebral spaces, (especially in
dysmorphic features, pyramidal- the frontal and temporal regions) and
extrapyramidal dysfunction, weight the ventricular enlargement
deficiency
Patient 13, female, 15 Progressive encephalopathy, without Hyperintensity of signal of basal MC
visual contact, pyramidal- ganglia (lentiform nucleus:
extrapyramidal dysfunction putamen, globus pallidus),
head and corpus of caudate
nucleus) and periventricular,
subcortical
white matter, increased pericerebral
spaces with ventricular system
enlargement
Patient 14, male, 23 Progressive encephalopathy, Dysmyelination changes - MC
cardiomyopathy, dysmorphic hyperintensive signal in
features, cerebellar syndrome, T2-weighted MR images of
weight deficiency the posterior areas of
(Continues)
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Table 1. (Continued)

Patient ID, sex, age (months)

Clinical presentation

MRI of the head Diagnosis

MRI, magnetic resonance imaging; MLC, megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts; MLD, metachromatic
leukodystrophy; CD, Canavan disease; NKH, nonketotic hyperglycinemia; CDG, congenital disorders of glycosylation; GLD, globoid
leukodystrophy; EE, ethylmalonic encephalopathy; MC, mitochondrial cytopathy.

the lateral ventricles, thalami and
mesencephalon

vector machines, and neural networks [8,9]. The choice of the opti-
mal technique depends on the data structure under investigation.

In this work, it was assumed that the spectra acquired from
patients suffering from neurometabolic disorders reveal unusual
metabolic patterns in comparison with cases commonly seen in
a clinical practice revealing no biochemical defect. Thus, the
chosen data analysis technique was required to be sensitive to
extreme cases and high variance features. Furthermore, to assure
a proper generalization ability of the model built based on a
small number of cases representing individual neurometabolic
disorders, the method should incorporate no knowledge
about the diagnosis. Multivariate principal component analysis
(PCA) is one of the techniques fulfilling the aforementioned
requirements [10]. This method enables analysis of the complete
unresolved spectra and requires no a priori information
about the signals occurring in the spectrum. The purpose of
this work was to check the degree of overlap between rare
neurometabolic disorders and common pediatric cases using
PCA of "H MRS in vivo spectra.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Subjects

During the period from July 2006 to November 2009, 60 children
(22 women, 38 men, median age: 22 months, age range:
2-52 months) were examined prospectively using MRI and 'H
MRS in vivo. The studied children were admitted for etiologic
diagnostic evaluation (or diagnosis verification) because of the
suspicion of neurometabolic disorder due to clinical features or
abnormal laboratory results. On the basis of detailed metabolic
and neuroimaging screening, 14 patients were diagnosed
with neurometabolic disorders. This group (group A) included
the following: three cases of metachromatic leukodystrophy
(MLD), two cases of CD, two cases of megalencephalic
leukoencephalopathy with subcortical cysts (MLC), three cases
of mitochondrial cytopathy (MC), one case of NKH, one case of
globoid leukodystrophy (GLD), one case of congenital disorders of
glycosylation (CDG), and one case of ethylmalonic encephalopathy
(EE). Inclusion criteria to this group were as follows:

« Presence of characteristic clinical symptoms of progressive
encephalopathy (according to the child age).

« Biochemical and radiological indications of progressive
encephalopathy.

«  Written consent of the patients’ parents.

The characteristics of the patients diagnosed with neurometabolic
disorders are presented in Table .

The remaining patients (group B) were diagnosed with
cerebral palsy, global developmental delay, and epileptic enceph-
alopathy, which were defined in terms of three conditions:

« Cerebral palsy was defined as a static, nonprogressive
motor impairment of early onset, featuring objective changes
in tone, muscle, strength, posture, reflexes, and motor skills
on examination (relevant anamnesis, mainly cerebellar or
dyskinetic form of cerebral palsy, abnormal brain MRI).

+ Global developmental delay according to the American
Academy of Neurology is an objective, significant delay in two
or more developmental domains (frequently, all are affected),
gross or fine motor function, speech or language, cognition,
personal-social and activities of daily living (intelligence
quotient <70, dysmorphic features, abnormal head circumfer-
ence, minor neurological signs, normal brain MRI).

+ Epileptic encephalopathies are characterized by a severe brain
dysfunction of an early age that manifests with electrographic
electroencephalography paroxysmal activity, polymorphic and
intractable seizures, cognitive, behavioral and neurological
deficits that may be relentless.

The authors performed detailed metabolic work-up
(aminoacidopathies, organic acidurias, fatty acid oxidation de-
fects, mitochondrial cytopathies, urea cycle disorders, lysosomal
storage diseases, peroxisomal disorders, and CDG syndrome),
ophthalmological, and psychological assessment as well as
neurophysiological examinations. In some patients, molecular
study or pathomorphological examination (muscle, nerve, and
cornea) was deemed necessary.

Age of the patients was constrained to the range of 1 to
60 months.

The study was approved by the Bioethics Committee of the
Institute of Oncology in Gliwice.

2.2, Magnetic resonance imaging and proton magnetic
resonance spectroscopy in vivo

Magnetic resonance imaging and '"H MRS in vivo were performed
using a 1.5T GE scanner equipped with a transmit/receive head coil.
The volumes of interest were located in the frontal, periventricular
(laterally to the ventricles), and in parieto-occipital areas (Figure 1).

Figure 1. Localization of volumes of interest for 'H MRS in vivo: (a) in the
frontal area, (b) in the periventricular area (laterally to the ventricles), and
() in the parieto-occipital area.
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It was intended to record the spectra bilaterally from all the
aforementioned locations, but because of motion of the patients
and time constraints, the number of measured spectra was
reduced in some cases. A total number of 103 frontal localizations,
92 periventricular localizations (laterally to the ventricles), and
83 parieto-occipital localizations were included. Thus, 278 'H MRS
in vivo spectra were evaluated.

Both water-suppressed and water-unsuppressed 'H MRS
in vivo spectra were acquired. The acquisition parameters were
as follows: echo time (TE) 30 ms, repetition time (TR) 1500 ms,
voxel volume 8 ml, number of signal averages: 128 (for water-
suppressed spectra) and 16 (for water-unsuppressed spectra),
bandwidth of 2500 Hz, and 2048 samples.

"H MRS in vivo spectrum is characterized by metabolic, lipid,
and macromolecular contributions. Preliminary analysis revealed
that the spectral region from 0.5 to 1.8 ppm, characteristic of
lipids and macromolecules, constitutes a substantial source of
variability in the dataset not directly related to discrimination
between groups A and B. Thus, the spectral region explored
in multivariate analysis was confined to 1.8-3.95 ppm (226 original
variables). Of note, the lactate signal (Lac, doublet around
1.33 ppm) is often found to overlap with lipids and macromole-
cules. Abnormal levels of this metabolite were detected in
neurometabolic disorders [11,12], so the contribution of Lac to
the signal in the excluded region should be clarified. Evaluation
of the long TE spectra (TE = 144 ms, TR= 1500 ms, measured addi-
tionally to the short TE ones) with LCModel [13] revealed that in
only one patient (belonging to the group B), the Lac level was
quantified with Cramer-Rao lower bounds below 20% (criterion
for an estimate of acceptable reliability). Detailed analysis of long
TE data was beyond the scope of this paper.

2.3. Multivariate analysis

2.3.1. Data processing

Preprocessing of the raw data before multivariate analyses of the
unresolved spectra included eddy current correction [14], zero
filling, 3 Hz exponential line broadening, Fourier transformation,
frequency alignment, residual water signal removal between
4.25 and 5.25 ppm by means of Hankel-Lanczos singular decom-
position algorithm. Eddy current correction markedly reduces
zero-order phase errors. No additional phasing was carried out.
The procedure was identical as that by Devos et al. [15].

In this work, two signal normalization approaches were evalu-
ated: scaling to the total signal intensity of the main metabolites
and calibration based on absolute reference.

In the former method, total intensities of the main metabolites
were computed by summing signal intensities in the spectral
ranges: from 1.9 to 2.1 ppm (N-acetylaspartate [NAA]), 3.1 to
3.3 ppm (choline [Cho]), 2.9 to 3.1 ppm (creatine [Cr]), 3.45 to
3.60 ppm (myo-inositol [Ins] with an uncertain contribution of
glycine [Gly]), and 2.1 to 2.5 ppm (glutamine [GIn] and glutamate
[Glu]). Because separation of Glu and GIn is difficult at 1.5T, the
sum of Glu and GIn (reffered to as GIx) is usually evaluated. Ins
and Gly cannot be resolved from each other in short TE spectra.
Thus, the signal at 3.56 ppm is abbreviated as Ins(Gly?). The
calibration factor was computed as a reciprocal of this sum.

In the absolute reference technique, a reference spectrum
was measured from a phantom with a known content located
centrally in the coil. The calibration factor was computed
according to the equation:

Mirue )
miem

fcalib =

where mye is the true NAA concentration in the phantom
(20mM) and mycy is the concentration output by LCModel
[13]. Coil loading was automatically corrected based on the
principle of reciprocity using a correction factor 10%005(7¢6%
where TG denotes transmitter gain [16]. The metabolite levels
were also adjusted for variations in receiver gain. Time-
dependent hardware changes were periodically monitored using
a stable phantom provided by a scanner manufacturer. The
phantom contains 12.5 mM NAA, 10mM Cr, 3mM Cho, 7.5 mM
Ins, 12.5 mM Glu, 5mM Lac, 50 mM potassium phosphate mono-
basic, 12.5mM sodium hydroxide, 0.1% sodium azide, 1 ml/I
magnevist. During the period from July 2006 to November
2009, 94 'H MRS in vitro measurements (TE=35ms, TR= 1500
ms, number of signal averages 64) were performed from this
phantom located in the scanner isocenter. The median time
interval between these in vitro measurements was 8days.
Change point analysis was used to detect break points when
shifts in the mean phantom NAA level occurred [17]. On the ba-
sis of this method, the monitored time period was divided into
five intervals. The mean NAA levels in each of these intervals
ranged from 29.07 to 32.15 (arbitrary units). The detected shifts
in NAA were used to correct the calibration factor for time-
dependent hardware changes.

Preliminary analysis revealed that PCA models constructed for
various brain localizations were consistent (i.e., the positions of
individual metabolic disorders in the scores plots and the
positions of variables in the loadings plots were quite similar).
Thus, different brain localizations were included in pooled
multivariate analysis.

Although age range in the studied groups is rather narrow, the
correction for age-related variation seems to be necessary,
because the most rapid metabolic changes are observed during
two first years of life [18,19]. This correction was not possible to
be performed in the analysis of the whole unresolved spectra,
because the individual metabolites are characterized by their
specific age-dependent changes. However, to assess the
influence of age-related variation on the obtained results, the
LCModel derived metabolite levels (Section 2.4) were corrected for
age-related changes, and both the corrected and uncorrected results
are presented.

Before PCA, the signal intensities were centered by subtrac-
tion of their averages.

2.3.2.  Principal component analysis

Principal component analysis model of a dataset composed of
r observations described by s variables can be expressed as
Xirx 1= Tir x aiPis x ar + Er x s Where X denotes the original data
matrix, T denotes the matrix of principal component scores
(coordinates of the observations in the principal components
space), P denotes the matrix of principal component loadings
(weights reflecting the contribution of original variables to
principal components), E denotes the matrix of residuals, and a is
the number of retained principal components. Thus, the principal
component scores are computed as linear combinations of the
original variables: Ty, » a1 =X x iPis x a1+

In this work, PCA model is based on the complete unresolved
short TE spectra and as such provides a quick overview of the main
sources of variance in the dataset using no a priori knowledge
about the metabolites contributing to the spectrum. Age and brain
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localization dependent changes in the metabolite levels, subtle
changes in the line shapes and peak positions, differences
between groups A and B as well as internal variability in these
two groups were expected to be responsible for a dominant part
of the overall variation in the dataset.

2.3.3.  Cross-validation

Every principal component is described by the fraction of the
explained variation R% The fraction of the predicted variation
Q? was determined using seven-fold cross-validation. The
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Figure 2. Exemplary spectra (solid lines) presented using two normalization approaches recorded from (a) the left frontal localization in patient 10 diag-
nosed with globoid leukodystrophy, (b) the right parieto-occipital localization in patient 2 diagnosed with megalencephalic leukoencephalopathy with sub-

cortical cysts, (c) the right parieto-occipital localization in patient 4 diagnosed with metachromatic leukodystrophy, (d) the right parieto-occipital localization
in patient 6 diagnosed with Canavan disease in comparison with the mean spectrum in group B (dashed line).
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cross-validation was exploited as a form of sensitivity analysis.
The dataset was divided into seven parts, six of which were used
for a model development, and the remaining one was used for
evaluation of the predictive ability of the model (Q?. The
prediction error sum of squares is the squared differences between
observed and predicted values for the data kept out of the model
fitting. The process was repeated until each spectrum was
excluded from the model development once. The final prediction
error sum of squares then has contributions from all data. If a
new component enhances the predictive power, then the new
component is considered to be significant.

2.4. Univariate analysis of metabolite levels quantified
with LCModel

Univariate analysis of metabolite levels determined with use of
LCModel was also performed. LCModel software analyses data
under the assumption that "H MRS in vivo spectrum is a linear
combination of the standard metabolite basis set measured
in vitro [13]. Both the normalization approaches described in
Section 2.3.1 were exploited for the sake of comparison between
the univariate and multivariate results. The calibration factor
used in total signal intensity normalization was obtained based
on LCModel-derived metabolite areas.

Cramer-Rao lower bounds computed for each metabolite
were used to compare accuracy of spectra quantitation between
the disorders belonging to group B and various neurometabolic
disorders. The values of these parameters in group B were
(mean [standard deviation, SD]): 5.28 (1.11)% for NAA, 4.95
(0.88)% for Cr, 5.18 (1.1)% for Cho, 7.47 (2.11)% for Ins(Gly?),
and 9.40 (3.99)% for Glx. The Cramer-Rao lower bounds obtained
in group A were compared with these values in group B.

The adjustment for age-related variation was based on a
logarithmic regression [18]:

Lobs = a-logA + b 2)

(where Lo,s denotes the observed metabolite level, A denotes
patient’s age, a and b are constant parameters). The regression
lines were fitted separately for frontal, periventricular, and
parieto-occipital regions to the metabolite levels measured from

children belonging to group B. Group A was excluded from the
analysis of age-related relationships because of severe variations
of the metabolite levels not related to age differences. However,
the correction computed according to the equation:

Lagj = Lobs — @ log (3)

Aarb

(where L,y denotes the metabolite level corrected for age, Aup
denotes arbitrarily chosen age of 22 months) was also applied to
this group. The correction was carried out when the relationship
between metabolite levels and age was found to be statistically
significant (p < 0.05).

For univariate evaluation, the metabolite levels measured
in group A were converted to the z-scores (zyps is the observed
z-score and z,q; is the z-score adjusted for age-related variation)
according to the formulas:

Lobs — Lobs
Zops = obso- obs (4)
obs
Lagj — Lagj
Zyg = 29— (5)
Oadj

where Lops (Lag) denotes the observed (adjusted for age)
metabolite level in a patient belonging to group A in a given
brain localization, Lops (Lazgj ) denotes the mean observed
(adjusted for age) metabolite level obtained in the corresponding
brain localization in group B, and Gmean (0aq) denotes the
standard deviation of the observed (adjusted for age) metabolite
level in group B obtained in the corresponding localization.
Statistical analysis was performed using Statistica software.

3. RESULTS

Figure 2 presents exemplary 'H MRS in vivo spectra obtained in
group A in comparison to the mean spectrum measured in group B.

Results obtained from PCA are presented parallelly with find-
ings obtained from LCModel software. Table Il shows results of
logarithmic regression analysis of the relationships between

Table Il. Logarithmic regression lines for three brain localizations (frontal, F; parieto-occipital, PO; periventricular [laterally to the
ventricles], P)
Localization Normalization Metabolite Regression line R? (%)° p value
F Absolute reference Ins(Gly?) —0.89 -log;o(A) +5.46 8.0 0.012370
NAA 0.87 - logqo(A) +5.36 123 0.001660
Cho —0.29-logs(A) +1.92 15.2 0.000419
Total intensity of main metabolites Ins(Gly?) —0.038 - log;o(A) +0.20 135 0.000915
NAA 0.022 - logq0(A) +0.20 10.8 0.003334
Cho 0.013 -l0g10(A) +0.072 233 0.000008
PO Absolute reference NAA 1.13-log;o(A) +5.01 1.7 0.001779
Cho —0.32-log;o(A) +1.78 17.7 0.000092
Total intensity of main metabolites NAA 0.044 -logqo(A) +0.18 237 0.000004
Cho —0.01-logs(A) +0.06 13.2 0.000849
P Absolute reference NAA 1.19-log;0(A) +5.16 21.1 0.001029
Cho —0.40 - logo(A) + 1.98 22.1 0.000753
Total intensity of main metabolites NAA 0.043 -logqo(A) +0.18 226 0.000631
Cho —0.015 - log;0(A) +0.071 2238 0.000607
Coefficient of determination.
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metabolite levels determined with the use of this software and
age. Only statistically significant findings (p<0.05) are
presented. NAA and Cho were found to change significantly with
age in three evaluated localizations, whereas significant Ins(Gly?)
changes were found for frontal localization. The presented
regression lines were used for adjustment of age-related changes
in metabolite levels determined with the use of LCModel.

3.1. Principal component analysis model of proton magnetic
resonance in vivo spectra normalized using absolute reference

Figures 3 and 4 show the results of PCA applied to the
unresolved spectra calibrated by means of absolute reference.
The R? and Q? values are presented in Table Il.

The projection plane formed by two first principal components
(R*=69.9%) reveals that the spectra acquired from the patients
diagnosed with MLC, MLD, and GLD are clearly separated from
the main bulk of data (Figure 3a).

The cases representing MLC were assigned extreme negative
PC1 scores mainly because of high positive loadings for NAA,
Cr, Cho, and Ins(Gly?) (Figure 4a). The PC1-PC2 projection
plane represents 63.7%, 69.8%, 68.1%, and 67.6% of the total var-
iance of these metabolites, respectively (Table Ill). Table IV pre-
sents z-scores for metabolite levels determined with the use of
LCModel (both corrected [z,4] and uncorrected for age-related
variation [zp]) for outlying patients in the PCA model. The me-
tabolite levels in group A characterized by Cramer-Rao lower
bounds exceeding the threshold “mean+3 SD” are
marked with asterisks in this table. The threshold is determined
from data obtained in group B (Section 2.4). It is evident
that the Cramer-Rao lower bounds are high in MLC. The levels
of NAA and Cr are characterized by the z-scores below —2 SD
(both before and after the correction for age-related variation)
in this disease. The z-scores for Cho range from —4.75 to —1.53
SD before the correction for age and from —5.0 to —1.01 SD after
this correction, whereas the z-scores for Ins(Gly?) range from
—3.4 to —0.46 SD before the correction for age and from —3.43
to —0.43 SD after this correction. Thus, diminishment of metab-
olite levels is directly reflected in high Cramer-Rao lower
bounds.

The cases diagnosed with MLD are characterized by low neg-
ative PC2 scores mainly because of high positive loadings for
NAA and low negative loadings for Ins(Gly?) and Cho (Figures 3a
and 4a). Table IV shows that the NAA level is below —2 SD in
two patients diagnosed with MLD (patients 4 and 5) both before
and after the correction for age-related variation. In patient 3,
the NAA z-scores are slightly higher. The z-scores for Cho are
above 3 SD in patient 5. In patients 3 and 4, the Cho z-scores range
from —0.04 to 1.91 SD before the correction for age and from 0.38
to 2.32 SD after this correction. The Ins(Gly?) level is significantly
elevated in patients 3 and 4 (z-scores above 3 SD), whereas in
patient 5, the Ins(Gly?) z-scores fall within the range from —1.03
to 0.68. It is apparent that the results of univariate evaluation of
the NAA, Cho, and Ins(Gly?) levels are not consistent among the
patients diagnosed with MLD. However, these patients are clustered
in the PC1-PC2 projection plane found by PCA (Figure 3a).

The patient diagnosed with GLD is located in the right lower
quadrant of the PC1-PC2 plane (Figure 3a). High Ins(Gly?), Cho,
and Cr are the characteristic features in this disorder (Figure 4a).
Table IV shows that the levels of these metabolites are above
2 SD in this patient.
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Figure 3. t; versus t, scores plot (a), t, versus t3 scores plot (b), t, versus t,
scores plot (c) obtained from principal component analysis of the spectra
normalized using absolute reference. Patients’ diagnosis: 1, 2 -
megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts; 3, 4, 5 -
metachromatic leukodystrophy; 6, 7 - Canavan disease; 8 — nonketotic
hyperglycinemia; 9 - congenital disorders of glycosylation; 10 - globoid leu-
kodystrophy; 11 — ethylmalonic encephalopathy; 12, 13, 14 - mitochondrial
cytopathy.

The PC2-PC3 plane (R?=26.9%) shows that CD is characterized
by high PC3 scores (Figure 3b). This can be mainly explained by
high positive NAA and Ins(Gly?) contributions to PC3 (Figure 4b).
The presented plane accounts for 57.5% and 62.4% of the overall
variance of these metabolites, respectively (Table IIl). Table IV
shows that the levels of these metabolites are above 2 SD in CD.
Figure 3c presents that CD is also characterized by low negative
PC4 scores. High positive Cho and Cr contributions are mainly
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Figure 4. p, versus p, loadings plot (a), p, versus ps loadings plot (b), p2
versus py4 loadings plot (c) obtained from principal component analysis of
the spectra normalized using absolute reference.

responsible for this effect (Figure 4c). The PC2-PC4 plane accounts
for 44.9% and 16.3% of the overall variance of these metabolites,
respectively (Table Ill). Table IV shows that the z-scores for Cho
are below —2 SD before and after correction for age-related
variance (except one localization characterized by slightly higher
z-score before the correction). Additionally, it is apparent that
Cramer-Rao lower bounds for Cho are high in patient 6. Thus,
diminishment of the Cho level is directly reflected in poorer accu-
racy of quantification in this patient. The z-scores for Cr are in the
range from —3.3 to —1.12 SD (Table IV).

Of note, Ins(Gly?) and Cho are located in the distinct areas of
the PC2-PC4 loadings plot (Figure 4c). Thus, the separation of
patient 5 from the other two patients diagnosed with MLD is
shown in this plot. The PC2-PC4 projection plane accounts for
47.1% and 44.9% of Ins(Gly?) and Cho (Table III).

3.2. Principal component analysis model of proton
magnetic resonance in vivo spectra normalized to total
intensity of main metabolites

Figures 5 and 6 show the results of PCA applied to the spectra
normalized to the total signal intensity of main metabolites.
The R? and Q? values are presented in Table V.

The projection plane formed by two first principal components
(R?=55.0%) reveals that MLD, MLC, and GLD are characterized by
low negative PC1 scores (Figure 5a). This is mainly caused by
high positive loadings for NAA and low negative loadings for
Cho and Ins(Gly?) (Figure 6a). The PC1-PC2 projection plane
accounts for 97.9%, 54.4%, and 78.6% of the total variance of
these metabolites, respectively (Table V). However, PC1 does
not allow for differentiation of these disorders from each other.
Table VI presents z-scores for metabolite levels determined with
the use of LCModel (both corrected [z,4] and uncorrected for
age related variation [Zops]). The NAA level is below —2 SD in
MLD and GLD, whereas MLC is characterized by the NAA z-scores
ranging from —2.57 to 1.99 SD before the correction for
age and from —3.75 to 1.65 SD after the correction. The Ins
(Gly?) z-scores in patient 10 diagnosed with GLD and patients
3 and 4 diagnosed with MLD are above 2 SD, whereas in the
remaining patient diagnosed with MLD, these z-scores are from
—0.77 t0 0.38 SD. The Ins(Gly?) z-scores in MLC fall within the range
from —2.18 to 4.49 SD before the correction for age and from
—2.19 to 4.73 SD after the correction. The Cho level is above
2 SDin patients 4 and 5 diagnosed with MLD both before and after
the correction for age (except for one localization in patient 4).

Table Ill. Principal component analysis model diagnostics (absolute reference normalization)

PC R22(%) RPam® (@) Q*°(%) Q’wm® (%)  R®NAA®(%) R Cr (%)  R2Cho? (%)  Rns(Gly?)" (%)
PC1 52.2 522 519 51.9 409 69.1 4238 26.6
PC2 17.7 69.9 36.8 69.6 228 08 253 41.0
PC3 93 79.1 294 785 347 58 08 214
PC4 53 84.4 245 83.8 0.0 156 19.5 6.0

®Fraction of the total variation explained by individual principal components.

PCumulative fraction of the total variation explained by the extracted principal components.

“Fraction of the total variation that can be predicted by individual components.

dCumulative fraction of the total variation that can be predicted by the extracted components.

¢ PFractions of the NAA, Cr, Cho, and Ins(Gly?) variations explained by individual principal components.

J. Chemometrics 2013; 27: 76-90

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

wileyonlinelibrary.com/journal/cem

48



A. Skorupa et al.

Journal of

CHEMOMETRICS

*,dS €+ueaw, pjoysaiyi ayi Huipaadxa spunoq Jamo| oey—Iswelr),
‘paiinboe jou ‘eu

‘pajuasald aie sanjeA sa103s-Z (sasayiualed ui) Pz abe 1oy Pa1da1I0d pue *9°z padaLIoduUN Ylog

€5°0— SUL— eu 190 €Te— eu 78T EE— Yd
80°0— so'1— eu eu 8T 1— eu Lye— LrE— 1d
50 LE0- LeL— 80 veT— eu L0E— 69— ¥Od
160 €1 61— vl - eu pLe— £98'€— 104 X
LE0— w— 851 — eu - Lz0 op'E— w8lE— ud
vL0— €51 vL1— eu 6L7— 80— YT~ Wl €~ g
8zT'e v eu 990 S6'L— eu #lb'S— «T8Y— Yd
v 61— eu eu vr0— eu £OV'S— w7 1d
9T ol €Te— 86'L - eu *E9T— X697 HOd
13 €€ 90°€— 0T 90— eu wllv— «Sr— 704 n
LLE - 90€— eu 9z0— 17T wlLS— ¥EEG— 44
98T so'L— £e— eu 1zo— 9,0 £9L'5— #lIG— 1
9’8 LLe eu 01— 187 eu #E0'E— 87 L— Hd
€1 95°E eu eu €6'€ eu LT or0— 1d
669 €67 91T 9,0 €6'€ eu - €L0— ¥od
L Lt 987 890 99 eu sg'1— *CIL— 104 (A1D)su|
(609) £9°S ¥80) sz (1£7) 55T eu (s9°) ve'E (€Sv) 9Ly (€£1-) LL1—  (£90-) 860— 44
(L1s) vLy E& vz (8€77) 29T eu (zse) s°€ (Lve) sue HEVE-) YE—  (€/0-) 8L0— 1
6LS) v (88'€—) e eu (6£v) €T€ (8€°0) ¥0'0— eu «98T-) 6LT—  slbl'e—) S5E— Yd
(91'9) 50°S (687—) LST— eu eu (572 191 eu LT 8LT—  «(26L-) LvT— 1d
(1g€) s1°€ (LTT-) 90T—  «(EL'S—) LIt— (28'5) 8L (rL'L) v20 eu L) v8Ll— «(101-) €5L— Hod
(8') S0 Amom )SLT— <L) S8E— (€Tv) €£°€ (€€1) 160 eu wS1-) oLl—  «9L1-) 1TT— 104 oy
(69%) 60% () vee—  «(rv-) 9€— eu (16'1) ¥S'L Lo et «(25€-) 6EE—  ul6L _ yoLz— 44
(68°€) s€°€ ao -)68'1—  «(90%—) LTE— eu (€0 161 (81'l) ¥8°0 HST)SLv— K1) 80T— 14
s'1-)zoL— (Lvv) zes eu ®5-)Tsv—  (STS—) €— eu «Or9-) 8rs— (20 N ) 8%'5— Yd
(rz—) 6L'1— v6'9) LSE eu eu (¥8v—) €6'€— eu «(259-) €6°5—  «(689-) 9£'5— 1d
(61'1—) £80— (61'7) 90T (98°€) ¥T'€ ove—) v8Z—  (L6'€—) 6V'E— eu «(8EY—) S6E—  4(99v—) 88'E— ¥Od
(€£°0—) 90'0— ¥97) 6v'C (9) LEY (Srz—)L1T—  (2s'€-) L0E— eu Hlo€-) €Te—  WSv) eLe— 10d VYN
(L90-) Tro— (56'7) ¥LT (65 8L'S eu UTv-) vre— WUL-) ¥80—  «(L€6) 6'v— (I'v—) 8g'e— 44
(I'z-) 91— oL'9) 8% (€L%) L0Y eu 6Ey—) L6€E—  (68'L—) SSL—  «(S86—) SES—  «(9v—) 58'E— 14
01 3usned £ dned 9 Judned G 1uaneq ¥ Juaned € aneq z wsned L usned
am aw uopez|jeo ayjoqelsy

suoneziedo| (1d) Ya| JejndLuaauad pue ‘(4d) ybu teinouuanuad ‘(J0Od) ¥a| endiddo-o3aued ‘(YOd) bu [endiddo-oiaued ‘(74) 43| [eIU0H ‘(¥4) 3YBU [BIUOIY Ul DU

-§21 2Injosqe Jo sueaw Aq pajeiqi|ed eidads oA Ul SYN H, 4O [9POW YD 3y} ul syuaned bul

1IN0 J0j PAINAWOD S|PAS| X|D pue ‘1) ‘(;A|D)su] ‘0YD “WYN 404 (dS) S21035-Z °Al dqeL

Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd. J. Chemometrics 2013; 27: 76-90

wileyonlinelibrary.com/journal/cem

49



PCA and "H MRS in neurometabolic disorders

CHEMOMETRICS

a) 0.04- Group A
Patients ID:
o1
e 2
03
0.024 m4
ms
AN VAN '}
had A7
v
0.00 9
+ 10
¢ 11
* 12
g
Group B:
b) 0.02-
0.00
(5p)
-—
-0.02
c)
0.02
0.014
‘o]
+—

-0.01

T
-0.03 0.00 0.03

Figure 5. t; versus t; scores plot (a), t; versus t3 scores plot (b), t; versus ts
(c) scores plot obtained from principal component analysis of the
spectra normalized to the total intensity of main metabolites. Patients’
diagnosis: 1, 2 — megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical
cysts; 3, 4, 5 — metachromatic leukodystrophy; 6, 7 — Canavan disease;
8 - nonketotic hyperglycinemia; 9 - congenital disorders of glycosylation;
10 - globoid leukodystrophy; 11 - ethylmalonic encephalopathy; 12, 13,
14 - mitochondrial cytopathy.

The remaining patient diagnosed with MLD is characterized by
lower z-scores for Cho. In MLC, the Cho z-scores fall within the
range from —1.61 to 4.09 SD before the correction for age and
from —1.64 to 4.96 after the correction. The patient diagnosed
with GLD is characterized by the Cho z-scores from 0.74 to 2.69
before the correction for age and from 1.08 to 3.51 after the
correction. Thus, it is apparent that it is difficult to differentiate

NAA (1.90-2.11 ppm)

Glx (2.12-2.50 ppm)

Cho (3.13-3.30 ppm)

Cr (2.93-3.12 ppm)
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Figure 6. p; versus p, loadings plot (a), p; versus ps loadings plot (b),

p1 versus ps loadings plot () obtained from principal component analysis
of the spectra normalized to the total intensity of main metabolites.

MLD, MLC, and GLD from each other based on the NAA, Cho,
and Ins(Gly?) levels normalized to total intensity of main metabo-
lites using both the univariate and multivariate analysis.

Canavan disease is characterized by high positive PC2
scores (Figure 5a). This is mainly caused by high positive
NAA and Ins(Gly?) contributions (Figure 6a). Table VI shows
that NAA z-scores are above 2 SD before and after the correction
for age (except one localization characterized by a slightly lower
z-score value), and the Ins(Gly?) z-scores are also above 2 SD in
CD. The PC1-PC3 projection plane (R?=46.9%) shows also that
high positive Cho and Cr contributions to PC3 are responsible for
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Table V. Principal component analysis model diagnostics (normalization to total intensity of main metabolites)

PC R22 (%) RPcum® (%) Q%€ (%) Q%wum® (%) R2NAA® RXCr  R2Cho? R%Ins R%Glc R%Glc
(%) (%) %) (GlyD" (%) (3.8 ppm) (%) (3.4 ppm) (%)

PC1 36.9 36.9 36.5 36.5 216 39 54.1 60.6 54.0 67.7

PC2 1822 55.0 263 532 76.3 1138 03 17.9 0.0 0.8

PC3 10.0 65.1 21.0 63.0 0.0 295  20.1 129 0.0 38

PC4 6.6 717 18.1 69.7 03 293 127 16 0.9 20

PC5 43 76.0 13.0 737 0.6 26 03 25 27.0 7.0

®Fraction of the total variation explained by individual principal components.

PCumulative fraction of the total variation explained by the extracted principal components.

Fraction of the total variation that can be predicted by individual components.

dCumulative fraction of the total variation that can be predicted by the extracted components.
©JFractions of the NAA, Cr, Cho, Ins(Gly?), and Glc variations explained by individual principal components.

separation of CD from the rest of the data (Figures 5b and 6b).CD is
characterized by low negative PC3 scores. This plane represents
74.1% and 33.4% of the total variance of Cho and Cr,
respectively (Table V). Table VI shows that the Cr and Cho
z-scores are below —2 SD (except for one localization char-
acterized by slightly higher Cr z-score values) in CD.

Interestingly, separation of MLD and GLD form MLC is evident in
the PC1-PC5 projection plane (Figure 5¢). The signals corresponding
to glucose (Glc) and the children diagnosed with MLC are located in
the same quadrants of the loadings and score plots, respectively
(Figures 5c¢ and 6¢). This projection plane accounts for 81.0%
and 74.7% of the total variance of the Glc signal at 3.8 and
3.43 ppm, respectively (Table V). Table VI shows that MLC is charac-
terized by the Glc z-scores above 2 SD. The signal corresponding
to Ins(Gly?) and the patients diagnosed with MLD and GLD are
located in the same quadrants of the loadings and score plots,
respectively, whereas NAA is located in the opposite quadrants
(Figures 5c and 6¢). Univariate results of Ins(Gly?) and NAA levels in
MLD and GLD are mentioned earlier.

4. DISCUSSION

Although H MRS in vivo technique has proven its usefulness in
biochemical evaluation and treatment monitoring of various
pathological processes, its widespread clinical use is observed
to be limited. One of the main reasons is the fact that in large
spectral datasets, the association of changes seen in many spec-
troscopic parameters with the established clinical diagnoses
poses an interpretation challenge.

In recent years, techniques of automatic extraction of
physically meaningful patterns and factors from 'H MRS in vivo
datasets incorporating no information about the basis sets have
attracted considerable attention. Du et al. [20] demonstrated
that application of constrained nonnegative matrix factorization
in the analysis of chemical shift imaging data proved to be useful
in the detection of metabolic abnormalities typical to acute
multiple sclerosis lesions in the normal appearing white matter
revealing no biochemical disturbances according to standard
data analysis. Independent component analysis was shown to
be useful in automatic decomposition of data for the purpose
of discrimination between tumors characterized by various
grades [21]. The potential of PCA in providing features

discriminative for the metastases originating from various pri-
mary cancers has also been proven [22].

It is sometimes argued that the interpretation of the compo-
nents obtained by PCA is not always straightforward because
they represent linear combinations of several original variables
[23]. Use of independent component analysis could potentially
alleviate the problem of contribution of several metabolites
to a single component [21], but giving priority to high variance
features offered by PCA is very advantageous in case of
neurometabolic disorders. It must be emphasized that finding a
linear combination of original variables that clusters the spectra
representing a given disorder deserves further attention even if in-
terpretation of multivariate results in terms of original variables
may be problematic. From a diagnostic point of view, correct clas-
sification of cases is sometimes more important than ease of inter-
pretation. That is why the Diagnostic Support Systems are
becoming more and more popular.

Apart from utilization of PCA in the evaluation of unresolved
spectra, the technique is often applied to the quantified metab-
olite levels. The first application of the method in
neurometabolic disorders was to discriminate between controls,
lysosomal, and peroxisomal diseases based on normalized me-
tabolite levels [24]. The study demonstrated the potential of
the method in providing a simple means of intuitive visualization
of the interspectra relationships in case of small sample size (16
cases of neurometabolic disorders and five controls). In a more
recent study examining a larger number of white matter disor-
ders (including neurometabolic ones), supervised linear discrim-
inant analysis of the parameters obtained from "H MRS in vivo
and MRI was used to check the ability of differentiation between
the disorders characterized by hypomyelination, demyelination,
myelin vacuolation, and cystic degeneration [25]. As opposed
to our study, GLD and MLD were a priori grouped into a single class
referred to as “demyelination”. The same approach was also used
in the study of Bizzi et al. [3]. Because of its unsupervised nature,
PCA exploited in our study did not require any pregrouping of
cases. Our data analysis approach was also significantly different
from the methods presented in the study of Mahmoodabadi
et al. [26]. In this work, fuzzy classification of various inborn errors
of metabolism relied on a great deal of expertise spectroscopic
knowledge about metabolic abnormalities expected to be found
in these disorders. Incorporation of such detailed a priori
information was to be avoided in our work. One of the common
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features of our paper and the aforementioned ones [3,25,26] is an
attempt to construct mathematical classification models of rare
disorders as opposed to the articles presenting just single or mul-
tiple cases studies. The latter type of the papers is prevalent. As
spectroscopic abnormalities in several neurometabolic disorders
were shown to be very prominent, some of these papers will be
referenced despite lack of a “typical” control group in our study.
"H MRS in vivo is a valuable source of disease-specific or process-
specific biochemical information in neurometabolic disorders.
The examples of disease-specific abnormalities are NAA and
NAA/Cr increases in CD caused by aspartoacylase deficiency hydro-
lyzing NAA to acetate and aspartate [4,27]. The NAA level has been
shown to be decreased in various disorders characterized by
neuronal and/or axonal loss and dysfunction [28]. This metabolite
is considered to be a neuroaxonal marker, although it was also
expressed by oligodendrocytes [29]. The exact biochemical role
of NAA is not fully understood. However, it is believed to serve as
an acetyl group donor in lipid synthesis [28]. Thus, reduced
aspartoacylase activity and an increased NAA level may reflect
disturbances in normal myelination process. Indeed, decreased
lecithin and sphingomyelin content of white matter was found in
this disease [30]. This probably corresponds to low Cho observed
in the cases diagnosed with CD [4]. Another metabolite shown to
be altered in CD is Ins [31]. This metabolite is considered to be a
marker of glial cells. A high Ins level in CD corresponds to gliosis.
Interestingly, the trends in the NAA, Ins(Gly?), Cho, and Cr changes
were found to be similar in both the normalization approaches.
Twenty years ago, Kruse et al. [32] believed that Ins can play a
specific role in the pathophysiology of MLD. As more and more
spectroscopic studies were conducted, it became evident that
elevation of this metabolite is a common feature of various
leukoencephalopathies [31]. In our dataset, both MLD (two of
three cases) and GLD are characterized by the increased Ins(Gly?)
levels, as shown using two normalization approaches. Addition-
ally, the abnormal Cho levels are observed in some spectra mea-
sured from MLD and GLD. The common feature of these diseases
is demyelination, and Ins and Cho are considered to be myelin
breakdown products. In the PCA model of the spectra normal-
ized based on the absolute reference, the second principal
component seems to be especially important for differentiation
of MLD from other disorders because both Ins(Gly?) and Cho
reveal a significant contribution to this component. Additionally,
secondary neuroaxonal loss occurring in demyelinating disorders
is reflected by this component. Despite univariate differences in
the NAA, Cho, and Ins levels among three patients diagnosed with
this disease, clustering of the spectra measured from MLD along
PC2 was observed. In our analysis, this component seems to be
more diagnostically useful than individual metabolite levels.
Although no a priori information about similarity of GLD and MLD
was used in the development of PCA models, our results indicate
that the metabolic patterns obtained by 'H MRS in vivo in these
two demyelinating disorders are rather consistent. It is not possi-
ble to distinguish GLD from MLD in the PCA model of the spectra
normalized to the total intensity of main metabolites. Addition-
ally, GLD and MLD are situated quite close to each other in the
PC1-PC2 plot in the PCA model of spectra calibrated using abso-
lute reference. The findings obtained by Brockmann et al. [33] and
Zariffi et al. [34] are in agreement with our conclusions.
Development of subcortical cysts and white matter swelling
are characteristic MRI abnormalities found in MLC [2]. Although
no metabolic defect was identified in this condition, '"H MRS
in vivo proved to be useful in evaluation of this disorder. A

common finding in an abnormally appearing white matter of
the patients diagnosed with MLC is a decrease in the levels of
all evaluated metabolites leading to a complete disappearance
of the metabolite signals in the most severe course of the dis-
ease [35,36]. This effect is shown in the PCA model of the spectra
normalized based on absolute reference and could be explained
by increased water content. Changes in the residual metabolic
pattern were studied using normalization to the total intensity
of main metabolites. Considerably increased Ins(Gly?) and Cho in
several spectra acquired from children diagnosed with this
disease could be explained by gliosis and demyelination [12].
Interestingly, increased Glc levels in MLC were also shown using
this normalization. This metabolic abnormality was shown to be
characteristic of brain swelling [37].

The directions of the largest variation in the dataset are not
suitable for discrimination of EE, MC, NKH, and CDG from the
disorders belonging to group B. Of note, this is the first study
presenting the application of short TE 'H MRS in vivo to evalua-
tion of brain metabolism in EE. Grosso et al. [38] used chemical
shift imaging technique to acquire long TE spectra from basal
ganglia in this disorder. The main result of this study was Lac
increase in this brain area. Although the spectral region charac-
teristic for Lac was excluded from the main PCA analysis, we
determined Lac level from the long TE 'H MRS in vivo spectra.
We obtained that Lac does not appear in the spectra acquired
from white matter in EE. This metabolite was not shown to be
increased in MC either. When interpreting the results, one should
take into account that in MC, spatial heterogeneity of Lac and
the temporal variations of this metabolite level are observed
[11]. It can be expected that diagnostic sensitivity could be in-
creased by applying an MRI-guided technique in MRS localiza-
tion and by taking into account individual patient’s clinical
history, but for the sake of consistency of the dataset, the spectra
were acquired from the same localizations in all patients. Spatial
heterogeneity of biochemical disturbances was also observed in
CDG syndrome. Takeuchi et al. [39] found metabolic abnormali-
ties in cerebellum to be more pronounced than in parietal
white matter.

One of the major limitations of the study is a relatively small
number of cases representing the discussed neurometabolic
diseases. It must be stressed that in these diseases, the profiles
obtained by "H MRS in vivo are dependent on timing of examina-
tion relative to the disease stage and age at onset of symptoms.
Brockmann et al. [33] found significant differences in the metab-
olite levels and ratios between infantile, juvenile, and adult forms
of GLD. In mitochondrial diseases, Lac is more commonly detected
during the periods of exacerbation of symptoms [11]. However, it
should be emphasized that single cases of individual
neurometabolic disorders are described both by the authors
using traditional univariate statistics [12] and by the authors
trying to develop sophisticated classification systems [26]. Rarity
of individual neurometabolic disorders makes PCA models
constructed based on single cases valuable sources of clinically
useful information [40]. As spectra from a larger number of
neurometabolic cases are difficult to be collected in a single in-
stitution, a technique of data structure visualization was required
to be unsupervised. Natural clustering of patients in the scores plots
unbiased from any diagnostic information was paid attention to.

As spectroscopic dataset acquired from healthy, age-matched
children is not available in our institution, treating the spectra
corresponding to a disturbed metabolism (global developmental
delay, cerebral palsy, and epileptic encephalopathy) as the
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reference points in a model interpretation may result in an
incomplete understanding of the underlying pathophysiology
of the presented rare diseases. However, it must be stressed that
differentiation of these diseases from a variety of other neurolog-
ical disorders closely resembles the diagnostic problem to be
solved by many clinicians in everyday practice and is very
important from a diagnostic point of view. The primary aim of
this work was not focused on a detailed characterization of
spectroscopic abnormalities in neurometabolic disorder group
but on differentiation of these disorders from a heterogeneous
group of other neurological disorders.

Rarity of inborn errors of metabolism makes researchers study
biochemical abnormalities in the groups of patients character-
ized by wide age ranges. Van der Voorn et al. studied patients
aged from 8 months to 34years and performed correction of
the LCModel derived metabolite levels for age-related variation
[25]. However, spectroscopic data from healthy children
(especially those under 2years old) are not always available,
and it is difficult to obtain reliable models of age-related
changes. Various disorders may be characterized by different
patterns of these changes. Bizzi et al. [3] did not find interaction
between metabolite ratios and age in their group of patients
aged from 8 months to 17 years. The age was not included in
their linear discriminant analysis model. However, several
misclassifications could be explained by a lack of correction for
age-related variation. The PCA models presented in our work
show that age-related changes were not the largest source of
variability in the dataset. The directions of the largest variation
were dominated by several neurometabolic disorders (MLD,
GLD, MLC, and CD). This conclusion seems to be very important
from a practical point of view.

Although a small number of cases representing individual
neurometabolic disorders may prevent from drawing definitive
conclusions about the degree of variability of the metabolite
levels in these disorders, the overall size of the dataset (278 short
TE spectra) is one of the major strengths of the study. Automatic
analysis of this data without employment of the basis set of the
signals expected to occur in the spectra is also considered to be
of great value. It is very advantageous because the definition of
complete basis sets in metabolic disorders is not straightforward.
For example, in deficiency of complex Il of mitochondrial respira-
tory chain, the appearance of a characteristic succinate signal at
2.4 ppm can be mentioned [7]. Similarly, in galactosemia, a spe-
cific peak at 3.7 ppm corresponding to galactitol occurs [12].
These metabolites are usually not included in the standard basis
sets.

Summarizing, this work proved that 'H MRS in vivo coupled
with PCA is an efficient tool in the visualization of differences
between several neurometabolic (MLD, GLD, MLC, and CD) and
other neurological disorders. The main future direction of
research is an extension of the developed models by incorporat-
ing new cases diagnosed both with and without neurometabolic
disorders. This would enable to check the external validity of the
developed models. The final aim would be to use the created
models to predict (or narrow) the diagnosis for unknown cases.
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The primary purpose of this work was to assess long-term in vitro reproducibility
of metabolite levels measured using 'H MRS (proton magnetic resonance spec-
troscopy). The secondary purpose was to use the in vitro results for interpretation
of 'H MRS in vivo spectra acquired from patients diagnosed with Canavan disease.
"H MRS measurements were performed in the period from April 2006 to September
2010. 118 short and 116 long echo spectra were acquired from a stable phantom
during this period. Change-point analysis of the in vitro N-acetylaspartate levels
was exploited in the computation of f;, factor (ratio of the actual to the reference
N-acetylaspartate level normalized by the reciprocity principle). This coefficient
was utilized in the interpretation of in vivo spectra analyzed using absolute refer-
ence technique. The monitored time period was divided into six time intervals
based on short echo in vitro data (seven time intervals based on long echo in vitro
data) characterized by f;. coefficient ranging from 0.97 to 1.09 (based on short echo
data) and from 1.0 to 1.11 (based on long echo data). Application of this coefficient
to interpretation of in vivo spectra confirmed increased N-acetylaspartate level in
Canavan disease. Long-term monitoring of an MRS system reproducibility, allowing
for absolute referencing of metabolite levels, facilitates interpretation of metabolic
changes in white matter disorders.

PACS numbers: 87.19.1f, 87.61.Tg, 87.64.K-, 87.64.kj

Key words: magnetic resonance spectroscopy, reproducibility, Canavan disease

. INTRODUCTION

"H MRS in vivo has many important applications in the study of human brain biochemistry. In
recent years our group utilized this technique in the evaluation of metabolic changes in vari-
ous neurological disorders in children (including neurometabolic ones).(!) As neurometabolic
disorders individually are extremely rare, it was necessary to pool the data acquired during a
relatively long period of time. Thus, long-term reproducibility of the technique was of crucial
importance to provide information about its sensitivity. As it has already been shown, reproduc-
ibility depends on the quantification method used.®

a8 Corresponding author: Agnieszka Skorupa, Maria Sktodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute
of Oncology, Department of Medical Physics, Wybrzeze Armii Krajowej 15, 44-101 Gliwice, Poland; phone:
+48 32 278 80 47; fax: +48 32 278 80 71; email: askorupa@io.gliwice.pl
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"H MRS in vivo is often claimed to be a quantitative technique; however, absolute metabolite
level quantification is not straightforward. In the normal brain, water content and relaxation
properties of the water molecules are known — thus, the water signal can be used as an internal
standard in the calculations of metabolite concentrations.® In such an approach, several sources
of error (such as B1 inhomogeneity, changes in coil loading conditions, changes in hardware
performance) are eliminated; however, in the case of the diseased brain, accurate referencing
to brain water is quite complex. Because water relaxation times have been shown to change in
many neurometabolic disorders, it could be misleading to scale the metabolite levels accord-
ingly to not fully relaxed water signal, as some researchers have done in application to long
TE spectra from tumors™ or from white matter hyperintensities in the elderly.) However, T2
measurements are required to be elaborate enough to account for compartmentation of water into
several pools of different spin-spin relaxation times (in the normal brain: cerebrospinal fluid,
extra/intracellular water, myelin water).(®) Interestingly, the number of these pools may increase
in the pathologic brain.”) Apart from changes in water relaxation properties, the water content
is subject to change in many neurometabolic disorders. Although the signal corresponding to
the respective water compartments could be referenced to the signal from an external standard
located next to the patient’s head, this method is valid only under the assumption of negligible
B1 changes between these two measurement locations.®

In the absolute standard quantification technique, the in vivo metabolite levels are referenced
to the in vitro signals acquired during an independent measurements session from a phantom with
a known content located centrally in the coil. However, B1 inhomogeneity, time-dependent hard-
ware changes, and variations in coil loading conditions should be taken into consideration.®

The importance of phantom measurements has already been recognized in '"H MRS quality
control procedures devoted to establishment of reproducibility of the technique.®'3) Although
the results of these measurements cannot be directly translated to in vivo conditions, it is usu-
ally more practical to assess reproducibility under ideal conditions. Many sources of variability
inherent to in vivo measurements are eliminated using phantoms, yet time dependent changes in
the scanner performance are easier to detect in in vitro conditions. Moreover, the results from
in vitro experiments can be used to correct in vivo data for the detected instability.(>)

The primary aim of this work was to assess long-term in vitro reproducibility of metabolite
levels obtained using 'H MRS. Traditionally, results of reproducibility monitoring of MRS
systems are expressed using coefficients of variations(!%!) or are presented using traditional
control charts.('?) We propose application of a change-point analysis('*) to detect break points
when significant changes in the performance of MRS system occur. Since the phantom mea-
surements were performed as a part of quality assurance program in '"H MRS in vivo studies
of neurological disorders, the secondary aim of this work was to utilize the in vitro results in
the retrospective interpretation of in vivo data.

Il. MATERIALS AND METHODS

A. 'HMRS

'"H MRS measurements were performed over the time period from April 2006 to September
2010 on a 1.5T GE scanner (GE Healthcare, Waukesha, WI) equipped with a transmit/receive
head coil.

A.1 'H MRS in the studies of neurological disorders in children

The studied children were admitted for etiologic diagnostic evaluation (or diagnosis verifica-
tion) because of the suspicion of neurometabolic disorder due to clinical features or abnormal
laboratory results. Based on detailed metabolic and neuroimaging screening, several patients
were diagnosed with neurometabolic disorders.(!) In this work we present the results obtained
from two children diagnosed with Canavan disease (case 1 aged 8 months and case 2 aged
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18 months) and 46 children (median age: 24 months, age range: 2—47 months) diagnosed with
other neurological disorders (epilepsy, developmental delay, and cerebral palsy).

Both water suppressed and water unsuppressed spectra were recorded. The acquisition
parameters were as follows: TE 35 and 144 ms, TR 1500 ms, volume of interest: 8 ml, band-
width 2500 Hz, samples 2048, number of signal averages: 128 (for water suppressed spectra)
and 16 (for water unsuppressed ones), localization sequence: PRESS. We intended to measure
six spectra for each TE from the volumes of interest located bilaterally in the frontal, periven-
tricular (laterally to the ventricles) and in parieto-occipital areas. Due to motion of the patients
and time constraints, the number of brain localizations examined was reduced in some patients.
This number ranged from one to six for each TE. The spectra measured from all localizations
were pooled in the analysis.

LCModel software analyzes '"H MRS in vivo spectra as linear combinations of individual
metabolites in vitro spectra (basis set).(!>) The basis set used in this work was measured at
another site and was provided with the software. We focused on the N-acetylaspartate (NAA)
level determined separately for short and long TE using absolute standard calibration. In this

method, the measured in vivo spectra are multiplied by f_ . factor:

f\"(’ale :‘fn‘a ’ ‘fgain ’ ‘fmlib ’ ‘fl (1)

A

' 14
The coefficient f, = 107 (where TG denotes transmitter gain) is related to the prin-
ciple of reciprocity (higher coil loading requires higher TG for 90° excitation which results in

a lower signal intensity received from the same number of protons) and is used for coil loading
correction.(!%17) TG was set automatically during preset procedures.

Rl
. (6-5)+(30-R2) . .
The coefficient f,, =2 2 (where R1 and R2 denote digital and analogue receiver
gains, respectively) is used for receiver gain correction.

true

The coefficient /., = —— (where ¢, denotes true metabolite concentration in the phan-

true
tom, while ¢, = denotes the Thetabolite level output by LCModel (adjusted for the voxel size,
TG — using f, . Rl and R2 — using f, .)) is used to correct for scaling differences between
the basis set and in vivo data. According to the LCModel manual, NAA was dissolved in the
standard solvent (1 mM TSP, 72 mM K,HPO,, 28 mM KH,PO,, 200 mM sodium formate,
1g/L NaN,) and a reference spectrum was measured from the phantom located centrally in the
coil.'® This measurement was performed on 16 November 2007.

The coefficient f;, accounts for changes in the temporal setup of the scanner. This coefficient
may change suddenly (for example, after breakdown of the system, after replacement of hardware
parts, after parameters readjustment) or gradually (for example, as hardware parts wear down).
Determination of £, factor is described in Material and Methods section A.2 below.

V' denotes voxel size.

No correction for T1 metabolite relaxation and for differences between in vivo and in vitro
relaxation times was performed in the absolute reference technique.

Since water signal intensity is susceptible to pathological white matter changes, the NAA
levels obtained with a water scaling technique are presented to show the shortcomings of using
nonfully relaxed water signal as a reference in neurometabolic disorders. In this technique the

measured spectra are multiplied by f__ . factor according to the equation:('®

Area 2-Conc  -ATT

Jocae = NIHMET - Conc,, Area @)

ot water
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where Area,,, and Conc,,,, are the observed resonance areas and concentrations of the selected
singlet in the basis set (by default, corresponding to the methyl (CH;) groups of creatine);
NIHMET is the number of equivalent protons contributing to this singlet; and 4rea,,,, .,
Conc,,,,,and ATT,  are the observed resonance areas, concentration (35.8 M) and attenua-
tion factor of water signal due to transverse relaxation with T2 = 80 ms. Of note, the assumed
values for Conc_, . and ATT_  relate to normal adult brain, and accurate values were not
determined individually for each patient. No correction for T1 metabolite and water relaxation
and for differences between in vivo and in vitro metabolite relaxation times was performed in
water scaling technique.

The results obtained for Canavan disease were compared to those obtained in other neuro-

logical disorders by means of z-scores computed according to the formula:

z = m-= mmean (3)

where m denotes the NAA level observed in Canavan disease, m,,,,, denotes the mean NAA
level obtained in other neurological disorders, and m  denotes standard deviation of the NAA
level in other neurological disorders. To minimize the influence of age-dependent NA A changes,
the z-scores for case 1 were calculated using the mean and standard deviation computed for
children aged from 2 to 12 months, while the z-scores for case 2 were obtained using the mean
and standard deviation computed for children aged from 12 to 24 months. Differences character-
ized by the z-scores lower than -2.0 SD or higher than 2.0 SD were considered to be statistically
significant. Age-matching was mandatory because age-related variation is an important source
of the total variance in MRS studies in young children.(19-20)

Direct comparison of NAA levels between CD and other neurological disorders is motivated
by uniqueness of NAA changes observed in CD. While most pathological conditions (such as
ischemia, brain injury, brain cancer or multiple sclerosis) are characterized by decreased NAA
or NAA-to-Cr ratio, CD involves accumulation of NAA in the brain.2!) Although comparison
of the NAA levels in CD to those observed in healthy children would provide a better insight
into the pathophysiology of CD, spectroscopic datasets acquired from healthy, age-matched
children are difficult to obtain due to ethical reasons.

A.2 Determination of the coefficient f,

A standard spherical brain phantom provided by the manufacturer was used for long-term
reproducibility studies. The phantom contains: 12.5 mM NAA, 10 mM creatine (Cr), 3 mM
choline (Cho), 7.5 mM myo-inositol (Ins), 12.5 mM glutamine (Glu), 5 mM lactate, 50 mM
KH,PO,, 12.5 mM NaOH, 0.1% NaN,, Iml/L magnevist.

The spectra were acquired using similar acquisition parameters as for in vivo studies. The
only difference refers to the number of signal averages: 64 for water suppressed spectra, and
8 for water unsuppressed ones. The spectra were acquired from the center of the phantom
located in the scanner isocenter. The median time interval between the in vitro measurements
was eight days (time interval range: 2-90 days). The total number of short TE measurements
was 118 and the total number of long TE measurements was 116. The room temperature was
controlled before '"H MRS in vitro studies (24° + 1.5°C). The signal-to-noise ratios (SNRs) for
metabolites were estimated by taking the ratio of the peak amplitude to the standard deviation
of a metabolite free region of the spectrum.

The NAA in vitro metabolite levels output by LCModel (corrected for voxel size, TG, R1 and
R2, and obtained using f_ ., = 1) were subjected to change-point analysis to identify break points
when the shifts in the phantom metabolite levels occurred.(!¥) This method uses cumulative sum
control charts and bootstrapping to detect changes in mean values (10000 bootstrap samples were
applied in this work). Mean square error estimator was employed to estimate when the change
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has occurred. After detection of a change, the data are broken into two parts, one each side of
the change-point, and the analysis is repeated for each segment. The procedure continues until
no break point is detected. The changes found on a first pass through the data are referred to as
level 1 changes, the changes found on a second pass through the data are referred to as level 2
changes, and so forth. The level number indicates the importance of a change. Theoretically,
only the data from the previous change and up to the next change should be used in detection
of a break point. Changes detected early in the above procedure are most likely to be biased.
Therefore, when the set of break points is found, they are reestimated using only surrounding
data and changes identified as statistically insignificant are discarded.

On the basis of a change-point analysis, the monitored time period was divided into several
time intervals characterized by different coefficients f;.computed as the ratios of the NAA level
in the interval encompassing November 16, 2007 (determination of f, ,..) to the NAA level in
the specific time interval.

To rule out possible instability in NAA concentration in the phantom, a similar phantom
containing 12.5 mM NAA dissolved in the same solvent as in the original one was prepared.
'"H MRS spectrum (TE 35 ms, TR 1500 ms) was measured from this phantom just after its
preparation, and the results were compared to those obtained with the phantom provided by
the manufacturer. The NAA stability in the latter phantom was assumed to be evidenced by
similarity of the levels of this metabolite in these two phantoms. These comparative measure-
ments were performed on 24 October 2010.

Change-point analysis was applied to the NAA in vitro levels because of the highest SNR of
this metabolite. However, temporal variation of Cr and Cho was also evaluated and characterized
by the coefficients of variations (CV, ratios of standard deviation to the mean). Additionally,
variation coefficients of the water-scaled NAA, Cr, and Cho levels are also presented.

lll. RESULTS

Figure 1 presents the NAA levels obtained using water scaling and absolute standard calibration
(assuming f;,= 1) in the studied neurological disorders. It is evident that the water-scaled NAA
levels determined from short TE spectra are increased in both cases of Canavan disease (z-scores
above 2 SD, Fig. 1(a)). However, the water-scaled NAA levels determined from long TE spectra
in this disorder fall within the range corresponding to other neurological disorders (z-scores
from 0.41 to 1.20 SD, Fig. 1(b)). Relaxation changes are expected to be responsible for these
contradicting results. To eliminate the confounding effect of water relaxation changes the NAA
levels determined based on the absolute standard calibration should be considered. Figures 1(c)
and 1(d) show that the NAA z-scores for case 1 are above 2 SD both in short (z-scores from 5.8
to 7.6 SD) and long TE spectra (z-scores from 6.0 to 7.9 SD). The difference between the NAA
levels determined from two short TE spectra in case 2 and the NAA levels measured in other
neurological disorders is slightly below the border value for statistical significance (z-scores
around 1.9 SD). The remaining short and long TE spectra reveal NAA z-scores above 2 SD in
this case (z-scores from 2.1 to 3.5 SD in short TE spectra and from 2.3 to 3.0 SD in long TE
spectra). However, reliable quantification of NAA levels based on the absolute standard method
requires careful analysis of scanner performance reproducibility.

Comparison of the in vitro reproducibility of metabolite levels corrected for TG, R1, and R2
with the results of water-scaling technique is presented in Fig. 2. The coefficients of variation
and the SNR parameters for NAA, Cho, and Cr are given in Table 1. The variation coefficients of
metabolite concentrations corrected for TG, R1, and R2 vary from 5.41% to 5.96% for short TE
spectra and from 4.84% to 6.19% for long TE spectra. The variation coefficients of metabolite
concentrations obtained with the use of a water-scaling technique fall within the range from
1.86% to 2.8% for short TE spectra and from 2.32% to 4.61% for long TE spectra.
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Fig. 1. Water-scaled NAA levels obtained from short TE 'H MRS in vivo spectra (a), water-scaled NAA levels obtained
from long TE 'H MRS in vivo spectra (b), NAA levels determined based on absolute standard (before application of fr
coefficient) from short TE '"H MRS in vivo spectra (c), and NAA levels determined based on absolute standard (before
application of f, coefficient) from long TE 'H MRS in vivo spectra (d). Full triangles represent two cases diagnosed with
Canavan disease, open triangles represent patients diagnosed with other neurological disorders, dashed lines indicate the
threshold of ‘mean +2 SD’ computed separately for patients aged 2—12 months and 12-24 months. The NAA concentra-
tions were not corrected for relaxation and are expressed in institutional units.

Figure 3 shows the relationship between CV and SNR for the evaluated metabolites. Bl
inhomogeneity, the variations in coil loading conditions, as well as in hardware performance,
do not influence metabolite levels determined with the use of water-scaling technique and a
lower limit of reproducibility obtained in this method is set by SNR. We therefore expect CV of

0,
OO}?. Of note, statistically significant relationship (CV = W + 1.2, p<0.01) was
found between CV and SNR in water-scaling technique. As expected, variability of metabolite
levels corrected for TG, R1, and R2 is caused also by some different sources of error than noise
in the spectra.

The measurements performed on October 24, 2010 confirmed the NAA stability in the
phantom (the difference between the NAA levels obtained with two comparative measurements
was 0.5%). Due to the highest SNR (Table 1), this metabolite was subjected to change-point
analysis.

Tables 2 and 3 present values of f;. coefficients obtained from change-point analysis of short
and long TE data. Both sets of data indicate that the most important change occurred around
October 30, 2007 (f,. changed from 1.08 to 1.0). This change was detected on the first pass
through the data and is described by a relatively narrow confidence interval. The change around
July 23, 2008 detected in short TE data and the change around May 28, 2008 detected in long
TE data are characterized by wide overlapping confidence intervals and cannot be accurately
pinpointed. However, the magnitudes of these changes are lower than of that for October 30,
2007. The confidence intervals for three subsequent change-points determined from short and
long TE data also overlap, suggesting agreement between these two datasets. However, in the
long TE data, a change around October 19, 2006 was detected which was not found in the short
TE data. This change is, however, characterized by a wide confidence interval.

at least

Journal of Applied Clinical Medical Physics, Vol. 15, No. 3, 2014

61



Skorupa et al.: Reproducibility monitoring of an MR spectroscopy system

329
a) 12
vl 3% e
B L]
o ©
Broccodim o 58, 3 .
O,
1.0 "’3’ é’&o o o‘ e 56. %o &
Qoo & ) )
SRR S
e o o os
o ®e o° N
£ 09 w® %o 3
(8} . i d
o L]
0.8 o
o
0.7
05/09/05  10/10/06  14/11/07  18/12/08  22/01/10  26/02/11
24/03/06  28/04/07  01/06/08  06/07/09  10/08/10
date
c) 12
141 o
L3 (e} o
o =
LR AT PR L
1.0 o .o%ﬁ o o L 309
- g4
Qf?;. T3 )
= 09 ) 0. o5 %
o °c)
-*
®
0.8
0.7 ®
05/09/05  10/10/06  14/11/07  18/12/08  22/01/10  26/02/11
24/03/06  28/04/07  01/06/08  06/07/09  10/08/10
date
e) 12
11
TR T
1.0 o ¢ .o ) & o o 5..
B L) ° ) L 4 o
o
LR S R R
©"oce 9 <
0.9 &
z e X
L]
0.8
0.7
05/09/05  10/10/06  14/11/07  18/12/08  22/01/10  26/02/11
24/03/06  28/04/07  01/06/08  06/07/09  10/08/10
date

b)

Cho

d)

Cr

f)

NAA

329

1.2
o
11 Ope ©
000 000 ° % o
L) L
.“h@ % o F) Oe
1.0 % Q b !y &
SIS ey k&
(5} o s () 00 Je ©
0.9 d .
o
0.8 o
0.7
05/09/05  10/10/06  14/11/07  18/12/08  22/01/10  26/02/11
24/03/06 28/04/07 01/06/08 06/07/09 10/08/10
date
1.2
14 ° .
. o °b§°
o
0] RPN R s X 3
Citati AT SR LR S
L]
o °
0.9 2
o
L]
0.8
0.7
05/09/05  10/10/06  14/11/07  18/12/08  22/01110  26/02/11
24/03/06 28/04/07 01/06/08 06/07/09 10/08/10
date
1.2
141
o
2, @ ° &)000 o _O®
10 af e L
o 9> X o ® o e © o
0.9 °
0.8
0.7
05/09/05 10/10/06 14/11/07 18/12/08 22/01/10 26/02/11
24/03/06  28/04/07  01/06/08  06/07/09  10/08/10
date

FiG. 2. Temporal variability of metabolite levels obtained from "H MRS in vitro measurements: Cho (a), Cr (¢), and NAA
(e) in vitro levels corrected for TG, R1, and R2; and Cho (b), Cr (d), and NAA (f) in vitro levels obtained using a water-
scaling technique. Dots represent short TE data, while circles represent long TE data. The metabolite levels are expressed
relative to their mean levels in the period from April 2006 to September 2010.

TasLe 1. CVs and SNRs for the Cho, NAA, and Cr levels obtained from in vitro studies.

cv cv
SNR of Metabolite Levels of Water Scaled
Metabolite TE (mean + Corrected for TG, R1, R2 Metabolite Levels
(ms) standard deviation) (%) (%)
Cho 35 54+7 5.83 2.8
144 33+6 6.19 4.61
35 144+20 5.41 1.86
NAA 144 11014 5.03 2.32
Cr 35 85+11 5.96 2.73
144 62+11 4.84 2.73
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SNR
Fic. 3. Relationship between CV and SNR for NAA, Cho, and Cr in vitro levels. Dots represent data corrected for TG,
R1, and R2 and triangles represent data obtained using water-scaling technique. Both short and long TE in vitro data are

106.
included (Table 1). Statistically significant relationship (CV = 1065 + 1.2, p <0.01) was found between CV and SNR
in water-scaling technique. SNR

TaBLE 2. The coefficients ft obtained from a change-point analysis of in vitro NAA levels corrected for TG, R1, and
R2 (short TE data) in the period from April 2006 to September 2010.

Confidence Level Change Change
Change-point Confidence Interval (%) From To Level
30 Oct 2007 10 Oct 2007—-12 Dec 2007 100 1.08 10 1
(2.1 months)
23 Jul 2008 3 Dee 2007 = 26 Nov 2008 94 1.0 1.03 6
(11.9 months)
19 Dec 2008 20 Nov 2008 —20 Apr 2009 100 1.03 1.09 7
(5 months)
10 Dec 2009 23 Sep 2009 ~ 22 Dec 2009 100 1.09 0.97 8
(3 months)
17 Feb 2010 — 6 Jul 2010
22 Jun 2010 (4.6 months) 95 0.97 1.06 6

TasLE 3. The coefficients f; obtained from a change-point analysis of in vitro NAA levels corrected for TG, R1, and
R2 (long TE data) in the period from April 2006 to September 2010.

Confidence Level Change Change
Change-point Confidence Interval (%) From To Level
27 Jul 2006 — 4 Apr 2007
19 Oct 2006 (8.4 months) 98 1.11 1.08 6
30 Oct 2007 24 Oct 2007 — 19 Dec 2007 100 108 10 |
(1.9 months)
12 Dec 2007 — 26 Nov 2008
28 May 2008 (117 months) 96 1.0 1.03 5
10 Dec 2008 24 Sep 2008 — 17 Jan 2009 99 1.03 1.08 5
(3.8 months)
23 Sep 2009 — 4 Jan 2010
10 Dec 2009 (3.4 months) 100 1.08 1.0 5
6 Jul 2010 4 Jan 2010 — 18 Aug 2010 9 10 1.06 4

(7.5 months)
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Summarizing, the monitored time period was divided into six time intervals based on short
TE data (seven time intervals based on long TE data) characterized by f. coefficient ranging
from 0.97 to 1.09 (based on short TE data) and from 1.0 to 1.11 (based on long TE data).

Tables 4 and 5 present the number of patients studied in the particular time periods determined
from the change-point analysis. As seen from these tables, the majority of the older group of
patients (aged 12—24 months) diagnosed with other neurological disorders were examined in
the time periods characterized by higher scanner sensitivity than during the period covering
case 2 examination. After application of f;. correction factors determined from change-point
analysis of short TE in vitro data, all the NAA z-scores for case 2 exceed the threshold of 2 SD
(z-scores from 2.27 to 4 SD for short TE data and from 2.9 to 3.6 SD for long TE data). The
corrected z-scores for case 1 fall within the range from 6.0 to 7.9 SD for short TE and from 6.0
to 8.0 SD for long TE data. Similar results are obtained when the correction factors determined
from long TE in vitro data are applied.

TaBLE 4. Distribution of examinations of patients diagnosed with Canavan disease and other neurological disorders
among time periods determined from change-point analysis of short TE in vitro data.

Examinations of Patients Diagnosed with:

Canavan Disease Other Neurological Disorders
Time Period Ir Case 1 Case 2 Aged 2-12 months Aged 12-24 months
3 Apr 06 - 30 Oct 07 1.08 + 6 6
31 Oct 07 —23 Jul 08 1.0 + 5 2
24 Jul 08 — 19 Dec 08 1.03 1 -
20 Dec 08 — 10 Dec 09 1.09 2 1

TaBLE 5. Distribution of examinations of patients diagnosed with Canavan disease and other neurological disorders
among time periods determined from change-point analysis of long TE in vitro data.

Examinations of Patients Diagnosed with:

Canavan Disease Other Neurological Disorders
Time Period Ir Case 1 Case 2 Aged 2-12 months Aged 12-24 months

3 Apr 06 -19 Oct 06 1.11 1 -
20 Oct 06 — 30 Oct 07 1.08 + 5 6
31 Oct 07 — 28 May 08 1.0 + 3 2
29 May 08 — 10 Dec 08 1.03 3 -
11 Dec 08 — 10 Dec 09 1.08 2 1
IV. DISCUSSION

Canavan disease is a rare form of leukodystrophy caused by a deficiency of aspartoacylase — an
enzyme hydrolyzing NAA to acetate and aspartate. This metabolic defect leads to accumulation
of NAA in plasma, urine, and brain. As NAA is the most prominent signal in '"H MRS in vivo
spectra of the normal brain, this method is believed to provide useful diagnostic information in
this condition. The high NAA-to-Cr or NAA-to-Cho ratios are widely documented metabolic
spectroscopic findings in this disease.(*>23) However, the results of absolute NAA quantification
should be interpreted with caution. The concentration of NAA measured using '"H MRS with
respect to the wet weight of brain tissue or to the brain volume is expected to be underestimated
due to reduced cellularity and increased water content observed in this disease. Both normal®)
and increased®? NAA concentrations were reported in Canavan disease using fully relaxed water
signal as an internal standard. In our work, interpretation of water-scaled metabolite levels is
even more difficult due to lack of relaxation corrections. Of note, these corrections are rarely

Journal of Applied Clinical Medical Physics, Vol. 15, No. 3, 2014

64



332 Skorupa et al.: Reproducibility monitoring of an MR spectroscopy system 332

performed in a routine clinical practice. Since long TE spectra are more vulnerable to changes
in T2 relaxation times than short TE ones, we observed that the NAA level obtained from
long TE spectra in Canavan disease falls within the range corresponding to other neurological
disorders. The NAA level obtained by means of absolute reference technique was found to be
increased both in short and long TE spectra. However, reliability of metabolite concentrations
obtained using this technique depends on the location-dependent coil B1 variability, adequate
loading correction, and adjustment for temporal changes in the scanner performance.

According to LCModel manual, automatically determined TG can be used for computation
of absolute metabolite concentrations at GE 1.5 T scanner.(!®) This parameter is widely used
for coil load correction,?*2% but it does not account for local B1 inhomogeneities. The location
dependent B1 variability is especially problematic in the analysis of interregional metabolic
differences. In this study, the spectra acquired from several white matter localizations were
pooled in the analysis to assess global — rather than location-specific — metabolic changes
in CD, so incorporation of Bl inhomogeneity correction was not a critical step in our work.
Similarly, Hajek et al.,'? Schirmer and Auer,('”) and Brooks et al.®®) did not consider Bl
inhomogeneity corrections in their studies devoted to evaluation of reproducibility of absolute
reference technique at 1.5 T. However, fitting of the localized signal to the flip angle variation
around 90° to account both for loading effects and B1 inhomogeneities would increase the
precision of absolute reference technique and should be considered as a valuable modification
of the methods presented in our work.(2627)

The most critical point in our work was to use the in vitro measurements to ensure that the
in vivo NAA increase observed in two cases of Canavan disease represents true pathology and
is not hardware related. Similarly, Soreni et al.(!*) used phantom measurements to rule out the
risk that systematic variation due to scanner performance accounts for the changes observed
in repeated measurements of striatal NAA levels. Long-term monitoring of scanner stability
over a one-year period made it possible to increase the precision of in vivo metabolite levels
normalized based upon the principle of reciprocity by about 4% in the study of Hajek et al.(!?)
Breakdown of MR system and replacement of the coil and preamplifier were reported to be
associated with the most significant changes in f; in the Hajek study (up to around 50%). In our
work, long-term variation was considerably lower. Despite longer time of scanner evaluation,
neither head coil nor the preamplifier was replaced during this period. We could tentatively
correlate the change-point around October 19, 2006 (seen only in long TE data) with the only
breakdown of the system in the monitored period, and the change-point around October 10,
2008 with the system upgrade. It is also possible that some change-points (for example around
October 30, 2007) were influenced to some degree by service engineers’ interventions. However,
precise correlation of the changes observed in our in vitro spectroscopic measurements with the
actual changes in hardware performance would require more elaborated and time-consuming
quality control procedures performed in parallel with the presented ones.*® Although service
engineers usually check the performance of MRI systems during the routine visits, Sobol et
al.?” found that 80% of the independently evaluated systems revealed deficiencies affecting
image quality. Moreover, engineers are mainly focused on obtaining agreement with specified
parameters, while the user may wish to observe any drifts in the scanner performance affecting
absolute quantification. Although there were not many ‘natural’ break points in our study (no
hardware parts replacement and only one breakdown of the system), change-point analysis was
successful in detection of subtle changes. Time-dependent shifts in the in vitro NAA levels are
sensitive, although not specific, indicators of changes affecting directly absolute metabolite
quantification such as resonance frequency, flip angles, coil tuning, loading correction, gradient
calibration, and receiver gain settings. Since all of these factors are important in metabolite
quantification, periodical monitoring of scanner reproducibility presented in our work should
facilitate this task and is well-suited for a busy clinical scanner. Although traditional control
charts are preferred for online assessment of metabolite levels change-point analysis is better
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suited for analysis of historical data.(!¥) Thus, application of this technique for retrospective
analysis of large datasets collected during several years is fully justified.

Although phantom measurements cannot reproduce conditions encountered in in vivo stud-
ies, they constitute a valuable source of information about the best possible reproducibility.
Schirmer and Auer{'” measured short TE spectra from a brain phantom twice a week over
a period of 13 months. Their coefficients of variation for the NAA, Cho, and Cr concentra-
tions obtained based on the principle of reciprocity were 3.3%, 3.8%, and 4%, respectively.
Simmons et al.!') evaluated variability in metabolite concentrations obtained from long TE
spectra scaled to water over a period of two years and found that the coefficients of variation
for NAA, Cho, and Cr were 1.5%, 2.4%, and 1.5%, respectively. Comparing these findings
with ours, it should be emphasized that the results of reproducibility measurements are highly
scanner-specific and depend also on the acquisition parameters influencing SNR (for example,
both Schirmer and Simmons studies used higher number of spectra averages; furthermore, the
Simmons study applied longer TR).

V. CONCLUSIONS

This work presents the usefulness of long-term in vitro MR system reproducibility monitor-
ing in interpretation of in vivo results in rare white matter disorders. This is the first report of
combining unsupervised change-point detection technique with spectroscopic phantom mea-
surements in quality control of an MRS system. Taking technical complexity of MRS systems
into account, application of powerful unsupervised techniques facilitates absolute quantification
of metabolites.
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11 Zalacznik: zastosowanie metody'H MRS in vivo oraz
wielowymiarowych technik analizy danych w ocenie
niejednorodnosci metabolicznej mézgowia

11.1 Wskp

Badania metabolizmu odrywsjcoraz weksz rolg w rozpoznawaniu choréb
neurologicznych oraz w monitorowaniu efektow terdgeznych [56]. Wyznaczenie
profili metabolicznych rénych lokalizacji anatomicznych w zdrowym mdzgowastj
konieczne dla pelnego zrozumienia zabarzg@ochemicznych wyspujacych w
stanach chorobowych. Liczne prace potwierdzity edeprodné poziomow
metabolitbw wyznaczanych przy pomocy techniki MRS in vivo w osrodkowym
uktadzie nerwowym [57-60]. Zastosowane w tych pcacgdnowymiarowe metody
analizy (np. ANOVA) nie s jednak efektywne w wizualizacji zaieosci micdzy
réznymi obszarami anatomicznymi orazeglry metabolitami.

Chocia metody rozpoznawania wzorcOw soraz czsciej wykorzystywane w
analizie widm'H MRS in vivo charakteryzujcych procesy patologiczne [61,62], w
pismiennictwie nie zostalo do tej pory opisane zast@sve tych technik w
rozr&nieniu widm zarejestrowanych z ardych lokalizacji anatomicznych moézgu u
zdrowych ochotnikéw. Uzupelnigym celem niniejszej pracy doktorskiej byto
sprawdzenie skuteczém wielowymiarowych metod redukcji wymiaru danych w

ocenie niejednorodioi metabolicznej moézgowia.

11.2 Materialy i metody

11.2.1 Grupa badana
Grupe badan stanowito 71 zdrowych ochotnikow (28¢atzyzn i 43 kobiety,
zakres wieku: 18-36 lat, mediana wieku: 26 lat)h@nicy ci brali udziat w dwdch
oddzielnych projektach badawczych prowadzonych wt@en Onkologii - Instytucie
im. Marii Sktodowskiej — Curie w Gliwicach:
» projekt | — charakterystyka metaboliczna istoty tdjia(czotowej i
potylicznej)
» projekt Il — charakterystyka metaboliczna czotowgépty szarej, potylicznej
istoty szarej, hipokampa, wzgorzader podstawnych, robaka dudiku i

mostu.
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11.2.2 Badania@H MRS in vivo

Widma'H MRSin vivo zarejestrowano przyzyciu skanera Philips Achieva 3T
wyposaonego w cewk nadawcg BODY oraz 8-kanatow cewlk: odbiorcz SENSE.
W projekcie | obszary zainteresowania lokalizow#ryey na podstawie obrazéw T2-
zaleenych rejestrowanych w ptaszezye porzecznej, strzatkowej i czotowej (Turbo
Spin Echo, TR = 2830 ms, TE = 80 msgt kdchylenia namagnesowania 90°, griébo
warstwy 5 mm, rozdzielcZé w ptaszczynie obrazowania 0.45 x 0.45 mm). W
projekcie Il lokalizacja prowadzona byta na podséawbrazéw T1-zalmych (3D
Turbo Field Echo, TR = 9 ms, TE = 4,6 msat bdchylenia namagnesowania 10°,
rozdzielczé¢ = 1x1x1 mm). Rysunek 4 przedstawia obszary zastavania
wymienione w punkcie 11.2.1 wraz z inform@aoj wymiarach tych obszarow. Widma z
okolic czotowej i potylicznej istoty biatej mierzorobustronnie.

Widma'H MRSin vivo rejestrowano przy nagiujacych parametrach: TE = 31
ms, TR = 2000 ms, liczbarednier sygnatu 64 (dla wokseli o ajtpsci 8 ml) lub 128
(dla wokseli o ohjtosci 4,6 — 7 ml), sekwencja lokalizacyjna PRESS. h&zvidm
zarejestrowanych u kdego ochotnika wynosita od 1 do 7, a catkowitadaavidm

wynosita 327.

Rysunek 4. Lokalizacja objetdci spektroskopowych: (a) czotowa istota biata [FWM
(Frontal White Matter), 2 x 2 x 2 cm], (b) potyliczna istota biata [OWM(Occipital White

Matter), 2 x 2 x 2 cm], (c) czotowa istota szara [FGM~fontal Grey Matter), 2 x 2 x 2 cm],

(d) potyliczna istota szara [OGM (Qccipital Grey Matter), 2 x 2 x 2 cm), (e) wzgorze [T
(Thalamus), 2 x 1.75 x 1.75 cm], (f)adra podstawne [BG Basal Ganglia), 2 x 2 x 1.75 cm],
(g) most [P (Pons), 1.5 x 1.75 x 1.75 cm], (h) rdban6zdzku [CV (Cerebellar Vermis), 1.5

x 1.75 x 1.75 cm], (i) hipokamp [H (Hippocampus)@3 x 1.5 x 1.5 cm].
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11.2.3 Analiza danych'H MRS in vivo

W celu wyznaczenia offpsciowych frakcji istoty szarej @), istoty biatej
(fwm) oraz ptynu mozgowo-rdzeniowegocéf) w wokselach spektroskopowych
przeprowadzono segmentag)brazéw anatomicznych przy pomocy oprogramowania
SPM8 [63] i BIU [64].

Aby sprawdzt zasadn&c tagczenia danych zarejestrowanych w projektach | i I,
dla podgrupy 17 ochotnikéw bigrych udziat w badaniu Il zarejestrowano zaréwno
obrazy T1-zalene o wysokie] rozdzielczeoi, jak i obrazy T2-zalme w trzech
ptaszczyznach. Uzyskano zadowatgj zgodnd¢ migedzy obgtosciows frakcja istoty

biatle] wyznaczog na podstawie obrazéw T1-zatgch (fym 1) oraz T2-zalénych

(fwm, 12) : fmr2 = 109Ky 74 (wspotczynnik korelacji r = 0.93).

Poziomy metabolitow zostaty wyznaczone z wykorzysian oprogramowania
LCModel metod skalowania do niettumionego sygnatu wody [12]. Bidm *H MRS
in vivo zarejestrowanych z lokalizacji czotowych, potyhgezh oraz z hipokampa

zastosowano wzor:

Coe:=S, [ fom [Rom WDew + fum TR (WD + fesr [Resr WDesr) E 2 [Cy, (1)
met °
(1= fese) Biizo Ninet

gdzie: S, Si20, Nmes G20, WD; o0znacza: intensywndé¢ integral sygnatu

metabolitu, intensywrig integralm sygnatu wody niettumionej, liczbprotonéw w
czasteczce metabolitu, gstenie wody 55.5 M oraz zawagtowody w kompartmencie i
[i = istota biata (WM), istota szara (GM) lub ptymbzgowo-rdzeniowy (CSF)]. Cztony
Ri s3 wspotczynnikami korekcyjnymi ze wzglu na niepetp relaksagj sygnatu wody
w kompartmencie i:
R = exp(—l—f) Eﬂl—exp(—l—f) ] @

gdzie T; oraz T; oznaczg czasy relaksacji podimej i poprzecznej wody w
kompartmencie i. W zwiku z tym,ze nie przeprowadzono korekcji ze wadl na
niepetry relaksagi metabolitow, obliczone poziomy zyzkéw $ wyrazone w
jednostkach arbitralnych (i.u.).

Poziomy metabolitow we wzgbrzu, Koie, robaku madzku i jadrach
podstawnych zostaty wyznaczone z uwdglieniem podziatu objosci obszaru
spektroskopowego na: tkanknozgows (bez podziatu na istetszag i bialg) i ptyn

mozgowo-rdzeniowy.
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W tabeli 3 przedstawiono literaturowe waribczasow relaksacji oraze¢genia
wody w rozpatrywanych lokalizacjach mézgowych.

Lokalizacja anatomiczna T2 [ms] T1[ms] WD [%)]

FWM 749 933° 68.4™
OWM 80@ 10219 72,7V
FGM 104%  1609®  77.8"
OGM og®@ 16429  78.3"
H 1007  169%Y  82.d"
TWM 790 1000®  72.3"
P 67 1150  73.2"
CcV 80 16269  77.9"
T 76 115¢"  82.8"
BG 71® 1408"” 80.6"
CSF 5009 41649 97.d"

Tabela 3. Wartcsci czasow relaksacji (T1, T2) oraz stenia wody (WD) dla r&nych
lokalizacji anatomicznych.® Wansapura i wsp. (65),”) Wang i wsp. (66), Deelchand i
wsp. (67), Piechnik i wsp. (68),) Abbas i wsp. 2014 (69) Ethofer i wsp. (70),© Lin i
wsp. (71),"Abbas i wsp. 2015 (72).

Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FWM — czolowastota biata, OWM — potyliczna
istota biata, FGM — czotowa istota szara, OGM — pgticzna istota szara, T — wzgoérze, BG
— jadra podstawne, P — most, CV — robak madzku, H — hipokamp.

Czasy relaksacji i zawarté¢ wody w skroniowej istocie biatej [TWM (temporal white
matter)] zostaty wykorzystane do wyznaczenia pozioméw rredtolitdw w hipokampie.

* Zalozono, ze wartosé¢ czasu T1 dla robaka maédzku odpowiada sredniej wartosci T1 z
obszarow czotowej, potylicznej i ciemieniowej istgtszare.

** Zalo zono, ze warto§¢ czasu T1 dla obszaru gder podstawnych odpowiadasredniej
wartosci T1 gtowy jadra ogoniastego, gatki bladej oraz skorupy.

Dla lokalizacji czotowe] i potyliczne] wyznaczonoaleznosci miedzy

—_ fGM

poziomami metabolitdw a znormalizowgfrakcijg istoty szare fomrer = w

fGM + fWM
objetosciach pomiarowych metad regresji liniowej. Chocia pomiar pozioméw
metabolitow w obszarach zawiggeych 100% istoty biatej lub 100% istoty szarej jest
utrudniony z powodu niskiej rozdzielcm przestrzennej metodiH MRS in vivo,
wartasci te zostaty oszacowane na podstawie ekstrapalgeimaczonych zaimosci.
Analizie wielowymiarowej (PCA, PLS-DA) zostaty paalte zarowno poziomy
metabolitbw wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel, jak i nierozdzielne
widma. Obrébka danych przed zastosowaniem techiglowymiarowych w analizie
nierozdzielnych widm obejmowata: korekcpraddéw wirowych, dopetnienie sygnatu

swobodnej precesji zeramar{(g zero-filling, usuné¢cie resztkowego sygnatu wody
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metody HSVD (ang. Hankel Singular Value Decompositjon eksponencjain
apodyzagj 2 Hz, eczmg korekcg fazy zerowego i pierwszegoedu. Obrébka ta zostata
przeprowadzona przyzyciu programéw jMRUI [74] i Specalign [75]. Nierozielone
widma zostaly wyskalowane do niettumionego piku wad sposob analogiczny do

skalowania pozioméw metabolitow wyznaczonych prasnpcy programu LCModel.

11.2.4 Analiza wielowymiarowa

Analiza gtéwnych sktadowych (PCAPrincipal Component Analy3isjest
nienadzorowas metod, polegagca na transformacji zmiennych vwejowych w nowe
nieskorelowane ze sglzmienne (gtdwne skltadowe) uszeregowane wedlugnraie
wyjasnianej wariancji. Model PCA nima wyrazé za pomog wzoru [75]:

X=TP'+E (3)
gdzie: X - macierz danych w&iowych, T — macierz wartgi czynnikowych,P -
macierz tadunkow czynnikowyck, — macierz reszt.

Metoda czstkowych najmniejszych kwadratdow — analiza dysknawijna
(Partial least squares — discriminant analyd®_S-DA) jest regresyjnym rozwiggiem
PCA. Oprécz macierzy X zmiennych niezadgch w technice tej jest rozwana
macierz Y zmiennych zataych (kodugca przynalenos¢ obserwacji do ok&onych
grup). Celem tej nadzorowanej metody jest maksyraeja kowariancji midzy
przestrzeniami X i Y. Model PLS-DA moa wyrazt za pomog dwoch relacji

zewrgtrznych [76]:

X=TPT+E (4)

Y=UQ'+F (5)
potaczonych relag wewretrzng:

U=TD+G (6)

gdzie: T — macierz warteci czynnikowych przypadkéw w przestrzeni M,— macierz
wartasci czynnikowych przypadkéw w przestrzeni Y — macierz fadunkow
czynnikowych w przestrzeni >Q — macierz tadunkow czynnikowych w przestrzeni Y,
D — macierz diagonaln&, F i G — macierze reszt. Wadd czynnikowe w przestrzeni
X s3 obliczane jako liniowe kombinacje zmiennych oryitych wedtug wzoru:
T=XW* @)

gdzieW* — macierz wag.

Skladowe modeli wielowymiarowych zostaty opisameeg frakcje wyjénionej
zmienndci [77]:

72



_RSS
S¢

gdzie: RSS (angResidual Sum of Squajes suma kwadratéw odchylewartaci

R* =1

(8)

zaobserwowanych od wagt obliczonych na podstawie modelu, SS (aBgm of
Squarey — suma kwadratow odchylewartcgci poszczegolnych obserwacji od ich
wartasci sredniej.

Zdolnas¢ predykcyjna modeli PLS-DA (§)zostata okréona metod 7-krotnej
walidacji krzyowej [78]. Metoda ta polega na wykluczeniu 1/7 obseji na etapie
konstrukcji modelu oraz na wykorzystaniu tych olsaji jako zbioru testowego.
Proces ten jest powtarzany tak, abyzda obserwacja raz znalaztee siv zbiorze
testowym. Wartéci Q® zostaly obliczone na podstawie wzoru:

PRESS
S¢

gdzie: PRESS (and?rediction Error Sum of Squares- suma kwadratéw odchyle

Q* =1- ©)

wartasci przewidzianych przez model w oparciu o procedidaaji krzyzowej od
wartasci zaobserwowanych), SS (angum of Squargs- suma kwadratow odchyle
wartasci poszczegolnych obserwacii od ich wadicgrednie;.

Za pomog parametréw Ri Q? mazna scharakteryzowavyjasniona zmienndé
i zdolnas¢ predykcyjr odpowiadajca wszystkim zmiennym w przestrzeni X3 i Y
(R?Y, Q%) dla danej sktadowej lub skumulowazmienndé¢ i zdolnai¢ predykcyjm
(R?X (cum), RY (cum), @Y (cum)) dla okrélonej liczby sktadowych. Poszczegdlne
zmienne oryginalne tak mog zost& scharakteryzowane przez frakayyjasnionej
zmienndci.

Modele opracowane z wykorzystaniem nadzorowanychni& analizy zostaty
rowniez poddane testowaniu permutacyjnemu [77]. Metodapdbega na losowej
zmianie przyporazdkowania obserwacji do olglenych grup w macierzy Y.
Poréwnanie parametréow’R i QY modelu oryginalnego z odpowiednimi wait@mi
opisugcymi modele uzyskane po losowych zmianach w magieyz pozwala
wnioskowa& o0 istotndci statystycznej modelu. Liczba permutacji wynositao.

Rysunek 5 przedstawia przyktadowe wyniki testu peacji modelu PLS-DA.
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Intercepts: R2=(0.0, -0,00447), Q2=(0.0, -0,196) R2
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Rysunek 5. Przyktadowe wyniki uzyskane z testu perotacji modelu PLS-DA. Na osi
odcietych przedstawione g korelacje miedzy rzeczywistymi wartgciami y a warto§ciami
permutowanymi. Na osi rzdnych przedstawione g wartosci R?Y i Q%Y otrzymanych
modeli. Metoda regresji liniowej wyznaczane § zaleznosci miedzy wspomnianymi
korelacjami a R%Y i QY. Przeciecia prostych regresiji z osi rzednych sa znacznie nisze
niz rzeczywiste wartdgci R?Y i Q%Y modelu oryginalnego (przyporadkowane wartosci 1
na osi odcetych), co oznacza dobg jakosé modelu.

Rysunek 6 przedstawia schemat wykonanych analizlowjgniarowych.
Globalna analiza PCA pozioméw metabolitbw wyznagzbn przy pomocy
oprogramowania LCModel dla wszystkich rozpatrywdnyekalizacji anatomicznych
zostata przeprowadzona w celu ggste] wizualizacji struktury wariancji w petnym
zbiorze danych (model PCA 1). Naphie, oddzielne modele zostaty skonstruowane
dla:

e obszarbw mozgu charakteryzaych s¢ widmami o éredniej szerokei
potowkowej pontej 0,055 ppm: czotowej i potylicznej istoty biategotowej i
potylicznej istoty szarej, wzgorza, robakaztdku (modele PCA Il i PLS-DA
[,

» oObszaréw moézgu charakteryzaych se¢ widmami o szerok&i potéwkowej
powyzej 0,055 ppm:gder podstawnych, hipokampa i mostu (modele PLS-DA
ViV).

Opracowanie oddzielnych modeli dla widm znacznienitych s¢ szerokéciami
potowkowymi wynika z tego,ze poziomy metabolitbw wyznaczone zyugiem
oprogramowania LCModehkszalezne od jakéci widm [78]. Analiza widm'™H MRS in

vivo zarejestrowanych z mostu charakteryzygch sé szerokim zakresem szercko
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potowkowych (0,04 — 0,09 ppm) potwierdza spadekiggudw metabolitow wraz ze

wzrostem szerokoi potdwkowych (rysunek 7).

Model PCA 1
(st@Zenia wyznaczone z uZyciem
programu LCModel)

Model PCA II
(steZenia wyznaczone z uZyciem
. #% programu LCModel)

Model PLS-DA VI Lokalizacje anatomiczne FWM. OWM. K
(stezenia odpowiadajace FGM. ’OGM i Model PLS-DA III
5 s s RS
100% WM i GM D p— A N - T.CV (nierozdzielone widma)
w wokselu) ) FWM, OWM, FGM, >
OGM, T, CV, BG, H, P Model PLS-DA IV

Model PLS-DA VII &~ N | | ------ ™ (stgzenia wyznaczone z uZyciem
(steZenia odpowiadajgce ¢T1" | OWM, OGM | BG, H, P rz ramu [):CModel) g
100% WM i GM | LP0S

oksel :
w wokselu) Model PLS-DA V
(nierozdzielone widma)

Rysunek 6. Schemat analizy wielowymiarowej.

Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FWM — czolowastota biata, OWM — potyliczna
istota biata, FGM — czotowa istota szara, OGM — peticzna istota szara, T — wzgorze, BG
— jadra podstawne, P — most, CV — robak mazku, H — hipokamp.

a) b)[ ¢

0.03 004 005 0.06 007 008 0.09 0.10 0.03 004 005 006 007 008 009 010
FWHM [ppm] FWHM [ppm]

tNAA [i.u]

1.2 ° 4.0 °
003 004 005 006 007 008 009 010 0.03 004 005 006 007 008 009 010
FWHM [ppm] FWHM [ppm]

Rysunek 7. Liniowe zalénosci miedzy poziomami metabolitbw a szerokéciami
potowkowymi (FWHM, full width at half maximum) dla widm zarejestrowanych z mostu:
(a) Kreatyna (Cre): y = -17.9 x + 4.0, r = 0.64, p 0.000162; (b) Myo-inozytol (Ins): y = -
24.8x+4.7,r=0.63, p=0.000265, (c) &zki cholinowe (Cho):y=-7.81x+ 2.1, r=0.64.
p = 0.000196; (d) N-acetylo-asparaginian + N-acebdaspartylo-glutaminian (tNAA): y = -
35.2 x +8.5, r = 0.64, p = 0.000185.

Analizy wielowymiarowe zostaly take przeprowadzone w celu rozrenia
lokalizacji czotowe]j i potylicznej na podstawie pandéw metabolitéw
odpowiadajcych 100-procentowemu udziatowi istoty szarej ludtd) w obgtosciach

spektroskopowych (modele PLS-DA VIi PLS-DA V).
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W niniejszej pracy zaniedbano informa@ zalenosci widm zmierzonych u
tego samego ochotnika. Nierozdzielne widrid MRS in vivo (lub poziomy
metabolitow wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel) stanowity kolejne
rzedy macierzyX. Chocia techniki wielowymiarowe wymagajspetnienia zatgenia o
niezalenosci obserwaciji, Jolliffe i wsp. wskazyjze @ one take przydatne w analizie
obserwacji zalenych pod warunkienze nadrzdnym celem ich zastosowania nie jest
wnioskowanie statystyczne, a jedynie wizualiza@éeznosci migdzy obserwacjami i
miedzy zmiennymi w zbiorze danych [75]. Podobne padej bylo stosowane w
pracach [79-81].

Stezenia wyznaczone przy pomocy oprogramowania LCMadstaly poddane
skalowaniu do jednostkowej wariancji (amgit ariance saling, a nierozdzielne widma
zostaly poddane skalowaniu Pareto (77). Analizy lowgmiarowe zostaty

przeprowadzone zzyciem oprogramowania SIMCAJmetrics, Umea Sweden).

11.3 Wyniki

11.3.1 Analiza jednowymiarowa

W tabeli 4 przedstawiondrednie poziomy metabolitdw wyznaczone przy
uzyciu oprogramowania LCModel, ich odchylenia staddare, wspotczynniki
informujgce o skiladzie tkankowym aftpsci spektroskopowych oraz parametry
okreslajgce jaka@¢ widm (szeroké¢ potdbwkowa, stosunek sygnatu do szumu) dla
roznych lokalizacji anatomicznych.

Test zgodnéci chi—-kwadrat f) Pearsona nie wykazat istotnych statystycznie
réznic w rozktadzie pici dla rinych obszarow moézgu.

Test Studenta potwierdzit brak znamiennychnié w poziomach metabolitéw
migdzy lewy i prawg potkulg dla obszarow zlokalizowanych w czotowej i potyheg

istocie biatej. W kolejnych analizach nie rozméano widm w zalenosci od potkuli.
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Loka_tliza Li(_:zba _Cre _Ins (_:ho tNAA _Glx f f f foMm.rel FWHM SNR
-cja widm [i.u.] [i.u.] [i.u.] [i.u.] [i.u.] cM WM CcsF [%] [ppm]
LFWM 23 3.81+0.46 2.8+0.42 1.17+0.16 5.55+0.45 4.59+0.96 0.22+0.05 0.77+0.06 0.02+0.01 0.22+0.06 0.054+0.006 16.3+2.82
RFWM 25 4.00+0.33 3.03+0.48 1.17+0.13 5.61+0.37 4.32+0.98 0.22+0.06 0.77+0.06 0.01+0.01 0.22+0.06 0.051+0.007 18.75%+2.42
LOWM 27 4.3+0.31 3.18£0.290.98%£0.12 6.37+0.28 3.95+0.63 0.24+0.04 0.74+£0.05 0.02+0.01 0.24+0.05 0.042+0.004 22.31+2.51
ROWM 28 4.2240.27 2.91+0.39 0.95+0.12 6.49+0.31 4.31+1.01 0.26+0.06 0.72+0.06 0.02+0.01 0.27+0.06 0.046+0.006 21.19+3.82
FGM 27 5.29+0.34 4.14+0.59 1.29+0.19 6.50+0.59 7.89+1.07 0.73+0.04 0.12+0.05 0.15+0.03 0.86+0.05 0.039+0.007 21.46+2.67
OGM 28 5.15+0.36 3.66+0.43 0.81+0.14 7.14+0.36 6.38+0.95 0.61+0.06 0.27+0.07 0.12+0.03 0.7+0.08 0.04+0.005 24.59+2.42
T 34 4.82+0.35 2.77+0.46 1.41+0.13 7.05+0.54 3.91+0.83 no no 0.01+0.02 no 0.048+0.007 18.79+2.86
Ccv 34 6.59+0.51 4.04+£0.45 1.63+0.12 5.19+0.31 6.34%1.05 no no 0.07x0.0< no 0.043+0.00& 16.55+1.79
BG 35 4.60+0.52 1.83+0.58 1.06+£0.20 4.78+0.43 5.85+1.68 no no 0.01+0.01. no 0.072+0.01 15.25+3.61
H 35 3.55+0.65 2.89+0.51 1.18+0.19 4.31+0.77 4.54+1.02 0.62+0.07 0.35+0.08 0.04+0.02 0.64+0.08 0.066+0.01 15.85+1.99
P 31 2.98+0.43 3.29+0.61 1.66+0.20 6.45+0.84 3.07+1.11 no no 0 no 0.058+0.016 12.66+2.5

Tabela 4. Poziomy metabolitbw wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel dla r&nych lokalizacji anatomicznych §rednie + odchylenia
standardowe), wspoétczynniki okrdélajace sklad tkankowy obgtosci spektroskopowych: &y (frakcja objetosciowa istoty szarej), fu (frakcja
objetosciowa istoty biatej), fcsr (frakcja obj etosciowa ptynu mézgowo-rdzeniowego) ¢y rel (ZNormalizowana frakcja istoty szarej).
Lokalizacje anatomiczne: LFWM (czotowa istota biataw potkuli lewej, Left Frontal White Matter); RFWM (czotowa istota biata w potkuli prawej,
Right Frontal White Matter); LOWM (potyliczna istota biata w potkuli lewej, Left Occipital White Matter); ROWM (potyliczna istota biata w potkuli
prawej, Right Occipital White Matter), T — wzgorze, BG —gdra podstawne, P — most, CV — robak mdlzku, H — hipokamp.
Metabolity: Kreatyna (Cre), mio-inozytol (Ins), zwiazki cholinowe (Cho), N-acetyloasparaginian + N-acgip-aspartylo-glutaminian (tNAA),
glutamina + glutaminian (GIx)
FWHM (szerokosé potowkowa, full width at half maximum), SNR (stosunek sygnatu do szumu, signal to noisio).
no, nie okrelono
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Na rysunku 8 przedstawiorioednie i odchylenia standardowe pozioméw metabwlitd

wyznaczonych przy ayciu oprogramowania LCModel

anatomicznych.

a)

Rysunek 8. Poziomy metabolitéw stednie

8

7

6

Cre [i.u.]
2

-
o
o

FWM OWM FGM OGM T cv

BG H
lokalizacja anatomiczna

0.6

04

"~ FWM OWM FGM OGM T cv

BG

lokalizacja anatomiczna

H

P

8.0
7.5
7.0

r— 6.5

=

< 50

=

- 45
40
35

3.0

=60
T |

"~ FWM OWM FGM OGM T cv

BG H
lokalizacja anatomiczna

P

b)

d)

=h
—

poziom metabolitu [i.u.]

+

Glx [i.u.]
- N (2] -~ o = ~ o« ©o

1.5

1.0

~ FWM OWM FGM OGM T cv

-
(=)

dla mdych lokalizacji

BG H P
lokalizacja anatomiczna

FWM OWM FGM OGM T cv

BG H P
lokalizacja anatomiczna

FWM OWM FGM OGM T cv BG H P

lokalizacja anatomiczna

odchylenia standardowe) dla rénych

lokalizacji anatomicznych: (a) Cre, (b) Ins, (c) Clo, (d) Glx, (e) NAA+NAAG = tNAA, (f)
udziat grupy acetylowej NAA i NAAG w tNAA.
Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FWM — czolowastota biata, OWM — potyliczna
istota biata, FGM — czotowa istota szara, OGM — peticzna istota szara, T — wzgorze, BG
— jadra podstawne, P — most, CV — robak mdzku, H — hipokamp.
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11.3.2 Analiza wielowymiarowa

Model PCA |
Rysunek 9 przedstawia wyniki analizy PCA pozioméwetabolitow

wyznaczonych z wykorzystaniem oprogramowania LCMddedel PCA 1). Frakcje
catkowitej zmiennéci oraz frakcje zmienrigi wejsciowych metabolitow wyjgnione

przez poszczegolne skladowe przedstawigne tabeli 5.

a) lokalizacje
3 2 anatomiczne:
2 ® FWM
1 1 © owm
a -1 oT
-2 @ cv
3 -2 O BG
-4 .3 @H
-4 3 2 1 0 1 2 3 -4 3 2 1 0 1 2 3 oP
t[1] t[2]
b) ENAA
0.6 eCho 0.6
0.4 tNAA ¢ 0.4
= 0.2 Inse = 0.2
% 0 = 0o Gix *Cre *ins
-0.2
-0.2 Cree .0.4
0.4 Glx 0.6 eCho
-0.6 e -0.8
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 -0.6 -04 -0.2 0 0.2 04 0.6
pl1] pl2]

Rysunek 9. Model PCA I: (a) wykres wartdci czynnikowych t[1] — t[2] (z lewej strony) i
t[2]-t[3] (z prawej strony); wykres tadunkdéw czynnikowych p[1] — p[2] (z lewe]j strony) i
p[2]-p[3] (z prawej strony).

Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FWM — czotowastota biata, OWM — potyliczna
istota biata, FGM — czotowa istota szara, OGM — pgticzna istota szara, T — wzgoérze, BG
— jadra podstawne, P — most, CV — robak mazku, H — hipokamp.

Skladowa R?X[%] RZCre[%] RZns[%] R°Cho[%] RANAA [%] R °Glx [%]

1 41.0 70.5 61.4 13.5 10.7 48.6
2 22.6 5.6 8.4 38.7 24.3 36.1
3 19.8 0.0 0.0 39.7 59.2 0.0

Tabela 5. Frakcje catkowitej zmienndci (R°X) oraz frakcje zmienndici wejsciowych
metabolitéw (R’met, met = Cre, Ins, Cho, tNAA, GlIx) wyjd&nione przez poszczegdine
sktadowe modelu PCA I.

Pierwsz sktadows mazna opisa gtéwnie przez dodatnie tadunki czynnikowe
dla Ins, Cre i GIx. Skltadowa ta pozwala roznié widma zarejestrowane z czotowej
istoty szarej, potylicznej istoty szarej i robakadaazku (scharakteryzowanych
dodatnimi wartéciami czynnikowymi) od widm zmierzonych z pozostdtyokalizacji
anatomicznych. Wyniki analizy jednowymiarowej patvdzajy wysoki poziom Ins, Cre

I GIx w czotowej i potylicznej istocie szarej orar robaku madzku (rysunek 8).
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Plaszczyzna drugiej i trzeciej skladowej modeluvpala na ocefi zmienndci tNAA i
Cho. Drug skladows mazna opiséa gtdwnie przez dodatnie tadunki czynnikowe dla
tNAA i Cho oraz ujemny wkiad GIx. Widma zarejestave z mostu zostaty
scharakteryzowane najwgzymi wartdciami czynnikowymi dla tej sktadowej,
natomiast widma zmierzone z jader podstawnych rizegymi. Rysunek 8 potwierdza
wyzsze wartéci tNAA i Cho oraz nisze wartéci GIXx w mdcie niz w jadrach
podstawnych. Trzecia sktadowa (opisana gtownie zodmdatni tadunek czynnikowy
dla tNAA oraz ujemny — dla Cho) pozwala na raziénie widm zarejestrowanych z
czotowej istoty szarej, potylicznej istoty szaregpbaka madzku (widma te nie mogty
by¢ rozr&nione na podstawie pierwszej skladowej). Widma jeateowane z
potylicznej istoty szarej mma scharakteryzowa najwyzszymi wart@ciami
czynnikowymi dla tej skladowej, natomiast widmaejastrowane z robaka raizku —
najnizszymi. Lokalizacja widm zmierzonych z wzgdrza wrpiszej ¢wiartce uktadu
wspotrzdnych drugiej i trzeciej sktadowej wskazuje na wirsmoziom tNAA w tym

obszarze moézgowia.

Model PCA I

Aby uzysk@& lepszy wgid w struktug wariancji analizowanego zestawu
danych, widma zarejestrowane z mostu, hipokampaaderj podstawnych -—
charakteryzujce s¢ najwyzszymi szerokéciami potowkowymi — zostaty wykluczone z
kolejnego modelu PCA II. Rysunek 10 przedstawiatesar i tadunki czynnikowe
uzyskane z analizy, a informacje na temat frakejienndgci oryginalnych metabolitow
odzwierciedlonych przez poszczegoélne sktadowe pgtagdone s w tabeli 6. Na
wykresach wart&ci czynnikowych widoczne jest rozdzielenie grup migdaréwno ze
wzgledu na lokalizag anatomiczp, jak i na rodzaj tkanki (istota szara, istota &jat
Podobnie jak w modelu PCA |, pierwsza sktadowazenty scharakteryzowana
gtdéwnie przez dodatnie tadunki czynnikowe dla Gns,i GIx. W modelu Il widoczny
jest jednak wikszy wkiad Cho do tej skladowejzniv modelu I. Widma zarejestrowane
Z wzgorza naktadajsie z widmami zmierzonymi z czotowej i potylicznejasy biatej
na ptaszczinie dwoéch pierwszych sktadowych. Jednak, \égearozrénienie tego
obszaru anatomicznego od pozostatych jestlime na podstawie trzeciej skiadowej
zdominowanej przez dodatni wktad Cho i tNAA. Widaraierzone ze wzgorza zostaty

scharakteryzowane najagzymi wartdciami czynnikowymi tej sktadowej.
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Rysunek 10. Model PCA II: (a) wykres wartdci czynnikowych t[1] — t[2] (z lewej strony) i
t[2]-t[3] (z prawej strony); wykres tadunkdéw czynnikowych p[1] — p[2] (z lewe]j strony) i
p[2]-p[3] (z prawej strony).

Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FWM — czotowastota biata, OWM — potyliczna
istota biata, FGM — czotowa istota szara, OGM — pgticzna istota szara, T — wzgoérze, CV
— robak mézdzku.

Skiadowa R*X[%] R°Cre[%] RZns[%] R°Cho[%] R’NAA[%] R*GIx [%]

1 50.9 77.7 71.4 40.3 9.2 55.8
2 24.4 0.7 5.7 31.2 65.2 19.1
3 12.7 6.3 4.2 21.6 24.6 6.7

Tabela 6. Frakcje catkowitej zmienndci (R°X) oraz frakcje zmienndéci wejsciowych
metabolitow (R°met, met = Cre, Ins, Cho, tNAA, GIx) wyj@nione przez poszczegdine
sktadowe modelu PCA Il

Model PLS-DA I

Wizualizacja rénic metabolicznych mzy lokalizacjami uwzgidnionymi w modelu
PCA Il zostala réwnie przeprowadzona przy pomocy analizy wielowymiarowej
nierozdzielnych widmW analizie tej wykorzystano nadzorowgatechnilkc PLS-DA. W
zwigzku z tym, ze wycie tej techniki jest zalecane w rozwgywaniu problemdw
klasyfikacyjnych obejmugcych nie wgcej niz 4 grupy [77], liczba rozrianych
obszarbw mobzgowych zostatla zredukowana na etapisstikdkcji modelu przez
utworzenie grupy widm zarejestrowanych z istotyidjigpowstatej przez petzenie
widm zmierzonych z czotowej i potylicznej istotyal#)) oraz utworzenie grupy widm
zarejestrowanych z istoty szarej (powstate] przesgzenie widm zmierzonych z

czotowej i potylicznej istoty szarej). Jednak, @®alrozrzutu wartéci czynnikowych
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dla poszczegdllnych skitadowych modelu zostata paregadzona z zachowaniem
oryginalnego podziatu na obszary anatomiczne.

Model PLS-DA Il m@na opiséd nastpujagcymi parametrami: 4 skladowe,
R?X(cum) = 83,4%, RY(cum) = 71,5%, @Y (cum) = 69,9%. Rysunki 11 i 12 pokaauj
wykresy wartéci czynnikowych i wag modelu, a zestawienie frakezmnienndci
wyjasnionych i przewidzianych przez poszczegdllne skialomodelu przedstawione
jest w tabeli 7.

Pierwsz sktadows modelu mana scharakteryzowagtéwnie przez dodatnie
tadunki czynnikowe dla sygnatéw przy 3,03 i 3,93nmpp(grupy metylowej i
metylenowej Cre), 3,21 ppm (grupy metylowej ChazR,02 ppm (grupy acetylowej
NAA). Skiadowa ta pozwala na rozrienie widm zarejestrowanych z czotowej i
potylicznej istoty biatej od widm zmierzonych z pstatych lokalizacji anatomicznych.
Analiza rozrzutu wart&i czynnikowych dwéch pierwszych sktadowych wskazug
widma zarejestrowane z czotowej istoty szarej, lagej istoty szarej oraz wzgorza
charakteryzyj sie¢ stosunkowo wysokim sygnatem NAA. Natomiast wysos@ziomy
Cho i Cre g charakterystyczne dla robaka idéku. Wnioski te 8 zgodne z wynikami
analizy jednowymiarowej (rysunek 8).
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Rysunek 11. Model PLS-DA llI: (a) wykresy wartcsci czynnikowych t[1] — t[2] (z lewe]
strony) oraz t[2] — t[4] (z prawej strony), (b) wykresy wag w*[1] — w*[2] (z lewej strony)
oraz w*[2] — w*[4] (z prawej strony). Zakresy spektalne zaznaczone na wykresie wag:
1.9-2.11 ppm (tNAA), 2.12 - 2.5 ppm (GIx), 3.133.3 ppm (Cho), 2.93- 3.12 (Cre - C¥),
3.86 - 4.0 ppm (Cre — CH), 3.46 — 3.6 ppm (Ins). Oznaczenia lokalizacji at@micznych:
FWM — czotowa istota biata, OWM — potyliczna istotabiata, FGM — czotowa istota szara,
OGM - potyliczna istota szara, T —wzgoérze, CV — twak mdzdzku.
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lokalizacje
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Rysunek 12. Model PLS-DA IlI: (a) wykres wartasci czynnikowych t[3] — t[4], (b) wykres
wag w*[3]-w*[4]. Zakresy spektralne zaznaczone na ykresie wag: 1.9-2.11 ppm (tNAA),
2.12 - 2.5 ppm (GIx), 3.13 - 3.3 ppm (Cho), 2.93:12 (Cre - CH), 3.86 - 4.0 ppm (Cre —
CHy;), 3.46 — 3.6 ppm (Ins). Oznaczenia lokalizacji at@micznych: FWM — czotowa istota
biata, OWM - potyliczna istota biata, FGM — czotowaistota szara, OGM — potyliczna
istota szara, T —wzgodrze, CV — robak mdzku.

R? R2 R2 R? R2 R R?

Q%Y  Cre Ins Cho NAA NAAG  Glx Glx
(cum) (3.03 (356 (3.21 (2.02 (205 (229 (2.37
[%]  ppm) ppm) ppm) ppm)  ppm)  PPM)  ppm)

%] (%] (%] (%] [%] [% %]

RX R*» Q%
%]  [%]  [%]

534 259 256 256 71.4 70.3 46.0 42.4 25.6 83.5 75.8
148 209 273 459 0.9 2.7 26.9 49.7 28.1 1.9 3.6
11.7 96 172 552 19.4 0.3 2.3 2.4 12.5 2.1 3.7
35 151 328 699 14 0.5 10.4 0.0 23.9 3.7 8.3

&~ w N | Skladowa

Tabela 7. Model PLS-DA IlII: Frakcje catkowitej zmiennosci X i Y wyjasnione przez
poszczegolne sktadowe @R, R?Y), frakcja catkowitej zmiennosci Y przewidziana przez
poszczegodlne skitadowe @¥), skumulowana frakcja catkowitej zmienndci Y
przewidziana przez wyznaczone sktadowe @@(cum)) oraz frakcje zmienndci
wejsciowych metabolitow (R"met, met = Cre, Ins, Cho, NAA, NAAG, GIx) wyj&nione
przez poszczegodlne sktadowe modelu PLS-DA Il.

Na uwag zastuguje podobfstwo medzy wykresem wartei czynnikowych
drugiej i czwartej sktadowe] modelu PLS-DA 11l a krgsem wartéci czynnikowych
drugiej i trzeciej sktadowej modelu PCA 1l. Analinaelowymiarowa nierozdzielonych
widm wskazujeze sygnat przy 2,05 ppm (opowiagey grupie acetylowej NAAG) ma
istotne znaczenie w odndieniu wzgdrza od innych lokalizacji mézgowych. \&sek
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ten jest potwierdzony rowniena wykresie trzeciej i czwartej skiadowej modelu
reprezentyjcej 36,4 % catkowitej zmiendoi NAAG oraz zgodny z wynikami analizy

jednowymiarowej (rysunek 8).

Modele PLS-DA IV iV

Wielowymiarowe metody analizy danych zostaty rownieykorzystane w
wizualizacji r&nic metabolicznych mdzy obszarami mozgu charakterygymi si
najwyzszymi szerokéciami potéwkowymi widm*H MRS w analizowanym zestawie
danych (most, gdra podstawne, hipokamp). Analiza PLS-DAzsfi wyznaczonych
przy pomocy oprogramowania LCModel (model PLS-DA Wykazataze ptaszczyzna
dwéch pierwszych sktadowych tR(cum) = 75,5%, Ry (cum) = 66,5%, @Y (cum) =

65,1%) jest przydatna w rozndieniu wymienionych lokalizacji (rysunek 13).

lokalizacje
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Rysunek 13. Model PLS-DA IV: (a) wykres wartdci czynnikowych t[1] — t[2]; (b) wykres
wag w*[1] — w*[2]. Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: BG —gdra podstawne, P

— most, H — hipokamp.

Poréwnanie wykresow warlo czynnikowych oraz wag wskazujge wysoki poziom

GIx oraz Cre s charakterystyczne dla widm zarejestrowanychdelj podstawnych.

Natomiast widma zmierzone z mostu odznacsag wysokim poziomem tNAA i Cho.

Ponadto, 4§dra podstawne nima odrani¢ od mostu na podstawie wgzego poziomu
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Ins w pierwsze] z wymienionych lokalizacji. Wnioskuzyskane z analizy
wielowymiarowej pozioméw metabolitdw zostaty potwdeone w analizie pelnych
nierozdzielonych widm (model PLS-DA V). Uzyskany deb mana opisa
nastpujacymi parametrami: liczba sktadowych: 3»®cum) = 79.4%, RY(cum) =
63.6%, Q@Y(cum) = 58.6%. Wykresy warfoi czynnikowych oraz wag modelu

przedstawionegsna rysunku 14.
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40 000 -~ : h O BG
201000 7 “.J *~ | 20 000 @ H
- . . o — oP
N 0 & S5 ) 0
= 80 qeq ) ?g@ o -
20000 o ol® o 2 -20 000
-40 000
60000 : -40 000
-80 000 -60 000
50000 -30000 -10000 10000 30000 -80 000 -40 000 0 40 000
t[1] t[2]
b 0.15
) 0.05 ° ® Q@L metabolity:
- ‘gb @ tNAA
0 0.05 F O Gix
N "
5 -0.05 e © Cho
B ' % -0.05 o Cr°
-0.1 (CH,)
-0.15 Cre
-0.15
® (cH,
-0.2 -0.25 O Ins
-0.2 -0.15 -0.1 -005 O 0.05 0.1 -0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05

w*[1] w*[2]
Rysunek 14. Model PLS-DA V: (a) wykres wartéci czynnikowych t[1] — t[2] (z lewe]
strony) i t[2] — t[3] (z prawej strony]; (b) wykres wag w*[1] — w*[2] (z lewej strony) i w*[2]
— w*[3] (z prawej strony). Zakresy spektralne zaznazone na wykresie wag: 1.9-2.11 ppm
(tNAA), 2.12 - 2.5 ppm (GIx), 3.13 - 3.3 ppm (ChpP.93- 3.12 (Cre - CH), 3.86 - 4.0 ppm
(Cre — CHy), 3.46 — 3.6 ppm (Ins). Oznaczenia lokalizacji at@micznych: BG — jadra
podstawne, P — most, H — hipokamp.

Zestawienia frakcji wariancji wyjaionych i przewidzianych przez poszczegoélne
sktadowe modeli PLS-DA IV i \przedstawionegsw tabelach 8 i 9, odpowiednio.

2
RX R Q% (CQUL) R’Cre R%ns R°Cho RINAA  R°Glx

Skiadowa

%] [  [%] (%] [%] [%] [%] [%] [%]
1 553 444 441 441 429 573 715 51.8 53.0
2 202 221 376 651 328 5.2 14.9 435 4.4

Tabela 8. Model PLS-DA 1V: Frakcje catkowitej zmiemosci X i Y wyjasnione przez
poszczegolne skladowe @R, R?Y), frakcja catkowitej zmiennosci Y przewidziana przez
poszczegolne skitadowe @¥), skumulowana frakcja catkowitej zmienndci Y
przewidziana przez wyznaczone sktadowe @xum)) oraz frakcje zmienndci wejsciowych
metabolitow (R°met, met = Cre, Ins, Cho, tNAA, GIx) wyj@nione przez poszczegdine
sktadowe modelu.
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R2

R? R? R? R? R? R?
2 Glx
2 2 2 QY Cre Ins Cho NAA  NAAG Glx
RIXRY QY cim) (303 (356 (321 (202 (205 (229 (537

ol Do 1% g™ ppm)  ppm)  ppm)  ppm)  ppm) ‘)[E/OT) ppm)

[%] (%] (%] [%] (%] [%]

174 388 353 353 2.0 52.2 67.6 19.1 0.0 7.5 12.2
410 116 16.1 457 65.5 22.4 20.1 41.4 51.2 78.3 68.5
21.0 132 238 586 2.5 11.0 4.1 26.4 5.5 2.0 2.9

w N | Skladowa

Tabela 9. Model PLS-DA V: Frakcje catkowitej zmienrosci X i Y wyjasnione przez
poszczegolne skladowe @R, R?Y), frakcja catkowitej zmiennosci Y przewidziana przez
poszczegdlne skltadowe (), skumulowana frakcja catkowitej zmienndci Y
przewidziana przez wyznaczone skladowe @¥(cum)) oraz frakcje zmienndci
wejsciowych metabolitow (R"met, met = Cre, Ins, Cho, NAA, NAAG, GIx) wyj&nione
przez poszczegoblne skladowe modelu PLS-DA V.

Modele PLS-DA VIl i VII.

Analiza danych zawartych w tabeli 4 wskazuje ndgbmy skiad tkankowy w
objetosciach spektroskopowych lokalizowanych w czotowpptylicznej istocie biate;.
Natomiast znormalizowana frakcja istoty szarej wszavach zainteresowania
potozonych w czotowej istocie szarej (0.86+0.05) bytazsma ni w objtosciach
lokalizowanych w potylicznej istocie szarej (0.788). W tabeli 10 przedstawiono
zaleznosci migdzy poziomami metabolitbw a znormalizovgainakcija istoty szarej dla
lokalizacji czotowe] (dodatnia zaleos¢ dla wszystkich ocenianych metabolitéw) i
potylicznej (dodatnia zatmos¢ dla wszystkich poziomdéw metabolitow z wi§iem

zwigzkow cholinowych).

Lokalizacja anatomiczna Metabolit Roéwnanie regresji R*[%] Warto$é p

Cre Y = 2.17*x+3.43 78.46 0.0000

Ins Y = 1.88*x+2.51 57.43 0.0000

Lokalizacja czotowa Cho Y =0.18*x+1.14 10.69 0.0042
tNAA Y = 1.37*x+5.30 43.05 0.0000

Glx Y = 5.46*x+3.23 78.08 0.0000

Cre Y= 2.05*x+3.73 71.44 0.0000

Ins Y= 1.41*x+2.68 40.17 0.0000

Lokalizacja potyliczna Cho Y=-0.28*x+1.03 18.27 0.0000
tNAA Y=1.51*x+6.07 49.84 0.0000

Glx Y=5.24*x+2.77 68.19 0.0000

Tabela 10. Wyniki analizy regresji liniowej poziomdv metabolitow w funkcji
znormalizowanej frakcji istoty szarej w obszarach ainteresowania.

W tabeli 11 przedstawiono stosunki poziomow metiabol w istocie szarej
wzgledem istoty biatej (wspotczynniki GM/WM) dla lokaézji czotowej i potylicznej
oraz stosunki poziomow metabolitow w lokalizacjiokzve] wzgkdem lokalizacji
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potylicznej

procentowej zawarkgi istoty szarej i 100-procentowej zawdib istoty biatej w

(wspotczynniki

F/O).
wyznaczone na podstawie réwnania 1, jak i pozioneyatmolitbw odpowiadage 100-

Rozwiano zaréwno poziomy metabolitéw

objetosciach pomiarowych (wyznaczonych mejagkstrapolacii).

Wspotczynnik

Wspotczynnik

Metabolit GM/WM 2 F/OP

F (@) WM GM
Cre 1352016 1212012 092£011 1032010
163+020 155+0.14 092+0.12 0.97+0.08
| 142+030 1.20:020 096020 1.13%0.20
ns 176+0.40 153+026 094+022 1.08+0.17
Cho  110%022 0842018 1222021 159%0.36
116+023 071+0.17 1.09+0.18 1.81 +0.47
NAA 116014 1115008 0872008 0.91+009
127+0.15 1.26+0.09 0.87+0.08 0.88+0.09
Gl 177+045 154+040 108+032 124%025
267+0.77 2.86+0.88 1.16+0.46 1.09+0.16

Tabela 11. Charakterystyka metaboliczna lokalizacjiczotowej i potylicznej.

#stosunek pozioméw metabolitdw w istocie szarej (GMyzgledem istoty biatej (WM)
®stosunek pozioméw metabolitbw w lokalizacji czotowe (F) wzgledem lokalizacji
potylicznej (O)

Wspoiczynniki  na cieniowanych polach zostaly oblione w oparciu o poziomy
metabolitbw wyznaczone zgodnie z réwnaniem 1, a w&pzynniki na niecieniowanych
polach zostaty obliczone na podstawie poziomow mdtalitow odpowiadajacych 100-
procentowej zawartaci istoty szarej lub biatej.

Wspotczynniki  GM/WM  ekstrapolowanych medbiow

przyjmowaty wartéci od 1,16 (Cho) do 2,67 (GIx) dla lokalizacji canlej oraz od 0,71

poziomow

(Cho) do 2,86 (GIx) dla lokalizacji potyliczne.

Przeprowadzona analiza wykazataziglke poziom choliny jest o 81% wgzy,
a poziom tNAA o 14% rszy w czotowej istocie szarejaw potylicznej istocie szarej
(biorgc pod uwag ekstrapolowane wartoi). Natomiast widma zarejestrowane z
czotowej istoty biatej wykazaty nszy poziom kreatyny (F/O = 0,92 £ 0,11) i tINAA
(F/O = 0,87 £ 0,08) uiwidma zmierzone z potylicznej istoty biatej (zardwdla
poziomow metabolitbw wyznaczonych na podstawie @ma 1, jak i na podstawie
ekstrapolacji). Wspotczynnik F/O obliczony na pedge rownania 1 dla zwkkow
cholinowych w obszarach zawiegaych gtownie istaf bials wynosit 1,22 + 0,21.
Jednak, lokalizacyjne #hice w zalenosciach poziomu Cho od skfadu tkankowego
powodup, ze wspotczynnik ten wyznaczony na podstawie ekstoayanych wartéci
jest nizszy (F/O = 1.09 + 0,18). Stosunkowo wysoka w&rtavspotczynnika F/O

obliczonego na podstawie rownania 1 dla GIx wetadgiach zawierajcych gtéwnie
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istote szap (1,24 = 0,25) odzwierciedla tnice w skiladzie tkankowym obszarow
zainteresowania i ulega redukcji po ekstrapoldcp9 + 0,16).

Rdéznice metaboliczne mailzy lokalizacy czotows i potyliczrg zostaty rownie
przedstawione z ayciem analizy PLS-DA ekstrapolowanych poziomow rhetéow
odpowiadajcych 100-procentowej zawaftm istoty biatej lub istoty szarej w
objetosciach pomiarowych. Na rysunku 15 pokazano wykrestoée czynnikowych
oraz wag modelu PLS-DA VI @X(cum) = 54.5%, RY(cum) = 63.2%, &Y (cum) =
59.2%, liczba sktadowych: 2), rozmiajacego widma zarejestrowane z czotowej istoty
biate] od widm zmierzonych z potylicznej istoty laia Zestawienie frakcji zmiengoi
wyjasnionych i przewidzianych przez sktadowe modelu gstawione jest w tabeli 12.
Uzyskane rozseparowanie ama gtdwnie wyttumaczy wyzszym poziomem tNAA i

Cre w okolicy potylicznej (zgodnie z tabell).

a) i lokalizacje
' anatomiczne:

@ FWM
© OWM

t[2]

b) os tNAA o

w*[2]
o
®
X

Ins

-0.6 Cre

204 02 0 02 04 06
w*[1]

Rysunek 15. Model PLS-DA VI: (a) wykres wartdci czynnikowych t[1] — t[2]; (b) wykres
wag w*[1] — w*[2]. Oznaczenia lokalizacji anatomicnych: FWM — czotowa istota biata,
OWM - potyliczna istota biata.
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2
RX R Q% QY R’Cre R%ns R°Cho RINAA  R°Glx

Skadowa o g g G el pa Dm0 D0
1 343 589 56.9 56.9 56.2 12.5 20.3 72.0 10.7
2 20.2 4.3 5.3 59.2 33.1 45.4 9.1 13.3 0

Tabela 12. Model PLS-DA VI: Frakcje catkowitej zmiennosci X i Y wyjasnione przez
poszczegolne skladowe @R, R?Y), frakcja catkowitej zmiennosci Y przewidziana przez
poszczegdlne skitadowe @¥), skumulowana frakcja catkowitej zmienndci Y
przewidziana przez wyznaczone skladowe @¥(cum)) oraz frakcje zmienndci
wejsciowych metabolitbw (Rmet, met = Cre, Ins, Cho, tNAA, GIx) wyjg@nione przez
poszczegolne sktadowe modelu.

Model PLS-DA VII zostat natomiast skonstruowany wpawiu o0
ekstrapolowane poziomy metabolitdw odpowigdaj 100-procentowej zawagto
istoty szarej w olgfosciach pomiarowych lokalizowanych w obszarach czgidwi
potylicznych. Na rysunku 16 pokazano wykres wéanitoczynnikowych oraz wag
modelu PLS-DA VII (RX(cum) = 70.2%, RY(cum) =72.4%, GY(cum) = 67,5%, 2
sktadowe), a w tabeli 13 przedstawiono frakcje zmegci wyjasnionych i
przewidzianych przez model. Uzyskane pogrupowanina gtownie wyttumaczy
wyzszym poziomem Cho i #mézym poziomem tNAA w okolicy czotowej niw

potylicznej (zgodnie z tabelll).

a)

lokalizacje
anatomiczne

© FGM
® OGM

1.5

0.5

t[2]

-0.5

-1.5

-2.5

b) os Glx s *Ins
0.4

0.2
0 Cree {NAA.-e
-0.2
-0.4
-0.61 ¢Cho

-0.8
-0.8 -06 -04 -02 O 02 04

w*[1]

w*[2]

Rysunek 16 . Model PLS-DA VII: (a) wykres wartdgci czynnikowych t[1] — t[2]; (b) wykres
wag w*[1] — w*[2]. Oznaczenia lokalizacji anatomicznych: FGM — czotowastota
szara, OGM - potyliczna istota szara.
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2
RX R Q% QY R’Cre R%ns R°Cho RINAA  R°Glx

Skadowa o g g G el pa Dm0 D0
1 447 68.1 653 65.3 10.2 25.1 90.1 65.4 32.4
2 255 4.26 6.3 67.5 39.6 43.9 0 115 32.4

Tabela 13. Model PLS-DA VII: Frakcje catkowitej zmienncsci X i Y wyjasnione przez
poszczegolne skladowe @R, R?Y), frakcja catkowitej zmiennosci Y przewidziana przez
poszczegolne skltadowe (), skumulowana frakcja catkowitej zmienndci Y
przewidziana przez wyznaczone sktadowe @¥(cum)) oraz frakcje zmienndci
wejsciowych metabolitbw (Rmet, met = Cre, Ins, Cho, tNAA, GIx) wyjg@nione przez
poszczegdblne sktadowe modelu.

Wysoka jaké¢ modeli PLS-DA IlI-VII zostata potwierdzona przy macy testow
permutacyjnych.

11.4 Dyskusja

Technika’H MRS in vivo byta wykorzystana w wielu pracach deconych
okresleniu niejednorodnéei metabolicznej moézgowia [57-60]. Jednak, stosdwan
réznych parametrow akwizycji (np. TE, TR), dekompozyop. LCModel, Tarquin) i
normalizacji widm sprawiaze wyniki uzyskane przez ite grupy badaczy niegs
zgodne. Ponadto, techniki analizy danych stosowargch pracach ograniczone byty
do metod jednowymiarowych. Wyniki wielowymiarowepaizy duwej bazy widm
zarejestrowanych z #dych lokalizacji anatomicznych u zdrowych ochotmikod
stanowy cenne zrodto informacji na temat zateosci biochemicznych mgdzy
okreslonymi obszarami mdzgowia oraz ¢gdzy metabolitami.

Pierwsza gtébwna skladowa modelu skonstruowanegoparciu 0 poziomy
metabolitbw wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel zdominowana byta
przez Glx, Cre i Ins. Sktadowa ta okazaka mizydatna w odrénieniu czotowej istoty
szarej, potylicznej istoty szarej oraz robakazdigu od pozostatych lokalizacji.
Wariancje tNAA i Cho zostaty odzwierciedlone przkmg i trzecih sktadov modelu,
przy czym druga skladowa wyjaata take znacgca czs¢ wariancji Glx. Ptaszczyzna
drugiej i trzeciej skladowej zwizualizowatazrice metaboliczne raidlzy mostem a
jadrami podstawnymi i ngdzy czotowy istoty szag, potyliczry istoly szag i robakiem
mdézdzku. Wartdgci czynnikowe widm zarejestrowanych z hipokampagdévza i pder
podstawnych utworzyly na tej ptaszémye skupiska. W zwgzku z tym,ze szerokéci
potéwkowe widm'H MRS in vivo sa zaleine od lokalizacji anatomicznej, a poziomy
metabolitow wyznaczone zzyciem oprogramowania LCModel z nimi korgjUj78],

opracowano oddzielne modele wielowymiarowe dla liakaji znacznie rénigcych sé
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jakaosciag widm. Modele te byty ziyteczne w wizualizacji rénic biochemicznych mdzy
réznymi obszarami mézgowia.

Poziomy metabolitow odpowiadage 100-procentowej zawasto istoty szarej
lub biatej w obgtosciach pomiarowych byly wyznaczane w wielu pracacty pomocy
techniki CSI [82-84]. Chociametoda ta umdiwia osiagniccie wyzszej rozdzielczéi
przestrzennej nitechnika SV, efektdrednienia ohjtosciowego sygnatowH MRS in
vivo pochodzcych z ré&nych struktur moézgowych komplikuje movosé
bezpdredniego pomiaru sten w istocie szarej lub biatej. Dlategeatnia te § zwykle
szacowane metad ekstrapolacji zalenosci miedzy poziomami metabolitow a
znormalizowan frakcja istoty szarej. Jednak, wyznaczanie tych relacjipndstawie
analizy wielu widm*H MRS in vivo rejestrowanych u tego samego ochotnika przy
uzyciu techniki CSI z rozlegtych obszarow mdzgowiajplujgcych czsto r@nigce se¢
biochemicznie lokalizacje nie prowadzt do bkdnych interpretacji. Na przyktad
Wiedermann i wsp. [84] wyznaczyli 2-krotniezgzy poziom Cho w czotowej i
ciemieniowej istocie szarej miw istocie biatej, dla ktorej zaniedbano zmice
lokalizacyjne (np. spadek poziomu choliny w istdiatej w kierunku przednio-tylnym
opisany przez Baker i wsp. [57]). Pozagun kontrastem w poziomie Cho, Wiederman
i wsp. opisali stosunkowo niewielkie mdice w poziomach pozostatych metabolitéw
migdzy istoty szag i bialg. W niniejszej pracy stwierdzono zngce wyzsze poziomy
Glx, Cre i Ins w czotowej i potylicznej istocie sepwzgkdem istoty biatej oraz nszy
kontrast dla tNAA. Wyniki te §zgodne z rezultatami otrzymanymi przez Gasparovica
i wsp. [82] oraz McLean i wsp. [83], ktorzy wykostgli meto@ ekstrapolacji w
analizie widm zarejestrowanych przyzygiu techniki CSI z rozlegtego obszaru
nadkomorowej istoty biatej oraz istoty szarej. Autoci nie wykazali jednak edic w
poziomie Cho nydzy tymi tkankami.

Wyznaczenie poziomoéw metabolitbw odpowiadgch 100-procentowej
zawartgci istoty biatej lub istoty szarej w afipsciach pomiarowych metad
ekstrapolacji zalenosci miedzy poziomami metabolitbw wyznaczonych zyciem
techniki SV a znormalizowanfrakcja istoty szarej pozwala na uwzdhienie rénic
lokalizacyjnych. Podégie to jest jednak nieg¢gto stosowane. W wielu pracach nie
przeprowadzono segmentacji obrazow anatomicznych58 albo segmentagc]
wykonano wyicznie w celu potwierdzenia podohstwa skiadu tkankowego
analizowanych obszaréw zainteresowania (nie prxeguiaono ekstrapolaciji) [85,86].

Zhang i wsp. [86] oraz van der Veen i wsp. [85] ax#@li wyzszy poziom Cho oraz
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nizszy poziom tNAA w lokalizacji czotowej ni w lokalizacji potylicznej w
objetosciach pomiarowych zawiergjych zaréwno istgtszas, jak i biah. W niniejszej
pracy otrzymano podobny wynik dla obszarow zairs@neania odpowiadagych 100-
procentowej zawarkoi istoty szarej. Natomiast, ekstrapolowane pozioi@io
odpowiadajce catkowitemu udziatowi istoty biatej nie g sic miedzy lokalizacy
czotowy i potyliczrg. Pouwels i wsp. [58] otrzymali wgzy poziom tNAA w okolicy
czotowej ni w okolicy potylicznej (zaréwno w istocie biateglj i szarej), co zostato
potwierdzone w niniejszej pracy.

Analizy wielowymiarowe wykazatyze stosunkowo wysoki poziom Cho i niski
poziom tNAA to cechy, ktére pozwaldgjodr&zni¢ robaka maédzku od lokalizaciji
czotowej, potylicznej oraz wzgorza. Natomiast wyispkziom zaréwno Cho, jak i
tNAA we wzgorzu ranicuja te lokalizacg od obszaru czotowego, potylicznego oraz
robaka madzku. Wyniki te § zgodne z rezultatami uzyskanymi przez Baker i wsp.
[57] oraz przez Emira i wsp. [60]. W niniejsze] pyawykazano,ze wysoki poziom
NAAG jest obserwowany we wzgodrzu, co zostata fotwierdzone przy zyciu
techniki LC/MS [87].

Chocia w niewielu publikacjach opisaneg g6znice metaboliczne radzy
mostem i jadrami podstawnymi, wyniki uzyskane wigsrej pracy zgodneasz
rezultatami badaprzeprowadzonych przez Emira i wsp. [60], ktéragymali wyzszy
poziom Ins, tNAA i Cho oraz mszy poziom Cre i GIx w migie niz w jgdrach
podstawnych. W niniejsze] pracy wykazano stosunkowski poziom tNAA w
hipokampie — zgodnie z danymi literaturowymi [88F kolei Choi i wsp.
zaobserwowalize poziom Ins i Cho w tym obszarze jestzggy niz w czotowej i
potylicznej istocie szarej, a poziom Cre — porowalw w tych trzech lokalizacjach
[88]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy agodne z rezultatami bagddinati i
wsp. [59], ktérzy otrzymali podobne poziomy Cres InCho w hipokampie i istocie
biatej. Niska mgdzy-csrodkowa powtarzalné pomiaréw *H MRS in vivo dla
obszaréw spektroskopowych lokalizowanych w ptadieosiowym [89] oraz dia
zmiennd¢ udziatlu ré@nych tkanek w tych obszarach (zw@&na z mat objetoscig
hipokampa: 2-3 cf) powoduj, ze wyniki uzyskane w mych badaniach nieas
zgodne. Dodatkowo, niska jadowidm rejestrowanych z obszaru hipokampa utrudnia
ich rzetelne poroéwnanie z innymi lokalizacjami.

Wysoka powtarzalrig poziomdéw metabolitow skalowanych do niettumionego

sygnatu wody wynika z tegae w technice tej wyeliminowany jest wptyw czynnikéw
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zwigzanych z niejednoroddoa pola Bl, zmienngia zatadowania cewki oraz
niestabilngécia pracy skanera MRI [90]. Jednak, rzet&thowynikow zaley od
poprawndci przyjetych zatgen na temat stenia i czasow relaksacji wody oraz od
doktadndci wyznaczenia objosciowych frakcji tkanek zawartych w obszarach
zainteresowania. Najekszym ograniczeniem przeprowadzonych bapsst brak T1-
zaleenych obrazoéw o wysokiej rozdzielcamd dla ochotnikbébw uczestnigeych w
projekcie |, ktory byt péwiecony charakterystyce metabolicznej istoty biatej.
Objetosciowe frakcje istoty szarej, biatej oraz pltynu mowg-rdzeniowego w
okolicach czotowej i potylicznej istoty biatej zast wyznaczone na podstawie obrazow
T2-zalenych o grubéci warstwy 5 mm. Jednak, Gasparovich i wsp. [91kaaali
stosunkowo matzaleznos¢ migdzy poziomami metabolitdw w istocie bialej a rodzaj
obrazu MRI (T1 lub T2-zalae) wykorzystanego w segmentacji. Obszary pomiarowe
badane w projekcie | byty jednorodne pod wdgm sktadu tkankowego (gtdwnie
istota biata, znikomy udziat ptynu mézgowo-rdzeneme), sid zaakceptowano 18z

rozdzielczé¢ obrazéw aytych w segmentacji.

11.5 Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono pierwsarobe wyznaczenia wspotezinych
metabolicznych rinych obszaréw anatomicznych médzgowia u zdrowychotmtkdw
w wielowymiarowej przestrzeni metabolitdw zarejestanych przy #yciu techniki‘H
MRS in vivo. Wiedza na temat zaleosci biochemicznych ngdzy r&znymi obszarami
mozgowia oraz mgdzy metabolitami w tych obszarach urhwia gtcbsze zrozumienie
funkcji mézgu. Zastosowanie wielowymiarowych teéhanalizy danych dulzie miato
coraz wgksze znaczenie w zwiku z rosgcym zastosowaniem wysokich pdél
magnetycznych, rozwojem specjalistycznych sekwepajniarowych, pozwalagych
na pomiary wkszej liczby metabolitow, oraz w zgwku z potrzel implementacji do

zastosowa medycznych semi-automatycznych platform wspomggah diagnostyk
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