FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII
ny 7
j/ ki USTAV RADIOELEKTRONIKY
FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
S DEPARTMENT OF RADIO ELECTRONICS

Méreni relaxaci a difuzi tkanovych kultur smrku

Relaxation and diffusion measurement of spruce tissue culture

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR’S THESIS

AUTOR PRACE Martin Fejgl
AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. Ing. Karel Bartusek, DrSc.
SUPERVISOR

BRNO, 2009



VYSOKE UCENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky a

L/ L/
AN
komunikaénich technologii
\& Ustav radioelektroniky

Bakalarska prace

bakalarsky studijni obor
Elektronika a sdélovaci technika

Student: Martin Fejgl ID: 73053
Roénik: 3 Akademicky rok: 2008/2009
NAZEV TEMATU:

Méreni relaxaci a difuzi tkanovych kultur smrku

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

Proméfte relaxacni a difuzni vlastnosti tkafiovych kultur metodami MR tomografie
Zpracujte méfena data a zhodnotte vysledky méfeni.

DOPORUCENA LITERATURA:

[11 KIMMICH, R. NMR tomography, diffusometry and Relaxometry. Heidelberg: Springer, 1987.

[2] BLIMLICH, B. NMR Imaging of Materials. Oxford: Clarendon Press, 2000.

[3] MAIR, RW., ROSEN, M.S., WANG, R., CORY, D.G., WALSWORTH, R.L. Diffusion NMR
methods applied to xenon gas for materials study. Magn. Reson. Chem., 2002, no. 40, p. 29-39.

Termin zadani: 9.2.2009 Termin odevzdani: 5.6.2009

Vedouci prace: prof. Ing. Karel Bartudek, DrSc.

prof. Dr. Ing. Zbynék Raida

predseda oborové rady

UPOZORNEN:I:

Autor bakalarské prace nesmi pfi vytvareni bakalarské prace porusit autorska prava tfetich osob, zejména nesmi zasahovat
nedovolenym zplGsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt plné védom nasledkd poruseni ustanoveni § 11 a
nasledujicich autorského zakona €. 121/2000 Sb., v€etné moznych trestnépravnich dasledkd vyplyvajicich z ustanoveni § 152
trestniho zakona €. 140/1961 Sb.



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE
FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII

USTAV RADIOELEKTRONIKY

Méreni relaxaci a difuzi tkanovych kultur smrku

ABSTRAKT
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1. Uvod

Mendlova zemédélska a lesnicka univerzita (MZLU) studuje rust tkanovych kultur
smrku. Jeji snahou je potvrdit hypotézu, ze rostliny a rostlinné buriky pfi kontaminaci
toxickymi latkami pfijimaji vétSi mnozstvi vody, Cimz dochazi k rychlejSimu
vyplavovani téchto prvkd. Jednou s moznych pouzitelnych technik je zobrazovani na
bazi magnetické resonance.

Ukolem této bakalafské prace je:
1. proméfit relaxacni a difuzni vlastnosti tkanovych kultur metodami

MR tomografie,
2. zpracovat zméfena data a zhodnotit vysledky méfeni.

Na zakladé provedenych méfeni tkafiovych kultur smrku s riznymi kontaminacemi
olova je tfeba zpracovat vysledné obrazy.



2. Magneticka rezonance

Zobrazovaci metoda Magnetic Resonance Imaging (MRI) byla vyvijena od roku

1973, pracovali na ni Paul C. Lauterbur a Peter Mansfield. Oba védci obdrzeli v roce
2003 Nobelovu cenu za medicinu a fyziologii.

Obr. 1. Magneticka rezonance [1]

Magneticka rezonance je zobrazovaci technika pouzivana predevSim ve
zdravotnictvi k zobrazeni vnitfnich organl lidského téla. S pomoci MRI je mozné
ziskat fezy urcité oblasti téla, ty dale zpracovavat a spojovat az tfeba k vyslednému
3D obrazu pozadovaného organu. Magneticka rezonance vyuziva silné magnetické
pole a elektromagnetické vinéni s vysokou frekvenci. Nenese tedy zadna rizika
zplsobena zafenim. Podstatou barevného odliSeni jednotlivych tkani je jejich
rozdilné chovani pfi stejném vnéjSim plasobeni. [1]

Klady magnetické rezonance:
1)  vétSi pfesnost pfi zobrazeni vétsiny organd,
2) neobsahuje Skodlivé ionizujici zafeni,
3) mnohem vysSi rozliSeni nez u rentgenu,
4) ziskani jednoho snimku za nékolik milisekund.

Zapory magnetické rezonance:
1)  vysoké pofizovaci i provozni naklady,
2) vySSi Casové naroky na vysetreni,
3) pfi vyskytu kovovych materiall v téle pacienta hrozi prehfati

2.1 Relaxacni cas

Relaxa¢ni Cas je doba, za kterou se jadra po ukonéeni pusobeni
magnetického pole vrati do svého zakladniho stavu. [2]



3. Difuze

Difuze je proces rozptylovani Castic v prostoru. Veskeré latky maji tendenci
pfechazet z prostfedi, kde jsou vice koncentrovany, do prostfedi s nizSi koncentraci.
Pfirozenou vlastnosti latek je, Ze pokud se jejich ¢astice mohou pohybovat, (molekuly
v nehybném roztoku se pohybuji na zakladé Brownova pohybu) rozptyluji se do
celého prostoru, kterého mohou dosahnout, a postupné ve vSech jeho Castech
vyrovnaji svou koncentraci. [3]

3.1 Brownuv pohyb

Brownuv pohyb je nahodny pohyb mikroskopickych Castic v kapalném
nebo plynném médiu. Je limitou nahodné prochazky. Vysvétlenim Brownova
pohybu je, Ze molekuly v roztoku se vlivem tepelného pohybu neustale srazeji,
pfiCemz smér a sila téchto srazek jsou nahodné, diky ¢emuz je i okamzita
poloha Castice nahodna. [4]

3.1.1 Nahodna prochazka

Nahodna prochazka je v matematice a fyzice uzivana formalizace
intuitivni mys$lenky provadéni nahodnych krokl. Kazdy dalSi krok,
obvykle stejné délky, je u€inén nahodnym smérem. [4]

4. Spin

Spin je vlastnost elementarnich &astic, jejiz ekvivalent klasicka fyzika nezna.
Pfedstavuje néco jako vnitfni moment hybnosti (to znamena, Ze spiny Castic
pfispivaji k celkovému momentu hybnosti télesa). Pro kazdou Castici je pfesné dany,
nelze ho nijak ménit. MUze nabyvat celych nebo polovi¢nich nasobku Planckovy
konstanty fj = 1,054*10°* Js. Hodnoty spinu proto znacime 0, 1/2, 1, 3/2, [1]



5. Navrhovana metoda méreni a zpracovani

Techniku MRI je mozné pouzit pro stanoveni pocCtu vodikovych jader v
biologickych tkanich nebo pfi sledovani rastu tkanovych kultur. Pro posouzeni
rychlosti rustu, zvétSovani obsahu protond a tvaru narustu shluku ranych
somatickych embryi byla provadéna vysetfeni pomoci MR technik [5]. Tato méfeni
byla soucasti vyzkumu pro ovéfeni hypotézy o zvySeni obsahu vody v pribéhu rustu
tkanové kultury pfi kontaminaci kadmiem. K tomu uc€elu umistime do pracovniho
prostoru tomografu méfenou tkan, zvolime si vhodny smér roviny fezu a méfime MR
obraz vtéto roviné. Obraz je vahovany spinovou hustotou a intenzita obrazu je
umeérna poctu protonovych jader ve zvoleném fezu. MR obraz je mapou rozlozeni
protonl v méfeném shluku rostouci tkariové kultury [6].

Stejna technika byla pouzita pro charakterizovani ristu ranych smrkovych embryi
kontaminovanych olovem. Z MR obrazli byl vypocitan integral intenzity shlukd
charakterizujici poC€et protont rostouciho shluku a stanoveny zmény tohoto poctu pfi
rustu.

Jednou z technik odhalovani MR obrazu je metoda spinového echa (SE) [7].
Ziskany obraz vybrané vrstvy je vazeny spinovou hustotou. My(x,y) je velikost
snimaného MR signalu, zavisejici na spinové hustoté jader, citlivosti MR systému,
velikosti sklapéciho uhlu (velikosti RF magnetického pole) a velikosti rdznych
artefaktl. Soucasné je velikost intenzit v obraze zavisla na relaxacich T, a Ty
(relaxace popisuje jak rychle je spin schopen navratu do termojaderné rovnovahy).
Efekty ze spin-mfizkové relaxace T; a difuze mohou byt povazovany za
zanedbatelné. Velikost obrazu MR pak mUze byt vyjadiena vyrazem [8]:

M(x,y)=Mqy(x,y)exp(-Tp./Ty) (1)

V experimentech se pro stanoveni relaxacni ¢asu T, museji méfit série obrazl s
raznymi echo-Casy T (Echo Cas je Cas snimani obrazu po excitaci jader). V kazdém
bodé obrazi se vypocitava hodnota T, pfes aproximaci kfivek podle vztahu (1).

Timto zpusobem muze byt zvyraznén T, kontrast v obraze a kontrast spinové hustoty
ve vybraném misté bude sniZzen. ZjednoduSena metoda spociva v méfeni jednoho
MR obrazu pro vhodné vybranou hodnotu 7. s ohledem na oCekavané relaxacni

Casy T, a T, méfena v existujicich tkanich [9]. V tomto pfipadé nebude velikost
obrazu vahovana relaxacnimi Casy nekolikanasobné kratSimi nez vybrany Cas T. a
kontrast v obrazu bude odpovidat relaxaénim €asidm T, > T.. Pro pfesnégj8i ureni

spinovych relaxacnich ¢asu ve vybraném misté obrazu je vyhodné eliminovat ucinek
spinove hustoty. Proto zméfime MR obrazy pro dva Casy echa T.. Na zaklade

definice (1) mohou byt jejich velikosti vyjadfeny timto zplsobem [8]:

Ml(xsy):Mo(xay)exp(_TEl/];) (2)

M, (x,y)=M,(x,y) exp(-Ty, /T) (3)



Cas Tz, by mél byt tak kratky, jak jen je to mozné z divodu omezeni méfici
sekvence a moznosti pouziti. Cas T, je vybran podle pfedpokladanych relaxacnich
Casu v méfeném vzorku (50 - 200 ms). Podil obrazi M,(x,y) a M,(x,y) mize byt
pouzit pro odstranéni u€inkd spinové hustoty na kontrastu obrazu MR [8]:

M, (x,y)/M,(x, )= exp|~(Ty, —T3 )/ T (4)

Zlogaritmovanim vztahu (4) zménime podil obrazi na jejich rozdil. Velikost
vysledného obrazu bude vahovana pouze relaxacnim casem T, podle vztahu [8]:

My = ln[Ml(x,y)/Mz(x,y)] = ln[Ml(an’)]' ln[Ml(x,y)] = _(TE, — T, )T, )
Mapu relaxacniho ¢asu pak dostaneme vztahem [8]:
Tzz(TE, —TEz)/{ln[Ml(x,y)]—ln[Mz(x,y)]} (6)

Zpracovani obrazl vySe uvedenymi zplsoby je omezeno Sumem v obrazu,
protoZe Sum se touto upravou zvétsi

Pro méfeni byla pouZzita technika spin-echo, protoze na rozdil od techniky
gradientni-echo eliminuje vliv nehomogenity zakladniho magnetického pole a obrazy
maji lepSi pomér signal-Sum. S pomérem signal-Sum také souvisi zvolena Sitka fezu
a velikost méfeného obrazu. S menSi tlouStkou fezu se snizuje pocet jader
vytvarejicich signal a pomeér signal-Sum klesa. Minimalni tloustka fezu je vSak pro
zobrazeni tkafovych kultur vyhodna. Optimalni tloustka fezu je 2 mm. Velikost
obrazu volime s ohledem na velikost shlukl tkanovych kultur a na velikost pracovni
sondy. Pro zvySeni poméru signal-Sum je mozné méfeni nékolikrat opakovat a
vysledky pramérovat. Méfeni se vSak Casové znacné prodluzuje. Vzhledem
k relaxacnim ¢astm vody (T1 = 2 s, T, = 80 ms) neni mozné méfeni rychle opakovat.
Opakovaci ¢as Tr = 1 s byl zvolen menS$i nez spin-mfizkovy relaxacni ¢as. Je nutné
zdudraznit, ze pro obraz 256x256 pixelu je ¢as méfeni roven 256 x Tr

Pro odstranéni nestability parametrd tomografu pfi dlouhodobém opakovaném
meéfeni byla v blizkosti méfenych vzorkl umisténa mald banka naplnéna
deionizovanou vodou. Méfené velikosti intenzity kazdého obrazu byly normovany
k velikosti intenzity vody v barice. ProtoZze nehomogenita vf magnetického pole sondy
zpusobuje zmény intenzity v obraze, byly intenzity fez( shlukd tkanovych kultur
normovany na velikost intenzity obrazu v kultivaénim médiu pfimo pod shlukem.
Tento typ zpracovani umoziiuje méfit az Sest shluku v jednom obraze a zkratit Cas
méreni.

Experimenty byly provadény na MR tomografickém systému s horizontalnim
magnetem s pracovnim prostorem o priméru 120 mm, operujicim s magnetickym
polem o indukci 4.7 T (ti. 200 MHz pro jadra 'H). Aktivné stinéné gradientni civky
vytvareji maximalni velikost gradientniho pole 180 mT/m. Data byla zpracovana
v programu Marevisi 8.2.
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6. Namérené vzorky

Tyto Petriho misky se vzorky tkani smrku s rliznou kontaminaci Pb (0, 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 mg/l) byly méfeny pomoci magnetické
rezonance. Vysledné obrazy téchto méfeni jsou vyhodnoceny v této bakalarské
praci.

Obr. 2. Obrazek dvou Petriho misek umisténych nad sebou s tkanémi
znecisténymi olovem koncentraci 300 mg/l (horni miska) a 400 mg/l (spodni miska)
Horni pohled.

Obr. 3. Obrazek dvou Pepiho misek umisténych nad sebou s tkanémi
znecisténymi olovem koncentraci 300 mg/l (horni miska) a 400 mg/l (spodni miska)
Boc¢ni pohled.
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Méfené vzorky ranych somatickych embryi smrku, kontaminované ruznou
koncentraci olova, byly kultivovany v plastovych Petriho miskach (o praméru 50 mm).
V kazdé misce byly umistény tfi shluky kontaminované stejnou koncentraci Pb. Pro
méfeni byly v prostoru MR tomografu umistény dvé Petriho misky nad sebou
v definované poloze a pod nimi byla barnka s vodou. Axialni MR obrazy byly ziskany
pomoci klasické sekvence spin-echo s nasledujicimi parametry:

Cas spinového echa Tg = 11 ms

Cas opakovani Tgr = 30 ms

rozmér matice 256x256 pixelt (60x60 mm s rozliSenim 0.234 mm/pixel)
tloustka vrstvy = 2 mm

pocet primérovani NS = 1

| »
1
e

Obr. 4. Vysledky 8 dni po zacCatku kultivace jsou porovnany s kontrolou. Obrazy
Jjsou vahované a) spinovou hustotou (kontrola), b) kontaminované nahofe 800 mg/|
Pb (pozice 3) a dole 900 mg/I Pb (pozice 5),
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7. Postup pri vyhodnocovani intenzit obraza

Ve dnech od 30.5.2008 do 11.7.2008 probihalo v budové Ustavu pfistrojové
techniky Akademie véd méfeni vzorku tkanovych kultur smrku na MR tomografickém
systému. Po zméfeni vSech vzorkl nasledovala faze vyhodnocovani vSech
zmeérenych obrazu.

7.1 Zpracovani obrazu

Obdrzené obrazy byly ve formatu *.MRD (format *.MRD je pfimy vystup dat z MR).
Z diivodu zpracovatelnosti bylo potfeba obrazy pfevést do formatu *.MAT (format
* MAT je format souboru pro praci v programu Matlab a Marevisi). Obrazy byly
pfevadény v programu Marevisi 8.2.

Pfevod byl nasledujici: 1) nacteni obrazu *.MRD,
2) Fourierova transformace nacteného obrazu,
3) uloZeni jako komplexni data ve formatu *.MAT.

Obr. 5. Priklad méreného obrazu 6-ti shluk( a malé bariky naplnéné vodou pro
kontrolu a normovani obrazovych dat.
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Po pfevodu vSech (cca 350) obrazu se preslo do faze ziskavani hodnot z obraz(.
Jednotlivé obrazy ve formatu *.MAT jsem postupné oteviral v programu Marevisi 8.2.
a oznaCoval Casti shluki a barnky s vodou, jak je mozné vidét na Obr. 6. Pfiklad
méfeného obrazu 6-ti shlukl a malé barnky naplnéné vodou pro kontrolu a normovani
obrazovych dat (pozice 13), s vyzna€enim oblasti pro ziskani intenzity shluku. Shluky
jsou kontaminovany nahofe 800 mg Pb/l (pozice 1, 2 a 3) a dole 900 mg Pb/I (pozice
7, 8 a 9.) Substrat se nachazi na pozicich 4, 5, 6, 10, 11 a 12. Stafi vzorku bylo 31
dna.

Obr. 6. Priklad méreného obrazu 6-ti shluk( a malé bariky naplnéné vodou

Z vybranych oblasti jsem vybral stfedni hodnotu, kterou jsem zapsal do tabulky
v Excelu pro pozdéjsi zpracovani. Stfedni hodnotu vybrané oblasti vypocital a
zobrazil v tabulce program Marevisi 8.2. Obr. 7. Pfiklad tabulky s vypoc¢tenou stfedni
hodnotou intenzity vybranych oblasti.
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Obr. 7. Priklad tabulky s vypoctenou stfedni hodnotou intenzity vybranych oblasti.

7.2 Zpracovani hodnot v Excelu

Tabulky vytvofené v Excelu pracuji se stfednimi hodnotami intenzity shluku a
bariky s vodou. Hodnoty intenzity v tabulkach jsou normovany podle stfedni hodnoty
intenzity vody a nasledné i substratu. Normovani podle stfedni hodnoty intenzity vody
bylo nutné z dudvodu srovnani intenzit vSech vzork( vody na stejnou hodnotu.
Intenzity banky s vodou byly totiz v jednotlivych obrazech riizné. Rizné intenzity byly
zpusobeny tim, Ze kazdé méfeni probihalo 3 dny po pfedchozim méfeni a byla rizna
citlivost magnetického pole. Ukazku tabulky muizete vidét v Tab. 1. Pfiklad Casti
tabulky s hodnotami intenzit vzork(, substratll a vody, normovanych podle stfedni
hodnoty vody a podle substratu.

Intenzita vzorkd kontaminovanych 800 mg Pb/l v zavislosti na stafi je na Obr. 8.
Graf intenzit vzorkl, vzorky byly kontaminované 800 mg Pb/l. V8echny hodnoty
intenzity shlukG a barnky s vodou daného vzorku ze vSech méfeni se nejprve
normovaly podle vody. Nasledné jsem normoval hodnoty intenzity shlukid daného
vzorku zméfené v jednom dni podle stfedni hodnoty intenzity substratu. Z takto
znormovanych hodnot jsem vypocital stfedni hodnoty intenzity shluki daného vzorku
zméfené v jednom dni pro vypocet relaxacnich €asu T,. T, jsem pocital podle vztahu

(6).
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Ctené hodnoty vzorkut

Stari vzorku: 3 dny 7 dni 10 dni
Den méfeni: 2.6.2008 6.6.2008 9.6.2008
Typ: Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek
Voda: 1,70*10° 1,33*10° 1,63*10°
800_nahofe_11ms 1: 1,11*10° | 9,17*10* | 1,01*10° | 8,52*10* | 1,17*10° | 9,82*10"
800_nahofe_11ms 2: 1,1010° | 1,13*10° | 9,38*10* | 9,21*10* | 1,14*10° | 9,98*10"
800_nahofe_11ms 3: 9,68*10* | 6,48*10" | 6,82*10" | 5,38*10" | 9,87*10° | 8,04*10"
Stredni hodnota 1,41*10°
Ctené hodnoty normované podle stfedni hodnoty intenzity vody:
Normovano podle stredni
hodnoty intenzity vody
Stari vzorku: 3 dny 7 dni 10 dni
Den méfeni: 2.6.2008 6.6.2008 9.6.2008
Typ: Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek
Voda: 1,41*10° 1,41*10° 1,41*10°
800_nahoie_11ms 1: 9,24*10* | 7,62*10* | 1,07*10° | 9,04*10" | 1,01*10* | 8,50*10*
800 nahoie_11ms 2: 9,14*10* | 9,36*10* | 9,94*10* | 9,77*104 | 9,85*10* | 8,64*10"
800_nahofe_11ms 3: 8,04*10* | 5,38*10* | 7,23*10* | 5,70*10" | 8,54*10* | 6,96*10"
Stredni hodnota 8,81*10" 9,29*10* 9,51*10*
Dale se hodnoty normovaly podle stfedni hodnoty substratu:
Normovano podle
substratu
Stafri vzorku: 3 dny 7 dni 10 dni
Den méfeni: 2.6.2008 6.6.2008 9.6.2008
Typ: Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek | Substrat | Vzorek
Voda: 1,41*10° 1,41*10° 1,41*10°
800_nahoie_11ms 1: 8,81*10* | 7,26*10* | 9,29*10* | 7,86*10" | 9,51*10" | 7,98*10*
800_nahoie_11ms 2: 8,81*10* | 9,02*10* | 9,29*10* | 9,12*10* | 9,51*10* | 8,34*10"
800_nahoie_11ms 3: 8,81*10* | 5,89*10* | 9,29*10* | 7,32*10" | 9,51*10* | 7,75*10"
Stredni hodnota 7,39*10" 8,10*10" 8,02*10"

Nakonec se vypocitala stfedni hodnota normovaného substratu

Stfedni hodnota normovanych substratu

800 _dole_11ms :

8,81*10"

9,29*10* | 9,5110*|

Stredni hodnota normovanych vzork

800 _dole_11ms :

7,39*10*

8,10*10*| 8,02*10*|

Tab. 1. Pfiklad ¢asti tabulky s hodnotami intenzit vzorkt shlukd, substratu a vody,
normovanych podle vody a podle substratu.
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Vysledny graf intenzity shluki po normovani pomoci stfedni hodnoty vody a
substratu pro kontaminaci 800 mg Pb/l je mozné vidét na Obr. 8. - graf intenzit
vzorkl, vzorky byly kontaminovany 800 mg Pb/l. Z grafu je mozné vidét, jak se
velikost intenzity vyvijela. Dale je mozné vidét, Ze vétsi intenzitu ma vzorek 11 ms.

Graf intenzity shlukl v zavislosti na sta¥i vzorku

Intenzita [-]

1,20E+05

1,00E+05 v.—
J_.."_‘\‘

8,00E+04 ~

5:\\\//';“/‘/

6,00E+04 -

—l—11ms
4,00E+04 ——30ms
2,00E+04
0,00E+00

A S RN R S S S - R

Stari vzorku [Dny]

Obr. 8. Graf porovnani intenzit vzorku, pro 11 ms a 30ms s kontaminaci 800 mg

Pb/l.
- - o rd - - F T
Graf intenzity shluku v zavislosti na stari vzorku
1,60E+05
1,40E+05
1,20E+05
- =®—0Pb-11ms
[
§  1,00E+05 —e—200Pb-11ms
% =4 00Pb-11ms"
8,00E+04 ——600Pb-11ms
—4—800Pb-11ms
6,00E+04 1000Pb-11ms
4,00E+04
I T N N S T AS V- R c B M 2
Stafri [Dny]

Obr. 9. Graf intenzit shlukd, pro jednotlivé kontaminace Pb a 11 ms.
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8. Relativni po€et protonovych jader

Jednim z dulezitych parametrd pfi rdstu tkanovych kultur je relativni pocet
protonovych jader a zjisténi jeho zmény v zavislosti na dobé rustu. Tento parametr
odpovida integralu intenzit obrazu vahovaného spinovou hustotou. Integral obrazu
Ize stanovit dvojim zpUsobem.

Prvni z nich je soucet intenzit vybrané casti obrazu, zobrazujici jen shluky
kontaminované jednim prvkem, podéleny poc¢tem pixelu obrazu. VypocCet je proveden
podle vztahu

_ X Yo 3y
I, = M-N lezllsi [12] (7)

kde /; je integralni obraz, Xmax @ Ymaxjsou maximalni obrazové rozméry v osach x a y.
[10]

Priklad vybéru MR obrazu zobrazujiciho tfi shluky kontaminované koncentraci
1000 mg/l zinku po 38 dnech ristu je na Obr. 10.

Obr. 10. Priklad vybéru MR obrazu zobrazujiciho tfi shluky kontaminované
koncentraci 1000 mg/l Pb po 42 dnech ruastu.
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Druhym zpusobem je s vyuZzitim Fourierovy transformace prevést vybér MR
obrazu do ¢asové domény. Integral shlukd je dan velikosti maximalni intenzity obrazu
v Casové doméné podeéleny poctem pixelt celého obrazu a nasobeny poctem pixell
vybrané ¢asti MR obrazu. Oba zpUsoby davaji shodné vysledky. [10]

S (kx > ky ) - .[ Ipi (x, J’)’ e_zn(kXHkyy)dXdJ’- (8)

kde ky a ky jsou soufadnice mefené v rusivém obrazu, nazyva prostorova
frekvence a p(x,y) je spinova hustota v MR obrazu.

Pro k« = k, = 0 pfechazi vztah se zméni na tvar [10] :

[c el o]

5:(0,0)= [ [p (. y)dxdy =1, (9)

—00 —00

Tento zpUsob mlze byt pro néktera usporadani méfeni vyhodnéjsi. Pro stanoveni
relativniho poctu protonovych jader, byl vybran prvni zplsob.

Druhy zpusob se pouzil, u jedné kontaminace Pb (800mg Pb/l) pro srovnani
spravnosti prvni metody.

9.1 Ziskavani hodnot

Pro stanoveni relativnino poCtu protonovych jader, bylo nejprve nutné
z jednotlivych obrazd vyjmout pouze shluky s danou koncentraci Pb. Toto vyjmuti
bylo provadéno opét v programu Marevisi 8.2. Na Obr. 11. je vidét jak se jednotlivé
shluky vyznacovaly a nasledné se okoli potlacilo tak, aby na obrazku zbyly jen nami
vybrané shluky s danou koncentraci Pb.
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Na Obr. 11. je uveden v Casti a) MR obraz bez jakéhokoli zasahu, v ¢asti b) jsou
jiz vybrany shluky s kontaminaci 100 mg Pb/I, v ¢asti c) je vidét zména MR obrazu
nasledkem potlaceni okolniho Sumu a v €asti d) jsou jiz pouze shluky kontaminované
100 mg Pbl/I.

Obr. 11. Priklad vybéru MR obrazu zobrazujiciho tfi shluky kontaminované
koncentraci 100 mg/l Pb po 35 dnech ristu s jednotlivymi fazemi vybéru dat.
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Takto upraveny obraz se ulozil do souboru *.bmp k naslednému vyhodnoceni
v programu Matlab. V Matlabu se jednotlivé obrazy *.bmp nacitaly a s€italy se v nich
intenzity jednotlivych pixeld. Vysledné hodnoty z Matlabu se zapisovaly do excelu
k naslednému vyhodnoceni.

Pouzité operace v Matlabu:

Nacteni obrazu'vz-800 nahore-11ms-08-06-20.bmp'
obrazek=imread('vz-800_nahore-11ms-08-06-20.bmp') ;

Secdteni vSech hodnot v obrazu
soucet=sum (sum(obrazek)) ;

Zobrazeni vysledku

soucet
Stai [dny] 3 7 10 14 17 21
MAX. Intenzita Obrazu 800Pb | 1,01*10° | 1,58*10° | 2,05*10° | 1,45*10° | 2,96*10° | 3,65*10°
Integral obrazu 1,8593 | 2,9105 | 3,7624 | 2,6636 | 54422 | 6,7220
Stai [dny] 24 28 31 35 38 42
MAX. Intenzita Obrazu 800Pb | 4,44*10° | 4,73*10° | 5,92*10° | 6,21*10° | 5,72*10° | 5,87*10°
Integral obrazu 8,1670 | 8,7039 | 10,8990 | 11,4314 | 10,5176 | 10,8047

Tab. 2. Cést tabulky Max. intenzity Obrazu a Integralu Obrazu s kontaminacich
800 mg Pb/.

V Excelu se nejprve hodnoty z Matlabu podéli potem pixeld obrazu. Z téchto
hodnot se nasledné vytvofil graf zavislosti intenzity shluku, pfimo umérné relativnimu
poCtu protond ve shluku, v zavislosti na dobé ristu je uvedena pro jednotlivé
kontaminaci Pb na Obr. 11. a Obr. 12. Je zfejmé, Ze koncentrace protonu ve shluku
tkanové kultury neustale roste a nezalezi na rustu tkafoveé kultury, ktera se vyrazné
po 14 az 20 dnech snizuje na minimum.
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Integral intenzity obrazu shluku

20
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Obr. 12. Velikost integralu intenzity obrazu shluku vyhodnoceny z obrazu
vahovanych spinovou hustotou v zavislosti na dobé ristu, pro koncentrace Pb 0O -
400 mg/l

Integral intenzity obrazu shluku
16
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Obr. 13. Velikost integralu intenzity obrazu shluku vyhodnoceny z obrazu
vahovanych spinovou hustotou v zavislosti na dobé rustu, pro koncentrace Pb 500 -
1000 mg/l b.
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Zavislost integralu intenzity MR obrazu pro vybranou kontaminaci Pb v zavislosti
na velikosti koncentrace timto prvkem je uvedena na Obr. 14. a Obr. 15.
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Obr. 14. Velikost integralu intenzity obrazu shluku vyhodnoceny z obrazu
vahovanych spinovou hustotou v zavislosti na velikosti koncentrace Pb . Pro stari
vzorku 3 dny az 21 dni.
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Obr. 15. Velikost integralu intenzity obrazu shluku vyhodnoceny z obrazu
vahovanych spinovou hustotou v zavislosti na velikosti koncentrace Pb . Pro stafi
vzorku 24 dni az 42 dni.

Z Obr. 15. je zfejmé, Ze pro urcitou koncentraci je mozné nalézt maximum obsahu
protonl po celou dobu rlstu tkanové kultury. Je to pro koncentraci 100 mg/l Pb.
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Pro srovnani spravnosti prvni metody, se pro zjiSténi relativniho poctu
protonovych jader jedné kontaminace Pb (800mg Pb/l) pouzila i druha metoda.
Metoda s vyuzitim Fourierovy transformace.

Byly zde pouzity stejné obrazy které se pouzivaly u prvni metody. Jednalo se o
obrazy, které je mozné vidét na Obr. 11. €as d). vyjmuté shluky z celého obrazu.

Jednotlivé obrazy se prevadély pomoci Fourierovy transformace a nasledné se
jejich maximalni intenzita zapisovala do tabulky v Excelu pro vypocet Integralu
obrazu. Integral se pocital podle vztahu (8).

Obr. 16. obraz shlukt po Fourierové transformaci s detailem c&teni maximalni
intenzity obrazu 800 mg Pb/.

Stai [dny] 3 7 10 14 17 21

MAX. Intenzita Obrazu 800Pb ] 1,01*10° |1,58*10° |2,05*10° |1,45*10° |2,96*10° |3,65*10°
Integral obrazu 1,8593 |2,9105 |3,7624 |2,6636 |5,4422 |6,7220
Stafi [dny] 24 28 31 35 38 42

MAX. Intenzita Obrazu 800Pb |4,44*10° |4,73*10° |5,92*10° |6,21*10° |5,72*10° |5,87*10°
Integral obrazu 8,1670 ]8,7039 10,8990 [11,4314 |10,5176 |10,8047

Tab. 3. Max intenzita obrazu a integral obrazu s kontaminacich 800 mg Pb/I.

Pfi srovnani Tab. 2. s prvni metodou a Tab. 3. s druhou metodou, zjistime, Ze obé
metody maji vysledné integraly obrazu stejné. Vyplyva z toho Ze jsem vyhodnoceni
provadél spravné.
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9. Difuze

Pro méfeni difuznich koeficienti atomu a molekul je pouzZivana méfici sekvence
PFGSE uvedena na Obr. 17. Bé&zna sekvence spinového echa je rozSifena o dva
difuzni gradienty. Prvni z nich, aplikovany mezi dvéma RF (radio frequency) impulzy,
rozfazuje definovanym zplsobem spiny. Druhy, ktery spiny opét sfazuje, nasleduje
po 180° impulzu. Béhem celého méfeni se projevuje staticky gradient Gy, ktery je
disledkem magnetickych vlastnosti méfené latky. [11]

Bi  90° 180° S

21't

Obr. 17. PFGSE sekvence pro méreni difuzi v heterogennich materialech.

Pro tfi méfeni (Gp, —Gp a Gp = 0) mUze byt difuzni koeficient vypocitan dle
vztahu [11]:

M. -M
ln{—GD2 mS J = —272(611 -Gp +a -Gé§+&GDGO§)D. (10)
M~<G,=0 2

Velikost shlukld je v difuznim obraze pFesnéji ohrani¢ena a vyhodnoceni ploch
shlukt je presnéjSi. Vyjadfuje vSak objem shluku bez uvazovani koncentrace
protonovych jader a vysledky takto ziskané jsou odliSné od integralu intenzity obrazu.
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9.1 Ziskavani hodnot

Pro vyhodnocovani difuznich obrazu, bylo nejdfive potfeba tfi difuzni obrazy spojit
do jednoho. Jednalo se o dif 0, dif -25000 a dif 25000. Toto spojeni bylo provadéno
v programu Matlab. Vysledny obraz se ukladal do formatu *.mat pro pozdéjSi
zpracovani v programu Marevisi 8.2. Na Obr. 18. je mozné vidét 3 vstupni obrazy a
vysledny difuzni obraz.

dif -25000

dif 25000

Obr. 18. Priklad vytvofeni difuzniho obrazu ze obrazu dif -25000, dif 0 a dif 25000.
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V programu Marevisi 8.2. se vysledné obrazy po spojeni postupné oteviraly a
vyznacovaly se v nich jednotlivé shluky s danou koncentraci Pb. Po oznacgeni vSech
3 shluku se zapsal pocet pixell jednotlivych shlukl do Excelu k vytvoreni grafa.
Pfiklad vybéru 3 shlukd v difuznim obrazu a ur€eni jejich rozméru v pixelech je

mozné vidét na Obr. 19.

1;4;'“-'“ Ty

&

v

T
A"
* ais

no.[1/mm2] | [ps2] |

10.72 1072 : AL
1Th 10.72 2.338e-009 7 g 2 3
2 13m 13 -2.787e-009 3147008 2.4133-["]9@
2Th 13.01 13m -2.787e-009 3147008 2.413e-003
3 1063 1063 -2.863e-003 3.18e-008 2.157e-003 1.65
3aTh 1063 1062 -2.863=-002 3.18e-003 2.157=-009 1-55E%]

Obr. 19. Priklad vybéru 3 shluk( v difuznim obrazu a urceni jejich rozméru
v pixelech (rozméry v pixelech jsou vyznacden &ervenym réameckem). Jedna se o

7 vrs

obraz s kontaminaci 100 mg Pb/| a stafi vzorku je 35 dnd.
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Z difuznich obrazl byly vyhodnoceny plochy jednotlivych shlukl a vysledky jsou
pfehledné uvedeny na Obr. 20. a Obr. 21. Objem tkanové kultury se postupné
zvySuje a rychlost rustu nezavisi na koncentraci prvkl ve tkarnové kulture.
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Obr. 20. Velikost plochy fezu shluky vyhodnocena z difiznich obraz( v zavislosti
na dobé rdstu. Pro kontaminace 0 — 500 mg Pb/l.
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Obr. 21. Velikost plochy Fezu shluky vyhodnocena z diftiznich obrazd v zavislosti
na dobé rastu. Pro kontaminace 600 — 1000 mg Pb/I.
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Na Obr. 22. je prubéh zmény difuzniho koeficientu rannych somatickych embryi
smrku kontaminovanych riznymi koncentracemi olova (0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 a 1000 mg/l) v zavislosti na dobé rustu. Z tohoto prabéhu je
ziejmé, Ze difuze se vyrazné nemeéni. Divodem mlze byt mala difuzni délka, ktera je
4.8 um. Prostor mezi molekulami je pravdépodobné vétsi, difuzni koeficient D bude
v tom pfipadé konstantni.

3,00E-09
~7—1000Pb
—-300Ph
2,50E-09
—4=900Ph
z —4—700Pb
~
£ 2,00E-09 - =i 600Ph
e ——500Pb
1,50E-09 —&—400pPb
et 300Ph
——200Ph
1,00E-09
' ———100Ph
3 7 10 14 17 21 24 28 31 35 38 42
—4—0Ph
Stari vzorku [dny]

Obr. 22. Zavislost difuzniho koeficientu na dobé rastu ranych smrkovych embryi
olovem.

Pfiklad MR obrazu vahovaného difuzi je uveden pro jeden shluk kontaminovany
koncentraci 1000 mg/l olova po 42 dnech rustu na Obr. 23.

T g e '-.. A

o R

Obr. 23. Priklad MR obrazu vahovaného difuzi pro jeden shluk kontaminovany
koncentraci 1000 mg/l olova po 42 dnech rastu.
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10. Srovnani jednotlivych metod vyhodnocovani

Srovnani 3 metod vyhodnocovani ristu shlukd ranych somatickych embryi smrku.

Intenzita vzorku
1,20E+05
1,10E+05
= 1,00E+05
2
= 9,00E+04
~N
> i
5 BO00E:04 —4—100Pb
T 7,00E+04 - ——c00Ph
£ 6,00E+04
5,00E+04 A—800Pb
4,00E+04
A TN N T T G S A B
Stari vzorku [dny]
a)
s Integralu intenzity obrazu shluku
16
14 //_.
12
_ 10 ——100Pb
= 3
T —m—500Pb
G 6
s 4 ~—800Pb
2 T
0
A BN O S SRR SR SR 07
Starivzorku [Dn
b) [Dny]
Difuze
4000
— 3500
@
X 3000 //"/‘\4
=
5 2500
2 2000 —4—100Pb
g 1500 —@—500Pb
S 1000 -
o 500 == 800Pb
0
3 7 10 14 17 21 24 28 31 35 38 42
Stari vzorku [dny]
c)

Obr. 24. Srovnani graft jednotlivych metod vyhodnocovani. a) zména poctu jader,
b) zména maximalni intenzity v prabéhu rastu, c) zména plochy shluku
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Intenzita vzorku - Nam fika, jak se zvétSuje pocet protonovych jader ve
vybraném misté obrazu. Bere se v potaz pocet jader
pouze vybrané Casti obrazu, ne celého obrazu. Pfislusny
graf je vidét na Obr. 24. a).

Obr. 25. OrientaCni obrazek zobrazujici vybér ¢asti obrazu pro urCeni Intenzity
vzorku

Integral intenzity- Charakterizuje poCet protonovych jader které jsou v fezu
shluku. Udava pocCet jader v celém fezu, ne jen ve vybrané
Casti obrazu. Prislusny graf je vidét na Obr. 24. b).

Obr. 26. OrientaCni obrazek zobrazujici vybér celych shluk( pro uréeni Integralu
intenzity vzorku

Difuze - Nam fika jak vypada difuze v fezu shluku. Velikost difuze
nezalezi na poctu jader. Takze nam udava plochu zmény
shluku bez ohledu na poctu jader v obrazu. PFislusny graf
je vidét na Obr. 24. c).

o ?m:;-,a,h n?': FE e ,;*'%-P%“F'Te”-,a-

e ﬂ_ﬁ s ﬁ%ff ¥ "Ei"

-'-. “.-%;g -"-l-"l-ﬁ{_l !.:F"'-1}|:'.-.-.T s = ::-'.*L.-:I."__E:..'_l!.-._lzl_'-r JL:E. %I

Obr. 27 Orlentacn/ obrazek MR obrazu vahovaneho difuzi pro uréeni dlfuze

31



11. Vypocet relaxaénich ¢asu T

MR obrazy vahované relaxaénim ¢asem T, mohou pfinést nové informace. Je
mozné z nich stanovit plochu fezu shlukl v zavislosti na dobé rlstu. Tato plocha
charakterizuje objem shluku a ne pocet protonovych jader. Pfiklad MR vysSetfeni
ranych somatickych embryi smrku kontaminovanych olovem je uveden na Obr. 28.

Obr. 28. Vlysledny obraz T, pro kontaminaci nahofe 800mg Pb/l a dole 900mg
Pb/l stary 31 dni od zacatku kultivace. Bod a) oznacuje kultivovany vzorek 800 mg
Pb/l bod b) pak jeho substrat, bod c) shluk vzorku 900 mg Pb/l, d) pak jeho substrat,
posledni bod e) oznacluje bariku s deionizovanou vodou.
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Relaxaéni €as T, se pocita podle vztahu (6) z intenzity normovanych obraza.

Stiredni hodnota normovanych substratu

800_dole_11ms : 8,81*10° [9,29*10° [9,51*10°
800_dole_30ms : 6,78*10" |6,98*10" |7,05*10"
Stiredni hodnota normovanych vzorku

800 dole 11ms : 7,39*10* [8,10*10* |8,02*10*
800_dole_30ms : 6,15*10" |6,37*10" |6,55*10"

T, vody, substratu a shlukl pocitané podle vztahu (6)

Datum: 2.6 6.6 9.6

T2 Vody [ms] 219,6902 |219,6902 | 219,6902
T, Substratu [ms] 167,5788 | 152,8687 | 146,6616
T2 Vzorkii [ms] 238,9512 | 182,0866 | 216,3383

Tab. 4. Priklad casti tabulky s hodnotami intenzit vzorkl, substratii a vody,
normovanych podle vody a podle substratu a vysledného relaxacniho ¢asu T».

Hodnoty relaxacniho Casu T, pro kontrolu i pro kontaminovana embrya jsou
souhrnné uvedeny v Tab. 5. a Tab. 6. Graf relaxa¢nich €asl v zavislosti na stafi
vzorku muzete vidét na Obr. 31. a Obr. 32. Graf relaxaCnich €asu T, ranych
smrkovych embryi kontaminovanych 100, 200, 300, 400 a 500 mg Pb/l v zavislosti na
stafi vzorku. A na Obr. 33. Graf relaxa¢nich €ast T, ranych smrkovych embryi
kontaminovanych 600, 700, 800, 900 a 1000 mg Pb/l v zavislosti na stafi vzorku.
Znazornéni rustu shlukl je zobrazeno na obrazku Obr. 34. Zobrazeni ristu shluku
kontaminovanych 800 mg Pb/l podle stafi vzorku.

Pozice v obraze Relaxace T, [ms]
1 (voda) 259,820
2 (kultivacni médium) 53,4222
3 (kontrola) 115,551

Tab. 5. Vysledné hodnoty relaxacniho Casu T, ranych smrkovych embryi u
kontroly v jednotlivych pozicich v obraze.

Umisténi v obraze Relaxace T, [ms]
1 (voda) 219,690
2 (kultivaéni médium) 126,326
3 (kontaminace 700mg Pb/l) 213,618
4 (kultivani médium) 144,924
5 (kontaminace 800Pb) 204,606

Tab. 6. Vysledné hodnoty relaxacniho casu T, ranych smrkovych embryi
kontaminovanych 800 a 700 mg Pb/I.
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PFitomnost jinych latek napf. kovu (Pb) ve tkanové kultufe i v substratu zpusobuje
zmeénu relaxacnich ¢ast méfenych protonovych jader. Tato zména je vyrazna a je
mozné ji vyuzit ke zjiStovani pronikani kovd do shlukd, nebo rozlisit substrat od
rostouci kultury. Pfiklad MR obrazd vahovanych relaxaénim ¢asem T, kontrolni
skupiny tkafové kultury je uveden na Obr. 29. Hodnoty relaxanich €asu jsou
uvedeny v Tab. 5.
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Obr. 29. Pfiklad MR obrazti vahovanych relaxaénim ¢asem T, pfi ristu ranych
smrkovych embryi bez kontaminace kovy s vyznacenim stafi ve dnech.

Porovname-li pribéh relaxaéniho Casu T, ve shluku tkanové kultury a relaxaci
substratu, viz. Obr. 30. zjistime, Ze substrat ma vyrazné niz8i relaxace ve srovnani
s relaxacemi tkanoveé kultury a v pribéhu ristu se neméni.
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Obr. 30. Porovnani spin-spinového relaxacniho ¢asu T, jader a substratu na dobé
rastu ranych smrkovych embryi kontaminovanych olovem

350

300 /[ \

X / \
250 ) ) f \ ) ) ) =—4—[Kontrola

\ / \ Vzorek

200

/ \ / \ == Kontrola
150 Substrat

==K ONtrola

100 - Voda

50

T2 [ms]

o] N QS e A oy

S A S A

Y o

Ar "

a5

Starivzorku [Dny]

Obr. 31. Porovnani relaxacniho ¢asu T, vzorku, substratu a vody na dobé rustu.
Relaxaéni ¢as T, vzorku ranych smrkovych embryi kontaminovanych olovem

s riznymi koncentracemi je uvedena na Obr. 32. a Obr. 33. Je ziejmé, Ze v prubéhu
rustu se relaxacni €asy moc nemeni.
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T2 v zavislosti na starivzorku
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Obr. 32. Graf relaxaCnich ¢astu T, ranych smrkovych embryi kontaminovanych
100, 200, 300, 400 a 500 mg Pb/l v zavislosti na stafi vzorku.
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Obr. 33. Graf relaxacnich ¢asu T, ranych smrkovych embryi kontaminovanych
600, 700, 800, 900 a 1000 mg Pb/l v zavislosti na stafi vzorku.
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Obr. 34. Zobrazeni rustu shluk( kontaminovanych 800 mg Pb/I podle stafi vzorku.
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12. Zaveér

Ustfednim tématem této bakalafské prace je magnetickd rezonance. Ze
zpracovanych obrazud shluku tkafiovych kultur smrku byly odecteny intenzity. Hodnoty
intenzit byly zaznamenany v tabulkach, aby tak mohly poslouZit k dalSimu zpracovani
— konkrétné napf. k vypocteni relaxacnich ¢asu T,, nebo difuzni koeficient D. Tabulky
jsou normovany podle stfedni hodnoty vody a nasledné i podle stfedni hodnoty
substratu.

Zhodnotilo se méfeni prubéhu rastu spinové hustoty, difuze a T> .

Ze spinové hustoty se zjiStoval narustajici poCet protonu. Tento narust byl
provadén tfemi metodami, intenzitou vzorku, integralem intenzity vzorku a difuzi.
NejvyhodnéjSi se zda byt metoda 3. pomoci Integralu intenzity vzorku celého shluku.
Tento narUst je uveden v grafech o nartistu poc¢tu protonl za ¢as.

Co se tyCe jednotlivych koncentraci Pb (olova), tak nejvyssi Integral intenzity
vzorku byl pro kontaminaci 100mg Pb/I. S rostouci koncentraci Pb se Integral mirné
Pb/l. Ztoho vypliva, Ze pro rychly rust tkanovych kultur smrku by mohla byt
nejpfijatelnéjsi, pravé kontaminace 100mg Pb/l.

Z grafi relaxaCnich Casu T, je vidét Ze se relaxacni ¢as T, béhem doby ristu
néjak vyrazné nemeni.

Tento zavér je pouze orientacni, hlavni zavér tohoto méfeni musi udélat odbornici

Mendelovi zemédélské a lesnické univerzity, ktefi tento projekt zadavali a z jeho
vysledku budou Cerpat pro své dalSi projekty.
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