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ABSTRAKT

Cielom tejto bakalarskej prace bolo meranie tkariovych kultur smrku metodami MR zob-
razovania. Bola premerand sada vzorkov, u ktorych bol vyhodnoteny obsah zhluku v
jednotlivych rezoch. K ziskaniu obrazu bola vyuzita magnetickd rezonancia, konkrétne
zobrazovacia sekvencia spinalneho echa. Metoda spinového echa je zalozena na dvoch po
sebe idlcich impulzoch 90° a 180°. Vybrand metoda z teoretickej Casti prace je nasledne
pouzita k zmeraniu a spracovaniu tkanovych kultur. Zaver prace je venovany zpracovaniu
dat v programe Marevisi a Matlab.
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ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is measuring of tissue cultures of spruce MR imaging
methods. Was measured set of samples, where was found contain of cluster in each cuts.
To obtain the image, the magnetic resonance was used, specifically spin echo sequence.
Method called spin echo is based on two pulses 90° and 180°. Selected method from the
beginning of the work is than used to measure the diffusion and processing of cultures.
In last part the work is devoted to data processing in Matlab and Marevisi.
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UVOD

Magneticka rezonancia sa v poslednej dobe najviac spojuje s medicinskou technikou,
vdaka svojmu velkému uplatneniu v tomto obore. Oproti inym tomografickym tech-
nikdm, u zobrazovacej techniky pomocou MR zatial neboli preukézané negativne
uc¢inky na ludské telo. Vdaka technolégii MRI je mozné vytvorit viac snimok s roz-
licnymi parametrami, ktoré su kltic¢ové pre vysledni modulaciu prijimaného signélu.
NavySe mozno aj tieto parametre kombinovat a vdaka svojej podstate dokazu teda
vystihnut nielen fyzikalne, ale aj chemické vlastnosti snimanej scény. Vdaka dobrému
kontrastu obrazu je mozné tento systém vyuzit aj pre meranie metrickych veli¢in s
mensimi chybami. Spésob zobrazovania MR je vyhodné a vdaka tomu, Ze zobrazo-
vanie jednotlivych Casti meranych vzoriek sa uskutocnuje bez fyzického narusenia
celku a je moznost dalSej prace zo vzorkami. Cielom tohto bakalarskeho projektu
je spracovat metodiku merania tkanovych kultir a vykonat experimentdlne mera-
nie. V tomto projekte je zahrnuty princip magnetickej rezonancie, popis zadkladnych
pulzovych sekvencii a relaxa¢njch mechanizmov. Dalej st v projekte uvedené rézne
priklady merani tkanovych kulttar, princip zobrazovacich technik NMR a postup

vlastného merania tkanovych kultir zo spracovanim nameranych hodnot.
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1 SUCASTNY STAV

Nuklearna magnetickd rezonancia (NMR) spektroskopia je nettoény zobrazovaci
nastroj pouzivany vela k Studiu molekil. NMR spektroskopia vyuziva interakciu
oscila¢ného radiofrekven¢ného elektromagnetického pola so zbierkou jadier ponore-
nych do silného vonkajsieho pola na stadium molekuil. Kym NMR sa c¢asto pouziva v
Lekarstve, taktiez sa pouziva i v biologickom, biochemickom a chemickom vyskume.
V rastlinnej biologii je NMR vyuzivana k studiu vody a mineralnych latok prepravu-
jacich sa v ramci rastliny, stanovenie metabolizmu rastlin, vySetrovanie bunkovych
procesov a pre skiimanie rastu a vyvoju rastlin. NMR mozno pouzit aj ako sledova-
nie vodnych zmien v skorych somatickych embryi smreku. Somatické embrya smreku
(ESEs) predstavuji unikatny modelovy systém, ktory méze byt pouzity na stadium
roznych typov zivotného prostredia vratane kovovych ionov za dobre kontrolovanych
podmienok. Rastliny st neustdle vystavené abiotickymi a biotickymi namahaniami
v ich prostredi. Ich rast a vyvoj je tizko spojeny zo schopnostou rastlin reagovat a
prisposobovat sa vonkajSiemu naméhaniu. Rastliny reaguji na patogén ttoku a na
vyrazne zmeny vonkajsich sil v expresii génov, ¢o ma za nasledok syntézy Specific-
kych peptidov a bielkovin ako st glutation a fytochelatinu. Glutation je povazovany
za zakladnu zlozku vsetkych zZivych buniek. To zohrava doélezita tlohu pri detoxi-
kécii toxickych tazkych kovov a upratovania reaktivnych foriem kyslika. Rastliny
si vyvinuli ochranné mechanizmy, ktoré im umoziiuji kontrolovat hladiny kovov a
toxickych latok zo zivotného prostredia v ich systéme. Na vySetrenie ucinkov kad-
mia na ESEs sa pouziva 6 koncentrécii kadmia (50, 100, 150, 250, 500 a 1000xM),
ktoré st vybrané v porovnani s nelie¢enymi ESEs. Prirodna koncentracia kadmia vo
ako 1000ppm. ESEs st vysoko odolné proti pritomnosti tazkych kovov, preto Siroka
skala koncentracie kadmia vratane 1000uM boli vyuzivané na stidium morfologic-
kych zmien pocas kratkej doby. Na zéklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat,
ze embryonalne bunky klastrov sa pokusali vylucovat kadmium, presnejsie znizit
koncentraciu kadmia v ramci klastrov. Tento jav mozno povazovat za jeden z mecha-
nizmov detoxikécie rastlin ako sa vyrovnat a prezif proti nepriaznivym podmienkam
v pritomnosti kontaminécie s tazkymi kovmi. NajcastejSie pouzivané metédy pre od-
had rastu bunkovych kultar su zalozené na pocitanie a vazeni buniek alebo tkaniv.
Nevyhody tychto metdd je zniCenie a kontaminacia kulttr v priebehu analyzy. Na
zéklade toho analyza obrazu pomocou NMR moZe pontknut viac ohladuplnejsi na-
stroj pre studium bunkového rastu bez akéhokolvek poskodenia alebo znecistenia

biologického materialu.[I][2]
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2 MAGNETICKA REZONANCIA

Magneticka rezonancia (MR) objavena v poslednom desatroéi, je fyzikalny jav, kto-
rého vyznam v poslednom dase stipol vdaka jeho rozSireniu do viacerych odvetvi
zivota. V medicine tento fyzikalny princip vyuzivaja pristroje pre zobrazovanie cho-
robnych zmien v Tudskom tele, vdaka ¢omu sa dostala do podvedomia Sirokej ve-
rejnosti. V stcastnosti poznadme viac druhov magnetickej rezonancie (elektrénova
paramagnetickd, elektrickd, feromagneticka, jadrovd magnetickd rezonancia a iné).

MR sa vyuziva vo fyzikdlnom, chemickom, a biologickom vyskume.[3]

Obr. 2.1: Magneticka rezonancia

Zobrazovanie magnetickou rezonanciou je diagnostickd metéda ktora sa v zdra-
votnictve pouziva od roku 1980 na vytvaranie dvojrozmernych a trojrozmernych
obrazov organov, alebo $truktir vo vnutri ludského tela. Tato metdda je jedinecné
a stale viac popularna vdaka vysokej kvalite obrazov zriadenych bez pouzitia ra-
diac¢ného ziarenia (ktoré sa pouziva v RTG a CT). Kvalita zobrazovania sa kaz-
dym rokom neustéale zlepSuje vdaka technologickym objavom a inovacidm, ¢im sa
sprestiuje a zrychluje diagnostika pacientovho problému. Podla odbornikov mozno s

urcitostou nazyvat magneticki rezonanciu vrcholnou metédou radiodiagnostiky. [4]
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2.1 Princip MR

Jav magnetickd rezonancia vychadza z interakcie jadier atomov majucich magne-
ticky moment s vonkajsi magnetickym polom. Jadra mnohych atémov s jadrovym
spinom sa chovaju ako magnetické dipdly a mozu byt bud vo vysokoenergetickom
stave ( orientované proti vonkajsiemu magnetickému pola) alebo v nzkoenergetickom
stave (orientované v smere vonkajsieho magnetického pola). Medzi tymito dvoma
stavmi je prechod doprevadzany pohlcovanim alebo vyzarovanim energie v radio-
frekvencnom pasme. Frekvencia energie emitovanej exitovanymi jadrami je priamo
umerné intenzite vonkajsieho magnetického pola. Presny vztah medzi rezonanénou
frekvenciou a vonkajsim magnetickym polom ja zavisly na type rezonujtceho jadra
(pochédzajiceho od roznych chemickych prvkov), ¢im je mozné v MRI detekovat
nezavislé rézne atomové jadra. Dalej je rezonanc¢né frekvencia modulovans malymi
"tieniacimi” efekty elektrénov obiehajucich okolo jadier (elektrén je nositelom elek-
trického naboja a pretoze sa pohybuje, vytvara okolo seba magnetické pole, ktoré
moduluje vonkajsie magnetické pole). Tieto malé rozdiely (rddovo ppm) rezonanéne;
frekvencie proténov v réznych molekulach sa vyuzivaju pre MR spektroskopiu. Pri

konvenc¢nych aplikacidch MRI a fMRI st tieto rozdiely ignorované.[5]

2.2 Pristroje MR

NajdolezitejSou ¢astou pristroja na zobrazovanie pomocou magnetickej rezonancii
je samotny zdroj vonkajsieho pola - magnet. Sila tohto pola sa udava v jednotkach
Tesla (T) a pohybuje sa v rozmedzi 0,2 az 3T. Pole musi byt homogénne. Podla spo-

sobu akym sa magnetické pole vytvara, sa pristroje delia do troch zakladnych skupin:

pristroje s permanentnym magnetom — magnetické pole vytvara trvalo
magneticky materidl. Na vytvorenie pola nie je potrebnd Ziadna dalSia energia. Ne-
vyhodami st nizke hodnoty pola - len do 0,3 T, citlivost na zmeny teploty a velka
hmotnost (az 100 ton).

pristroje s elektromagnetom - magnetické pole sa vytvara elektrickym pr-
udom, pretekajicim vinutou cievkou. St magnetické len v pripade, Ze nimi prechadza
elektricky prud. Tieto pristroje maju velk(l spotrebu energie a potrebuji masivne
chladenie. St schopné dosiahnut vicsiu silu pola ako permanentné magnety. V stcas-

nosti sa uz pouzivaja len malo.

pristroje so supravodivym magnetom - v sucasnosti najrychlejsie sa roz-

sirujuci typ. Magnetické pole je vytvarané vo vodici, ktory je ochladeny na teplotu
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-269°C, a ktory tak ziskava supravodivé vlastnosti. Vysledkom je strata jeho elek-
trického odporu, ¢o ma za nésledok, ze raz don ”vpusteny” elektricky prud v nom
konStantne prebieha a vytvara magnetické pole bez potreby dodavania dalSej ener-
gie. Na udrzanie supravodivosti je viak nutné dopliiat tekuté hélium alebo dusik
(starsie typy). Hlavnou vyhodou tohoto typu je moznost dosiahnut vysoku silu a
homogenitu magnetického pola. Nevyhodou s znovu pomerne dost vysoké preva-
dzkové néklady. [6]

Pristroje mozno taktiez rozdelit podla sily magnetického pola:
e 0,15 - 0,5T — pristroje so slabym polom

e 0,50 - 1,0T — pristroje so strednym polom

e 1,00 - 3,0T — pristroje s vysokym polom

e nad 3,07 — experimentalne pristroje

2.3 Fyzikalne fakty MR

2.3.1 Protony a spin

Atém sa sklada z jadra a obalu. Elektrony ktoré maju zaporny elektricky naboj
tvoria obal atému. Jadro sa sklad& z neutrénov a najmi pre MR délezité protény.
Neutrény su elektricky neaktivne, zatial ¢o protény maja kladny elektricky naboj.
Protény v jadre neustale rotuji okolo svojej osi - tato ich vlastnost sa nazyva jad-
rovy spin. Rovnako rotuje aj ich kladny elektricky naboj. Pohybujuci sa elektricky
naboj je vlastne elektricky prud indukujici vo svojom okoli magnetické pole. Kazdy
protén vytvéra vo svojom okoli velmi slabé magnetické pole. Severny pdl tohto mag-
netického pola sa v pritomnosti vonkajsicho magnetického pola natoc¢i k juznému
polu vonkajSieho magnetu. Na zmenu polarity je nutné dodat energiu z vonkajsieho
prostredia. Potrebné vlnové dlzky tychto energii spradaja do oblasti radiovych vin.
Aby doslo k pohlteniu rddiového impulzu musi mat tento impulz $pecificki ener-
giu. Z toho vyplyva, ze iba urcité ziarenie pri urc¢itom magnetickom poli rezonuje s

ur¢itym jadrom a teda je absorbované.|[6]

2.3.2 Protony a magnetické pole

Mimo magnetického pola st protény rozmiestnené chaoticky. Po umiestneni do sil-
ného vonkajSicho magnetického pola sa v niom usporiadaji podobne ako strelky
kompasu: smer ich vlastného magnetického pola sa stane rovnobeZnym so smerom
posobenia pola vonkajsieho. KedZe protény patria medzi elementarne castice a pla-

tia pre nich zadkony kvantovej mechaniky, chovaji sa v skutocnosti inak, ako strelka
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kompasu, ktora vo vonkajsom magnetickom poli ukazuje vzdy jednym smerom. Lo-
kalne magnetické pole proténu moze smerovat paralelne alebo antiparalelne so sme-
rom vonkajSiecho magnetického pola. Paralelné usporiadanie je pre protény menej
energeticky naro¢né, a preto je vicsie mnozstvo usporiadané prave tymto smerom.
Rozdiel medzi poc¢tom proténov usporiadanych paralelne a antiparalelne je ale na-

priek tomu velmi maly a zavisi od sily vonkajsieho magnetického pola.[6]

~
..
~,
.

Obr. 2.2: Usporiadanie magnetického pola

2.3.3 Precesia

Protéony vo vonkajSom magnetickom poli okrem toho, Ze rotulii okolo svojej osi a
su usporiadané paralelne alebo antiparalelne so smerom vonkajsieho magnetického
pola, vykonavaju dalsi pohyb, ktory sa vold precesia. Je to krizivy pohyb volnej
osi otacajiceho sa telesa. Rychlost pohybu ktory protény vykonavaju sa oznacuje
ako frekvencia precesie. Hodnota vyjadruje pocet otacok protonu za jednu sekundu.

Matematicky ju mozno vyjadrif z Larmorovej rovnice:

WO:’Y'BO . (21)

[6]

Pre frekvenciu precesného pohybu (Larmorovu frekvenciu) v Hz potom dosta-

neme :

fo=-LB, . (2.2)

2
[6]
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Z rovnice vyplyva, Ze frekvencia precesie je priamo tmerné indukcii (sile) von-

kajsieho magnetického pola.[6]

- I

rotacia

Obr. 2.3: Rozdiel medzi rotaciou a precesiou[6]

2.3.4 Rezonancia

Aby mohlo déjst k prenosu energie, musia mat radiofrekvencéné pulzy (RF) frekven-
ciu totoznu s frekvenciou precesie proténov (musia byt v rezonancii), ktort udava
Larmorova rovnica. Po vyslani pulzu niektoré protény, usporiadané paralelne (v
stave s nizSou energetickou naro¢nostou) ziskaji potrebnt energiu a zmenia svoje
usporiadanie na opac¢né antiparalelné. Vysledkom je zniZenie, vyrovnanie, alebo az
zmena pomeru medzi poctom paralelne a antiparalelne usporiadanych proténov a

znizenie, vymiznutie, alebo aZ obratenie smeru longitudidlnej magnetizécie. [6]

2.4 Relaxaé¢né mechanizmy

Po vybudeni proténov do vyssieho stavu nastava proces, kedy sa protony vracia do
rovnovazneho stavu. Zahrnuje to dva procesy, ktoré prebiehaji siicasne ale s réznou

rychlostou. Jedné sa o spin-mriezkovii a spin-spinovi relaxaciu.
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2.4.1 Spin-mriezkova (longitudinalna) relaxacia

Po ukonceni prisunu energie z vonkajsieho prostredia radiofrekvenénym pulzom sa
protony zbavia nadbytocnej energie a vracaju sa do paralelného postavenia, ktory je
energeticky menej naro¢ny. Pri tomto procese dochadza k vymene tepelnej energie
¢o ma za nasledok postupny vzrast longitudinalnej relaxacie v Case, viz obr.
Casova konstanta T3, ktora oznacuje za aky dlhy ¢as urcité tkanivo nadobudne 63%

svojej maximalnej longitudinalnej relaxacie. [6]

M., A

100% |- o=
RF signal

63% [------5

0%

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

i »
0 T, t[s]

Obr. 2.4: Relaxacéna krivka T [9)

M, = My(1 — e™7) | (2.3)
(Mo — M) = My - eTr . (2.4)
[9]

Casovéa konstanta alebo tiez relaxacny cas Ty je 2-12 krat dlhsi ako relaxacny
c¢as Ty. T7 ma v biologickych tkanivach rozsah 200-2000ms,. Hodnota 77 zavisi na
zlozeni a Strukture tkaniva Vymena energie prebieha vtedy ked sa precesna frek-
vencia protonov blizi k frekvencii okolia -teda st v rezonancii. Napriklad ak je v
okoli proténov ¢ista voda so svojimi malymi a rychlo sa pohybujicimi molekulami
je odovzdavanie energie tazké a pomalé, preto méa voda dlhy relaxacny cas T;7. Ak
je ,mriezka“ tvorend molekulami strednej velkosti (véic¢Sina tkaniv Tudského tela),
energia je predavana rychlejsie. Relaxacny cas T; dalej zavisi od sily vonkajsieho
magnetického pola, ¢im je vissia tym je 7 dlhsi. V silnejSom magnetickom poli
je precesna frekvencia vyssia viz. Larmorova rovnica, predavanie energie okoliu je

tazsie.[6]
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2.4.2 Spin-spinova (tranzverzalna) relaxacia

Po ukonceni pdsobenia radiofrekvenéného pulzu sa protony, ktore dovtedy rotovali
precesnou frekvenciou spolo¢ne vo faze sa zaénu rozfazovavat. Vysledkom je po-
kles tranzverzélnej relaxdcie v ¢ase. Rychlost relaxacného casu Ty je ovplyvnend
vnutornymi a vonkaj$imi nehomogenitami magnetickych poli. Jav rozfazovania je
znézorneny na obr. 2.5

z

<
x
<
Y
x
i ; <
Y
x
-
x

Cas

»
Rovnovazny 90° RF impulz Ciastocné uplné
stav maximalna M, rozfazovanie rozfazovanie

Obr. 2.5: Relaxécia T3 [9)

Tak isto ako v pripade longitudinalnej relaxacii mozno jej zmeny znazornit v
case, viz obr. Casova konstanta T, predstavuje dobu potrebnu k navratu na
37% pdvodnej maximélnej hodnote. Relaxaény ¢as Ts je 2 az 12 krat kratsi ako T7.

T, mé v biologickych tkanivach rozsah 30-150ms. [6]

M, A
100%

37%

0% >
t [ms]
Obr. 2.6: Relaxacné krivka T, [9]
t
My (t) = My - exp — — . (2.5)
1
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2.5 Zakladné pulzové sekvencie

Hlavnym ciefom MR zobrazovania je vytvorif snimok s kontrastom medzi jednotli-
vymi typmi tkaniva. Jas v obrazku ovplyviiuje mnoho faktorov. Medzi tri zdkladné
patri:

e T} relaxacia

e T, relaxacia, resp.T>* relaxacia

e PD protonova hustota

Obr. 2.7: Porovnanie PD, T} a T relaxace [7]

Kontrasty snimok vychadzaja z variability relaxac¢nych casov réznych tkaniv a
realizuju sa zmenou parametrov pulznej sekvencie. Energia pouzita na RF excitac¢ny
pulz vyjadruje sklopenie vektoru tkaiovej magnetizacie. Cim viac energie vyzaru-
jeme do tkaniny, tym viac Casu je potrebné pre plnii relaxaciu. Parameter TR udava
dobu po ktorej opakovane aplikujeme jednotlivé exitacné pulzy. S kratsim casom
TR je i menej casu k T relaxaci. Parameter TE je ¢as medzi excitatnym pulzom a
detekciou rezonan¢éného signalu. Pri dlhsom ¢ase TE budt jadra s kratsim casom 75

menej prispievat k meraniu signélu.[7]

2.5.1 Typy RF pulzov

Existuju rézne typy RF pulzov. Jednym zo zékladnych je tzv. 90° pulz. Tento pulz
dodé proténom tolko energie, Ze longitudindlnu relaxiciu Uplne vynuluje. V tka-
nive bude rovnaky pocet pararelne i antiparalelne usporiadanych proténov. Zaroven
tento typ RF pulzu preklopi longitudinalnu relaxaciu o 90° a vytvory z nej trazver-
zalnu. Dalsi 180° RF pulz doda také mnoZstvo energie, ze otoc¢i pomer paralelne
a antiparalelne usporiadanych proténov a preklopy vektor longitudalnej relaxacie o
180°.[6]
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2.5.2 Gradient-echo sekvencia

Tato sekvencia zacina 90° RF pulzom, ktora ma za nasledok sklopenie vektoru mag-
netizacie do roviny xy. Na rozdiel od SE techniky pouziva gradient magnetického
pola namiesto dalSieho pulzu. Vysledkom je riadené zvySenie jeho nehomogenity
a rychlejsi zanik tranzverzalnej relaxacie - kratsi cas T5. To spdsobi rozfazovanie
jednotlivych spinov. Po tomto nasleduje gradient s opa¢nym znamienkom, ktory
jednotlivé spiny znovu sfazuje a tym vyvola echo. Na rozdiel od SE techniky je po-
kles amplitudy echo signalu oproti amplitude FID signalu zavisly na relaxacnom
Case To* a obrazok bude Ty* vahovany. [6][7]

zfazovanie

rozfazovanie

gradient

faza

90 RF e
puls

-

Obr. 2.8: Gradient-echo sekvencia [7]

Pre excitaci sa pouzivaji mensie uhly (10-30° RF pulzu), nespotrebuje sa celé
longitudinélna relaxécia a zostane jej dost aj pre nasledujice série pulzov, a to i v
pripade velmi kratkeho pulzu. Cim ma tento pulz vyssi uhol, tym je visledny obraz
viac T vazeny. Jedna sa o rychlu zobrazovaciu techniku, ktoré sluzi ako zaklad pre

zobrazovacie techniky pouzivane v sucasnosti. [6]
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Vyhody GE sekvencie:

e rychle zobrazovanie

e maly uhol preklapania, vyzaduje menej energie

e Kompatibilny s 3D akviziciou

Nevyhody GE sekvencie:

e Tazko vytvorif kvalitny T3 vahovany obraz

e Nehomogenita magnetickeho pola By sposobuje stratu:
— vacsej citlivosti

— chemickeho rozfazovania [§]

Te

m o echo
RF |, .

Obr. 2.9: GE pulzné sekvencia pre zobrazovanie [§]

2.5.3 Spin-echo sekvencia

Sekvencia zlozena z 90° a nasledného jedného alebo viacerych 180° RF pulzov. Patri
k zakladnym pulzovym sekvencidm, vyuzivanym v zobrazovani magnetickou rezo-
nanciou. Po 90° RF impulzu je vektor magnetizacie preklopeny do roviny xy a
zacina sa prejavovat T, relaxacia, tj. dochddza k rozfazovaniu. Nasledujicim 180°
RF impulzom sa jednotlivé spiny preklopia v rovine xy o 180°, opif sa sfazuju a
v prijimacej cievke je detekovany echo signal, ktorého amplitida je zavisla na T;

relaxaciu. Intenzitu signlu 75 potom urcuje dizka ¢asu TE. [7]

22



I a0 RF I 180 RF

Obr. 2.10: Spin-echo sekvencia [7]

Pomocou SE sekvencie sa daju ziskat nielen 75 ale i T} a PD vaZené obrazky.
Ziskanie prislusného vazeného obrazku ziskame tpravou dlzky ¢asov TR a TE:

e DIhé TR a krdtke TE: pri dlhom ¢ase TR (2-3s) rozdiely v T} vysledny ob-
raz nebuda ovpliviiovat. Ak je zdroven zvoleny i kratky cas TE, zmeny T,
jednotlivych tkaniv sa za tak kratky ¢as nebudu schopné dostatocne prejavit
a vysledny rozdiel nebud ovpliviiovat ani rozdiely T5. Vysledkom je obraz,
ktorého kontrast je ovplyvneny hlavne rozdielom v proténovej hustote tzv. PD
vazeny obraz.

e Dihé TR a dlhé TE : pri dlhom ¢ase TR (2 az 3 s) rozdiely v T1 vysledny
obraz nebudu ovplyviiovat. Ak je zaroveii zvoleny dlhy ¢as TE, maju rozdiely
v T, dostatok ¢asu sa prejavit. Vysledkom je tzv. T, vazeny obraz.

e Krdtke TR a kratke TE: pri kratkom ¢ase TR (300 - 800 ms) neobnovia vSetky
tkaniva svoju longitudindlnu magnetiziciu na maximum - v okamihu dalsieho
90° RF pulzu teda budu vyjadrené rozdiely v 7. Nasledne kratke TR zabrani
vyraznejSiemu prejavu rozdielov v T5. Vysledkom je tzv. T} vazeny obraz.

o Kratke TR a dlhé TE: takéto nastavenie je mozné, ale neticelné. Kratke alebo
velmi kratke TR poskytne len mali longitudindlnu magnetizéciu. Nasledné
dlhé TE sposobi, ze vysledny, uz i tak slaby signal zanikne v Sume pozadia.

Vysledkom je diagnosticky nepouzitelny obraz. [6]
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>
—

Intenzita signalu - S

TR

Obr. 2.11: Vztah T} a T3 krivky a TR a TE ¢asu v SE sekvencii. []

Vyhody SE sekvencie:
e Velky SNR
e Vysoké priestorové rozlisenie
e Cisty kontrastny mechanizmus:
— kratke TR a kratke TE: T;- vdhovany
— dlhé TR a dlhé TE: Ts- vahovany
— dlhé TR a kratke TE: PD- vahovany
Nevyhody SE sekvencie:
e vyssia SAR ako u metédy SE, sposobena 90° a 180° RF pulzmi
e Nekompatibilny s 3D akviziciou, kvoli dlhému casu TR

e Oneskorenie navratu magnetizacie do rovnovazneho stavu [§]

T./2 T./2

Al A

Obr. 2.12: SE pulzné sekvencia pre zobrazovanie [§]
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3 METODIKA MRI MERANIA TKANOVYCH
KULTUR

Techniku MRI je mozné pouzit pri stanoveni mnozstva vody v biologickych tka-
nivach alebo pri sledovani rastu tkanovych kultar. Pri merani tkanovej kultary sa
vzorka umiestni do pracovného priestoru tomografu, zvoli sa vhodny smer roviny
rezu a meria sa MR obraz v tejto rovine. Obraz je vdhovany spinovou hustotou a
je mozné z neho stanovit relativiny pocet proténovych jadier v zvolenom reze a tym
stanovit mnozZstvo vody a jej rozloZenia vo vzorku. Pre tento tcel je vhodné technika
spin-echo, pretoZe eliminuje vplyv nehomogenity zékladného magnetického pola a
obrazy maju lepsi pomer signal - Sum. S tymto pomerom tiez stvisi zvolena Sirka
rezu a velkost meraného obrazu. S mensou hribkou rezu sa znizuje pocet jadier
vytvarajucich signal a pomer signal- Sum klesa. Minimalna hriibka rezu je pre zob-
razenie tkanovych kultir vyhodna. Optimalna hribka rezu sa udava na 2mm. Pre
zvySenie pomeru signdl- Sum je mozné meranie niekolko krat opakovat a vysledky
priemerovat. Meranie sa vSak ¢asovo znacne predlzuje. Pri vicSej velkosti obrazu
bude citlivost tomografického systému mensia. Velkost obrazu sa voli s ohladom na

velkost zhluku tkaniovych kultir a na velkost pracovnej sondy. [10][12]

MR zobrazovacie systémy pouzivajui radu budiacich sekvencii, ktoré s tvorené
jednotlivymi impulzmi. Spin-echo metdéda je dana kombinaciou 90° a 180° impulzmi.
Touto metédou je mozné zobrazovat Struktiry podla relaxacénych ¢asov T} a Ty, ale

i podla proténovej hustoty. Tato metéda patri medzi najpouzivanejsie sekvencéné
metddy. [9] Princip popisuje obr.

180° RF

| H
] .
T
echo * t
¥

Obr. 3.1: Spin-echo sekvencia [9]
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Po aplikovany 90° RF impulzu v smere osy x, dojde k zmene pozdlznej mag-
netizacie na prie¢nu. Tymto preklopenim vektoru magnetizacie M do roviny xy a
vplyvom T relaxacie dochddza k strate fazovej koherencie (rozfazovanie jadier). Po
uplynuti ¢asu TE/2 je tento krat aplikovany 180° RF impulz opidf v smere osy x,
vdaka ¢omu dbjde k opidtovnému zfazovaniu. Vektor echa Mxy bude mat opacény
smer vzhladom k pociatoénému smeru vybudenia. V ¢ase TE/2 dojde k vzniku echo
signalu. Pri metdéde spin-echo sa neuplatiiuje vahovanie T5*, preto tato metdda nie

je zavisla na homogenite By , ¢o je jej velka vyhoda.[9)]

Ako Priklad st uvedené vysledky vysetrovania obsahu vody v rasticich tkano-
vych kulturach rannych somatickych embryi metédami MRI. Merané vzorky ran-
nych somatickych embryi smreku boli kultivované v plastovych Petriho miskéch (o
priemere 50mm). Déta boli spracované v programu MAREVISI. MRI obrazy boli

ziskané pomocou klasickej spin-echo sekvencie s nasledujicimi parametrami:

Tab. 3.1: Parametre pri merani

¢as spinového echa | T = 13, 5ms
doba opakovania Tr = 3,8s
rozmer matice 256x256 pixelov
rozmer matice 30x30 mm
rozliSenie 0,117mm/ pixel
hrabka vrstvy 2mm

pocet priemerovani | NS = 5

Experimenty boli vykonané na MR tomografickom systéme s horizontalnym mag-

netom s pracovnym priestorom r = 120mm, pracujicim s mag. polom 4,7 T.
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Cd-EDTA (ph)

Dbsah vody (")

Doba liechy (den)

Obr. 3.2: Vplyv Cd-EDTA iénov na obsah vody v rannych somatickych embryach

smreku klonu 2/32 naockovana iénmi kadmia.
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Meranie umoznilo uréenim obsahu vody v tkanovej kultire pomocou nuklearnej
magnetickej rezonancii potvrdif hypotézu o zvySenie obsahu vody v tkanovej kult-
ure pri kontaminacii kadmia. Farebna stupnica ukazuje odhadovany obsah vody a
vysuseny vahovy obsah v rannych somatickych embryach (obr. . Obsah vody
v ESE sa zvicsuje s koncentraciou kadmiovych iénov v kultivaénom médiu po 14
diioch pozorovania. ZvySenie je dobre pozorované v priebehu prvych troch dnoch.
MRI obrazy vahované spinovou hustotou urcuju relativny pocet jadier vo vybranom
mieste. Pre stanovenie celkového poctu proténovych jadier pri raste tkanovej kultary
je mozné stanovit integral intenzity vo vybranej oblasti v zéavislosti na ¢ase. Tymto
spdsobom je mozné lepsie vyhodnotit narast objemu jadier v ¢ase. MRI obrazy vaho-

vané relaxacnym ¢asom T5 a difiznym koeficientom D mézu priniest nové informécie.

Dalsi priklad popisuje $tidium rannych somatickych embryi smreku kontami-
novanych Pb alebo Zn. Vysledky 8 dni po zacdiatku kultivacie st porovnavané s
kontrolou. Na obr. je uvedené meranie rannych smrekovych embryi metédou
MRI. Obrazy st vahované: ay, by spinovou hustotou c), d) relaxa¢nym casom 75, e,
fy difaznym koeficientom D. V pozicii 1 je deionizovana voda ,v pozicidch 2 a 4 je
kultivacné médium, v pozicii 3 je kontaminacia 50Pb a v pozicii 5 je kontaminécia
50Zn. Hodnoty 75 a D pre kontrolu i pre kontaminované embrya st uvedené v tab.

3.2l a tab. 3.3

Tab. 3.2: Vysledné hodnoty 75 a D ESEs pri kontrole

Pozicia v obraze Relaxédcia Ty [ms| | Diftzia D[m?/s]
1 (voda) 88,4 2,40e?
2 (kultiva¢né médium) 40,4 2,34e™?
3 (kontrola) 120 2,09¢7?

Tab. 3.3: Vysledné hodnoty 75 a D ESEs kontaminovanych 50Bp a 50Zn

Umiestnenie v obraze | Relaxacia T, [ms] | Difazia D[m?/s]
1 (voda) 89,6 2,40e?
2 (kultiva¢ni médium) 46,9 2,34e™?
3 (kontaminace 50Pb) 1274 2,09¢7?
4 (kultivaéni médium) 30,2 2,27¢7?
5 (kontaminace 50Zn) 95,4 2,08¢7*
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Obr. 3.3: Meranie rannych somatickych embryi smreku metédami MRI

Velkosti spin-spinového relaxatného ¢asu pre rozne molekularne Struktary v
cedru su uvedené v tab. . Z tabulky je zrejmé, Ze pevne viazané molekuly vody
alebo protény maju relaxacny c¢as velmi kratky, na rozdiel od volne viazanej vody
v jarnom dreve cedru. Relaxacné ¢asy mozu byt tiez vyrazne skratené primesami
paramagnetickych latok alebo latok s vyrazne odlisnou magnetickou susceptibilitou

v porovnani s vodou.
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Tab. 3.4: Spin-spinovy relaxacny c¢as T, pre rozne molekularne struktary cedru

Zdroj proténov Relaxéacia Ty | Molekularni struktura
celuléza a lignin 20 ps polyméry bunkovych stien
viazana voda 4 ms voda v bunkovych stenach
nitrobunec¢na voda malych rozmerov 30ms voda v letnom dreve
nitrobunecéni voda velkych rozmerov 100ms voda v jarnom dreve

Na obr. Je priebeh zmeny diftzneho koeficientu rannych somatickych embryi
smreku kontaminovanych 50Pb a 50Zn v zavislosti na case rastu. Jednotliva merania

prebiehala kazdy treti den. Z toho priebehu je zrejmé, ze diftizia sa vyrazne nemeni.

Difazia smrekovych kultar

3,00E-09

2.50E-09

2.00E-09

™,
\. —+—1000Zn

1,50E-09
' N —8-—250Pb

D [m2/s]

1,00E-09

5,00E-10

0,00E+00 T T T T T
1 2 3 4 5 G

cislo merania

Obr. 3.4: Priebeh difiizneho koeficientu rannych somatickych embryi smreku

3.1 Tkanova kultara

Prvé tspesné pokusy o zalozeni bunecnej kultury, v ktorej by sa bunky mnozili
a prezivali dlhsiu dobu nastali v Styridsiatich rokoch 20. Storocia. Techniky tkano-

vych kultir sa postupne zdokonalovali a vysledky zacinali byt stéle spolahlivejsie. Od
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osemdesiatich rokoch sa tkanové kultury stali beznym nastrojom nielen pre vyskum,
ale zacali sa pouzivat i v priemyselnej vyrobe protilatok a chemikalii. Uplne nena-

hraditelné st tieto metédy pre molekularnu biolégiu a vyvoj novych liekov. [11]

Obr. 3.5: Tkanova kultura v Petriho myske

Pojem tkanovej kultiry znamené aseptickt kultivaciu izolovanych casti rastlin za
umelych podmienok. Kazdé ziva rastlinna bunka obsahuje genetickti vybavu celej
rastliny. Praca s tkdnovymi kultirami sa v niektorych ohladoch lisi od ostatnych
technik pouzivanych v biochémii. V prvom rade je nutné, aby vsetky pouzivané
pomocky a chemikalie boli sterilné a aby neobsahovali niektoré toxické latky, ktoré
sa inak v stopovych mnozstvach bezne kontaminuji. Principidlne mé préaca s kazdou
bunkovou liniou niekolko faz:

e izolacia bunecného kmena

e udrziavanie bunecnej linie a jej expanzia

e vyuZitie namnozenych buniek v pokuse [11]
Vicsina buneénych linii ma obmedzent Zivotnost, tzn. podlieha starnutiu a po

urcitej dobe sa bunky prestant delit. Len niektoré tkanivové kultiry st nesmrtelné,

spravidla ide o bunky ziskané z nadorov. V tom pripade sa hovori o kontinualnych

30



bunkovych linidch. Aj v nich si bunky zvyc¢ajne zachovaju schopnost regulécie bun-
kového delenia. Ak ju strati a deli sa nekontrolovane, hovorime o transformovane;j

bunec¢nej linie. [11]

Bunky sa pestuju v kultivaénych nadobéch (flasiach, petriho miskach apod. ),
ktoré obsahuju specialne kultivacné média. Tie obsahuju potrebné iény, pufre, zdroje
energie, aminokyseliny, vitaminy, rastové faktory a dalsie pomocné latky. Pre opti-
malny rast treba tkanivové kultiry pestovat v sterilnom prostredi so stalou teplotou

okolo 37°C a zvlhéenou atmosférou so zvysenym obsahom oxidu uhli¢itého. [I1]

3.2 Zobrazovacie techniky NMR

Princip nukledrnej magnetickej rezonancie je velmi ¢asto vyuzivany pre tomografické
zobrazovanie v medicine, biolégii a v inych technickych oboroch. Pretoze v NMR
mozno stanovit relativny pocet jadier zvoleného atému rezonujiceho na jednom
kmitocte, je pre NMR zobrazovanie potrebné zabezpecit transforméciu polohy jadra
pomocou gradientnych magnetickych poli. V stlade so vztahom Larmorovej rovnice
ak snimame signél od jadra za pritomnosti gradientného pola , je mozné stanovit
polohu jadra podla jeho kmitoc¢tu. Pri aplikécii gradientnych poli vo vSetkych troch
smeroch ziskame obraz s kontrastom zodpovedajicim spinovej hustote v kazdom
pixeli obrazu. Intenzita obrazu je teda imerna poctu jadier v meranej vzorke. Bezné
obrazy maju 256x256 obrazovych bodov a pre objekt 60x60mm je velkost obrazového
bodu 0,234mm. Pri zmensovani velkosti obrazového bodu klesa pomer signél-Sum v
obraze. [12]

Podla typu NMR pristroja je mozné dosiahnut rozlienie az 0,05mm. Pre do-
siahnutie véicsieho pomeru signal-Sum je mozné pouzit ¢asové priemerovanie NMR

signélu alebo pouzitim digitélnej filtracie obrazu. [12]

3.2.1 Priestorové kddovanie rezonujucich jadier

Priestorové kédovanie vo vnutri excitovanej tomoroviny je u MR vykonavane pomo-
cou dvojice dalsich pridavnych gradientnych magnetickych poli G, a G, ktoré st
superponované na zakladné pole By v odpovedajicich smeroch , teda ortogonalne
na smer (G,. Nezavislé budenie odpovedajucich cievok pre generaciu gradientnych
poli umoziiuje vytvorit linedrnu zmenu magnetického pola v Iubovolnom smere v

sulade s rovnicou:

G=\/GE+G+G. (3.1)
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Obr. 3.6: NMR obrazy vdhované spinovou hustotou a) 3mm priecny rez euforbiou
(30x30mm, 256x256 bodov), b) citrénom (60x60mm, 256x256 bodov ) [12]

[10]

Pri zaciatku merania je dodlezité vybraf vo vzorke merant rovinu, za pomoci
linearneho gradientu G,. Hoci pomocou gradientu G, zvolime rovinu, ktort chceme
neskor zobrazit, nie je bez dalSich Specifikicii mozné urc¢it od ktorého proténu signél
prichadza. Preto sa pouziva kédovanie pozicie precesujtcich proténov v dané rovine

pomocou gradientov G, G, [10].

Frekvencéné kdédovanie

Frekvencné kédovanie sa vykondva v osi x pouZitim gradientu magnetického pola
G, pri snimani echo signalu. V zavislosti na ose x preceduju jednotlivé spiny pri
posobeni gradientu s mierne odlisnymi frekvenciami. Echo signél je tvoreny stc¢tom

harmonickych signalov o réznych frekvenciach. [10]

Fazové koédovanie

Fazové kédovanie sa vykonéva v smere osi y. Ide o proces, kedy sa pomocou dalgieho
gradientu G, budi protény na miest s vyssou hodnotou G, precesovat rychlejsie, ako
protény s nizsou velkostou G,. Ako néhle dojde k vypnutiu gradientu G, budt opét
vSetky protény precesovat na rovnakej Larmorovej frekvencii, ale vdaka prefazovaniu

budt protény precesovat uz s inou fazou. [10]

Zber obrazovych dat

Ako prvy krok déjde k vybudeniu proténu RF impulzom. Nésledne je snaty signél

FID, ktorého spektrum je tvorené tizkym pasom s frekvenciou wy. Na Larmorovych
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frekvenciach rezonuju proténova jadra. Kmitocet tychto frekvencii rastie v zavis-
losti na pozicii proténov v smere gradientov G,, G,. Spektrum signalu obsahuje

informéaciu jak o pozicii tak aj o po¢te rezonujicich jadier v danom stipci. [10]

3.2.2 Rekonstrukcia obrazu

Najpouzivanejsou metodou je Fourierova 2D rekonstrukénéd metoda. Vyuziva sa 2D
Fourierova transformécia. Najskor sa vykonda rozfazovanie jadier a nasledne roz-
kédovanie frekvencie. Vysledkom je jeden pohlad, ktord sa rovna jednému riadku
v K-rovine, ¢ize K-priestoru. Nasleduje zmena fazového dekédovania o konstantny

krok pri stalej frekvencii.

K-priestor

K-priestor vyuzivany od roku 1983, je matica kde sa docasne ukladaju ziskané digi-
talizované NMR signali. K-priestor teda docasne uchovava nezapracované data pred
rekonstrukciou vysledného obrazu. V matici st vodorovne ukladané jednotlivé FID
signaly obsahujtce frekvenéné kédovanie a v stipcoch informacie o fazovom kédo-
vani. Pretoze technika spinového echa neposkytuje informéaciu o priestorovom rozlo-
zeni signalu, ktory potrebujeme k rekonstrukeii obrazu, je potrebné rozlisit ciastkové
signaly prichadzajice zo vsetkych meranych bodov. Tieto trojrozmerné body su ob-
jemovimy jednotkami, ktoré oznacujeme v analdgii s dvojrozmernym pixlom voxel.
Tieto voxely st kédované po aplikacii excitacného pulzu pri naraste signalu do fazy
a kmitoctu. Subsignaly od c¢iastkovych voxelov su skladané do vysledného obrazu
pomocou 2D Fourierovej transforméacie. Fourierova transformacia je matematicka

technika, ktora prevadza signaly z casovej do frekvencnej oblasti.

p(w) = F{M,,(t)} = /0 A (3.2)
[12]

kde je mnozstvo jadier vytvarajicich NMR signal. Nazyvame ju spinova hustota.
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Obr. 3.7: K-rovina

Obr. 3.8: Obraz po FT rekonstrukcii
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4 MERANIE TKANOVYCH KULTUR

Pre meranie bola pouzita spin-echo (SE) technika ktora na rozdiel do gradient-echo
(GE) techniky eliminuje vplyv nehomogenity zékladného magnetického pola a ob-
razy maju lepsi pomer signal-Sum. S tymto pomerom stvisi zvolend sirka rezu a
velkost meraného obrazu. S mensou Sirkou rezu sa znizuje pocet jadier ,ktoré vytva-

raju MR signal a signal-Sum klesa.[10]

Meranie bolo realizované v Ustave pristrojovej techniky Akadémie vied Ceskej
republiky na MR tomografickom systéme s horizontalnym magnetom a s pracovnym
priestorom o priemere 120mm, pracujicim s magnetickym polom 4,7T (tj. 200MHz
pre jadra vodika). Aktivne tienené gradientné cievky vytvaraji maximélnu velkost
gradientného pola 180mT /m. Merané data boli spracované v programe MAREVISI
a MATLAB.

Merané vzorky ESEs smrku boli pripravené na Mendelovej Univerzite v Brne.
MR obrazy boli ziskané pomocou klasickej SE sekvencie s nasledovnymi parame-
trami: Cas spinového echa T, = 16ms, doba opakovania Tk = 1000ms. Rozmer
matice bol dany na 256x256 pixelov, s rozliSenim 0, 234mm /pizel, VOI = 5bmm a
pocet priemerovani NS = 4. Sirka rezu bola zvolena na 2mm. Do tomografu boli
vlozené 3 Petriho misky o priemere 50mm viz obr. Kazdéa miska obsahovala 4
zhluky.

Obr. 4.1: Obraz tkanovych kultur zriadenych MR tomografom
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4.1 Spracovanie obrazu tkanovych kultur

Vysledné obrazy z merania, ktoré su vo forme k-priestoru , boli vlozené do programu
Marevisi, kde pomocou Fourierovej transformécie dojde k rekonstrukcii obrazu. Pa-

rametre Fourierovej transforméacie su na obr. [4.2].

Data info
Dim [ 3 aco_mode | sim 5w [Hz] B5

. wvert  horz zell
Size [ 256 | 256 | 9

Set up parameters
FT W ph_enclp W readoutr [ slice(s)

Filker Hane - | nane - | ylnlgl=d i |
Fer |05 05 0

F_width [0 0 0
K-zemn |128 128 1]
K-mode |ROTATE ~|[ROTATE = ||ROTATE ~|

Zerafil |1« v| 1= v| 1= v|
Cecim |1 1 1

v DCcomect [ 1stpointfactor 05 | Conjugate [ EPI comection
Ln:nau:lNa'-.:'ig.| Optioks... | Setﬂarmal| Set Last | ok |Ear‘n::el| Help |

Filter center units: fraction of data size [(values 0.1]
Filter width units : Pt [ Pt | Pts
K-zem poz. units : Pts [Pt | Pts

Obr. 4.2: Parametre Fourierovej transformacie

Aby sme urdili presny integral konkrétneho zhluku tak tento zhluk musel byt vy-
naty z okolitého prostredia. Prave pri tomto oreze mohla nastat mensia nepresnost,
kedZe rozdiel medzi zhlukom a kultivaé¢nym médiom bol velmi tazko rozpoznatelny.
Vysledny obraz bol vlozeny do programu Matlab kde bol vypocitany integral urci-

tého zhluku pri urcitom reze.
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Obr. 4.3: VIavo celkovy obraz z MR tomografu, vpravo vyrez konkretného zhluku.

4.2 Vypocet integralu dané kultury

Integral obrazu moZzeme stanovit dvoma spdsobmi. Stctom intenzit orezaného ob-

razu podeleny poc¢tom pixelov MR obrazu ziskame prvy sposob.

) M N

I, = T, . S 4.1

TRy o)

[10]

Druhy sposob vypoctu integralu je vyuzitie vlastnosti Fourierovej transformacie,

vztahu MR obrazu a interferenéného obrazu, ktorym je subor zmeranych komplex-
nich signalu.

oo fee o (kpatk
Silherky) = [ [ pilw ) - e dady (4.2)
[10]

k,,k, st siradnice v meranom interferenénom obraze nazyvané (spatial frequency)
priestorové frekvencia, p;(x,y) je rozloZenie spinovej hustoty v MR obraze. Pocet
protonovych jadier v meranom vzorku je imerny integralu I;, ktory je rovny inten-

zite interferencného obrazu v nulovom bode tj. pre k, = k, = 0.

S:(0,0) = /_;Oo /_J:O plx,y)dedy = I; . (4.3)

[10]
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Vysledky obidvoch sposobov vypoctu st zhodné a ich vzajomna chyba je mensia

v zhluku. [10]

nez 1%. Pre meranie len jedného zhluku tkanovych kultur je vyhodnej$i druhy spo-
sob. Zavislost intenzity obrazu zhluku je priamotmerne relativhemu poc¢tu proténov

File Edit Debug Desktop Window Help
A= ) B i B | @ | cUsersohnz\Documents\MATLAR i I:l E=
Shortcuts (2] How to Add  [#] What's New
Curre.,, " O & X | Command Window HOA X W, 0O 2 X
& M. @ New to MATLAB? Watch this Video, see Demos, orread GX | (| frg »
D Date Mod.. »> uiopen|'D:' Vzorek 1-& TE=1&.bmp',1) Mame
== runi'D:’, cet.m') Haans L
HE‘ cdata
L ans = BH colormap
HH pr
48025 ps
fr ==
Figure 1 = | B |
File Edit Wiew Insert Tools Desktop Window Help
_hl_jl.lﬂn.b % +\_\®@I¥E£'@J DIZ‘

i

50

100

T

150

200

250

50 100 150 200

4 m |

250

Obr. 4.4: priklad vypoctu integrala z tkanovej kultury.
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Obraz orezaného zhluku zriadeného v programe Marevisi s velkostou 256x256 pi-
xelov sme vlozili do programu Matlab prikazom uinopen (’cesta k obrazku\nazov
obrazku.bmp’,1) .Po prevedeni tohto prikazu sa v Matlabe otvori okno s parame-
trami obrazka. Po stlaceni tlacidla finish sa okno zavrie a hodnoty z obrazka sa
ulozia do matice o velkosti 256x256.Prikazom run (cesta k siboru\vypocet.m’)
sa spusti vopred pripraveny program ktory vypocita integral daného zhluku. Vysled-
kom je vypocitana hodnota daného zhluku a zaroven sa nam zobrazi okno zhluku

ktory bol spracovavany. S tymto obrazkom sa v pripade potreby médze pracovat dalej.

Zdrojovy kéd programu na vypocet obsahu zhluku je znazorneny nizsie:
[ps,pr] = size(cdata);
cdata;
imagesc(cdata)
sum(sum(cdata(25:250,10:250)))

4.3 Vyhodnotenie tkanovych kultur

Takymto spésobom sa postupne spracovali vSetky zhluky vo vsetkych rezoch. Cel-
kovy pocet zhlukov bol 40. Hodnoty vsetkych rezov zhluku sa scitali dokopy a vy-
sledkom bol celkovy integral intenzity konkrétnej tkanovej kultury. V prilohe A je
znazorneny vysledny graf intenzit vsetkych vzorkov tkanovej kultury. Tieto hod-
noty boli nasledne porovnané s hodnotami ktoré ziskali na Mendelejovej univerzite
v Brne metédou vysusovania. Vysledny graf v ktorom st porovnané obe metddy
mozete vidiet v prilohe B. Nakoniec som spravil pomer vysledkov obidvoch merani
k prvému vzorku a vypocital aritmeticky priemer mean = 1,0337 a smerodatnt
odchylku s.d. = 0,1695. Pomer tychto dvoch merani je znazorneny v prilohe C. Na

zéver prikladam v prilohe D tabulku hodnét ziskanych z merani tkanovych kultur.
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5 ZAVER

Cielom bakalarskeho projektu bolo spracovat metodiku merania tkarovych kultir
a vykonat experimentalne meranie. Praca je ¢lenend do Styroch kapitol. V prvej
kapitole st zhrnuté ¢lanky ktoré popisuji moznost vyuzitia magnetickej rezonancie
v rastlinnej bioldgii pri stanoveni metabolizmu , vySetrovanie bunkovych procesov
a skimanie rastu a vyvoju rastlin. Druha kapitola popisuje princip magnetickej
rezonancie, jej fyzikalne fakty, popis procesov relaxa¢nych mechanizmov a zakladné
pulzové sekvencie. V tretej kapitole je popisand metodika merania a zobrazovania
tkanovych kultar prostrednictvom MRI, ndzorné priklady vysetrovania obsahu vody
v rastucich tkanovych kulturach a $tidium rannych somatickych embryi smreku
kontaminovanych olovom a zinkom. V Stvrtej kapitole je popisany postup vlastného
merania tkaifiovej kultury, ktoré prebehlo na Ustave pristrojovej techniky v Brne.
Ziskané obrazy som spracovaval v programe Marevisi, ktory umoziiuje spracovanie a
analyzu roznych typov viacrozmernych dat ziskanych MR zobrazovanim . V iom som
vyrezom oddelil zhluky tkanovych kultur od okolitého prostredia aby som néasledne
mohol v programe Matlab ziskat z tychto obrazov celkovil intenzitu urcitej tkanovej
kultury. KedZe rozdiel medzi tkénovou kulturou a kultivaénym médiom bol velmi
tazko rozpoznatelny mohla préve pri tomto vyreze vzniknut chybovost ktora sa
prejavuje v konecnom vysledku. Tieto hodnoty som porovnal s hodnotami ktoré
ziskali na Mendelovej univerzite metdédou vysusovania. Z vysledkov je zrejmé ze
metdda merania tkanovych kultir magnetickou rezonanciou spolahlivd a vyhodn4,
kedZe pri merani sa vzorky neznic¢ia na rozdiel od metédy vysuSovania pri ktorej
uz dalSia praca zo vzorkami nie je mozna. Vysledné grafy a ziskane hodnoty st

umiestnené v prilohach.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

DSP eislicové zpracovani signélu — Digital Signal Processing
fo  Larmorova frekvencia

wo  uhlova frekvencia precesie

vy gyromagneticka konstanta

By hodnota vonkajSieho magnetického

M, , vektor magnetizacie

FID free induction decay

D difazny koeficient

ESEs skoré somatické embrya — Early somatic embryos
GE gradientné echo — gradient echo

MR magnetickd rezonancia — magnetic resonance

MRI zobrazovanie magnetickou rezonanciou — magnetic resonance imaging
NMR nuklearna magneticka rezonancia

SAR s$pecifickd miera absorbcie — specific absorption rate
PD proténova hustota — proton density

RF  réadiofrekven¢ny signal

SE  spinové echo — SE spin echo

TE echo cas

TR time to repetition

Ty  spin lattice relaxation time

T,  spin spin relaxation time

I; integral obrazu

Xmax maximalne rozmery obrazu v ose x

Ynax maximalne rozmery obrazu v ose y
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A INTENZITY VSETKYCH VZORKOV

Integral intenzity vsetkych vzorkov
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B POROVNANIE HODNOT Z UPT A MZLU
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C POMER VYSLEDKOV MERANIA MUZL/UPT
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D TABULKA HODNOD INTENZITY ZHLUKOV

Rez— 1 2 3 4 5 & 7 8 al| celkowy
Zhluk | chsah
1 o 1458 19596 33872 51714 43148 3858 o O] 153646
2 ] o 13306 45485 57703 26235 0 0 o] 143729
3 ] 1958 21323 23870 53747 34052 0 0 O] 134950
4 o o 12293 19102 27716 18829 o o 0 77939
5 ] o 40091 44966 32767 3229 0 0 O] 121053
5 J07 16700 25088 44062 23500 3165 o o Ol 112514
7 0 1546 20946 23243 33034 2697 o o 0 81467
3 ] o 28450 23956 28318 1846 0 0 ] B2571
9 3068 36697 44525 49729 5162 o o o O] 136213
10 ] 15833 40981 35534 1538 o 0 0 ] 93886
11 ] o 10269 28195 54176 7613 0 0 O] 100253
12 o o 1345 9869 43860 40229 2101 o 0 97204
13 ] 12172 35042 47498 27026 o 0 0 o] 121739
14 0 10335 54858 51955 4911 o o o Ol 122059
15 0 3640 35749 22508 37674 21127 o o o] 125699
16 ] 5539 36136 31583 22636 o 0 0 ] 95893
17 6682 59243 55564 19806 o o o o O] 134614
135 4089 58008 36715 15388 o o 0 0 o] 110111
19 ] 9112 47355 36175 10059 o 0 0 o] 102711
20 o 24389 41845 19781 11846 o o o 0 97741
21 22781 48979 52902 13748 o o 0 0 O] 115628
22 33153 61857 36307 1994 o o o o O] 100158
23 ] 7261 48617 29805 26649 o 0 0 o] 112332
24 0 3619 28047 38632 33150 o o o O] 108448
25 0 o 23287 55441 51557 15450 o o O 145734
25 ] o 14400 38888 53522 22819 0 0 O] 129629
27 0 o 7325 40500 51559 35054 o o Ol 144478
28 ] o 11862 34565 44649 75483 0 0 ] 08669
29 ] o o 17914 47380 41543 B364 0 o] 115702
30 o o o 28171 S8780 45204 15285 o Ol 147440
31 ] 12014 33083 45434 35093 3204 0 0 O] 128818
32 0 16336 34134 45080 21658 o o o Ol 117208
33 0 o 1669 26682 51458 483049 29605 o O] 167463
34 ] o o 12589 54402 42969 30629 0 O] 140588
35 6939 58229 35983 41004 o o o o O] 135216
35 7096 50264 32140 45476 o o 0 0 o] 127881
5 ¥ ] 11540 39916 48116 26954 o 0 0 O] 126526
38 0 5888 45915 49862 21802 7460 o o O] 130927
38 0 o 14881 27087 56042 24879 o o O] 122889
40 ] o o 16336 50390 30953 1530 0 ] 99209
Rezr— 1 2 3 4 5 B 7 5 9
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