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ABSTRAKT

Cilem prace je zjistit objem vody v tkanovych kulturach smrku metodami MR
zobrazovani a zmény béhem rastu. Byla proméfena sada vzork, u kterych byl
vyhodnocen obsah shluku v jednotlivych fezech. Je zde popsana metoda spin-echo,
ktera byla pouzita pfi méfeni. V této praci je uveden popis zpusobu pofizeni, vypoctu,

vyhodnoceni a grafické znazorné€ni namefenych hodnot.

KLICOVA SLOVA

Nuklearni magneticka rezonance, tkanova kultura, obsah tkanovych kultur, spin-echo

metoda.

ABSTRACT

The aim of this work is to determine the volume of water in tissue cultures of
spruce MR imaging methods and changes during growth. Was measured set of samples,
where was found contain of cluster in each cuts. It describes spin-echo method, which
was used for measurement. In this work is given a description of the acquisition,

calculation, evaluation and graphical representation of measured values.
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1 UVOD

V této praci je pfedevsim rozebirana metoda métfeni bunéénych struktur smrkovych
embryi pomoci magneticko rezonan¢ni tomografie a pfedevsim vlivu Sumu, ktery se
vyskytuje béhem opakovaného méfeni, na vypoctené objemy tkafiovych kultur. Méteni
objemu bylo provadéno pomoci metody magneticko rezonancni tomografie. Tento
zpusob méfeni je vyhodny predevsim kvuli moznosti dal§i prace se vzorky, jelikoz
dosavadni metodou je vysousSeni bunék a nasledné metreni obsahu zkoncentrované vody.
Tomografie znamena v prekladu zobrazovani v fezech, tedy strukturni zobrazovani
stavby bez fyzického naruSeni celku. Zafizeni pouzité pro tomografii je mozné formalné
nazyvat tomograf a vysledny obraz tomogram. Tato metoda je dnes Siroce pouzivana
napt. v 1ékafstvi, archeologii, biologii, geofyzice a mnoha dalSich védach. Je zalozena

na matematické metod¢ zvané tomograficka rekonstrukce.[3]

V prvni Casti prace je objasnén princip pouzitého zptsobu méfeni. Byla pouzita
sekvencni metoda spin-echo, ktera je zakladnim kamenem méfeni a je zde vysvétlen jeji

princip.

Zkoumané kultury byly vlozeny do pracovni oblasti tomografu, kde byl zvolen
smér roviny fezu a v ni méfen magneticko rezonancni obraz, ktery slouzi nejen

k vypoctim plochy, ale i jako zobrazeni rozlozeni tkanové kultury v roztoku. [7]

Byl proveden vypocet plochy obrazi, pofizenych magneticko rezonan¢nim
tomografem. Velikost shlukt byla dale vyhodnocena v programu Marevisi a Matlab,
kde bylo vynato n€kolik vyfezli a poté vypocitan integral intenzity. Pomoci programu

Excel jsou tyto vysledky vyhodnoceny.



2 NUKLEARNi MAGNETICKA
REZONANCE

Jednou z nejnovéjSich metod v Iékarské diagnostice je tomografie pomoci
nuklearni magnetické rezonance. Zaklad tohoto dila byl vytvofen vykonnymi pocitaci
a pocitaCovymi programy. Rozdil mezi normalni pocitaovou tomografii je ve zpusobu
porizeni snimku, jelikoz se misto rentgenovych paprskil vyuziva silného magnetického
pole. Nejvétsi vyhodou je absence rentgenovych paprski, ¢imz se eliminuji negativni

vlivy a nejsou zde zadné vedlejsi ucinky. [6]

Rotaci protoni a neutront, kolem své osy, vznika v okoli atomového jadra
magnetické pole a magneticky moment. Coz je veli¢ina urcena velikosti a smérem.
Magneticky moment je dan rovnici (1)[2].

_YXlxh
K=oxn (1) [2]

Pro zhotoveni snimka se vyuziva schopnost atomil vyzafovat elektromagnetické
viny v pfipadé, ze jsou vystaveny silnému magnetickému poli. Diky homogennimu
magnetickému poli jsou témer vSechny orientovany v jeho sméru. U jader se sudym
hmotovym i atomovym Ccislem se magnetické momenty nukleonii vzajemné vyrusi.
Z tohoto divodu se vyuzivaji atomy, které maji v jadru lichy pocet nukleonti. NejcCastéji
se k tomuto ucelu vyuziva vodikovych jader, u kterych diky spinovému cislu muze
jadro dosahnout pouze dvou stavi. Vlozenim tkanové kultury do prostedi se silnym
magnetickym polem, se vétSina spinu orientuje dle sméru tohoto pole a nékolik spina se

orientuje v opacné polarit€. Tento jev je znazornén na Obr. 2-1.

Zakladni myslenka pofizeni dat pomoci nuklearni magnetické rezonance, spociva
ve vyslani RF impulsu. Diky tomuto impulsu jsou dipdly vybuzeny do vysSiho
energetického stavu, v némz vykazuji precesni pohyb, ktery je znazornén na Obr. 2-2.
Jakmile dojde k pfechodu do vybuzeného stavu, precesuyjici dipdly se vlivem
relaxacnich Casi T1 a T2 navraci do stavu termodynamické rovnovahy. Béhem této
zmeény stavu se uvolriuje FID/echo signal, ktery se indukuje na civce pfijimace. Ve

zvolené roviné snimani se pouziva k urCeni roviny gradientni pole Gz. AvSak pouze toto



pole neni dostatecné k ziskani tiplné informace o snimaném obrazu, z tohoto divodu se
vyuziva kodovani x, y, pomoci gradientnich poli Gx a Gy, jejichz superpozici se ziska
dodate¢ny signal zvolené projekce. Jedna projekce je zastoupena spektrem zméfeného

FID/echo signalu, po aplikace gradientnich poli. [2][6][1]

Obr. 2-1 :Uspotfadani magnetického pole

Obr. 2-2 :Precesni pohyb

Tato zobrazovaci metoda je mnohdy presnéj§i nez metoda pouzivajici princip
rentgenovych paprskii. Nejlepsiho zobrazeni dosahuji tkané s vét§sim mnozstvim vody,

jelikoz obsahuji vice atomu vodiku.

Pojmem nuklearni se tedy rozumi vlastni rotace atomového jadra. Vlivem
magnetického pole je tato rotace atomového jadra zménéna. Snimani
elektromagnetickych vin je zakladem metody nuklearni magnetické rezonancni

tomografie.[6]



2.1  Kvantové mechanicky model magnetické rezonance

Pro podrobnéjsi vysvétleni magnetické rezonance se vyuziva kvantové mechanicky
model, ktery je energetickou interpretaci. Proton vykazuje spin, coz je mechanicky
moment hybnosti — p neboli miru rotace. Touto rotaci vznikd magneticky moment
hybnosti — x , coz je mira magnetického momentu. Vzajemny vztah je linearni a je
popsan rovnici (2), kde y je gyromagneticky pomér, ktery predstavuje charakteristickou
konstantu pro danou c¢astici [MHz/T]. Vlivem stacionarniho magnetického pole By
vykazuje proton v tomto poli precesi na Larmorové frekvenci g s frekvenci linearné

zavislou na By popsané rovnici (2)(3). [1]

wo =Y By (2) [1]
Y By
fo=5% 3) [1]

Oba momenty, jak p tak u jsou v magnetickém poli By kvantovany, ¢imz dochazi
ke §tépeni hladin. To vede ke vzniku Zeemanovych hladin, které jsou popsany na
Obr. 2-3. Rozstépenim vznikne energeticky rozdil mezi hladinami, ktery popisuje vzorec
(4). Z ¢ehoz vyplyva, ze prechod na vyS$si hladinu je mozny pouze na Larmoroveé

frekvenci.[1]

m=1/2 _m=-12 By
’i' ) 2
a’ @?

o=p o

B, “P NS

Bo=0 . 5 M
m=-1/2 . ._
m=12 ©

Obr. 2-3 :Rozstépeni hladin
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AE=fl']/'BO=h'w0 (4)[1]

Tuto vyménu nazorné vysvétluje vektorovy model, znazornény na Obr. 2-4, ktery
popisuje vyménu energie pii aplikaci RF na Larmorové frekvenci wj a soucasné pii
tomto jevu se vyskytujici zménu orientace magnetického momentu hybnosti x. Tato
zmeéna energetickych hladin vede ke vzniku vektoru magnetizace M=My popsaném
rovnici (5). Tudiz skupina spinujicich protond, na které puisobi magnetické pole By bude

mit vysledny vektor magnetizace ve sméru tohoto pole By.[1]

By 2 Z
m=-1/2
+Energie ?\
-Energie
X
ue | \ 1
X
(Oh)

Obr. 2-4 : Kvantové mechanicky model, vektorové znazomeéni

B
MZ=M0'C'

T G 1]

2.2 Relaxa¢ni mechanizmy magnetické rezonance

Po vybuzeni protonti do vyssiho stavu, nastava proces, kdy se protony vraci do
rovnovazného stavu. To zahrnuje dva procesy, které probihaji soucasné, ale raznou

rychlosti. Jde o spin-mfizkovou a spin-spinovou interakci.

11



2.2.1 Spin-mrizkova interakce

Spin-mfizkova interakce, oznaCovana T;, je zpusobena vzajemnym pusobenim
magnetického Sumu generovanym termalnim pohybem molekul, ktery vede k podélné
relaxaci a zavisi na velikosti molekuly, vazbé atomd, teploté a koncentraci jader. Spin-
miizkova interakce vede k podélné relaxaci, tudiz vede k navratu vektoru magnetizace
do osy Z znazormnéné na Obr. 2-5. Casova konstanta T, pfedstavuje dobu potiebnou
k navratu na 63% puvodni velikosti Mz Rozdilnost v relaxacni dobé jinych bunék
zpusobuji kontrast ve vysledném obrazu. Tuto relaxacni kiivku znazoriuje Obr. 2-6 a je

popsana rovnici (7).[1]

RF z z z .
y y Sy 1

Obr. 2-5 : Navrat vektoru magnetizace do osy Z

My
A Vi

100

63%
I
I
I
I
I
I
I
I
| I I ] >

0 T, 1 1,5 2 t[s]
Obr. 2-6 : Relaxacni kiivka T,
_t
M;=My-(1—e T) (6) [1]
_t

(My—Mz)=My-e T (7) [1]
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2.2.2 Spin-spinova interakce

Spin-spinova interakce, oznaCovana jako T,, je zpusobena vlivem vnitinich
magnetickych poli, at’' uz statickych anebo pomalu se ménicich, a vnéjSich nehomogenit
magnetického pole. Spin-spinova interakce vede k pficné relaxaci, tedy k soufazovosti
jednotlivych vektorii magnetizace. Pii relaxaci T, dochazi v roviné x, y k prechodu
z uplné soufazovosti jader kjeji kompletni ztrat€ a rozfazovani. Jev rozfazovani je

znazorneén na Obr. 2-7.[1]

v

i & L

y

x / X /l\ <K
cas
>
Rovnovazny 90° RF impuls Castecné Uplné
stav maximalni My, rozfazovani rozfazovani

Obr. 2-7 :Relaxace T,

Casova konstanta T, piedstavuje dobu potiebnou k navratu na 37% pavodni
velikosti Mx y. Tuto relaxacni kfivku zndzoriiuje Obr. 2-6. Diference v relaxacni dobé
jinych bun¢k zpusobuji kontrast ve vysledném obrazu. Rychlost relaxace je ovlivnéna
vnitfnimi a vnéj§imi nehomogenitami. Jejich soucasny vliv je hodnocen efektivni
relaxacni dobou T,*, kterou znazortiuje vzorec (8), avSak rychlost relaxace je ovlivnéna

nejen vnéj$i nehomogenitou, ale 1 gradientnimi poli G, coz je popsano vzorcem (9). [1]

1 1
T, T, Ty (8) [1]

11
,” T;-v-G-R 9 (1]

Postupna ztrata fazové koherence a relaxacni kiivka jsou znazornény na Obr. 4-8.

13



100%
y

= X

&

FE y

37% |- — — — — — —
[ X
o . _
=0 t=T> t[ms]

Obr. 2-8 :Zobrazeni relaxacni kiivky T, a fazové koherence
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2.3  Mgéreni jevu magnetické rezonance

Pfi méteni magnetické rezonance je mozné méfit pouze velikost magnetizace Mx y
ve zvolené roving, avSak tato magnetizace musi byt kolmé na magnetické pole By. Celé
meéfeni je zavislé na pfijmu FID signalu (Free induction Decay), coz je signal
indukovany v civce pfijimace, ktery je zavisly na magnetizaci My y. Tento indukovany
signal je modulovan ztratou fazové koherence T,* , coz popisuje Obr. 2-9. Indukovany

proud je nejvétsi na pocatku a velmi rychle klesa vlivem T2* relaxace.

\

—_— A —
FID signal bez vlivu T2* /  FID signal s vlivem T2*
relaxace relaxace

Obr. 2-9 :FID signal
Budici RF impulz je elektromagnetickd vlna, kterd ma jak elektrickou, tak

i magnetickou slozku, avsak jadro ovlivni pouze magneticka slozka RF impulzu.

15



24 Metoda méreni

Bylo rozhodnuto, ze k tomuto méfeni je nejvhodnéjsi metoda spin-echo. Z toho
divodu, ze na rozdil od techniky gradientni-echo, vylucuje vliv nehomogenity
zakladniho magnetického pole a obrazy dosahnou lep§iho poméru mezi signalem
a Sumem. Pro spravny pomér jiz zminénych parametrd, je dulezité spravné zvolit §itku

fezu a velikost méfeného obrazu. [5]

Magneticko rezonan¢ni zobrazovaci systémy pouzivaji fadu budicich sekvenci,
tvorenych jednotlivymi impulsy. Spin-echo metoda je dana kombinaci (90° + 180°)
impulzd. Touto metodou je mozné zobrazovat struktury podle relaxacnich Cast Ty i T,
ale 1 podle protonové hustoty. Tato metoda patii mezi nejpouzivané€jsi sekvencni

metody. Princip popisuje Obr. 4-8.[7]

Objemova civka vysle 90° impuls, diky némuz dojde ke zméné z podélné
magnetizace na piicnou. K pieklopeni o uhel 90° dojde pouze v idealnim pfipadé.
V praxi se vektor magnetizace odchyli o uhel P. Timto preklopenim vektoru
magnetizace M do roviny xy a relaxacni dobou T, dochézi k CasteCnému navratu
vybuzenych jader do stavu termodynamické rovnovahy - rozfazovani jader. Po uplynuti
casu Tgcho/2 a souCasné pred uplnym utlumem FID signalu, bude do objemové civky
vyslan druhy signél, tentokrat RF pulz se 180°, diky némuz dojde k opétovnému
zfazovani procesujicich jader do maximalni fazové koherence. Cim kratsi je RF impuls,
tim Sirsi spektralni obor ma vysledné spektrum po transformaci. V Case Tecuo dojde ke
vzniku spin echo signalu. Pfi metodé Spin Echo se neuplatriuje vahovani T2* tudiz tato

metoda neni zavisla na homogenité B( neboli kvalit€ magnetu, coz je jeji velka vyhoda.

[21[51[7]
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echo

Obr. 2-10 :Spin echo

Velikost podélné magnetizace T (intenzita signalu) je urcena délkou Casu Tg, ktery
udava, jaké mnozstvi podélné magnetizace bude pieklopené v okamziku 90° RF pulzu
a bude tvofit vychozi hodnotu, od které zacind velikost piicné magnetizace klesat.

Intenzitu signalu T, potom urcuje délka ¢asu Tg, znazortiujici Obr. 2-11. [2]

Intenzita integralu

M; P————

T

Tz

B

Tr Te

Obr. 2-11 : Zéavislost magnetizace na ¢asu TR

Neméii se jen samotna jadra, ale readlné molekuly, jejichz atomy obsahuji
elektrony, které svym pohybem zesiluji ¢i zeslabuji magnetické pole By — rezonancni
frekvence konkrétniho jadra je poté posunuta v zavislosti na elektronovém usporadani

jeho okoli. [6]
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2.5 Prostorové kodovani rezonujicich jader

Pii zaCatku meéfeni je dulezité vybrat ve vzorku méfenou rovinu, za pomoci
linearniho gradientu Gz. Coz znamena, Ze je vytvoreno pridavné magnetické pole ve
sméru hlavniho magnetického pole By. Ackoli pomoci gradientu Gz zvolime rovinu,
kterou chceme pozd¢ji zobrazit, neni bez dalSich specifikaci mozno urcit, od kterého
protonu prichazi signal. Proto se pouziva kédovani pozice precesujicich protont v dané
roviné pomoci gradientd Gx, Gy. Vysledek kddovani v rovinach x, y je znazornén na

Obr. 2-12.[1]

2.5.1 Kédovani v roviné y

Ve sméru y dojde ke kodovani faze. Jde o proces, kdy se pomoci dalsiho gradientu
Gy budou protony na misté, kde je vyssi hodnota Gy, precesovat rychleji, nez protony
s niz§i velikosti Gy. Jakmile dojde k vypnuti gradientu Gy, budou opét vSechny protony
precesovat na stejné Larmorové frekvenci, ale diky piefazovani budou jiz protony

precesovat s jinou fazi. Tento jev se nazyva Fazové kodovani.[1]

2.5.2 Kédovani v roviné x

Ve sméru x dochazi ke kodovani frekvence. Beéhem tohoto procesu se vyuziva
gradient Gx. Po aplikaci tohoto gradientu bude kazdy proton v horizontalni poloze
precesovat na ruznych frekvencich. AvSak predesly vliv gradientu Gy, zména faze
protond, zustane beze zmény. Tento jev se nazyva Frekven¢ni kodovani. Béhem
Casového intervalu pusobeni frekvenéné kodovaciho gradientu Gx, je sniman

,,pohled“ [1]

2.5.3 Sbér obrazovych dat

Jako prvni krok dojde k vypuzeni protonti RF impulzem. Nasledné je sejmut signal
FID, jehoz spektrum je tvofeno uzkym pasmem s frekvenci wyp. Na Larmorovych
frekvencich rezonuji protonova jadra. Kmitocet téchto frekvenci roste v zavislosti na
pozici protont ve sméru gradienti Gxy. Spektrum signalu obsahuje jak informaci o

pozici, tak i informaci o po¢tu rezonujicich jader v daném sloupci.[1]
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Obr. 2-12 : Koédovani v rovinach x, y
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2.6 Rekonstrukce obrazu

Nejpouzivanéjsi metodou je Fourierova 2D rekonstrukéni metoda, ktera je pouzita
ivtomto pifipadé. Vyuziva se inverzni 2D Fourierova transformace. Nejdiive se
provede rozfazovani jader a nasledné rozkddovani frekvence. Vysledkem je jeden
pohled, ktery se rovna jednomu fadku v K-roving, neboli K-prostoru. Nasleduje zména
fazového dekodovani o konstantni krok, pfi stalé frekvenci. Témito daty je plnéna
pravouhla soustava soufadnic, ktera vytvari obraz o velikosti 256x256. Snimana scéna a
jeji znazornéni je uvedeno na Obr. 2-13, Obr. 2-14, Obr. 2-15. Inverzni Fourierovou
transformaci tedy dochazi k preméné prostorovych frekvenci do soufadnic x, y.

Naptiklad pro smér x plati rovnice (10). [1]

127 0 +128 G

A +128

zadny gradient faze
H\_A“MNJL_\__\__F_\_ .

-127

J
|
%
T
|
|
l
|

ﬁ

Y- Gy (10) (1]
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Obr. 2-14 : K-rovina

Obr. 2-15 : Vysledny obraz po FT rekonstrukei



2.7  Méreni tkanovych kultur

Méfeni bylo provedeno na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské
republiky. VSechna meéfeni tkanovych kultur byla provadéna na magneticko
rezonanénim tomografickém systému s horizontalnim magnetem a s pracovnim
prostorem o priméru 120 mm. Tento systém pracuje s magnetickym polem 4,7T
(tj. 200 MHz pro jadra vodiku). Aktivné stinéné gradientni civky vytvari maximalni
velikost gradientniho pole, coz je 180 mT/m. [5]

Do tomografu jsou vzdy vlozeny dvé Petriho misky o priméru 50mm, ze kterych je
porizeno nékolik snimkl v riznych fezech. V téchto miskach jsou umistény vzorky
somatickych embryi smrku, pfipravené na Mendelové université¢ v Brné. Kazda miska
obsahovala dva shluky. Jelikoz pro kazdou nadobu s tkanovou kulturou, se provedlo
meéteni v deviti fezech, kde byla Sitka fezu zvolena 2mm. Tato §itka je optimalni

predevsim kvuli zvySeni velikosti Cistého signalu v poméru signal-Sum. [5]

Magneticko rezonanéni obrazy byly ziskany pomoci spin-echo sekvence
s nasledujicimi parametry: ¢as spinového echa Tg=16ms, doba opakovani Tr=1000m:s.

Rozmér matice je 256x256pixell, s rozliSenim 0,234mm/pixel, VOI = 55 mm, NS = 4.

Na Obr. 2-16 je uveden priklad fezu. Méfena data byla zpracovana v programu

MAREVISIL

Obr. 2-16 : Snimky tkafiovych struktur pofizené MR tomografem
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3 TKANOVA KULTURA

Pojem tkanové kultury znamena aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za
umélych podminek. Kazda ziva rostlinna buiika obsahuje genetickou vybavu celé
rostliny. Nejvhodnéjsi jsou buriky z délivych pletiv, mladych pletiv a kalusu. Umoziiuje
pfenos Casti protoplastt, organel a genu. [4]

Prace s tkanovymi kulturami se v nékterych ohledech lisi od ostatnich technik
pouzivanych v biochemii. V prvni fad€ je nutné, aby veskeré pouzivané pomucky
a chemikalie byly sterilni a aby neobsahovaly nékteré toxické latky, které je jinak ve

stopovych mnozstvich bézné kontaminuyji.

Principialn€ ma prace s kazdou bunécnou linii nékolik fazi:
1. izolace buné¢ného kmene
2. udrzovani bunééné linie a jeji expanze
3. vyuziti namnozenych bunék v pokusu.

Bunky se péstuji v kultiva¢nich nadobach (lahvich, Petriho miskach apod.) ve
specidlnich kultivaénich médiich. Tato média obsahuji potfebné ionty, pufry, zdroje
energie, aminokyseliny, vitaminy, rastové faktory a dal§i pomocné latky. Pro optimalni
rast je tieba tkanové kultury péstovat ve sterilnim prostiedi se stalou teplotou kolem

37°C a zvlh¢enou atmosférou se zvySenym obsahem oxidu uhlicitého. [9]

Tkanové kultury rostlin se vyuzivaji ke kultivaci vegetac¢nich vrchold a pupend,
kultivace izolovanych meristému, pifekonani fyziologické bariéry, regulace procesu
oplozeni, produkce haploidu, mutace, fuze protoplasti, manipulaci s rostlinnou burikou,

apod. [4]
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4 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Nejvétsi nevyhodou pfi meéfeni je citlivost magneticko rezonan¢niho systému,
protoze pii opakovaném snimani neni mozné zajistit konstantni citlivost soustavy.
Nejvétsi obtiz nastava v piipade nastaveni stejnorodosti magnetického pole a zesileni na

trase jak vysilaci, tak 1 pfijimaci. [5]

Béhem vyhodnocovani naméfenych dat mél pravé tento element nejvétsi vliv na
vysledky. Pfi ur€ovani mnozstvi vody ve vzorku tkanové kultury zavisi tato hodnota na
poCtu protonovych jader. Tento parametr odpovida integralu intenzit obrazu,
vahovaného spinovou hustotou. Pro urceni presného integralu ze zméreného obrazu, je
vybrana ¢ast shluku vynata z okolniho prostfedi. Tento obraz je vlozen do programu

Matlab, kde je vypocten integral.

4.1 Vyrez tkanové kultury

Vysledky z méteni, ve formé dat k-prostoru, byly vlozeny do programu Marevisi,
kde pomoci Fourierovy Transformace dojde k rekonstrukci obrazu z dat v k-prostoru.
Ptiklad k-prostoru tkanovych kultur smrku je na Obr. 4-1. Na Obr. 4-2 je zobrazeno
okno s nastavenim parametrd, které byly pouzity pii rekonstrukci obrazu. Vysledek této
transformace vidime na Obr. 4-3, coz je devét fezi daného vzorku, kde na kazdém fezu
jsou dvé Petriho misky. V kazdé misce jsou dva shluky. Rezy jsou vzdy provedeny
v urcité vzdalenosti od stfedu. Posuv této vzdalenosti byl vzdy konstantni a to 2mm.
Kromé vytezu tkaniovych kultur smrku, byly téz zpracovany snimky kofene a stonku
papriky s riznym obsahem Kadmia. Ukazka K-prostoru a rekonstruovaného obrazu
téchto vzorka je uvedeno na obrazku Obr. 4-4 a Obr. 4-5. Na zrekonstruovaném obrazu
paprik na Obr. 4-5, je pod méfenym vzorkem umisténa tyc¢inka s vodou, kterd umoziuje
pozdé&jsi srovnani intenzit v riznych obrazech a tim i lepsi vyhodnoceni naméfenych

dat.

24



Obr. 4-1 : K-prostor smrkovych kultur

ET reconstruction

[rata infio
Dim [ 3 acq_mode|sim Sw[Hz] [ &8

vert  horz zell

Size | 256 | 255 ]

Set up parameters

FT v ph_encl v readoutr [ slice(s)
Filter hiohE || hore + || hone ~ |
F_ctr 0.5 0.5 1]

F_width |0 1] 1]

K-zero 123 128 0

K-mode |ROTATE ~||ROTATE = ||ROTATE +|
Zerafil |1 »|[1x ~||1x |
Decim |1 1 1

v DCcomect [ 1stpointfactor 05 | Conjugate [ EPIl comection
Load Navig.| Optionz... | SetNurmaI| | (] |Eanu:e|| Help |

Filter center units: fraction of data size [values 0..1)
Filter width units ; Ptz | Ptz | Pte
K.-zero pos. unitz ; Pte | Ptz | Ptz

Obr. 4-2 : Okno nastaveni Furierovy transformace v programu Marevisi.

Pfi pohledu na soubor zobrazeni deviti feznych rovin na Obr. 4-3 je jasné vidét
Sum, ktery ma fialovou barvu. Pravé tato hodnota ovliviiuje vysledny objem. Na Obr.
2-16 je zobrazena zvétSenina prave jednoho fezu, kde na levé Casti je pouzito zobrazeni

fezu pomoci barevné a napravo pomoci pouze Sedé palety barev.
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Obr. 4-3 : Zobrazeni deviti fezi v programu Marevisi.

Obr. 4-4 : K-prostor paprik

Obr. 4-5 : Snimany obraz paprik po rekonstrukci
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V programu Marevisi byly shluky smrkovych kultur ruéné vytiznuty od okolniho

prostfedi gelu a Sumu v nekolika verzich:
1)ptesny ofez shluku od prostiedi
2)ptesny ofez shluku s velkou ¢asti Sumu
3)presny ofez shluku s velkou €asti Sumu, av§ak s potlacenou intenzitou obrazu
4)ptesny ofez shluku s malou ¢asti Sumu

Ukazka néekolika téchto vytezi je na Obr. 4-6. Prvni ofez byl presné vynat z okoli
Sumu a gelu, ve kterém tato struktura rostla. Dalsi vyfez byl pofizen s velkou casti
Sumu, predevs§im kvili zkoumani jeho vlivu na objem. Tteti vyfez vychazi z druhého,
avsak celkovy obraz ma potlaCenou intenzitu, aby se zjistilo, jak je tento zpusob
pofizeni snimku odlisny od pfesného ofezu, ackoli zde neni nutné najit pfesnou hranici
mezi kulturou a Sumem. PotlaCeni intenzity obrazu ma vliv i na shluk samotny a miize
ovlivnit vypocet intenzity. Posledni snimek je presné ofiznut od gelového prostiedi,
avsak je zde zpusoben nepfesny ofez Sumu, kvili zhodnoceni vlivu na celkovy vypocet

objemu kultury.

~p -Ep - B

Obr. 4-6 : Razné ofezy shlukd pofizené v programu Marevisi, s pouzitim

barevné palety barev.

Obr. 4-7 : Razné ofezy shlukd porizené v programu Marevisi, s pouzitim

Sedé palety barev.



4.2 Vypocet integralu dané kultury

Obsah shluku v fezu byl vypocten pomoci Integralu. Integral 1ze stanovit dvojim

zpusobem.

Prvnim znich je soucet intenzit vybrané cCasti obrazu, zobrazujici jen shluk,
podéleny pocCtem pixeld magneticko rezonan¢niho obrazu. Tento vztah je popsan

rovnici (11).

M N
xmax Ymax
I; =
1 1

(1) (5]

Druhda moznost vypoctu integralu spociva ve vyuziti vlastnosti Fourierovy
transformace a vztahu mezi magneticko rezonancnim a interferencnim obrazem, coz je

soubor zmeéfenych komplexnich signalti. Tento vztah je popsan rovnici (12).

si(ky ky) = f f pi(x,y) - eI dxdy 12 5]

Pocet protonovych jader ve vzorku je umérny integralu I;, ktery je roven intenzité
interferen¢niho obrazu v nulovém bod€. Vztah pro vypocet integralu magneticko

rezonan¢niho obrazu je popsan rovnici (13).

i010= i\X, dxd =Ii
5;(0,0) J_wf_wp(xy)xy (13) (5]

U téchto riznych zpisobu vypoctu nezavisi na tom, ktery z nich se pouZzije, jelikoz
vysledky jsou témér shodné. Chyba mezi témito hodnotami je men$i nez 1%. Pro
meéfeni pouze jednoho shluku je vyhodnéj§i pouzit druhy zpasob, ktery vyuziva
Fourierovu transformaci. Zavislost intenzity obrazu shluku je pfimo imérna relativhimu

poctu protonu v tkanoveé kultute. [5]

VypocCet obsahu obrazki je proveden pomoci programu Matlab. Obrazek
o rozméru 256x256pixelt je vlozen do Matlabu, kde probéhne vypocet plochy intenzity.
Vysledkem je Cislo, které odpovida obsahu shluku.
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K vlozeni obrazku se shlukem do prostiedi Matlab, je tfeba v piikazovém okné
zadat ptikaz uiopen(,cesta k mistu ulozeni obrdzku\ndzev obrdzku.bmp, 1'). Po nacteni
obrazku se uzivateli otevie okno s parametry importovaného obrazku. Tento proces se
ukon¢i tlacitkem finish, ptipadné storno, pokud dojde k chybé na strané uzivatele,

napiiklad zaméné€ importovaného obrazku za jiny.

Po nacteni obrazku se ptikazem run(,cesta k souboru\intbmp.m') spusti program,
ktery vypocita integral zobrazovaného shluku. Vystupem tohoto programu je vypoctena
hodnota, jez se zobrazi v pfikazovém okn€. Soucasné se otevie okno, zobrazujici
obrazek s tkanovou kulturou, jez byl zpracovan. Toto okno dale umoziuje dalsi
moznosti prace s obrazkem, jako je napfiklad tisk, funkce zoom, apod. Ptiklad nacteni

a vypoctu obsahu plochy ofezaného shluku, je znazornén na Obr. 4-8.

) MATLAB 7.6.0 (R2008a) (=1t
File Edit Debug Parallel Deskiop Window Help

5| % B9o &R | @ ce>l])®
Shortcuts (2] How to add  [#] what's Rew

.

<} |Figure 1 E@@

File Edit Wiew Insert Tools Deskbop Window Help ~

Dddse k| RXOODEx-2/0 ~

50

100

150

200

250

a0 100 150 200 250

»> uiopeni'C:% laS.bwmp', 1)
Fx orun('Crhinthmp.m')

ans =
35057
> | ~

< >

4\ Start

Obr. 4-8 : Printscreen z programu Matlab, znazortiujici vypocet obsahu

jednoho fezu tkanové kultury.
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Nasledné je zde zobrazen zdrojovy kod, ktery byl vyuzit v matlabu.

Nacteni obrazku:

function importfile (fileToReadl)
$IMPORTFILE (FILETOREAD1)

% Imports data from the specified file
% FILETOREAD1: file to read

% Import the file
newDatal = importdata(fileToReadl) ;

% Create new variables in the base workspace from those fields.
vars = fieldnames (newDatal) ;
for i = 1l:length(vars)

assignin('base', vars{i}, newDatal. (vars{i}));

end

Vypocet integralu:

[ps,prl=size(cdata) ;

cdata;

imagesc (cdata)

sum(sum(cdata (25:250,10:250)))
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4.3 Vyhodnoceni tkafiovych kultur

Cilem vyhodnoceni naméfenych dat je porovnat sjakou chybou se poftidily, pfi
odlisnych metodach ofezu, snimky s tkanovou kulturou. Vysledky vypoctd z programu
Matlab byly zadany do programu Excel, kde se provedl soucet vsech hodnot obsahii
tkanovych kultur v jednotlivych fezech. Tim se ziskala hodnota, kterd reprezentuje
celkovou velikost shluku. Pokud uzivatel pfi ofezu dané kultury, napfiklad pokud
nenajde pfesnou hranici mezi tkanovou kulturou a Sumem, dopusti se chyby a tim
nepfesnosti ur¢eni obsahu shluku. Dulezitym poznatkem je, jak velky vliv ma na dany
vysledek nepfesnost pii ofezu tkanovych kultur. Jelikoz presny ofez, dané kultury,
bohuzel vyzaduje znacné mnozstvi Casu, bylo dilezité najit snazsi zplsob pofizeni
presnych velikosti shluku a zjistit vliv Sumu na obsah. Proto se pfi pofizeni téchto
hodnot uzilo nékolika metod: pfesny ofez, ofez s Sumem, ofez s Sumem a potlacenou
intenzitou a pfesny ofez s trochou Sumu a to z divodu, aby se zjistilo ktera metoda je
nejsnazsi a zaroven nejpresné;si.

Presny ofez shlukd byl oznacen jako hodnota, ke které se vztahuji objemy shluka
porizené riznymi metodami. Avsak jelikoz pfi rlznych fezech je velikost shluku
rozdilna, byly tyto hodnoty normovany, k pfesnému ofezu odpovidajictho snimku,

podle vztahu (14).

51 (14)

Kde s; je normovana hodnota intenzity, §; je pivodni hodnota intenzity a S, je

hodnota intenzity pfesného ofezu, ke kterému jsou ostatni hodnoty vztazeny.

Pro vyjadreni v procentech je tfeba pouzit vzorec (15). Coz je pro zaveér uzitenéjsi
hodnota.
% 100
0=—-
S1 (15)

Kde 0 je odchylka od pfesného ofezu v %, a je absolutni vzdalenost od

presného ofezu a s; je normovany soucet vSech obsahu, které byly presné ofiznuty.

Priklad naméfenych hodnot je uveden v Tab. 4-1, kde jsou vypoctené hodnoty
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vzorku la, ktery se sklada z 6 fezd. Dulezitéjsi je zhodnoceni v Tab. 4-2, kde je

vypoctena hodnota absolutni vzdalenosti, ktera udava normovanou odchylku rtizného

snimku od pfesného ofezu. Dale je zde uvedena procentualni odchylka od presného

ofezu, ktera urCuje chybu, jenz se vyskytla pfi zvoleném zpasobu vyfezu shluku.

Tab. 4-1 : Vypodtené hodnoty obsahii shluku v jednotlivych fezech, tkafiova kultura ¢.1a

Obsah shluku ¢€.1a v jednotlivych fezech

OREZ S SUMEM A . .
. . . 5 . PRESNY OREZ S
PRESNY OREZ OREZ A SUMEM POTLACENOU .
TROCHOU SUMU
INTENZITOU
lal 18192 lalx 20474 laly 15570 lalz 17601
1a2 57649 la2x 63214 la2y 53165 la2z 57382
1a3 59070 1a3x 61727 1a3y 54628 la3z 59815
1a4 84026 ladx 87826 lady 79921 ladz 85567
1a5 35057 laSx 37846 1aSy 33368 la5z 36091
1a6 2497 1la6x 3178 la6y 2057 1a6z 2919
soucet 256491 soucet 274265 soucet 238709 soucet 259375
priumeér 42749 prumeér 45711 prumér 39785 prumeér 43229

Tab. 4-2 : Porovnani riiznych zpisobt ofezu pro shluk &. 1a

Tabulka hodnot pro tkanovou kulturu €. 1a

s trochou Sumu

pomérna absolutni odchylka od
zpusob ofezu | velikost obsaht | vzdalenost od | presného ofezu
rezu piresného orfezu [%]
presny ofez 1 0 0,00
ofez s Sumem 1,0693 0,0693 6,93
of'ez s Sumem
a potlacenou 0,9307 0,0693 6,93
intenzitou
presiy orez 1,0204 0,0204 2,04
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Avsak zhodnoceni pouzité metody ofezu pouze u jednoho shluku je mélo.
Z tohoto davodu se zprimérovaly i naméfené hodnoty z dalSich vzorki. BEhem méfeni
nebylo mozné dodrzet pro vSechny vzorky stejné podminky, nutné pro shodné
porovnani dat. Abychom tedy mohli srovnat metody ofezu u vSech vzorka, je nezbytné
znormovat intenzitu obrazu ve vSech fezech tkanovych kultur. Pro toto znormovani
zvolime sadu vzorkd, napiiklad vzorky s indexem ,,a* | jako referen¢ni a v§echny
intenzity budeme vztahovat praveé k témto vzorkiim. Rozdil mezi intenzitami ostatnich
sad vzorka b,c,d a referenénim vzorkem a jsou uvedeny v Tab. 4-3. Porovnani
jednotlivych zptsobu ofezu v jednotlivych sadach vzorkt znazoriuje Tab. 4-4. Celkové
zhodnoceni pouzitych metod je zaznamenano v Tab. 4-5. Vsechny vypoctené vysledky

jsou také prehledné zobrazeny v grafech, které jsou soucasti ptilohy.

Tab. 4-3 :Rozdilnost mezi intenzitami vzorka a, b, ¢, d

Stredni Koeficient

hodnota | normovani
vzorky a 96214,06 1,00
vzorky b 93979,47 0,98
vzorky c 78734,22 0,82
vzorky d 90554,45 0,94

Tab. 4-4 : Stedni hodnota riiznych zptisobti ofezu ve vzorcich a, b, ¢, d

Odchylka od presného ofezu [%]
metoda ofezu vzorek a vzorek b vzorek c vzorek d
ofez s Sumem 10,902 9,995 9,982 11,014
ofez s Sumem 11,805 10,778 12,269 13,213
a potlacenou intenzitou
pfesny ofez s trochou 2,035 2,259 2,189 2,038
Sumu
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Tab. 4-5 :

Zhodnoceni pouzitych metod ofezu

, odchylka od
Y absolutni "y .
stfedni hodnota . presného orezu
vzdalenost
[%]
presny ofez 1 0 0
ofez s Sumem 1,105 0,105 10,473
orezs su.mem aj potlacenou 0,880 0,120 12,016
intenzitou
presny ofez s trochou Sumu 1,021 0,021 2,130

Porovnani metod ofezu

1,2

fezu

11

fesného o

0,9 -

Odchylka od p

0,8 -

Graf 4-1 : Odchylka od pfesného ofezu

M presny ofez

M ofezs
sumem

ofezs
Sumem a
potlacenou
intenzitou

M pfesny ofez
s trochou
Sumu

Dale jsme vyhodnotili obsah vzorkt paprik s riznymi pfimésemi kadmia. To

bylo provedeno ve tfech vzorcich, kde kazdy vzorek obsahoval koten a stonek s pfimesi

kadmia 0,10,50 a 100. Namétené vysledky jsou uvedeny v tabulkach Tab. 4-6, Tab. 4-7

a Tab. 4-8. V grafech Graf 4-2 a Graf 4-3 jsou vyneseny vypoctené vysledky. Tyto

hodnoty predstavuji velikost jednotlivych vzorki. Samoziejmé i zde bylo zapotiebi

znormovat intenzitu obrazu. Toto normovani prob&hlo v daném vzorku vzdy ke kofeni

¢i stonku s obsahem kadmia = 0. Ke srovnani té€chto intenzit byly pouzity tyc¢inky

s vodou, umisténé pod méfenymi vzorky, které byly piesné ofiznuty od prostredi

a porovnany v programu excel. Rozdil téchto intenzit je znazornén v grafu Graf 4-4.
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Tab. 4-6 : Obsah shluku ve vzorku 100223

Cislo vzorku 100223
kofen |kofen |kofen |kofen stonek |stonek |stonek |stonek
0 10 50 100 0 10 50 100
1 938
2 5506 1593 13724 10030 4778
3 12001| 16926 8622 1648 6595 23228 15789
4 30188 14669 28845 17017
5 794 | 19566 2381| 31584 398 23267 11999
6| 2724| 13352| 12185 11462 8344 17247 3186 3163
7| 8710| 19144| 31080 31938 28339
8| 16782 | 19318 29515 14733 6396 21671 6818
9| 13118 | 42779 23566 16111| 14347 25318 11851 1533
10| 12200 1935| 11972 15560| 38117 17212 25367
11| 14070 8700 37053 1097 4320 14693
12| 22574 1509 | 12094 8652 5036 15690 13594
13| 25201| 10712 13605 30137 3149 21775 1971
14| 4324| 21683| 29738 28631 2046 13146 205
15 11696 17701 8428 11330
16 1532 11710 6371
suma 119703 | 148733 | 252424 | 115470| 238811 | 158276| 169828 110109
stiedni
hodnota 14963 | 13521| 18030 12830| 18370 11305 14152 10010
Tab. 4-7 : Obsah shluku ve vzorku 100225
Cislo vzorku 100225
kofen |kofen |kofen |koren stonek |stonek |stonek |stonek
0 10 50 100 0 10 50 100
3
4| 2412 8965 4290
5| 14703 37827 26360
6| 11860| 17100| 72863 14290 3829 5780 378 53965
7| 33667| 25095| 94481 44874 7554 43013 14228 21090
8| 38564 | 28757| 39442 56049 | 22251 46604 22390 45805
9| 55246| 30425| 70271 82709| 36523 31819 33963 45355
10| 69082| 35472| 63359 71543 30775 27447 50158 24888
11| 41374| 20166| 43529 62043 | 29094 21364 25360 35100
12| 38126| 24227 | 70523 35870| 28480 16223 16052 34949
13| 49293 332 9089 4642 8414 3601
14| 19382 2557
15 304
suma 373709 | 181574 | 501260 | 376467 | 163148 | 203527 | 162528 295403
stiedni
hodnota 37371| 22697| 55696 47058 | 20394 20353 23218 29540
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Tab. 4-8 : Obsah shluku ve vzorku 100305

Cislo vzorku 100305
kofen |kofen |kofen |kofen stonek |stonek |[stonek |stonek
0 10 50 100 0 10 50 100
1
2 8297
3 21219 2231 30762 13633
4 73224 40843 31643 57975
5| 28094 4937 | 79963 72827 4231 29189 65070
6] 38856| 11433| 52055 70454 49249 74413 | 100264 5151
7| 98674 47769 | 52981 46705| 93963 91546 73239 24342
8| 87583| 95018 | 135100 53734| 145130 86623 97961 96070
9| 75383| 53645| 54545 91340| 126321 80536 97522 94133
10| 92908 | 48734| 92376 35199| 37202 90787 88804 93893
11| 69540| 76529| 103997 70172| 82450 94198 54232 54345
12| 34360| 68599| 70651| 102779| 69090 72939 44845 71707
13| 31693| 11633| 44030 40416| 25340 27973 38410 57148
14| 53630 47839 54773 6992 21785 14687 44431
15| 59191 16463 36756 40823
16| 20338 3931 8074
suma 690250 | 418296 | 848373 | 726303 639968 | 740691| 746642 582043
stfedni
hodnota 62750 46477| 60598 51879| 63997 56976 62220 58204
obsah paprik -koren
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Graf 4-2 : Obsahy vzorki paprik
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Graf 4-3 : Obsahy vzorkl paprik
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Graf 4-4 : Normovana intenzita v ty¢inkach s vodou
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S ZAVER

Cilem prace bylo zjistit objem vody v tkanovych kulturach smrku metodami MR
zobrazovani a zmény béhem rastu. Dale jsme zjistovali, jak velka chyba se vyskytne pfi
nepfesném ofezu dané kultury, a zjiStovali obsahy vzorkl paprik. Méfeni bylo
provedeno na MR tomografu. Metoda pouzita pro méteni byla spin-echo, ktera je blize

definovéna v praci.

Celkové méfeni vzorkd prob&hlo na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd
Ceské republiky v Bmé&. Tyto vysledky byly zpracovany pomoci programu Marevisi,
ktery umoziiuje zpracovani, zobrazovani a analyzu raznych typd vicerozmérnych dat,
ziskanych MR zobrazovanim a zobrazovani spektroskopickych experimentd. V tomto
programu doslo pomoci zpétné Fourierovy transformace k rekonstrukci obrazu. Pomoci
snimkt v jednotlivych fezech doslo k vyfezu shluku tkanové kultury. Vyfez jsme
pouzili k vypoctu obsahu buiky v fezu. Tento vypocet byl proveden pomoci programu

Matlab a dale zpracovan v programu Excel.

V Tab. 4-4 je uvedena procentudlni odchylka od pfesného ofezu. Ttebaze by se pii
pohledu na potizené vyiez viz Obr. 4-6, mohlo zdat, ze nejblize k pfesnému ofezu bude
zpusob pofizeni snimku pomoci ofezu s Sumem a potlaCenou intenzitou, v tabulce je
vidét, ze tento zpisob ma mnohem vétsi odchylku od presného ofezu, nez pfi presném
ofezu s malym mnozstvim Sumu. Nejvétsi chyba se vyskytla pfi ofezu s Sumem a
potlatenim intenzity obrazu, kde byl zjistén nejvétsi vliv na vysledek. Tato chyba je

rovna 12,02 % od skute¢né hodnoty (pfesného ofezu).

Z téchto hodnot jsme zjistili dulezity poznatek. A to, Ze nejefektivnéjsi zpusob
ofezavani snimkl a tim i nejpresnéjsi ziskani obsahu tkafiové kultury, je presny ofez
snimku. V pfipadé, kdy neni jasna presna hranice mezi shlukem a okolnim Sumem,
tudiz dojde z tohoto divodu k nepfesnému ofiznuti, dojde ke zkreslenému vysledku a to
s chybou 2,13 %. Tato chyba je dosti mala a jeji vliv na obsah buriky mizeme témeéf

zanedbat.

Naméfené vysledky byly téz umistény do jednoho grafu a porovnany s hodnotami,
které nam dodala Mendelova univerzita v Brn¢€, Lesnicka a drevarska fakulta, kde mérili
stejné vzorky metodou vysuSovani. Bohuzel pii pfedani anebo zpracovani doslo

k zamén€ oznaCeni méfenych vzorkt. Z tohoto divodu nékteré poméry hodnot
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v grafech neodpovidaji. Pfi srovnani hodnot u vzorku, jejichz oznaceni si odpovida,
je metoda meteni velikosti shluku principem nuklearni magnetické rezonance
spolehliva, a jelikoZ nezasahuje do shluku samotného, umoziiuje dalsi pozorovani rastu

bez jeho poskozeni. Tyto grafy jsou soucasti ptilohy.

Pro vzorky paprik jsme téz provedli pfislu§na méfeni a vypocetli velikosti shlukd,
vCetné normovani dle intenzity tyCinky svodou, které jsou zndzornéné

v grafech Graf 4-2 a Graf 4-3.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

fo

Ii

kx, ky

si

si”

S1

Xxmax

ymax
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Absolutni vzdalenost od ptesného

ofezu

Homogenni magnetické pole
Larmorova frekvence
Planckova konstanta
Integral obrazu

Soufadnice v méfeném interferenénim

obraze

Odchylka od presného ofezu

Mechanicky moment hybnosti

Intenzita signalu normovaného obrazu

Intenzita signalu v i-tem obraze

Hodnota intenzity pfesného ofezu

Maximalni rozméry obrazu v ose X

Maximalni rozméry obrazu v ose y

Magneticky moment hybnosti

Gyromagneticka konstanta
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