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Abstrakt

Cilem diplomové prace je seznamit se s moznosti fixace biologickych vzorka. Vybrat a
fixovat vhodnou tkan pomoci formaldehydu a dalsiho fixa¢niho prostiedku. V neposledni
fadé provést méteni pro zjisténi vlivu formaldehydu a dalsiho fixaéniho prosttedku na

relaxacni vlastnosti daného biologického vzorku.

Mysi mozky byly vybrany jako vhodna tkan pro fixaci. Méteni vlivu formaldehydu
a dalsiho fixaéniho prostiedku na relaxadni vlastnosti tkdné probihalo na Ustavu

pistrojové techniky Akademie véd Ceské republiky.
Klicova slova
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Abstract

The aim of thesis is acquaint with possibilities of fixation biological tissues. Choose a
suitable tissue and fix it with formaldehyde and another fixator. Last but not least make
measurements which determine effects of formaldehyde on the relaxation time of
biological tissues.

Mice brains were chosen as a suitable for tissues fixation. Measuring effects of
formaldehyde and another fixator to relaxation time carried out at the Institute of Scientific
Instuments Academy of Sciences of the Czech Republic.
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MRI, formaldehyde, fixation, immerion fixation method, perfusion fixation method,
genipin
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Uvod

Tato diplomova prace se zabyva zjistovanim vlivu formaldehydu a genipinu na relaxac¢ni
vlastnosti dané¢ho biologického vzorku. Roztoky formaldehydu jsou velice oblibend fixa¢ni
¢inidla, ktera se vyuzivaji na fadé histologickych pracovistich. Genipin je ptirodni latka,

ktera se ziskdvana z plodii gardénie jasminovité a je schopna fixovat biologické vzorky.

Magneticka rezonance je hojné vyuzivana z divoda neinvazivnosti a také kvili
moznosti sledovani pfipadnych anatomickych zmén at’ uz v lidském téle ¢i zvifecim.

Sleduji se hlavné zmény na mekkych tkanich, jako je naptiklad mozek.

Prvni dvé kapitoly se zabyvaji zakladnim principem MRI zobrazovani, coz tvofi
kostru prace, kterd je dulezita z hlediska popisu problematiky. Ve tfeti kapitole je stru¢ny
prehled pulsnich sekvenci, kterych je nepfeberné mnozstvi. Ctvrta kapitola se zabyva
fixatnimi c¢inidly, které se bézné pouzivaji v nejriznéjSich laboratofich pro fixaci
biologickych vzorku. Je zde také zminka o pfirodnim fixativu, které ma podobné fixacni

vlastnosti jako formaldehyd ovSem je méné Skodlivy a nebezpeény.

Experimentalni ast prace probihala na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd
Ceské republiky. Experimentalni Gasti je vénovana pata kapitola, kde je nastinén postup
tvorby fixacnich roztokd a to jak roztoku paraformaldehydu, tak roztoku genipinu. Jsou
zde také vysvétleny dv€ pouzivané techniky fixace — imerzni metoda fixace a perfuzni
metoda fixace. V neposledni fade je zde vysvétlen a popsan postup ziskavani
anatomickych obrazii mysiho mozku a méfeni relaxacnich ¢ast Ti v oblasti corpus
callosum a v oblasti levého a pravého hippokampu. Posledni ¢asti této kapitoly jsou
vénovany statistickému zhodnoceni namétenych dat ve zvolenych oblastech a programu

vytvoteného pro zjiStovani relaxacnich ¢asii T1 v riiznych oblastech mySiho mozku.



1. Fyzikalni princip magnetické rezonance

Fyzikalni jev nazyvany nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se vyuziva k zobrazovani
magnetickou rezonanci (MRI). Pro to, aby bylo mozné zkoumat a Iépe zobrazovat objekty,
at uz lidské ¢i zvifeci, je potieba, aby atomy obsazené ve strukturdch meély urcitou
vlastnost. Touto vlastnosti je mysSlen spin (rotacni pohyb ¢astice) nabyvajici hodnot +1/2 a
-1/2. V nékterych literaturach je taktéz nazyvany moment hybnosti jadra. Tato vlastnost je
pro zobrazovani magnetickou rezonanci klicova a odviji se od ptesného slozeni atomového
jadra. Atomova jadra, jez maji celkovy moment hybnosti (soucet jednotlivych spini
protonti a neutronll) nulovy, neinteraguji s vné&j$im magnetickym polem a nemohou byt
tedy studovana - zobrazovana magnetickou rezonanci. Pro zobrazeni se vyuzivaji jen ta
jédra, kterd maji liché¢ nukleonové Cislo. Tedy jadra s nenulovym celkovym momentem
hybnosti. Jednoznacné nejvyuzivanéjsi atom pro zobrazeni, ktery ma liché nukleonové
&islo, je atom vodiku *H. To pfedevsim diky tomu, Ze je ve velké mife zastoupen v tkanich,
které se skladaji z vody a tuku a tedy co se tyce jejich atomarni urovné i z vodiku. Stru¢ny
vycet jader, ktera lze zobrazit pomoci MR, je v Tabulka 1. [1]

Tabulka 1 - Nejvice vyuzivané atomy pro zobrazovani [1].

Prvek Pocet Pocet J ade_rny Gyromagneticky
protonil neutron{l spin pomér y [MHz.T™]

'H 1 0 Y 42,577

*He 2 1 Y 32,436

13¢C 6 7 Y2 10,708

N 7 8 Y 4,317

''0 8 9 5/2 5,774

19F 9 10 Y2 40,077
2Na 11 12 3/2 11,268

S1p 15 16 Y2 17,251
129%e 54 75 v 11,860

Na protony Ize nahliZet jako na malé rotujici magnetické dipoly, které maji vlastni
magnetické pole — diky tomu, Ze maji spin. Dalsi vlastnost, kterou spin zpiisobuje, je to, ze
se ndboj pohybuje, a pohybujici se ndboj je v podstaté¢ elektricky proud, ktery je
doprovazen magnetickym polem. Vektor magnetického momentu [ predstavuje
magnetické pole, které vzniklo diky rotujicimu protonu p. Vektor | je popisovan

nasledujici rovnici [3]

=D, (1.1)

kde W je vektor magnetického momentu, p je mechanicky moment hybnosti a y je

gyromagneticky pomer, ktery je zavisly na typu jadra (
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Tabulka 1). [3]

Rovnici (1.1) Ize interpretovat nasledovné: rotaci elementarniho elektrického
naboje e™(proton, ma kladny elementarni naboj) je generovan magneticky moment p ve

sméru osy rotace, ktery je timérny mechanickému momentu. [4]

Protony se chovaji v externim magnetickém poli obdobné jako stielka kompasu
v magnetickém poli Zemé. Rozdil je v tom, Ze protony mohou byt ve dvou riznych
energetickych (kvantovych) stavech. Je nutné podotknout, Zze bez plsobeni vnéjSiho
magnetického pole jsou vektory os rotace protonli ndhodné orientované ve vSech smérech
(viz Obrazek 1 vlevo). Po souctu vsech téchto vektoru je vysledny vektor roven nule - tkan
nevykazuje magnetické vlastnosti. Vystavime - 1i tkan (protony) silnému vnéjSimu

homogennimu magnetickému poli, dojde v zasad¢ k dvéma jevim. [2]

Prvnim z nich je to, Ze se srovnaji osy rotace s vnéjs§im magnetickym polem.
Protony se pak nachézeji v jednom ze dvou energetickych stavill. Jeden stav je energeticky
méné naroCny a je oznacovan jako paralelni. Je to stav, kdy osy rotace sméfuji smérem
stejnym, jakym ptisobi vnéj$i magnetické pole. Druhy stav je energeticky vice naro¢ny a je
oznacovan jako antiparalelni. Tedy stav, kdy osy rotace n¢kterych protonii sméfuji proti
pusobeni vngj$tho magnetického pole. Pfirozené preferovanym stavem je ten, ktery
vyzaduje mén¢ energie. Je zfejmé, ze vetsi mnozstvi protonli se bude nachézet na nizsi
energetické hladiné (Boltzmantv statisticky distribucni zakon). Pocty protont, které se
budou vtomto stavu nachazet, zavisi na intenzit¢ uZzitého pole. Vysledny vektor
magnetizace bude stejné orientovan jako vnéj$i magnetické pole a bude jen nepatrné jeho
hodnotu zvétsovat. [1] [2]

(a) (b) B,

&3 _ %%
g @@@@

Obrazek 1 - Orientace os rotace bez ptisobeni vnéj$iho magnetického pole vlevo, vpravo
pak ukazka dvou energetickych stavil pfi plisobeni vnéjsiho homogenniho magnetického
pole Bo, ptevzato z [4].

Druhy jev je pak takovy, Ze protony, které rotuji kolem vlastni osy, budou ve
vnéjSim magnetickém poli vykazovat dal§i pohyb. Tento pohyb je oznacovany jako
precesni a lze si ho piedstavit jako pohyb po plasti kuzele (viz Obrazek 2). Rychlost
precese neni konstantni. Zavisi na sile uzitého magnetického pole a to tak, ze se zvySujici



se silou magnetického pole roste rychlost, frekvence precesniho pohybu. Ta se da vypocitat

pomoci Larmorova vztahu [1]

Wy = VBO! (12)
kde w, je uhlova frekvence (Larmorova) otacejiciho se jadra kolem vnéjsiho magnetického
pole By, v je gyromagneticky pomér, ktery je zavisly na typu jadra (

Tabulka 1) [2].

A
: osa trajektorie
I precesniho pohybu
{————— osa otaceni

Obrazek 2 - Proton ve vnéjs§im magnetickém poli vykazujici precesi, ptevzato z [5].

V piipadé€, Ze jsou protony vystaveny vnéjSimu homogennimu magnetickému poli
(Obrazek 1 vpravo), bude nepatrné vétsi mnozstvi protontt na niz§i energetické hlading -
tak jak je popsano vySe. Toto mnozstvi protont pfisp&je k existenci vektoru magnetizace
M. (longitudinalni magnetizace) ve sméru vné&jsiho magnetického pole. Nadbytek
paralelnich protont lze vyjadrit vektorem magnetizace M; jako [4]

M, = Mo.c 2272, (1.3)

kde ¢ je pro protony konstanta ¢ = 0,001 K.T~!, Bo je velikost vn&jsiho

magnetického pole, Np je celkové mnozstvi protonil v dané oblasti a T je absolutni teplota.
Vektor magnetizace M, jak plyne z rovnice (1.3) je pfimo imérny velikosti aplikovaného

vngjSiho magnetického pole Bo a nepfimo iimérny absolutni teploté T.

Promitneme - li moment hybnosti jadra misto do roviny z (tak jak je uvedeno vyse)
do roviny xy, dostaneme velikost transverzalni magnetizace Myy (opét vektorovy soucet),
ktera je co do sméru kolmé na vnéj$i magnetické pole. Je ovSem nutné¢ podotknout, Ze
celkovy piispévek transverzalni magnetizace je nulovy (Myy = 0), nebot’ jsou slozky v této

roving Uplné rozfazovany. [4]



Dulezité je si také uvédomit, ze v roviné z, tedy po sméru magnetického pole, se
vysledny vektor magnetizace M, nemé&fii. Pfijimaci civka lezi v roviné Xy, kam vektor

magnetizace sklapime pomoci radiofrekvencniho pulzu.

2. Radiofrekvenc¢ni budici pulz

Pro to, abychom mohli méfit velikost vzniklého vektoru magnetizace v roviné z, je
tieba jej preklopit z této roviny do roviny Xy, kde méfeni probiha. Nejjednodussi moznosti
je vyuziti kratkych pulzl radiofrekvencni (RF) energie. Béhem impulzu, nékdy nazyvany
jako budici impulz, protony absorbuji ¢ast energie na konkrétni frekvenci. Po skonceni
impulzu protony emituji energii o stejné frekvenci. Pro to, aby protony mohly absorbovat
energii z radiofrekven¢niho pulzu, musi byt frekvence budiciho pulzu obdobna jak thlova

frekvence protonu, ktery vykonava precesni pohyb.

Plsobenim budiciho pulzu dochézi ke vzniku vektoru Bi, ktery je v roviné xy a
ktery se pohybuje s urcitou thlovou frekvenci ve sméru precese protonu. Diky dodané

energii dochazi v zésad¢ ke dvéma ucinkiim:

e Protony, které se nachazely na nizsi energetické hlading, jsou najednou diky
pfisunu energie na vyssi energetické hladiné (antiparaleln€). To zpisobi

zménu velikosti longitudindlni magnetizace.

e Dochézi ke sfazovani elementdrnich magnetickych dip6ld, ¢imz nastava
postupné vyklopeni vektoru magnetizace z puvodniho sméru osy z do
roviny xy.

Pted ptisobenim budiciho impulzu byla slozka vektoru magnetizace Myy nulova.
Nyni tento vektor magnetizace nabyva nenulovych hodnot a vykonava slozity nutacni
pohyb. Pohyb spociva jednak v precesi kolem B: a jednak v precesi kolem Bo, pokazdé
s jinou uhlovou frekvenci vzhledem k B:1 a Bo. Vysledny pohyb vektoru magnetizace

béhem RF impulzu si 1ze ptedstavit jako spiralovity po sférickém povrchu. [3]

Uhel vychyleni 6 je thel, o ktery se vektor magnetizace sklapi ze své ptivodni osy z
(smé&r hlavniho pole Bo) do roviny xy. Tento uhel lze stanovit jako [3]

0 =y [ B.(t)dt, (2.1)

kde t je doba pusobeni RF impulzu a y je gyromagnetickd konstanta. Pokud
vyuZijeme jen pravouhly pulz, nastane zjednoduSeni vychazejici z ptredeslé rovnice a

dostavame [3]

6 =yBiT (2.2)



V praxi se vyuziva sklapéni o rizné tihly a jednim ze zakladnich je sklapéni o 8 =
90°. Vektor magnetizace pak rotuje v rovin€ Xy a jeho slozka v ose zanika. Pfedchozi dvé
rovnice nam fikaji, ze s délkou trvani budiciho pulzu a s velikosti budiciho pulzu roste
velikost uhlu sklopeni 6. [3]

2.1. Relaxaéni mechanismy

Relaxace obecné nastane ihned poté, co budici impulz pfestane na okrsek tkané
pusobit. Jev je zplUsoben tim, Ze protony, které byly excitovany na vyssi energetickou
hladinu, se op€t navraci do svého rovnovazného stavu. Vektor magnetizace, ktery vznikl
diky budicimu impulzu v roviné Xy, se opét navraci do svého piivodniho sméru oSy z

(nastane termodynamické rovnovaha).

Je nutné si uvédomit, Ze vymeéna energie je mozna i bez RF impulzu a to diky
interakci  mezi protony Vv samotnych jadrech atomt s okolnim prostfedim.

Termodynamickou rovnovahu lze charakterizovat, [3]:
e vektor magnetizace v transverzalni roving je Myy = 0
o velikost vektoru magnetizace v longitudinalnim sméru je M; = Mo,

Existuji dva typy interakci pro to, aby se soustava dostala do stavu termodynamické
rovnovahy. Jednou z nich je spin - mfizkova interakce a druhou je spin - spinova interakce.

Kvantitativni hodnoceni téchto interakci se provadi pomoci T1 a T2 relaxacnich ¢asa. [3]

2.1.1. Spin — mFizkova relaxace

Spin - mfizkova relaxace je taktéz oznaovana jako longitudinalni relaxace T1. Relaxacni
¢as T1 je Cas potiebny k navratu vektoru magnetizace na 63% své plvodni hodnoty po
skonCeni excitacnim pulzu. Dochéazi tedy k postupnému zvétSovani longitudinalniho
vektoru magnetizace M,. Terminem spin - miizkova se rozumi to, Ze excitovany proton
(spin) preda energii do okoli (mfiZka) spiS nez do jiné rotace. Navrat vektoru magnetizace
(poCty protonl1) ma exponencialni charakter vzhledem k uplynulému ¢asu od RF pulzu (viz
Obrazek 3). Velikost vektoru magnetizace méniciho se v ¢ase vzhledem k rychlosti
relaxace je [1]

M, (1) = My(1 — e;_:), (2.3)

kde 1 je doba nasleduji po RF pulzu.
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Obrazek 3 - Casovy priibéh Ty relaxace — T1 relaxaéni kiivka, pievzato z [1].
2.1.2. Spin — spinova relaxace

Spin - spinova relaxace je taktéz oznaovana jako transverzalni relaxace T2. Relaxaéni Cas
T2 je Cas, za ktery vektor transverzalni magnetizace Myy klesa na 37% své piivodni hodnoty

(Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.).
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Obrazek 4 - Casovy pribéh vektoru magnetizace Myy po aplikaci 90° RF pulzu, pievzato z
[1]].

Intramolekularni a intermolekularni interakce, jako naptiklad vibrace Ci rotace,
zpasobi fluktuaci uhlové frekvence precedujicich protonti. Tyto fluktuace zpisobi
postupnou ztratu fdzové koherence, coZ zplisobi postupny pokles transverzalni slozky
vektoru magnetizace Myy — viz rovnice (2.4). To je jen jedna z moznych pfi¢in ztraty
fazové koherence. Dal§im moZnou pficinou jsou lokalni nehomogenity pole Bo, které

zpusobi zménu thlové frekvence precedujiciho protonu, [1] [3]

-T

Mxy('[) = Mxy(max). eT_Z, (24)



kde 1 je doba nasleduji po RF pulzu a Myymay) je hodnota transverzalni

magnetizace ihned po RF pulzu.

Efektivni relaxacni Cas T,soucasné¢ hodnoti vliv vnéjSich (Bo) nehomogenit a

vnitinich nehomogenit. [[3]

2.2. Volné indukovany signal

Voln¢ indukovany signal FID (z anglického Free Induction Decay, Chyba! Nenalezen
zdroj odkazu.) je signal, ktery lze méfit po sklopeni vektoru magnetizace v roviné Xy.
Pokud vypneme vysila¢ RF impulzl, tak se protony okamzité¢ zacnou vracet do své
termodynamické rovnovahy. Signdl je tedy generovan pii relaxaci vybuzenych jader
atomu. Tento signal pfinasi informaci o objektu, ktery je pravé sniman a lze ho méfit
pomoci pfijimaci civky (v roviné sklopeni). V civce se indukuje proud na Larmorové
frekvenci wo. Délka trvani volné¢ indukovaného signalu zavisi na relaxacnich
mechanismech. [3]

Cas [s]

Obrazek 5 - Pribéh volné indukovaného signalu, ptevzato z [3].



3. Pulsni sekvence

Pro to, abychom mohli specifickym protoniim ptedat ¢ast energie a uvést je tedy do vyssi
energetické hladiny, je nezbytnd aplikace RF pulzd. Je nutné podotknout, Ze se nevyuziva
jen jeden excitacni puls, ale vétSinou sada opakujicich se pulst. Dle nastaveni riznych
metod pulsnich sekvenci lze ziskat rizné vazené obrazy (T1 vazené, T2 vazené ¢i vazené

hustotou protonti — Proton density). [3]

Déleni sekvenci se provadi podle jejich urcitych vlastnosti a jednim ze zdkladnich
rozdéleni je [3] [16]:

e Inversion Recovery (IR)
e Saturation Recovery (SR)
e Spin Echo (SE), piipadné modifikace Turbo Spin Echo a jiné

e Gradientni Echo (GE).

3.1. Inversion Recovery

Zacatkem pulsni sekvence IR je aplikovani 180° pulsu. Po aplikovani tohoto pulsu dojde
k prevraceni vektoru magnetizace z osy *z do sméru osy z. Nasleduje aplikace 90° pulsu a
to po dobé, ktera je oznacovana jako inverzni TI (Time Inversion), (Chyba! Nenalezen
zdroj odkazi.). Tento 90° puls zpusobi pievraceni vektoru magnetizace M; do
transverzalni roviny xy. Cast atomovych jader se diky T1 vrati do stavu termodynamické
rovnovahy a méni tim padem velikost vektoru magnetizace v rovin€ Xy. Po uplynuti

repeti¢niho (TR) ¢asu se cely cyklus opakuje. [3]
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Obrazek 6 - Znazornéni aplikace pulst pii metodé Inversion Recovery, ptevzato z [[16].

Vektor magnetizace prochazi v jednom okamziku nulovym bodem (Chybal

Nenalezen zdroj odkazu.). V tomto misté nemulze byt vektor magnetizace zméfen.



Spravné zvolenym TI a znalosti ¢asit T1 urcitych tkani Ize dosdhnout naptiklad potlaceni

signald z tukové tkan¢ ¢i mozkomi$niho moku [[16].

3.2. Saturation Recovery

Sekvence SR je charakteristickd repeti¢nimi aplikacemi 90° pulst. Po uplynuti TR se
aplikuje dalsi 90° puls. Diky zpozdénim, ktera vznikaji v méficim systému, nemutze byt
méiena velikost signalu ihned po aplikaci 90° pulsu. Méfeni mize byt zahajeno az po
uplynuti ¢asového intervalu, ktery je ozna¢ovan jako zpozdéni echa (TE). Volba zpozdéni
umoznuje ziskani signalu zavislého nejen na T, ale i na T2 relaxacnim ¢asu. Pokud je
interval TR dostatecné dlouhy (vEétsi nez €as T1), vraci se vektor magnetizace Myy zpét do
sméru osy Z. Tento stav se oznaCuje jako saturovany. Touto metodou lze ziskat obraz
vazeny dle protonové hustoty specifickych jader za predpokladu, ze TR bude velmi dlouhé
a TE bude naopak velmi kratké. [3]
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Obrazek 7 - Znazornéni vektoru podélné magnetizace pii metodach IR a SR, prevzato z

[[16].
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3.3. Spinové Echo

Metoda vyuziva sled pulsi tvofeny 90° a 180° pulsy. Po aplikaci 90° pulsu dojde
k pieklopeni vektoru magnetizace M; do transverzalni roviny. Nasledné dochazi vlivem T»
mechanismu k rozfazovani spinti — dochazi ke zmenseni vektoru magnetizace. Vlivem
nasledného refokuzac¢niho pulsu (180°) dochazi k opétovnému sfazovani spint. Po
sfazovani jader vznika tzv. echo signal. Doba zpozdéni (TD) je oznaceni pro interval mezi

echo signalem a naslednym 90° pulsem nasledujici sekvence. [3]

Riizn€ vazené obrazy lze vytvorit diky proménnym dobam TR a TE. Pti kratkych
TR a kratkych TE vznikaji T1 vazené obrazy. Pfi dlouhych TR a kratkych TE vznikaji
obrazy vazené protonovou hustotou jader. Dlouhé TR a dlouhé TE zapfticinuji vznik T>

vazenych obrazu. [[16]

3.3.1. RARE sekvence

RARE (Rapid acquisition with relaxation enhancement) je velmi rychla obdoba SE
techniky. Vyuziva RF budici puls nasledovany sledem refokuzac¢nich pulst. Kazdé echo je
prostorové kédovano a diky tomu muize byt signdl sniman po kazdém budicim pulsu.
Z toho plyne, Ze se vyrazné snizi Cas potiebny k ziskani snimkt. Pokud je 16 ech fazovée
kédovano touto metodou, mize byt celkovy ¢as akvizice snizen o faktor 16 ve srovnani
s metodou SE s identickymi parametry (citelné snizeni hlavné u T2 vazenych obrazi).

Faktor je oznaceni pro redukéni ¢as. [[16]

Vzniklé RARE obrazy jsou méné zatizené artefakty, které mohou vzniknout vlivem
nehomogenit vngj$iho magnetického pole. Metoda ma isvé nevyhody, jako napiiklad:

rozmazani, zména kontrastu zpisobena vétsi intenzitou lipidu. [[16]

Vybér fezu /_\/ / J\ ﬂ

Obrazek 8 - Sekvence SE s ukazkou aplikace 90° a 180° (refokuzaéniho) pulzt [[16].
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3.4. Gradientni echo

Namisto refokuzac¢niho 180° pulzu vyuzivaji techniky k tvorbé echo signdlu gradientni
magnetické pole. Lokalni magnetické pole je diky gradientnimu poli pozménéno na
vlivem gradientu k rozfazovani spint, nasledné je v piedem definovan ¢ase (TE) aplikovan
gradient s opa¢nou polaritou, coz zpusobi opétovné sfazovani spint. Vznika tedy

gradientni echo signal.[3].

Rizné typy téchto sekvenci vyuzivaji malé sklapéci tihly, coz zapticinuje neuplné
preklopeni vektoru magnetizace do roviny Xy. Hodnotu TR lze snizit na minimum pak se
neuplatni T1 a kvili malym sklapécim thlim, neni dlouha doba snimkovani dané tkan¢. Pii
této technice vznikaji 1 artefakty, které jsou zplsobeny nehomogenitami vnéjSiho
magnetického pole [3] [16].

3.5. T1 a T2 relaxometrie

MR relaxometrie je metoda slouZici k posouzeni stavu tkand. Siroké uplatnéni
nachdzeji tyto metody piedevsim pii zjistovani patologickych stavii. Dalsi uplatnéni nasly
tyto metody pii zjistovani dynamiky vody jak v biologickych tkanich, tak v nejriznéjsich
biokompozitech. [18]

3.5.1. Zakladni principy relaxa¢nich méreni

Relaxaéni méfeni jsou postaveny na rozdilech v relaxa¢nich mechanizmech vyskytujicich
se naptiiklad v biologickych tkanich. Pro méfeni relaxacnich ¢asi T1 a T2 se vyuZivaji
nejriizngjsi pulsni sekvence. Casto vyuZzivanou pulsni sekvenci pro méfeni relaxacniho
casu T2 je Carrova — Purcellova — Meiboomova - Gillova sekvence (CPMG), coz je obdoba
SE sekvence. CPMG sekvence obsahuje 90 ° RF puls nasledovany sérii 180° RF pulsi. Za
dobu 2t = TE (7 je ¢as mezi 90° a 180° pulzem) od aplikace prvniho pulzu dochazi ke
sfazovani. V tomto okamziku dosahuje amplituda signdlu svého maxima a poté dochazi
k rozfazovani. Po 180° pulzu nasleduje dalsi 180° pulz v ¢asovém intervalu 2t (180° RF
pulzy vdobach t, 3t, 5t atd.). Detekujeme tedy fadu SE s exponencialné klesajici
amplitudou. T2 signal je pak dan [18][18]

Sk = N(T;)e T/, (3.1)

kde k je ¢islo ptislusného echa, N (T1) je hustota protonovych jader.

Obrazy pofizené s rtuznymi hodnotami TE jsou souborem dat, z kterych lze za
pomoci matematickych modelt urcit jak T2 relaxacni ¢as v méfené tkani, tak i hustotu

protonovych jader.
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Pro méfeni relaxa¢niho Casu Ti se vyuziva saturation recovery sekvence. Tato
sekvence byla popsana v piedeslé kapitole. Za pomoci matematickych modelt lze pak
z nasledujici rovnice urc¢it hodnotu relaxa¢niho ¢asu T1 [18]

Sk = N(T)(1 — e TR/, (3.2)

kde Kk je ¢islo ptislusného repeticniho ¢asu a N (T2) je hustota protonovych jader.

Pti této sekvenci by se mél volit TE ¢as co nejmensi, aby se minimalizoval vliv T»
relaxace. [18]
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4. Fixace

Ukolem fixace je zachovat (konzervovat) buiiky a tkaiové komponenty v takovém stavu,
ktery dovoluje jejich pozdéjsi studium a zamezeni rastu plisni a bakterii. Béhem fixace
dochdzi k denaturaci bilkovin. Po odebrani tkdn¢ velmi rychle dochéazi k autolytickym
procesim. K témto pochodiim dochazi diky tomu, Ze jsou pteruseny piivody kysliku a
piestava byt fizena regulace mezi jednotlivymi bunikami v tkédni. Enzymy vznikajici
Vv organele nazyvané lyzozom piispivaji k autolyze. Pokud neni fixace provedena okamzité
po odebrani tkan¢, mize dochéazet k napadeni tkdn¢ mikroorganismy, coz je oznacovano
jako heterolyza. Dulezité u fixace je, aby nebyly zménény struktury bunék a jinych
komponent, ¢emuz ovSem nejde zabranit na sto procent. Vzdy dochéazi alespon
k ¢astenym zmé&nam, a proto je dilezité vybrat takovou metodu fixace, ktera strukturni

zmény omezi. [7] [10]

Fixativa lze rozdé¢lit podle velkého mnozstvi kritérii. Namadtkou lze zminit

koagulujici a nekoagulujici fixativa ¢i aditivni a neaditivni fixativa.

Mechanismem denaturace bilkovin se vyznacuji fixativa koagulujici, kdy dochdzi
ke zméné€ sekundarni a tercialni struktury bilkovin, a tim paddem se sniZuje rozpustnost
bilkovin. Hydrofobni oblasti bilkovin (vyskytujici se na vnitinich stranach) spolu interaguji
a vnikaji propojeni, ¢imz dochazi ke stabilizaci bilkovin. Tento typ fixace vlastné sbali
fetézce bilkovin do klubek. Nejcastéji se jedna o alkoholy (etanol, metanol), ale i kyselina

dusi¢na ¢i pikrova se tadi do této rozsahle skupiny. [8]

Pokud jsou bilkoviny a dalsi bunécné komponenty propojeny chemickou vazbou a
nedochazi ke koagulaci, mluvime o nekoagulujicich fixativech. Typické je pro tuto
skupinu, ze zachovava nitrobunétné detaily. Pii této metod¢ se tvofi intramolekularni a
intermolekularni vazby. Dochéazi k pfeméné cytoplazmy v transparentni gel. Do této
skupiny fadime pfedevsim aldehydy, velice zndmym zéastupcem je pak formaldehyd. Blizsi
pojednani 0 vySe zminénych chemickych latkach bude nésledovat v dalSich kapitolach.

Existuji tfi velké skupiny metod, které se k fixaci vyuzivaji [8]:
o fyzikalni metody
e chemické metody

o fyzikaln¢ — chemické metody.

4.1. Fyzikalni metody fixace

Fyzikalni metody v sobé zahrnuji fixaci pomoci vysokych teplot, nizkych teplot a metody

vysychani.
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Prvné zminénd metoda se vyuziva v mikrobiologii, kdy jsou natéry bakterii na
skli¢ku vystaveny plamenu kahanu. Dalsi, dnes jiz béZzn¢ pouzivanou metodou, je metoda
mikrovinna, kterd se také fadi do fixace vysokou teplotou. Jsou dvé moznosti vyuziti
téchto vIn. Prvni z nich je, ze se fixac¢ni ¢inidlo nahradi mikrovlnami. Druhd moznost
vyuziti spo¢iva v umisténi tkdné do fixa¢niho roztoku a vlozeni do mikrovinné trouby.
Mikroviny utvoii kanalky v tkanich a fixator mtze 1épe prostupovat do tkané. Zde tedy
mikrovilny ovliviiuji rychlost prostupu fixa¢niho ¢inidla, ale jako samotné zde nejsou
fixatnim c¢inidlem. U téchto metod je velice dilezit¢ dodrzovani teplotniho schématu.
Nadmérmné teplo miize zpiisobit poskozeni bunék a mize vést ke znaCnému smrsténi a
ztvrdnuti vzorku. [6] [7]

U druhé fyzikdlni metody fixace se vyuzivd nizkych teplot. Jde o metody
kryofixace, kdy je vzorek rychle zmrazen (napf. tekutym dusikem). Aby se zkratil ¢as, kdy
se tvoii krystaly, tak se vzorek muze oSetfit kryoprotektantem. U tohoto druhu fixace je
velice dulezitd rychlost zmrazeni preparatu. Pokud vzorek neni dostate¢né rychle zmrazen,
vznikaji krystaly, které poSkodi vnitini struktury vzorku. Cilem metody je dosahnuti
vitrifikovaného (zeskelnaténi) stavu prepardtu. Vyhodou metody je, Ze nedochdzi

k denaturaci antigenti a enzymd. [6]

4.2. Chemické metody fixace

Pti téchto metodach se uzivaji ¢inidla, ktera reaguji s biologickymi slozkami a imobilizuji
a stabilizuji preparat bez velkych strukturnich zmén. Chemicka metoda se provadi v zasad¢

dvéma riznymi zpisoby — imerznim a perfuznim zptisobem. [6] [10]

Imerzni — ponofeni tkané, kterd byla odebrana do fixacniho roztoku, kdy se udava,
ze roztoku musi byt fadové 10 az 100 krat vic, neZ je objem fixované tkang. Toto ponofeni
trva nékolik hodin, ale 1 dnti ¢i delsi Casovy usek. Dale se v literatuie udava, Ze by mél byt

roztok alespon jedenkrat vymeénén.

Perfuzni — pfi této metod¢ se samotny fixacni prosttedek vpravi do krevniho obéhu,
nejcastéji transkardialné. Pied tim se jesté proplachuje nejcastéji fyziologickym roztokem.
Fixace je v tomto pfipadé téméf dokonald nebot’ se fixator velmi rychle dostane ke vsem
bunkdm organu. Metody se vyuZziva pouze v experimentech na zvifatech a je to co do

spotieby fixa¢niho roztoku nakladngjs$i metoda.

4.2.1. Faktory ovliviiujici chemickou fixaci

Existuje celd tfada faktori, které ovliviiuji rychlost a uc¢innost fixace tkané. K tém
nejdilezitéj$im patii [7]:

e Objemovy pomér — nékdy uddvany jako objem fixéze, je objem, ktery je

potiebny ke kvalitn€ provedené fixaci. Jako minimalni pomér se udava 10:1,
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tedy je potieba minimalné desetkrat vic fixacniho roztoku (co do objemu),
nez je objem tkané. Optimalni pomérem je 50:1. Cilem je, aby se zabranilo

vycerpani fixacni latky. VEétsi objem také 1épe reflektuje ptipadné zmény.

e Teplota — vyssi teplota zajisti rychlejsi diftzi fixatoru do tkané a také se
zvysi rychlost chemické reakce mezi fixatorem a okolnimi latkami. OvSem
vyssi teplota mize naopak negativné ovlivnit rychlost autolyzy. Nékdy se
pro zménu pouziva fixace pii nizké teploté, ta ma zase za nasledek nékteré

cytologické zmény jako je rozpad mikrotubuli.

e pH — ovliviiyje rychlost autolyzy. Rychlost reakce aldehydt (formaldehyd)
s bilkovinami je hodné ovlivnéna pravé pH, a proto se voli optimum kolem
6,8 — 7,2. Je dobré si opét uvédomit, ze zalezi na bunéénych komponentach,
které budou fixovany a podle toho volit pH. Pfili§ kyselé prostiedi miize

ovlivnit nekteré komponenty negativné (vakuoly).

e C(Cas — optimalni doba fixace se li§i podle metody fixace a samotné¢ho
fixatoru a je znaéné rozdilnd. Mira penetrace je také zavisla na ¢ase a pro

kazdy fixator se udava zvlast. Lze ji vyjadrit:
d = K+/t, (4.1)

kde d je hloubka pruniku (penetrace) v mm, K je koeficient difize v mm/h a
t je ¢as v hodinéch.

Pro 10% formaldehyd je diftizni koeficient roven 0,78 mm/h to znamena, ze

do stfedu tkané o tloustce 10 mm se formaldehyd dostane za vice jak 25
hodin.

DalSimi faktory mohou byt osmolalita, koncentrace fixa¢niho cinidla, ptipadné
jeste dalsi pridavné latky, které se pouziji béhem fixace. Z tohoto stru¢ného prehledu je
ziejmé, ze neexistuje univerzalni postup fixace, ktery by byl vhodny pro rizné tkan¢ a
burky. [7]

4.2.2. Chemické latky uzivané pro fixaci

v

Existuje nepfeberné mnozstvi fixacnich ¢inidel. Viibec nejzndméjsi a nejoblibenéjsi je
formaldehyd, uzivany ve velké mife v histopatologii, a glutaraldehyd, ktery se uziva pro

ultrastrukturni studie.

Prvni skupinou pouZivanou pro fixaci, a do které patii 1 vySe zminéné chemické
latky, jsou aldehydy.
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Glutaraldehyd (GA) je fixac¢ni prostfedek, ktery dokaze zachovat prostorové
rozmisténi komponentli bunky a ¢astecné dokaze zanechat n€které enzymy aktivni. Diky
dvéma funk¢nim skupinam se miize vazat na aminoskupiny proteinti (Obrazek 9). Dokaze
rychle reagovat s lysinem, ale i s dalsimi proteinogenimi aminokyselinami. Nereaguje
s lipidy. GA ma Spatnou penetracni schopnost a diky tomu se da vyuzit jen na tenké fezy
(uvadi se 2 mm). Dalsi nevyhodou, ktera je ale spole¢na pro vSechny aldehydy, je sklon
bunék tvofit membranové vacky po tom, co zemiou. PouZzivaji se vyhradné¢ pufrované

roztoky a fixace vétSinou neptesahne pét hodin. [9]

Obrazek 9 - Strukturni vzorec glutaraldehydu, vytvoreno v ChemDraw.

Formaldehyd (FA, Obrazek 10) je fixatorem, ktery je hojné uzivany
Vv histologickych laboratotich. Pti pokojové teploté je formaldehyd plynem, ktery se velmi
dobfte rozpousti ve vodném prostiedi. V tkénich reaguje pfevdzné s bilkovinami a to diky
sv¢ aldehydické skupiné, kterd se navdze na aminoskupiny proteint (tvorba piicnych vazeb
mezi polypeptidickymi fetézci bilkovin). Za pomoci FA je mozné fixovat i vEtsi preparaty
a to diky malym molekulovym rozmérim. Je tedy zfejmé, Ze ma vySSi penetracni
schopnost na rozdil od diive zminéné¢ho GA, ktery ma vétsi molekulové rozméry. Reakce
FA s bilkovinami je na rozdil od rychlosti pronikéni o poznani mensi. Mira pronikani se S
vyssi teplotou zvySuje stejné jako intenzita tvorby pri¢nych vazeb. Stejnych ucinkl lze
dosdhnout i zvySenim tlaku. Urychleni reakci a zlepSeni vazeb lze dosdhnout i pomoci
mikrovinného zafeni. Zde je ale dllezité brat na zietel, Zze dochazi k tvorbé vypart, které
jsou zdravi Skodlivé a také dochazi ke koagulaci. FA ma tu vyhodu, ze dokaze zesitovat 1

nukleové kyseliny. [6]
H,C=0

Obrazek 10 - Strukturni vzorec formaldehydu, vytvoteno v ChemDraw.

Nejenomze FA reaguje s bilkoviny, také reaguje s lipidy. lonty Ca®* zvysuji
stabilizani u¢inek formaldehydu na lipidy, tekutina vyuZivané k této stabilizaci se
oznacuje jako Bakerova (roztok formaldehydu a chloridu véapenatého). Obcas se misto
samotného FA vyuZiva spojeni s GA, a to kvili tomu, Zze FA ma niz$i vyslednou kvalitu
fixace. GA v tomto piipade¢ zaruci lepsi fixaci a FA zarucuje vétsi rychlost fixace. [6] [10]

Do laboratofi se dodava vodny roztok FA 37 — 40 %. Pokud vodny roztok FA
nechame delSi dobu stat, dochazi k Cannizzarové reakci a vznikd metanol a kyselina
mravencéi (Ize cCasteCné eliminovat praSkovym uhliCitanem véapenatym, ktery je nad

roztokem). Latky, které¢ vznikaji takovymto stanim, zhorSuji vyslednou kvalitu fixace.
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Témto nezddoucim jevim se dd zabranit - a to tim, Ze se v poslednich letech vyuziva

pevny polymer FA nazyvany paraformaldehyd. [10]

Roztoky paraformaldehydu (PFA, Obrazek 11) se piipravuji tésné pied samotnou
aplikaci depolymerizaci paraformaldehydu, kdy vznikd ¢isty monohydrat, tzv.
metylenhydrat. Koncentrace vzniklych roztokli se pohybuje od 2 do 8 % a vzdy jsou
pufrované. Fixace se pohybuje v rozmezi 12 — 24 hodin, ale zase zalezi na druhu a tloust'ce

preparatu. [10]

PFA je latka zdravi skodliva, jak pfi vdechovani tak po poziti. Je podezieni, Ze ma
karcinogenni u¢inky. Je velice drazdivy - drazdi dychaci organy a také kizi. Taktéz muze
vazné poSkodit o¢ni organ. Kvuli tomu se s PFA pracuje s ochrannymi pomiickami

(rukavice, bryle, rouska) a zasadn¢ se vodné roztoky ptipravuji v digestofi.

H
HO O-rH

H
8-100

Obrazek 11 - Strukturni vzorec paraformaldehydu, vytvofeno v ChemDraw.

Glyoxal, nazyvany téz diformyl, je bifunkénim aldehydem (Obrazek 12), ktery
reaguje s bilkovinami i lipidy. Obé jeho aldehydické skupiny jsou silné reaktivni a tvoii
ucinné zesiténi. Glyoxal se zejména vyuziva jako jedna ze slozek pii mikrovinné fixaci, ale
pouziva se 1 jako samotné fixa¢ni Cinidlo. Nekdy byva oznaCovan jako formaldehydova
nahrada (velky rozmach zaznamenal hlavné v Severni Americe). Pfi pokojové teploté se
netvofii pary, takze je 1 méné nebezpecnym fixatorem nez FA. Nicméné je taktéZ drazdivy a
ma potenciondlni mutagenni UCinky. Je biologicky odbouratelny a jeho likvidace je

jednodussi nez v ptipadé FA. [7]
@)
WO

Obrazek 12 - Strukturni vzorec glyoxalu, vytvoieno v ChemDraw.

Dalsimi hojné uzivanymi fixacnimi ¢inidly jsou organické kyseliny. Mizeme sem
zatadit kyselinu octovou, ktera se sama o sob& nevyuziva nebot’ fixa¢ni ucinek na tkané je
velmi $patny. Proto se vyuziva pouze ve smésich ¢i tekutinach, kde napomaha urychlovat
fixaci jinych fixacnich latek. Stejn¢ je tomu i u dal$iho zéstupce, jimz je kyselina

trichloroctova, ktera rychle pronika do tkani. [10]

Nejznaméjsim zastupcem organickych kyselin urcenych k fixaci je kyselina pikrova
(Obrazek 13). Je to latka malo rozpustna ve vodé se silné hotkou chuti. V zadném piipadé

se nesmi siln¢ zahfivat, jelikoz by hrozil vybuch. Velmi dobte precipituje bilkoviny,
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nepronikd do tkan¢ pfili§ rychle a barvi tkan nazluto. Reaguje pfevdzné s bazickymi
aminokyselinami a tvofi s nimi malo rozpustné soli nazyvané pikraty. Pouziva se bud’
vV roztocich sjinymi slouceninami, nebo jako samotné fixacni c¢inidlo (sporadicky).
V kombinaci s formaldehydem a kyselinou octovou vznika Bouinova tekutina (ma zlutou
barvu, rychle pronikd, nejcasteji 3 dily nasycené kyseliny pikrové, 1 dil formaldehydu a
par mililitrti ledové kyseliny octové). Bouinova tekutina se doporucuje pro fixaci biopsii ze
zazivaciho traktu, fixaci zvifecich embryi a tkan¢ ze zlaz s vnitini sekreci. Vzhledem ke
kyselé povaze latky se ve tkdni pomalu rozpousti vapenaté a Zelezité depozity. Délka
fixace je 4 — 18 hodin. [7]

Dalsimi znamymi tekutinami, které se vyuzivaji pro fixaci a majoritni slozkou je
zde kyselina pikrova, jsou Pasteelsova a Gendreova tekutina. Pti pouziti kyseliny pikrové

dochazi béhem procesu fixace ke smrsténi tkané. [10] [7]

OH
O,N NO,

NO,

Obrazek 13 - Strukturni vzorec kyseliny pikrové, vytvoreno v ChemDraw.

Posledni velkou skupinou uzivanou pro fixaci jsou soli tézkych kovi. Patfi sem

chlorid rtutnaty, oxid osmicely, dvojchroman draselny a samotné soli chromu.

Chlorid rtutnaty byl vubec jednim z prvnich uzivanych fixacnich ¢inidel. Pro
samotnou fixaci se nehodi, vzdy se vyuziva s jinymi chemickymi slou¢eninami (Zenkerova
tekutina, Heidenhainova tekutina). Primdrné reaguje s amino a amido skupinami bilkovin.
Reaguje s fosfatovou skupinou nukleovych kyselin a G¢inné fixuje nukleoproteiny. Ma
velkou rychlost pronikani tkani. Po aplikaci chloridu rtutnatého se mohou v tkéanich
objevit malé rtutnaté srazeniny. Ve starSich literaturdch se oznacuje jako korozivni
sublimat (trividlni nadzev). DokdZe reagovat 1 s nerezavéjici oceli. Je hlavni komponentou
nékterych fixacnich sloucenin jako naptiklad B - 5 nebo Hellyho tekutina. [10] [7]

Oxid osmicely (Obrazek 14) je vysoce toxicka, t€kava, krystalicka pevna latka,
kterd se dodava vuzavienych ampulich. Je rozpustny v polarnich i1 nepolarnich
rozpoustédlech. Reaguje s postrannimi fetézci bilkovin a tvoifi s nimi vazby. Je jednim
z mala fixatorh, ktery dokdze stabilizovat lipidy (s nenasycenymi mastnymi kyselinami
utvari cyklické estery osmia). Pii reakcich s organickymi slouceninami se tvofi osmiova
Cern a ta zpusobi zCernani preparatu (hlavné se uklada v membranach). Nezpiisobuje témet
zadné morfologické artefakty ve tkanich. Velice dobfe zachovava strukturu biologickych
membran, ¢ehoz se vyuzivd ve svételné mikroskopii. Molekula oxidu osmicelého je
pomérné velka a kvili tomu pronika do tkané velice pomalu, udava se K = 0,2 mm/h
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(difazni koeficient). Kvalita fixace je ovliviiovana teplotou (rychlej§i reakce pii vyssi
teploté), koncentraci (vEétsi koncentrace napomaha rychlejsi fixaci) a konecné pii nizkém
pH se snizuje reaktivita. [6] [7] [10]

Zachazi se s nim velmi opatrné a jen v digestoii. Zptsobuje tézké poleptani klize a
poskozeni sitnice. Smi se s nim pracovat jen s ochrannymi pomiickami (oblicejovy §tit,

rukavice, plast’, ochranné bryle).

Fixacni roztoky, které obsahuji ve své struktufe chrom, velmi dobie stabilizuji
proteiny i fosfolipidy. Do tkdn€ pronikaji jen velmi pomalu a i kvtli tomu se vyuzivaji jen
v kombinacich s jinymi fixa¢nimi roztoky (Zenkerova a Hellyho tekutina). [10]

0
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Obrazek 14 - Strukturni vzorec oxidu osmicelého, vytvoreno v ChemDraw.

Mensi skupinou, ktera se vyuzivd jen v kombinacich s jinymi fixatory a ve
specifickych tekutinach, je etanol (Carnoyova tekutina), metanol a aceton. Samy o sobé

zpusobuji smrsténi a ztvrdnuti fixovaného vzorku. [10]

4.2.3. Prirodni latky pouzivané pro fixaci

Riizna fixaéni ¢inidla jako formaldehyd, glutaraldehyd, oxid osmicely a spoustu dalSich
jsou velice toxicka, mohou poleptat kizi a néktera jsou dokonce mutagenni. Je proto
dilezité najit takova fixacni cCinidla, ktera by se mohla pouzivat v biomedicinskych
aplikacich. Pfredpokladem je nizka cytotoxicita, vysoka stabilita a hlavné biokompatibilita.

Genipin je prirozené se vyskytujici sitovaci ¢inidlo, které se extrahuje z Gardénie
jasminové. Fixace nebo chemickd modifikace biologické tkané¢ zvySuje odolnost vici
enzymatické degradaci a sniZuje antigenicitu. Pfedavkovani genipinem bylo testovano na
krysach (podavano peroralné) a nebylo zjisténo, Ze by genipin zpusobil abnormalni akutni
zmény jak na jatrech, tak na ledvinach. Genipin spontanné reaguje s aminokyselinami za
vzniku modrého pigmentu - ten se vyuziva i jako potravinaiské barvivo. [11]
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Obrazek 15 - Strukturni vzorec genipinu, vytvoieno v ChemDraw.
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Byly provadény pokusy s prase¢im perikardem, kdy se pro fixaci pouzil
glutaraldehyd, epoxidova sloucenina (jiz diive se zkouSel uUc¢inek fixace epoxidovou
slouceninou a to s heparinem nebo bez n¢j na prasecich aortalnich chlopnich [12]) a
genipin. Mg¢rily se rtzné charakteristiky — odolnost vuci enzymatické degradaci,
mechanickd pevnost, méfeni denaturacni teploty (indikator stupné zesiténi), zkoumdni
kolagenové struktury a jiné. Z vysledkl vyplyva, Ze genipin je velice kvalitnim pfirodnim
fixatorem, ktery je o mnoho méné cytotoxicky nez glutaraldehyd a epoxidové slouceniny
(viz Obrazek 16). [11]

Obrazek 16 - Snimky fibroblastt (100x zvétsené), prevzato z [11].

Na snimku a) jsou zachyceny fibroblasty - k této tkdni nebyla pfiddna zadna
sitovaci ¢inidla. Snimek b) ukazuje situaci pii pouziti glutaraldehyhu. U snimku ¢) byla
pouzita epoxitova sloucenina a na poslednim snimku d) byl jako fixator pouzit genipin.

Z obrazku plyne, Ze nejméné cytotoxickym fixa¢nim ¢inidlem je pfirodni genipin.
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5. Experimentalni ¢ast

Ustav piistrojové techniky (UPT), jenz je pracovistém Akademie véd (AV) Ceské
republiky, v nedavnych letech potidil moderni preklinicky viceucelovy systém BioSpec
94/30 USR spolecnosti Bruker o intenzité 9,4T (viz Obrazek 17). Pramér otvoru pro
nejriznéjsi objekty ¢ini 30cm.

Cely systém je uzavieny ve Faradayové kleci (na dfevéné konstrukei je pfipevnéna
tenkd médéna folie), kterd slouzi k odstinéni elektromagnetického zatfeni — znamé takeé jako
radiofrekvencni §tit. Toto zafeni by mohlo nepfiznivé ovlivnit vysledky méfeni a z toho

davodu se tato ochrana pouziva.

Softwarovy balicek ParaVision 5.1 pfedstavuje prostiedi, za pomoci kterého se cely systém
ovlada. Slouzi k ziskavani dat, rekonstrukci, analyze a vizualizaci veskerych namétenych
dat.

Obrazek 17 - Bruker BioSpec 94/30 USR.

5.1. Vybér tkané pro fixaci

Mysi mozek (viz Obrazek 18) byl vybran jako vhodny objekt pro fixaci ve formaldehydu.
Vybér nebyl ndhodny, nervovou tkan lze velice dobie charakterizovat svym vysokym
obsahem slozenych lipidl, neesterifikovaného cholesterolu a proteint (kanaly, pfenasece,
receptory, neurotransmitery). Sacharidy se vyskytuji v men$im méfitku. Formaldehyd,
respektive jeho polymerizovana forma - paraformaldehyd, jak uz bylo napsano
v predeslych kapitolach, velice dobfe fixuje jak bilkoviny, tak lipidy.
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Obrazek 18 - Nefixovany mysi mozek, prevzato z [17].
5.1.1. Odebrani mozku a fixace tkané

Odebrani Odebrani tkdn¢ a fixace mySich mozkd pomoci paraformaldehydu probihala na
UPT AV. Celkem bylo vyjmuto osm mozkil, pfi¢emz na &tyfi mozky se pouzila metoda
imerzni fixace, kdy se mozek ihned ponofil do osmiprocentniho roztoku
paraformaldehydu. U zbylych mozkl se vyuzila metoda perfuzni, tedy samotny fixa¢ni
prostiedek se vpravil do krevniho ob&hu transkardialné. Vyjmuté mozky z cranii se taktéz
vlozily do osmiprocentniho roztoku paraformaldehydu. Prvni sada mozkti mé nacervenaly
charakter (Obrazek 19), druha sada mozki ma spi$ Sedsi az bily charakter (viz Obrazek
20), coz je zpusobeno samotnou perfuzni metodou (zbaveni se krve v mozku, jak

vyplachem pomoci fyziologického roztoku, tak naslednym vpravenim fixatoru).

i i s e - o]

s s I ST

Obrazek 20 - V potadi Sesty mysi mozek fixovany perfuzni metodou pomoci
paraformaldehydu.

23



Nejprve bylo nutné piipravit 8% roztok paraformaldehydu. Do 250ml destilované

vody (dH20) se piidalo 20g paraformaldehydu. Za stalého michani se roztok piivedl na

teplotu 60 — 65 °C (teplota 65 °C se nesmi pickrocit, vysledny roztok by nemusel mit

dobré fixacni vlastnosti). K ziskani ¢irého roztoku se kapatkem ptidaly 2ml 1M roztoku
hydroxidu sodného (NaOH) pii nizsi teploté. [13]

Mys byla ptivedena do celkové anestezie. Celkova anestezie se kontroluje pomoci

dechové frekvence. Pii anestezii se méni dechova frekvence z pavodnich 150 — 200 decht

za minutu na hodnoty kolem 40 — 60 dechi za minutu. Kdyz byla ovéfena ucinnost

anestezie, mohlo se ptejit k samotnému zakroku vyjmuti mozku.

Zkraceny postup pii perfuzni metodé¢ fixace mozku (viz Obrazek 21) [13]:

Ovéfeni ucinku anestezie.

Lateralni fez dlouhy 5 cm na bfi$ni sténé€ tésn€ pod hrudnim kosem.
Rez pies hrudni kog na jedné strané aZ ke kli¢ni kosti.

Totozny fez provedeny na druhé strané.

Odejmuti hrudniho kose.

Provede se maly fez na levé komote, kam se zavede hrot perfuzni jehly.

Provede se co nejvétsi fez na pravé sini, od tohoto okamziku je zvife

pfipravené na perfuzi.

Pod tlakem ptivedeme do jehly a tedy i do obéhu mysi nejdfive pufr a

nasledné fixacni roztok.

Provedeme dekapitaci, vyjmeme mozek a oddélime olfactory bulbus
(¢ichovy bulbus).

Nakonec vloZime mozek do naddobky s fixatorem.
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Obrazek 21 - Postup pfi perfuzni metodé¢ fixace mozku, pievzato z [13].

U imerzni metody fixace mozku se provede oddéleni hlavy od trupu a vyjmeme
mozek obdobnym zpisobem jak pii perfuzni metodé. Mozek poté ihned vlozime do
fixa¢niho roztoku. Po 24 hodinach jsou mozky fixovany, uchovavame je v lednici (4°C).

Od této chvile méme piipravené mozky pro snimkovani.

5.2. VloZeni mozku do systému, snimkovani

Pted samotnym vlozenim jednotlivych mozkd do systému je nutné pfemisténi
mozku do jiného roztoku a to ztoho divodu, Ze paraformaldehyd negativné ovliviiuje
kvalitu jednotlivych snimktl (znacné mnozstvi vodikovych protontl). Mozek vkladame do
mensi injekéni stiikacky, kterd je naplnénd Fomblinem. Béhem prvni série snimkovani se
vyvod stiikacky utésiioval uzavérem, ktery vzdy zplsobil pii natlaceni na stiikacku

plynové bublinky, které jsou taktéz pii snimkovani nezddouci.

Pti druhé sérii se misto ur€eného uzaveru zvolila jehla, kterd se nasadila na vyvod,
sttikacka se odvzdu$nila tlakem na pist a jehla se poté klestickami odstipla, aby nedoslo
k poranéni. Tento systém s jehlou se ukazal jako velice u¢inny a chrani vniknuti okolniho
atmosférického vzduchu do injekéni stikacky, tak jak je ukazdno na Obrazek 190brazek
20.

Pii pfemistovani mozku z roztoku paraformaldehydu do roztoku Fomblinu bylo
nutné dodrzet bezpe¢nostni piedpisy. Kvili tomu se veSkera manipulace s mozkem
odehravala v digestofi a s predepsanymi bezpecnostnimi prvky (ochranné rukavice, plast,
rouska). Jak jiz bylo zminéno ve ¢tvrté kapitole, paraformaldehyd je zdravi skodliva latka,
jak pfi vdechovani, tak pfi poziti. Mize mit karcinogenni G¢€inky a proto pouZivani

ochrannych pomticek je vice nez zddouci.

Fomblin je obchodi nézev pro fluorovany polymer, pfesn¢jSim oznacenim je to
perfluorpolyether (PFPE). Pti Ex vivo MRI nic vyuziva jako vhodné médium zabranujici
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dehydrataci vzorkii. Velkou vyhodou pfi pouzivani je, Ze neobsahuje ve své struktufe

vodikové atomy 'H, které by mohly negativné ovlivnit vysledny obraz, jak je tomu

v ptipad¢ paraformaldehydu, ktery ma naopak znacné mnozstvi vodikovych atomtl.

Probéhlo uz nekolik studii a nebylo zjisténo, ze by Fomblin ovliviioval strukturu studované

tkané, jak ukazuje Obrazek 22. Ktivky vyznacené na obrazku ukazuji anatomické struktury

v mozku, které nebyly ovlivnény Fomblinem. Dalsi vyhoda této latky spociva v
jeji netoxicite. [14] [15]

Obrazek 22 - Kontrolni mozek (A) a mozek ulozeny ve Fomblinu (B), pievzato z [[15].

Celkem bylo ziskdno osm mysich mozki, které byly postupné snimkovany.

Jednotlivé série snimki, které se vyhodnocovaly, byly ziskdny v obdobi od 8. 12. 2014 do
16. 4. 2015. Ptiblizné ve ¢trnactidennim intervalu.

Postupu vkladéani a snimkovani fixovanych mozkd:

Spusténi programu ParaVision 5.1 (operacni systém GNU/Linux).
Zapnuti gradientnich civek.

V programu se vytvoifi soubor pro nového pacienta s vhodnym

pojmenovanim.

Mozek v injekéni stiikacce naplnéné Fomblinem se na pojizdném rameni,

na kterém je pevné fixovana, vsune doprostfed magnetu.

Spusti se uvodni sekvence TriPilot (lokalizace objektu, parametry sekvence
Tabulka 2).

Spusténi ladici sekvence Wobble pro naladéni objemové vysilaci civky

Ruc¢ni ladéni probihd v zadni ¢asti pfistroje Bruker (provadéno pomoci
otoénych Sroubli) — ladéni trvd pfiblizn€ 10 minut (dle zru¢nosti a

zkuSenosti).
Ukonceni ladici sekvence Wobble.
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Po provedeni ptedeslych ukonl se v mistnosti zhaslo, aby vSechna méfeni

probihala za stejnych podminek.

Nyni se mohlo pfistoupit k opétovnému provedeni lokaliza¢ni sekvence
(TriPilotMulti — sbér dat pro vice fezii v koronarnim, axialnim a sagitalnim sméru). Pokud
nebyl mozek ptesné uprostied systému, bylo nutné posunout celé rameno s injekéni
stiikackou bliz ¢i dal od pfedpoklddaného stiedu systému. Pfipadné se rameno mirné
zvedlo nahoru nebo doli. Tyto ukony se opakovaly, dokud nebyl mozek spravné
lokalizovéan (snimky ze vSech feztli). Toto nastavovani probihalo pfi prvni sérii méteni delsi

dobu nez pti druhé sérii (nauceni se vSech potiebnych tikonti béhem prvni série méteni).
Parametry lokaliza¢ni sekvence TriPilotMulti:

Tabulka 2 - Parametry sekvence TriPilotMulti.

Sekven¢ni metoda FLASH
TE 3 ms
TR 200 ms
Sklapéci thel 30°
Tloustka fezu 1 mm
Obrazova matice 256 x 256
Doba méieni 25s

Po Uspésném lokalizovani mozku se mohly zacit pofizovat anatomické snimky,
které jsou stéZejni pro celou préci. Proto bylo nutné dbat spravného nastaveni. Po pofizeni
prvnich koronarnich anatomickych fezli mozku bylo nutné vybrat jeden fez, na kterém jsou
vidét anatomické struktury, pomoci nichz by se vybiraly i zbyvajici fezy u dalSich mozkd.
Respektive vybrat takovy tez, ktery napomuze vybrat fez u dalSitho mozku s odpovidajici

anatomickou strukturu, ktera je dobte patrna (viz Obrazek 23)
K anatomickym feziim byla vybrana ONKO T2w RARE sekvence s parametry:

Tabulka 3 — Parametry sekvence T2w RARE pro anatomické obrazy.

Sekvenc¢ni metoda RARE
TE 36 ms
TR 3500 ms
Sklapéci thel 180 °
RARE faktor 8
FOV 1,70 x 1,92
Tloust’ka fezu 0,7 mm
Obrazova matice 256 x 256
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Neocortex

Hippokampus
Corpus callosum

Obrazek 23 - Koronarni fez mySim mozkem (tieti mozek v prvni sérii méteni, imerzni
fixace).

V nasem piipad¢ se pro pozdéj$i vyhodnoceni relaxacnich casfi, po provedeni
vicero sérii méfeni, pouzily jako anatomické struktury corpus callosum a pravy a levy
hippokamsus. Tyto dvé struktury, které jsou zaznaCeny i na Obrazek 23, jsou celkem dobie
patrné a byly vybrany z diivodi uréeni relaxacnich ¢ast v bilé a Sedé hmot¢ mozkové, aby

se zjistilo, jestli neni fixaci znehodnocena jen nékterd ¢ast mysiho mozku.

Na Obrazek 240brazek 25 jsou T2 vazené snimky fixovanych mysich mozku
(rozdily T> relaxacnich ¢asu tkani, ¢im delsi T ¢as, tim vys$$i intenzita signalu — voda je
hypersignalni, hojn€ se vyuzivaji pro anatomické studium centralniho nervového systému).
Na obrazcich jsou snimky mysich mozk, které byly fixovany pomoci paraformaldehydu,
jak imerzni metodou fixace (Obrazek 24), tak metodou perfuzni (Obrazek 25).

Obrazek 24 - Koronarni fez myS$im mozkem (Etvrty mozek v prvni sérii méteni, imerzni
fixace).
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Obrazek 25 - Koronarni fez myS$im mozkem (paty mozek v prvni sérii mefeni, perfuzni
fixace).

5.2.1. Ziskavani mapy obrazii pro zjiSténi relaxa¢niho ¢asu T

Po vybrani vhodného anatomického fezu se zapsala pozice, na které se fez nachazi. Ta se
nasledné pouzila jako akviziéni parametr u tvorby sady obrazii. Importovaly se 1 zbylé

parametry z anatomického fezu jako napiiklad FOV, read matrix aj.

Pro tvorbu obrazi s riznymi repeti¢nimi ¢asy a riznymi echo ¢asy a nasledné
zjisténi T1 Casu pro pozdé€jsi hodnoceni vlivu paraformaldehydu na relaxacni vlastnosti

biologického vzorku, byla pouzita sekvence RARE-VRT (Tabulka 4).

Tabulka 4 - Parametry sekvence RARA-VRT.

Sekven¢éni metoda RARE

TE [ms] 10, 30, 50, 70, 90
107,077; 223,923;
356,251; 508,799;
TR [ms] 688,882; 908,676;

1190,802; 1585,245;
2246,036; 5000

Refokusacni uhel 180 °
RARE faktor 2
FOV [cm] 1,70 x 1,92
Tloust’ka fezu 0,7 mm
Obrazova matice 256 X 256
Doba méfeni 20min 30s
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TE=30ms, TR=688 ms TE =30 ms, TR =908 ms

TE=30ms, TR=1190ms TE=30ms, TR = 1585 ms

TE=30ms, TR=2246 ms TE =30 ms, TR =5000 ms

Obrazek 26 — Vysledné obrazy po provedeni RARE sekvence s riiznymi TR a se stejnym
TE (tfeti mozek v prvni sérii, imerzni metoda fixace).

Po provedeni celé sekvence RARE-VRT se vnastaveni Processing - Image
sequence analysis (ISA), zvolil typ relaxac¢niho Casu, v naSem piipad¢ T1 a v samotném
obraze se pomoci funkce ROI (Region of interest) vybrala oblast zajmu (takovy

anatomicky utvar, ktery je patrny i na dalSich snimcich) pro zjisténi relaxacni Casové
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konstanty. V nasem pftipad¢ se jako oblast zajmu vybral corpus callosum a pravy a levy
hippokampus (v anatomickych snimcich oblast pod corpus callosum (Obrazek 23).

Nelze si nevS§imnout velmi intenzivni (svétlé) ¢asti v obrazcich nad timto textem
(Obrazek 23, Obrazek 24, Obrazek 25). Tento artefakt se vyskytuje na vSech snimcich ve
vSech sériich méteni. Tento artefakt se vyskytuje nad mozkem a kopiruje tvar injekcni
stifkacky. Utvar je zptsoben formaldehydem. Cast formaldehydu vzdy v n&jaké mensi
mife zastane na mozku Po piesunu tkané do Fomblinu se tedy diky své hustoté usadi na

povrchu. Dals$i moznosti je, Ze formaldehyd reaguje s Fomblinem ¢i naopak.

5.3. Namérena data — fixator paraformaldehyd

Po oznaceni oblasti zkoumani, v naSem ptipadé pravy a levy hippokampus (Obrazek 27) a
corpus callosum, vypocital softwarovy bali¢ek ParaVision hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 a
smérodatnou odchylku. Software pocita hodnoty relaxacniho Casu s pfedem stanovené

rovnice, pres vSechny obrazy (pixely), které maji stejny ¢as TE, ale rozdilné TR.

UPT AV CR A BRUKER BioSpec94/30
LG_152403_M3_MR3 Date: 24 Mar 2015
LG_752403_M3_MR3 Time: 9:58
F50kg

S10.70 mm

RAREVTR (pvm)
TR: 5000.0 ms LG_152403_M3_MR3: 1

TE: 30.0 ms RARE-T14T2-map. 3: 1 VTR= 5000.0ms
FA: 180.0 deg
TA: 0h20m305306ms NEX 1

Obrazek 27 - Vybér oblasti pomoci kiivky ROI (zelend a zlut4 barva).
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Datum méfeni - 8. 12. 2014 Datum méfeni - 19. 12. 2014

Datum méfeni - 12. 1. 2015 Datum méfeni - 26. 1. 2015

.

Daturn méfeni - 10. 2. 2015 Daturm méfeni - 23. 2. 2015

”

Datum méfeni - 10. 3. 2015 Datum méfeni - 24. 3. 2015
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Datum méfeni - 16. 4. 2015

Obrazek 28 — Paty mozek fixovany perfuzni metodou ukézan v casovém horizontu ctyt
meésict (sekvence RARE).

5.3.1. Tabulky s naméFenymi daty - fixator paraformaldehyd

Jak jiz bylo né€kolikrat napsano, veskera naméfena data pochazi z obdobi od 8. 12. 2014 do
16. 4. 2015. V jednotlivych tabulkach, jenz se nachazeji v Pfiloha 1, jsou uvedeny hodnoty
naméfené pro jednotlivé mozky z jiz zminéného obdobi. OranZovou barvou jsou oznaceny
hodnoty relaxa¢niho ¢asu T, které byly v pribéhu méteni zjistény jako nejvyssi. Svétle

Cv v

jsou zde uvedeny jen né€které tabulky.

Tabulka 5 - Veskera naméfena data pro prvni mozek (pravy a levy hippokampus), metoda
imerzni fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smeérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]

8.12. 2014 1266 9 1360 4

19. 12. 2014 1167 257 1132 220
12. 1. 2015 1195 191 1210 150
26. 1. 2015 1195 240 1164 244
10. 2. 2015 1168 259 1208 271
23. 2. 2015 1197 209 1168 253
10. 3. 2015 1182 178 1148 211
24. 3. 2015 1198 204 1189 191
16. 4. 2015 1211 241 1180 240
Prumeérna 1198 199 1195 198

hodnota
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Tabulka 6 - Veskera naméfena data pro paty mozek (pravy a levy hippokampus), metoda

perfuzni fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1018 245 1122 240
19. 12. 2014 1276 237 1255 321
12. 1. 2015 1251 263 1340 209
26. 1. 2015 1238 328 1243 281
10. 2. 2015 1233 274 1289 290
23.2.2015 1294 219 1237 290
10. 3. 2015 1257 222 1205 271
24. 3. 2015 1279 251 1270 283
16. 4. 2015 1240 288 1250 305
Prumeérna 1232 259 1246 277
hodnota

Data naméfena pro corpus callosum jsou taktéz v Piiloha 1. Hodnoty jsou

naméfeny ve stejném casovém intervalu jako hodnoty pro pravy a levy hippokampus.

Nejvyssi namétené hodnoty jsou zvyraznény oranzovou barvou, svétle modrou barvou pak

nejnizsi namétené hodnoty. Pro ilustraci naméfenych hodnot jsou zde uvedeny alespon dvé

tabulky pro imerzni a perfuzni fixaci.

Tabulka 7 - Veskera naméfena data pro druhy mozek (corpus callosum), metoda

imerzni fixace.

corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1 [ms]

[ms]
8.12.2014 909 291
19.12. 2014 1180 218
12.1. 2015 1207 109
26. 1. 2015 1216 101
10. 2. 2015 1177 208
23.2.2015 1206 119
10. 3. 2015 1173 172
24. 3. 2015 1223 154
16. 4. 2015 1138 258
P;gg:}%‘;‘;a 1159 181
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Tabulka 8 - Veskera naméfena data pro Sesty mozek (corpus callosum), metoda perfuzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1 [ms]

[ms]
8.12.2014 1060 257
19. 12. 2014 1005 365
12. 1. 2015 1190 206
26. 1. 2015 1229 333
10. 2. 2015 1191 276
23. 2. 2015 1169 317
10. 3. 2015 1067 359
24. 3. 2015 1166 299
16. 4. 2015 1121 215

Primérna
hodnota 1133 292

5.3.2. Zhodnoceni naméienych dat - fixator paraformaldehyd

Statistické zhodnoceni veskerych namétenych dat probihalo v softwaru STATISTICA 12

se Skolni licenci.

Pro to, abychom mohli rozhodnout, jaky statisticky test zvolit pro nase namétena
data, je nejprve nutné urcit, zda soubor namétenych dat odpovida Gaussovu rozlozeni
pravdépodobnosti. Urceni se provadi pomoci testl normality. Pokud se zjisti, ze data

nemaji Gaussovské rozdé¢leni, pak pracuje s neznamym rozdélenim. [20]

Pro zji$téni normality I1ze postupovat dvéma smeéry, a v obou smérech je nepteberné
mnoZzstvi metod a technik jak ovéfit normalitu dat. Prvni moZnosti je pouziti testd, pii
nichZ se vyvraci ¢i potvrzuje hypotéza, Ze je datovy vybér z normalniho rozloZeni. Jako
ptiklad lze uvést Shapiriv-Wilkiv test ¢i Kolmogoroviiv-Smirnovilv test. Druhou
moznosti je grafické ovéfeni normality dat. Jako piiklady lze uvést Normal Probability
Plot (NP plot) ¢i ovéfeni normality pomoci histogramu. [20] [21]

V nasem piipad€é se zvolily grafické metody ovéfeni normality dat. Je nutné
podotknout, Ze se vyuzivaji pro vizudlni kontrolu ptedpokladi na rozdéleni zkoumanych
dat. Je jesté dobré fici, Ze z testu normality se odviji, jaky dalsi staticky test se pouZije pro
naslednou analyzu dat. Pokud by data méla normalni rozdéleni, tak by se pouzily
parametrické testy. Pfi nezndmém rozdé€leni se pouziji neparametrické testy, které ovSem
maji sniZzenou silu testu a to z toho diivodu, ze se redukuje informac¢ni hodnota dat, protoze
neparametrické testy nevyuzivaji pivodni hodnoty, ale ve vétSiné piipadl pocitaji jen
s jejich pofadim. Pti nedodrzeni predpokladti parametrickych testl (napf. normalita dat)
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prudce klesa sila testd a vysledky testi mohou byt nesmysiné a chybné, proto je dilezité
ov¢rit normalitu dat. [20] [21]

— Gaussovo rozlozeni
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Obrazek 29 - Histogram pro prvni mozek, levy hippokampus (imerzni metoda fixace).
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— Gaussovo rozlozeni
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Obrazek 30 - Histogram pro Sesty mozek, pravy hippokampus (perfuzni metoda fixace).

— Gaussovo rozlozZeni
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Obrazek 31 - Histogram pro tfeti mozek, corpus callosum (imerzni metoda fixace).
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—— Gaussovo rozlozeni
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Obrazek 32 - Histogram pro sedmy mozek, corpus callosum (perfuzni metoda fixace).

Z ptedchazejicich grafli na Obrazek 29 Obrazek 32 je patrné, ze namétfend data
nemaji normalni rozloZeni, v grafech je normalni rozloZeni zobrazeno ¢ervenou barvou.
Data maji nedetekovatelné rozloZeni. Jesté byla provedena logaritmické transformace dat
(jednotlivé hodnoty relaxaénich Casti se prevedly do logaritmického méfitka a vynesly se
opét do histogramil), ale ani po této transformaci data neméla Gaussovo rozlozeni.
Z tohoto zjisténi bylo odvozeno, ze budeme pro statistické zhodnoceni dat pouZzivat
neparametrické testy. Je§té pro absolutni jistotu je vykreslen jeden P-P graf
(Pravdépodobnostné pravdépodobnostni graf Obrazek 33), pomoci které¢ho se také urcuje
normalita. V tomto grafu jde jen o to, aby zazna¢ené hodnoty lezely na pfimce, potom se
jedna o normalni rozlozeni, pokud leZi vykreslené hodnoty mimo piimku, tak se nejedna o
normalni rozlozeni. Jednoduse se dé jest¢ o P-P grafu fici, ze se vezmou hodnoty dat a tém

se stanovi v danych bodech teoreticky a pozorovany kvantil. [22]
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Obrazek 33 - P-P graf, sedmy mozek (perfuzni metoda fixace), corpus callosum, ktery
porovnava nameétena data s normalnim rozlozenim.

P-P grafem jsme ovéfili normalitu dat a potvrdili jsme si, ze data opravdu
nepochdzi z normalni rozloZeni a mizeme tedy piejit k vybéru neparametrického testu. Pti

vybéru testu jsme vychazeli z nasledujiciho schématu (Obrazek 34).

MNormilni rozdéleni dat 7

Logaritmicka trans formace Homogenita rozptyla 7
4 T

Normélni rozdéleni dat 7

Manniv-Whitneyiv test a

Manniv-Whitneviv test
a Kruskalov-Wallisiv

Kruskaliv-Wallisiv test
(nezavisle vybéry)
Friedmaniy test pro zivislé

Dvouvybérowvy t-test,
ANOVA

X e Homogenita rozptvla 7 vbéry
test (nezavislé viybéry)
Friedmanuv test pro
ziavisle vibéry

Manniv-Whitneyav test a
Kruskallv-Wallisiiv test
(nezivislé vibéry)
Friedmantv test pro zivislé
vybéry

Dvouvybérovy t-test,
ANOVA

Obrazek 34 — Rozhodovaci schéma pro vybér vhodného testu (testovani dvou a vice
skupin), ptevzato a upraveno z [19].
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Ze schématu plyne, ze vyuzijeme jen jeho levou c¢ast. Zjistili jsme, ze data nemaji
normalni rozdéleni a nemaji ho ani po logaritmické transformaci dat. Nyni je nutné si
uvédomit, jaky design nejlépe pasuje na nase data. Parovy design fika, Ze mezi objekty
ve srovnavanych skupinach existuje vazba (napt. ¢loveék pred operaci a po operaci ¢i
reakce stejného kmene krys). Neparovy design tikd, ze skupiny srovnavanych dat jsou na
sob¢ zcela nezavislé (napi. lidé z riznych zemi ¢i nezavislé skupiny pacientl s riznou
1é¢bou). [20] [21]

Pro nase tucely je vic nez vhodny parovy design, protoze ve srovnavanych
skupinach (jednotlivé mozky) existuje vazba. Pro zjisténi, zda ma paraformaldehyd vliv na
jednotlivé ¢asti mozku (levy hippokampus, pravy hippokampus, corpus callosum) ve
skupinach nejprve jen pro imerzni metodu fixace a pak i pro perfuzni metodu fixace, byl

vybran Friedmantiv test.

Friedmanuv test je testem pofadovym, takze se pied analyzou v software Statistica

musi urcit pofadi hodnot ([23]), tedy nejvétsi hodnoté relaxaéniho ¢asu T1 piislusi v nasich

Cv v

méfeni - Tabulka 9).

Tabulka 9 - Relaxac¢ni ¢asy T1 pro skupinu pravy hippokampus a ukazka poradi

jednotlivych hodnot.
Levy hippokampus
Cislo « % v ar
meteni Relaxaéni ¢asy T1 [ms] Poiadi hodnot
1 1360 1123 1167 1059 1 9 2 9
2 1132 1160 1155 1236 9 6 3 2
3 1210 1261 1185 1233 2 1 1 3
4 1164 1220 1123 1126 7 4 7 8
5 1208 1162 1101 1244 3 5 8 1
6 1168 1223 1145 1140 6 3 4 7
7 1148 1144 1130 1143 8 8 6 6
8 1189 1231 1133 1155 4 2 5 5
9 1180 1154 1100 1169 5 7 9 4

Z potadi hodnot se jiz da ud¢€lat Friedmaniiv test. Ve statistice je tento test v zalozce

Statistika — Neparametrické metody — Porovnani vice zavislych (vzorkit) proménnych.

V tuto chvili je nutné si definovat nulovou (Ho) a alternativni hypotézu (Ha).
Nulova hypotéza nam tikd, Ze sledovany efekt mezi skupinami je nulovy (pfedpoklad,
ktery ovéfujeme), alternativni hypotéza tika, ze sledovany efekt je rizny mezi skupinami
(tvrzeni, které predpoklad popira).
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Hladina testu a je zvolené Cislo (interval 0 az 1), které tvoii interval spolehlivosti, a
za pomoci této hodnoty porovnavame, zda vypocitana hodnota statisticky lezi nebo nelezi
v tomto intervalu. V nasem piipadé je o = 0,05 => 95 % interval. V softwaru Statistica
vyjde po provedeni testu hodnota p, coz je nejmensi hladina, na které¢ zamitdme. Pokud je p
< 0, je platnost Ho malo pravdépodobna a zamitneme Ho na hladiné o a piijimame
alternativni hypotézu Ha. Pokud je p > a, nezamitame Ho, ale zaroven to neznamena
zamitnuti Ha. I pfes spravny design experimentu se miizeme pii rozhodnuti o zamitnuti ¢i
nezamitnuti nulové hypotézy dopustit chyby, coz je velice dulezité si uvédomit. Existuji
dvé¢ varianty chyb. Chyba prvniho druhu (znacena jako a), ktera tika, ze nulova hypotéza
ve skuteCnosti plati, ale nas test prokazal alternativu. Chyba druhého druhu (znacena jako
B), kdy ve skutecnosti plati hypotéza alternativni, ale test nezamitl hypotézu nulovou. [20]
[21]

Nulova a alternativni hypotéza pro nase testy:

e Ho: Relaxacni ¢asy T1 se méni v Case jen ndhodné pii pouziti PFA (tzn.

nezalezi na tom, kolik méfeni provedeme).
e Ha! Relaxacni ¢asy T1 se v ¢ase neméni ndhodné pii pouziti PFA.

Tabulka 10 - Vysledky Friedmanova testu pro pravy hippokampus, imerzni fixace.

Friedmanova ANOVA
Proménna | Pramérné poradi valéet, Primér Smérodatni
poiadi odchylka
Prvni mozek 2,555 23,0 5 2,738
Druhy mozek 2,277 20,5 5 2,738
Tieti mozek 2,555 23,0 5 2,738
Ctvrty mozek 2,611 23,5 5 2,738
p hodnota 0,941

Z tabulky (Tabulka 10) nas nejvice zajima hodnota p = 0,941. Nastaveny interval
spolehlivosti je 95 % => o = 0,05. Z téchto ¢isel plyne, ze p > a a tudiz nezamitame

nulovou hypotézu.

Stejny test provedeme 1 pro mozky, které byly fixovany rovnéz
paraformaldehydem, ale fixa¢ni metoda byla perfuzni. Ho: PFA nema vliv na relaxac¢ni ¢as
T1 ve étyfech mozcich (pro pravy hippokampus), fixovanych metodou perfuzni. Ha: PFA

ma vliv na relaxacni ¢asy T1 ve vybranych skupinach mozki.
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Tabulka 11 - Vysledky Friedmanova testu pro pravy hippokampus, perfuzni fixace.

Friedmanova ANOVA
" TR Soucet oy Smérodatna
Proménna | Prumérné poradi v s Prumér
poiadi odchylka
Prvni mozek 2,666 24,0 5,000 2,738
Druhy mozek 2,333 21,0 5,000 2,738
Treti mozek 2,388 21,5 4,888 2,803
Ctvrty mozek 2,611 23,5 5,000 2,738
p hodnota 0,897

Z tabulky (Tabulka 11) vy¢tena hodnota p = 0,897. Nastaveny interval spolehlivosti
je 95 % => o = 0,05. Z té&chto &isel plyne, Zze p > a a tudiz nezamitame nulovou hypotézu o
tom, Ze PFA nemé vliv na relaxacni casy Ti1 pro vybrand data (paty az osmy mozek —

perfuzni fixace).

Z vypocitanych hodnot vyplyva, relaxacni ¢asy se méni v ¢ase (datum meéfeni) jen
nahodné pii pouziti paraformaldehydu. Tudiz ani imerzni a ani perfuzni metoda fixace

nema vliv na relaxaéni ¢asy T1 Vv oblasti hippokampii.

Friedmanuv test provedeme i pro oblast corpus callosum, abychom zjistili, jestli
nahodou neni rozdil v relaxacnich casech Ti1 v bilé hmoté mozkové oproti Sedé hmote
mozkové (vliv paraformaldehydu na rizné casti mozku), kterd je reprezentovana
hippokampem. Postup je totozny jak v pfedeslém ptipadé. A tedy nulova hypotéza Ho:
Relaxaéni ¢asy T1 se méni v Case jen ndhodné pii pouZiti PFA (tzn., nezaleZi na tom, kolik

méteni provedeme). Ha: Relaxacni casy T1 se v ¢ase neméni ndhodné pii pouZziti PFA.

Tabulka 12 - Vysledky Friedmanova testu pro corpus callosum, imerzni fixace.

Friedmanova ANOVA
.. o v Soucet oy Smérodatna
Proménna Pramérné poradi v s Prumer
poradi odchylka
Prvni mozek 2,444 22,0 5,000 2,738
Druhy mozek 2,277 20,5 5,000 2,738
Treti mozek 2,888 26,0 5,000 2,738
Ctvrty mozek 2,388 21,5 4,777 2,774
p hodnota 0,718

Z tabulky (Tabulka 12) vyc¢tena hodnota p = 0,718 a o = 0,05. Z toho vyplyva, ze p
> o a tudiz nezamitame nulovou hypotézu. Stejny test se stejnymi parametry byl proveden i
pro zbyvajici ¢tyfi mozky, fixované tentokrat perfuzni metodou a vyslo, ze p > a a tudiz

nezamitame nulovou hypotézu.
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Z téchto statistickych analyz plyne, ze paraformaldehyd nemé vliv na relaxa¢ni
¢asy T1 u vSech mozkl, fixovanych jak metodou imerzni, tak metodou perfuzni. Zmény

relaxacnich Cast jsou jen ndhodné.
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Graf 1 — Fluktua¢ni charakter naméfenych relaxacnich ¢ast T1 pro paty az osmy mozek,
levy hippokampus.

Je vhodné jesté vyhodnotit, zda jsou obé metody fixovani stejné ¢i jestli je mezi
nimi rozdil. Jak jiz bylo nastinéno, nase data nemaji normalni rozlozeni, tedy k testu, jestli
je rozdil mezi obéma metodami, pouzijeme opét néktery z neparametrickych. K tomuto
ucelu se hodi dvouvybérovy Wilcoxonlv test, respektive jeho obdoba obdobu, coz je
Manntv-Whitneytv U test. [19]

Nulova a alternativni hypotéza:
e Ho: Nejsou rozdily mezi metou perfuzni fixace a metodou imerzni fixace.
e Ha: Jsou rozdily mezi obéma metodami.

Data si nejprve upravime - vezmeme si hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 z pravého a
levého hippokampu u c¢tvrtého mozku a data z osmého mozku, opét pro levy a pravy
hippokampus. Vsechny tyto hodnoty si dame do jednoho sloupce. Do druhého sloupce
pfifadime ¢islo jedna, ovSem jen tém hodnotam, které se méfily na mozcich fixovanych
imerzné. Mozkim, které¢ byly fixovany perfuzné, se ptifadi do t€hoz sloupce cislo dva.
Mame tedy dva sloupce, v jednom jsou hodnoty relaxacnich ¢asti T1 a ve druhém sloupci
jsou ¢isla jedna a dva pfislusici jedné z metod fixace.
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V programu Statistica si v zalozce Statistika (Statistics) zvolime neparametrické
metody (Nonparametrics), dale pak vybereme porovnani dvou nezavislych skupin
(Comparing two independent groups). Jako zavislou proménou (dependent variables)
vybereme relaxacni Casy a jako nezavislou proménou (independent variables) vybereme

metodu fixace.

Tabulka 13 - Vysledky Mannova-Whitneyova testu pro ¢tvrty a osmy mozek.

Manntv - Whitneytv U test (Wilcoxoniiv)

Proménna

Soucet poradi pro prvni
skupinu

Soucet poradi pro druhou
skupinu

Relaxacni ¢asy

235

431

p hodnota pro vybéry vétsi jak

0,0020

30 hodnot

p hodnota pro vybéry mensi jak

30 hodnot 0,0014

Z tabulky ( Tabulka 13) vyéteme, Ze vysledna p hodnota je rovna p = 0,002. o =
0,05 a tedy a > p, tudiz zamitdme nulovou hypotézu na dané hladin¢ vyznamnosti 0 tom,
ze jsou obé metody fixace stejné a pfijimame hypotézu alternativni, ktera tika, ze jsou
rozdily mezi metodou perfuzni a imerzni.

vvvvv

¢asu pro tieti a sedmy mozek.

Tabulka 14 - Vysledky Mannova-Whitneyova testu pro tfeti a sedmy mozek.

Mannuv - Whitneytv U test (Wilcoxontiv)

Proménna

Soucet poradi pro prvni

Soucet poradi pro druhou

skupinu

skupinu

Relaxacni Casy

212

454

p hodnota pro vybéry vétsi jak

30 hodnot 0,000138
p hodnota pro vybéry mensi jak
30 hodnot 0,000049

Hodnota a z Tabulka 14 je vétsi jak hodnota p = 0,000138. Zamitame nulovou

hypotézu, Ze jsou obé metody fixovani stejné a piijimame hypotézu alternativni.

Pro ovéteni nasi hypotézy udélame dalsi test, tentokrat s mozkem tietim a Ctvrtym.

Oba byly fixovany stejnou metodou a méli bychom tedy potvrdit nulovou hypotézu.

Nulova a alternativni hypotéza:

e Ho: Nejsou rozdily mezi obéma metodami fixace.
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e Ha: Jsou rozdily mezi obéma metodami fixace.

Tabulka 15 - Vysledky Mannova-Whitneyova testu pro tieti a ¢tvrty mozek.

Manntv - Whitneytv U test (Wilcoxoniiv)
Proménna Soucet porad_l pro prvni | Soucet poradl.pro druhou
skupinu skupinu
Relaxacni Casy 83 88

p hodnota pro vybéry vétsi jak

30 hodnot 0,860
p hodnota pro vybéry mensi jak 0.863

30 hodnot '

Z tabulky ( Tabulka 15) ode¢teme p hodnotu pro vybéry mensi jak tficet hodnot,
protoze jsme pouzili vZzdy jen hodnoty relaxa¢niho ¢asu pro levy hippokampus u tietiho a
¢tvrtého mozku, které byly fixovany imerzné€. Stejny test provedeme i pro Sesty a sedmy

mozek, ty vSak byly fixovany metodou imerzni.

Tabulka 16 - Vysledky Mannova-Whitneyova testu pro Sesty a sedmy mozek.

Manntv - Whitneyav U test (Wilcoxontiv)

Promennd Soucet porad.l pro prvni | Soucet poradl_ pro druhou

skupinu skupinu
Relaxacni Casy 95 76
p hodnota pro vybéry vétsi jak 30 0,427
hodnot
p hodnota pro vybéry mensi jak

30 hodnot 0,436

V obou tabulkach (Tabulka 15 a Tabulka 16) je p hodnota vétsi jak a, tudiz
nezamitame nulovou hypotézu o tom, ze obé metody jsou stejné. Tyto testy byly
provadény pro ovéreni predchazejicich testl, kdy jsme vyvratili, ze metoda fixace imerzni

a perfuzni je stejna.

5.4. Naméiena data - fixator genipin

Genipin, jak uz bylo napsano ve Ctvrté kapitole, je ptirodni sitovaci Cinidlo. Pii reakci
genipinu s aminokyselinami vznikd modry pigment. Genipin byl vybran jako vhodny
fixator z divodii jeho nizké toxicity. Navic odpadd, tedy na rozdil od paraformaldehydu,

fixace pomoci této pfirodni latky kvalitné;si.

Postup fixace dalSich deviti mySich mozkl byl naprosto stejny jak pii pouziti
paraformaldehydu. Byla pouzita jak metoda imerzni fixace, tak metoda perfuzni fixace.

Rozdil byl jen v ptipravé samotného fixacniho €inidla. Pfiprava fixatoru:
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e Genipin byl dodan ve form¢ prasku. Tento prasek se rozpoustél ve vodném
prostfedi (bylo nutné roztok mirné zahtat, protoze se tvorily shluky

nerozpusténého praskového genipinu).
e Byl vytvoten 0,33 % roztok genipinu.

e Roztok genipinu byl pufrovan 0,01 M PBS (Phosphate Buffered Saline),
coz je fosfatovy roztok s 0,15 M chloridu sodného (pufrovany fyziologicky
roztok).

Po pripravé roztoku se mohlo pfistoupit k samotné fixaci. Osm mozkld bylo
fixovano imerzni metodou a jeden fixovan perfuzni metodou viz kapitola 5.1.1. Pro

kvalitni fixaci se tkiné méla nechat fixovat po dobu tii dnt pii teploté 37 °C. [11]

Me¢fteni relaxacnich Cast a tvorba anatomickych obrazl probihala naprosto totozné
jak pti snimkovani fixovanych mozkti pomoci paraformaldehydu. Jediny rozdil byl v tom,
7ze se mozky nechaly v craniu (Obrazek 35). Byly provedeny dvé série méfeni a to
v terminech 30. 4. 2015 a 6. 5. 2015.

Obrazek 35 — Fixovany mys$i mozek ponechany v craniu, imerzni metoda fixace — fixator
genipin, prvni mozek v prvni sérii méteni.
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5.4.1. Tabulky s naméfenymi daty - fixator genipin

Veskeré tabulky s naméfenymi daty se nachazeji v Pfiloha 2. Je z nich jasné patrné, Ze
V prvni sérii méfeni vychazely relaxacni ¢asy T1 mensi, nez v sérii druhé. Pokud vezmeme
hodnoty celkove, tak jsou o nékolik stovek milisekund zvétSené oproti hodnotam cast Ty,
které byly ziskany pti méfeni s fixatorem paraformaldehydem (Pfiloha 1). Pro ilustraci
naméefenych hodnot jsou zde uvedeny tabulky pro tfi méfeni. Dvé pro imerzni fixaci a

jedna pro perfuzni fixaci.

Tabulka 17 - Naméfené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro prvni mozek, imerzni fixace.

Mozek 1 - imerzni fixace
Relaxacni ¢as | Smérodatna Relaxacni €as Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vy . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merem hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1653 355 1652 358
13.5. 2015 1650 233 1653 241

Tabulka 18 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro druhy mozek, perfuzni fixace.

Mozek 2 - perfuzni fixace
Relaxacni ¢as | Smérodatna Relaxacni Cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vy . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merem hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1620 454 1665 384
13.5. 2015 1653 257 1683 183

Tabulka 19 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro sedmy mozek, imerzni fixace.

Mozek 7 - imerzni fixace
Relaxac¢ni ¢éas | Smérodatna Relaxacni Cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vv . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1652 336 1592 456
13.5. 2015 1746 230 1746 257

5.4.2. Zhodnoceni namérenych dat - fixator genipin

Celkem byly provedeny dvé série méfeni na deviti mozcich. Vzhledem k této skutecnosti
se neda vybrat zadny relevantni statisticky test, ktery by mohl prokazat, zda ma fixator
genipin néjaky vliv na relaxacni ¢as T1 ve zkoumanych mozcich. Obrazek 36 a Obrazek 37

Z prvni a druhé série méfeni porovname tedy jen vizualné.
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Hippokampus

Corpus callosum

Obrazek 36 - Anatomicka struktura patého mysiho mozku v prvni sérii méfeni, imerzni
metoda fixace (30. 4. 2015).

Obrazek 37 - Anatomicka struktura patého mysiho mozku ve druhé sérii méteni, imerzni
metoda fixace (13. 5. 2015).
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Na prvnim Obrazek 36 jsou jasn¢ patrné anatomické struktury, ve kterych jsme
méfili relaxacni ¢as T1 (pravy a levy hippokampus a corpus callosum). Na Obrazek 37 je
pak tentyz mozek s odstupem tfinacti dni. Vizudlné se da zhodnotit, ze oba mozky
vypadaji odlisné. Mys$i mozek na prvnim obrazku (Obrazek 36) vypada obdobné jak
predeslé mozky, které byly fixovany paraformaldehydem (pro ptiklad Obrazek 28). Paty
mozek ve druhé sérii méfeni pak nema dobie patrné anatomické struktury. Corpus
callosum je téméf nedohledatelné, tudiz i oblast hippokampii, ktera lezi pod corpus
callosum je velmi S$patn¢ dohledatelna. Meéfeni relaxacniho Casu Ti tedy probihalo
Vv oblastech, ve kterych byl ptedpoklad, Ze se nachazi hippokampus.

Hodnoty relaxaénich ¢asi se ve druhé sérii méfeni zvétsily ve vSech mozcich (viz
Ptiloha 2). Na prvni pohled je patrné, ze obraz ma hodn¢ svétly charakter - vyssi intenzita
signdlu ve vSech okrscich mozku. Bud'to dochézi k autolytickym procestim, ¢emuz ma
fixace zabranit a tedy byla provedena Spatnd fixace (coz naznacuje Obrazek 37 -
nemoznost najit anatomické struktury) nebo samotny genipin reaguje nepiiznive

s mozkovou tkani a sdm podporuje autolytické procesy.

Jak je vidét na obrazku (Obrazek 38), tak ¢ast mozku opustila cranium. To mohlo
byt zplisobeno absorpci vody z roztoku ¢i Spatnou fixaci. Objem mozkové hmoty se diky
tomu mohl zvétsit a opustit cranium.

Cast mysiho mozKku

. . : ‘ : .
B i Pt
97 B & bl

Obrazek 38 — Mysi cranium po tfinactidenni fixaci genipinem.
Z naméfenych dat i z vizualniho pohledu na obrazky (Obrazek 37 a Obrazek 38) je
patrné, ze fixator genipin nedokonale fixoval mysi mozek.
5.4.3. Mozné priciny Spatné fixace

Jedna z moznych pfi¢in nepovedené fixace je nedodrzeni teploty pro fixaci. Fixace
probihala za pokojové teploty, ale v ¢lanku [11], kde fixovali praseci perikardy genipinem
byla teplota pro fixaci stanovena na 37°C po dobu tii dnti. Dal§i moznou pii¢inou Spatné

fixace muze byt nizkd koncentrace fixa¢niho roztoku, ¢i Ze genipin Spatné fixuje lipidy,
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které jsou v mozku hojné€ zastoupeny. Bylo by jisté zajimavé vyzkouset fixovat dal$i mysi
mozky pomoci genipinu, tentokrat s riznymi koncentracemi fixa¢niho roztoku a pii
dodrzeni teploty 37°C. Po téchto fixacich by s odstupem ¢asu mohla provést, vedle méfeni
relaxac¢niho ¢asu T1, volumometrie (zjistovani objemovych zmén).

5.5. Programova ¢ast

Pro vyhodnoceni naméienych dat byl vytvofen program V prostiedi Matlab 2013b.
Program je obdobou prostiedi, ve kterém se vyhodnocovaly ¢asy T1 v softwaru ParaVision.
Hlavnim tkolem programu je nacist obrazy ve formatu mat, vytvofit mapu relaxacnich
Casu a zjistit ve zvolené oblasti hodnotu relaxaéniho ¢asu. Surova data ve formatu 2dseq,
ktera byla ziskana, se pievedla pomoci softwaru Aedes 2.11 (http://aedes.uef.fi) do formatu
mat, se kterymi se jiz da v Matlabu pracovat. Uzivatel ma k dispozici vytvoiené rozhrani,

které je pro své jednoduché ovladani prehledné.

5.5.1. Uzivatelské prostiedi

Prostiedi, ve kterém se uZzivatel pohybuje (Obrazek 39), mé celkem Sest tlacitek. Zprvu je
uzivateli zptistupnéno jen tlacitko - Vyber slozku, které slouzi pro vybér slozky, ve které
jsou ulozena data obrazd ve formatu mat. Po tom, co uzivatel vybere slozku s daty, se do
posunovaciho okénka nahraji jména vSech souborii. Po tomto tikonu je zpfistupnéno dalsi
tlacitko — Zobraz obraz a vyber oblast zajmu. Do uzivatelského prostiedi se zobrazi obraz

mozku, zakaZi vSechna ostatni tlacitka a uZivatel si zvoli oblast, kterd se bude zpracovavat.

Programové je vybér oblasti zajmu realizovan funkci roipoly, ktera umoziuje tvorbu
jakéhokoli polygonu. Dvojklikem ve vytvorené oblasti se zpfistupni tlacitko — Vytvof
mapu. Po stisku tohoto tlacitka se zavola funkce Tjednicka.m, ktera pocita pixel po pixelu
relaxacni Cas T1. JelikoZ je vypocet mapy €asov€ naro€ny, ma uzivatel moZnost sledovat
waitbar, ktery dava ptehled o tom, kdy bude vypocet hotov. Po vypoctu mapy se zobrazi
pseudobarevny obraz (Obrazek 40) v navrzeném prostiedi.

Tlacitkem — Uloz mapu, se ulozi vytvofena mapa ve formatech mat a png do slozky
vybrané uzivatelem. Tlacitkem — Zjisti relaxacni Cas, si uzivatel navoli oblast (programoveé
opét funkce roipoly), ve které bude chtit vypoc¢itat hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1. PO vybrani
oblasti se vytvoii tabulka, kde jsou zjisténé hodnoty casti zobrazeny. Ve sloupcich jsou
postupné maximalni, minimalni a primérna naméfend hodnota, dale pak medidn a
smérodatna odchylka. Uzivatel ma moznost si tabulku ulozit do Excelu, k ¢emuz slouzi
tlacitko — Export tabulky.
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Mapa_GUI - o
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yber sloZku
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v
Zjisti relaxacni cas
UloZ mapu Maximum [ms]| Minimum [ms]| Primér [ms] | Median [ms] | Smérodatna odchylka [ms]
3 1.7131e+03 5981501 1382 1.3798e+03 126 ~
4 1.7633e+03 589.4341 1450  1.4648e+03 147
1.6503e+03 1.0859e+03 1339 1.3265e+03 99
Export tabulky 3 & & &
& 2.5000e+03 1.0045e+03 1466  1.3591e+03 303
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Obrazek 39 — Uzivatelské rozhrani programu Mapa GUI.
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UloZ mapu

Obrazek 40 — Vysledna mapa relaxa¢nich ¢asii T1 vV uzivatelském prostredi.

V obréazku (Obréazek 41) jsou zaznaeny oblasti z4jmu, ve ktery byl méfen relaxaéni
as T1 na UPT. V oblastech pravého a levého hippokampu je o néco vetsi relaxaéni as T1
nez v oblasti corpus callosum, coz doklada tentyz obrazek. V oblasti hippokampu jsou
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hodnoty relaxa¢niho Casu Ti, po odecteni z barevné skaly, kolem 1500 ms. V oblasti
corpus callosum je hodnota Ty pfiblizné¢ rovna 1300 ms. Je tedy ziejmé, Ze je rozdil
Vv relaxacnich ¢asech T1 mezi bilou hmotou mozkovou a Sedou hmotou mozkovou. Ovsem
tyto hodnoty nic nefikaji o tom, ze by byl rozdil v relaxa¢nich casech po fixaci
paraformaldehydem, coz uz bylo zjisténo v kapitole 5.3.2. Hodnoty nam ftikaji, Ze
v urcitych ¢astech mozku jsou rizné relaxacni ¢asy T1. Zalezi tedy na slozeni jednotlivych
¢asti mozku.

Relaxaéni ¢as T1 [ms]
500 1000 1500 2000 2500

Obrazek 41 — Pseudobarevny obraz vysledné mapy s relaxa¢nimi ¢asy Ti (tfeti mozek,
imerzni fixace, méteno dne 16. 4. 2015)

5.5.2. Funkce Tjednicka.m

Pokud jsou v uzivatelském rozhrani nahrany soubory mat a uzivatel si vybral
oblast, ve které se ma vypocitat mapa relaxacnich €asti T1, tak mtze stisknout tlacitko —
Vytvof mapu. Vytvofeny program zavola funkci Tjednicka.m, do které vstupuji obrazy
S riznymi repeticnimi Casy, ale se stejnym TE (obrazy ziskané z magnetické rezonce).
Dalsim vstupem je pak binarni maska. Tu si uzivatel navolil pomoci funkce roipoly
Vv uzivatelském prostiedi. Vystupem funkce je pak vytvofena mapa relaxacnich cast Ti.
Hodnotami v obraze je prolozena funkce [24]
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MI —-TR
MZ=M0[1—<1—m>eT1], 5.1

kde Mo je hustota protonovych jader, TR je repeti¢ni ¢as, M je magnetizace na zaCatku
TR.

Funkce Tjednicka.m vyuziva v Matlabu implementovanou matematickou funkci
Isqcurvefit. Tato funkce pouziva pro odhad hodnot Mo a T1, v kazdém pixelu ptislusnych
obrazt, metodu nejmensich ¢tvercti. Hodnoty Mo a Ti se pocitaji jen v polygonu, ktery
uzivatel vytvofil v uzivatelském rozhrani. Hodnoty relaxacnich cast jsou uvedeny
Vv nésledujicich tabulkdch. Relaxaéni Casy jsou podobné jak pii vypoctu na konzoli na
Akademii véd.

Tabulka 20 - Naméfené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pomoci vytvofeného programu, tfeti
mozek, imerzni metoda fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum |Relaxacni ¢as T Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
méfeni [ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
0280]:!'5 1350 166 1333 153
Py 1386 145 1354 187
P 1388 124 1365 115
P 1368 170 1359 163
oz 1402 95 1425 93
o2 1367 112 1385 115
P 1405 118 1399 123
2246'13&;' 1387 154 1400 141
P 1358 132 1388 157
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Tabulka 21 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pomoci vytvoieného programu, Sesty
mozek, perfuzni metoda fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum |Relaxacni ¢as T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
méfeni [ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
i 1433 119 1411 123
Py 1374 154 1401 98
P 1425 112 1389 132
P 1381 124 1400 111
oz 1396 135 1369 168
P 1497 124 1399 164
P 1445 175 1389 145
o 1308 141 1425 115
P 1487 139 1452 110
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Diskuze

Median naméfenych hodnot relaxa¢niho ¢asu Ti je pro oblast levého hippokampu u
prvnich ¢tyfech mozki, které byly fixovany imerzni metodou 1163 ms. Median pro oblast
pravého hippokampu je 1161 ms. Median relaxacnich casi Ti1 pro oblast levého
hippokampu u mozka fixovanych perfuzni metodou vysSel 1256 ms. Median pro oblast
pravého hippokampu je 1248 ms. Je ziejmé, Ze hodnoty pro imerzni fixaci jsou o néco
niz8i nez hodnoty pro perfuzni fixaci. Je tedy rozdil v obou metodach fixace, coz potvrdily
I Mannovy — Whitneyovy U testy, kdy p hodnoty vychazely mensi nez zvolena hodnota a
(Tabulka 13 a Tabulka 14). Pfi perfuzni metod¢ fixace se rychleji fixuji jak proteiny, tak
lipidy protoze fixacni prostiedek nemusi prostupovat celou tkani, ale uz je ve velké mife
pomalych fixacich mize dochazet k autolyze. Z téchto divodu je lepsi zvolit metodu

perfuzni fixace, pokud je tato moznost.

Namétené hodnoty relaxac¢nich ¢ast v ptislusnych oblastech (corpus callosum, levy
a pravy hippokampus) nemély normalni rozloZeni. Proto se piistoupilo k neparametrickym
testim, konkrétné¢ k Friedmanovu testu. Hodnoty p pro Friedmanovy testy provadéné
v oblastech hippokampii vychazely p = 0,897 pii perfuzni metodé fixace a p = 0,941 pii
imerzni metodé fixace (Tabulka 10 a Tabulka 11). Ztéchto hodnot vyplynulo, Ze
paraformaldehyd nema vliv na relaxacni ¢asy jak v oblastech hippokampii, tak v oblasti
corpus callosum. Hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 maji fluktuacni charakter (Graf 1) a s asem
se méni jen ndhodn¢ — vysledky Friedmanovych testl. Pfi pouziti paraformaldehydu se
neméni anatomicka struktura coz je ukdzano na Obrazek 28, kde je zachycen paty mysi
mozek v horizontu ¢tyi mésicli. Friedmanovym testem nebylo zjisténo, Zze byl rozdil ve
fixaci bile hmoty mozkové oproti $edé hmoté mozkové (Tabulka 12). Kvalita fixace
paraformaldehydem pro bilou a Sedou hmotu mozkovou je obdobnd a zarovenn PFA nema
vliv v téchto oblastech mozku na relaxaéni ¢as T1. Pfi pfistim podobném pokusu by se jesté
mohla provést volumometrie, aby se zjistilo, jestli nahodou neni zména ve velikosti

mozkda.

V pfipad€ genipinu nastala jind situace, kdy ses hodnoty relaxa¢niho Casu Ti
zvysily oproti prvni sérii méfeni u vSech deviti fixovanych mysich mozka (Tabulka 38 az
Tabulka 46). I anatomické struktury v mozcich byly S$patné rozeznatelné az témeét
nedohledatelné (Obrazek 37). Corpus callosum nebylo rozpoznano, tak se méfily relaxacni
Casy jen v oblastech, kde by se mély vyskytovat hippokampy. Po nékolika ti denni fixaci
genipinem dokonce doslo k tomu, Ze ¢ast mozku opustila cranium. Lze tedy piedpokladat,
ze fixace genipinem nebyla uc¢inna. MoZnou pfic¢inou Spatné fixace mohla byt skutecnost,

vvvvvv

studiich [11] probihala fixace pii teploté 37°C po tii dny. Dal$i moznou pfi¢inou Spatné
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fixace mohla byt skute¢nost, ze byla pfili§ nizka koncentrace fixa¢niho ¢inidla. V naSem
piipadé byl vytvoien 0,33 % roztok genipinu. Pro pfisti zkoumani vlivu genipinu by bylo
dobré vytvoftit vicero roztokl s genipinem o ruznych koncentracich. Dal§i moznosti je, ze

genipin nema takové fixacni schopnosti v ptipadé lipidu, jak v ptipadé¢ bilkovin.
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Z.aveér

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem paraformaldehydu a genipinu na relaxa¢ni ¢asy
T1 ve vhodné zvolené tkani, coz byl v nasem piipadé mysi mozek. Prvni kapitoly prace
byly zaméteny na teoreticky uvod do zobrazovani pomoci magnetické rezonance. Stézejni

Casti prace byly Ctvrta a pata kapitola.

Ve Ctvrté kapitole jsou rozebrany jak fyzikalni metody fixace, tak chemické metody
fixace. Podrobnéji je rozebran formaldehyd, respektive paraformaldehyd, coz je pevny
polymer. Paraformaldehyd je stdlici mezi fixa¢nimi prostfedky a vyuziva se v fade
laboratofi. Velmi kvalitné dokéze fixovat jak bilkoviny, tak lipidy. Nevyhoda
paraformaldehydu spoc¢ivd v jeho Skodlivosti na lidsky organismus. Je pozieni, Ze ma
karcinogenni Uc€inky. Proto je ve ctvrté kapitole rozebran piirodni fixac¢ni prostfedek
genipin, ktery je ziskavan z gardénie jasminovité. Pro svou nizkou toxicitu je idealnim
kandidatem a moznym nastupcem paraformaldehydu. Velmi dobfe a rychle fixuje jak

lipidy, tak bilkoviny.

Veskera experimentalni ¢innost se odehravala na UPT AV Ceské republiky. Zde
byl pfipraven roztok 8% paraformaldehydu, ktery se nasledné vyuzil k fixaci mySich
mozkd. Konkrétné bylo odebrano osm mySich mozkl, pficemz ctyfi byly fixovany
metodou imerzni a dalsi ¢tyii metodou perfuzni, ta se provadi transkardialné. Odebrané
mozky se pied kazdym snimkovanim vkladaly do injekéni stfikacky naplnéné Fomblinem.
Bylo to z toho divodu, ze paraformaldehyd ma ve své struktuie velky pocéet vodikovych
atomu a ty nepfiznivé ovliviiovaly vysledny obraz mozku. Po vlozZeni jednotlivych mozkt
do systému BioSpec se provadély nejprve lokaliza¢ni snimky, kvtli spravnému umisténi.
Nasledovaly anatomické korondrni snimky, kde byl vzdy vybran obraz s odpovidajicimi
anatomickymi strukturami. Po nalezeni vhodnych struktur se provedla sekvence s riznymi
repeti¢nimi Casy. Pak probihalo vyhodnoceni relaxacnich ¢asti na konzoli, kdy se pomoci
kiivky vybrala oblast corpus callosum a oblasti hippokampii a v téchto oblastech se

vypocitaly relaxacni ¢asy Ti.

2%

T1. Tato problematika je rozebrana v paté kapitole. Prob¢hla analyza naméfenych dat a
bylo zjisténo, Ze naméfené relaxacni Casy nemaji normdlni rozloZeni. Proto se ke
statistickému zhodnoceni vyuzily neparametrické testy. Konkrétné byl vyuzit Manniv —
Whitneytv U test a Friedmantyv test. Z testi vyplynulo, Ze paraformaldehyd nema vliv na
relaxacni Casy T1 (Tabulka 10 a Tabulka 11).

Genipin byl vybran jako dalsi fixacni prostfedek k fixovani dalSich deviti mySich

mozkd. OvSem jiz po par dnech fixovani doSlo k tomu, Ze ¢ast mySiho mozku opustila
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cranium (Obrazek 38). Ani anatomické snimky nebyly pfili§ povzbudivé (Obrazek 37).
Uplné se ztratila oblast corpus callosum a i oblast zippokampii byla téZce dohledatelna.

Jako vhodnéjsi fixacni prostfedek se ukdzal paraformaldehyd, ktery nemé¢l vliv na
relaxacni Casy Ti1 ve zvolené tkdni. Anatomickd struktura po jeho pouziti zustala

zachovana, kdezto u genipinu nikoli. Timto bylo zadani diplomové prace splnéno.
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Seznam pouzitych zkratek

NMR Nuclear magnetic resonance
MRI Magnetic resonace imaging
RF Radiofrekvencni
FID Free Induction Decay — volné indukovany signal
IR Inversion Recovery
SR Saturation Recovery
SE Spin Echo
GE Gradientni Echo
TI Time Inversion
TE Time Echo
TR Time Repetition
TD Time Delay
FOV Field of View
ROI Region of interest
RARE Rapid acquisition with relaxation enhancement
GA Glutaraldehyd
FA Formaldehyd
PFA Paraformaldehyd
PFPE Perfluorpolyether (Fomblin)
ISA Image sequence analysis
PBS Phosphate Buffered Saline
CPMG Carrova — Purcellova — Meiboomova - Gillova
sekvence
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Seznam priloh
Piiloha 1: Tabulky s naméfenymi daty pro fixator paraformaldehyd.

Pfiloha 2: Tabulky s naméfenymi daty pro fixator genipin.

Ptiloha 3: CD s elektronickou verzi diplomové prace a vytvofenym programem.
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Ptiloha 1

Tabulka 22 - Veskera namétena data pro prvni mozek (pravy a levy hippokampus), metoda

imerzni fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum méfeni Relaxacni ¢as T Smérodatna Relaxacni ¢as T Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]

8.12.2014 1266 9 1360 4

19.12. 2014 1167 257 1132 220
12. 1. 2015 1195 191 1210 150
26. 1. 2015 1195 240 1164 244
10. 2. 2015 1168 259 1208 271
23.2.2015 1197 209 1168 253
10. 3. 2015 1182 178 1148 211
24. 3. 2015 1198 204 1189 191
16. 4. 2015 1211 241 1180 240
Primérna 1198 199 1195 198

hodnota

Tabulka 23 - Veskera naméfena data pro druhy mozek (pravy a levy hippokampus),
metoda imerzni fixace.

Levy hippokampus Pravy hippokampus
Datum méfeni Relaxacni ¢as T1 Smeérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1055 262 1123 269
19. 12. 2014 1138 251 1160 204
12. 1. 2015 1170 258 1261 153
26. 1. 2015 1168 251 1220 252
10. 2. 2015 1260 183 1162 321
23.2.2015 1148 265 1223 226
10. 3. 2015 1112 249 1144 266
24. 3. 2015 1201 226 1231 205
16. 4. 2015 1184 211 1154 238
Primérna 1160 240 1186 237
hodnota
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Tabulka 24 - Veskera namétena data pro tieti mozek (pravy a levy hippokampus), metoda

imerzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1113 257 1167 208
19.12. 2014 1135 217 1155 207
12. 1. 2015 1141 258 1185 205
26. 1. 2015 1154 236 1123 265
10. 2. 2015 1196 181 1101 294
23. 2. 2015 1154 216 1145 276
10. 3. 2015 1139 196 1130 234
24, 3. 2015 1147 220 1133 232
16. 4. 2015 1158 207 1100 296
Primeérna 1149 221 1138 246
hodnota

Tabulka 25 - Veskera namétena data pro ¢tvrty mozek (pravy a levy hippokampus),

metoda imerzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smeérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1061 243 1059 277
19.12. 2014 1235 176 1236 203
12. 1. 2015 1183 211 1233 215
26. 1. 2015 1195 185 1126 305
10. 2. 2015 1145 279 1244 166
23. 2. 2015 1137 254 1140 266
10. 3. 2015 1140 186 1143 240
24. 3. 2015 1159 211 1155 264
16. 4. 2015 1120 254 1169 263
Primérna 1153 222 1167 244
hodnota
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Tabulka 26 - Veskera namétena data pro paty mozek (pravy a levy hippokampus), metoda

perfuzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1018 245 1122 240
19.12. 2014 1276 237 1255 321
12. 1. 2015 1251 263 1340 209
26. 1. 2015 1238 328 1243 281
10. 2. 2015 1233 274 1289 290
23. 2. 2015 1294 219 1237 290
10. 3. 2015 1257 222 1205 271
24, 3. 2015 1279 251 1270 283
16. 4. 2015 1240 288 1250 305
Primeérna 1232 259 1246 277
hodnota

Tabulka 27 - Veskera namétena data pro Sesty mozek (pravy a levy hippokampus), metoda

perfuzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smeérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1154 202 1057 242
19.12. 2014 1078 341 1086 320
12. 1. 2015 1254 210 1241 221
26. 1. 2015 1233 301 1330 210
10. 2. 2015 1269 253 1312 231
23. 2. 2015 1274 201 1270 223
10. 3. 2015 1273 206 1231 231
24. 3. 2015 1290 189 1276 236
16. 4. 2015 1237 286 1282 247
Primeérna 1229 243 1232 240
hodnota
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Tabulka 28 - Veskera namétena data pro sedmy mozek (pravy a levy hippokampus),
metoda perfuzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1191 254 1056 235
19.12. 2014 1156 304 1083 275
12. 1. 2015 1257 255 1315 162
26. 1. 2015 1265 242 1260 199
10. 2. 2015 1274 219 1242 224
23. 2. 2015 1294 180 1246 230
10. 3. 2015 1246 226 1218 212
24, 3. 2015 1300 168 1255 195
16. 4. 2015 1281 260 1255 217
Primeérna 1252 234 1214 217
hodnota

Tabulka 29 - Veskera namétena data pro osmy mozek (pravy a levy hippocampus), metoda

perfuzni fixace.

Levy hippokampus

Pravy hippokampus

Datum méfent Relaxacni Cas T1 Smérodatna Relaxacni ¢as T1 Smeérodatna
[ms] odchylka [ms] [ms] odchylka [ms]
8.12.2014 1029 279 1045 252
19.12. 2014 1229 283 1127 318
12. 1. 2015 1306 212 1215 299
26. 1. 2015 1251 306 1311 217
10. 2. 2015 1311 227 1293 270
23. 2. 2015 1290 252 1296 236
10. 3. 2015 1268 212 1205 301
24. 3. 2015 1248 276 1243 257
16. 4. 2015 1243 267 1272 237
Primeérna 1242 257 1223 265
hodnota
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Tabulka 30 - Veskera namétena data pro prvni mozek (corpus callosum), metoda imerzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas Smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1[ms]
[ms]
8.12.2014 1303 6
19.12. 2014 1107 298
12.1. 2015 1194 300
26. 1. 2015 1139 212
10. 2. 2015 1129 295
23.2.2015 1196 153
10. 3. 2015 1132 197
24. 3. 2015 1100 300
16. 4. 2015 1157 229
Priimérna
hodnota 1162 221

Tabulka 31 - Veskera namétena data pro druhy mozek (corpus callosum), metoda imerzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatnd
Datum méfeni odchylka
T1[ms]

[ms]
8.12. 2014 909 291
19.12. 2014 1180 218
12.1. 2015 1207 109
26. 1. 2015 1216 101
10. 2. 2015 1177 208
23. 2. 2015 1206 119
10. 3. 2015 1173 172
24. 3. 2015 1223 154
16. 4. 2015 1138 258
Pﬁgg;]‘:)rt';a 1159 181
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Tabulka 32 - Veskera namétena data pro tieti mozek (corpus callosum), metoda imerzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1 [ms]

[ms]
8.12.2014 1171 195
19. 12. 2014 1096 239
12. 1. 2015 1160 124
26. 1. 2015 1180 94
10. 2. 2015 1186 149
23. 2. 2015 1117 199
10. 3. 2015 1062 254
24. 3. 2015 1114 213
16. 4. 2015 1138 160

Primérna
hodnota 1136 181

Tabulka 33 - Veskera namétena data pro ¢tvrty mozek (corpus callosum), metoda imerzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatnd
Datum méfeni odchylka
T1[ms]

[ms]
8.12. 2014 1201 181
19.12. 2014 1062 278
12.1. 2015 1148 252
26. 1. 2015 1156 236
10. 2. 2015 1148 236
23. 2. 2015 1097 276
10. 3. 2015 1032 295
24. 3. 2015 1097 252
16. 4. 2015 1040 299
Pﬁgg;]‘:)rt';a 1109 256
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Tabulka 34 - Veskera namétena data pro paty mozek (corpus callosum), metoda perfuzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1 [ms]

[ms]
8.12.2014 1004 233
19. 12. 2014 1090 323
12. 1. 2015 1223 267
26. 1. 2015 1186 272
10. 2. 2015 1195 363
23. 2. 2015 1133 366
10. 3. 2015 1075 277
24. 3. 2015 1184 350
16. 4. 2015 1093 364

Primérna
hodnota 1131 312

Tabulka 35 - Veskera naméfena data pro Sesty mozek (corpus callosum), metoda perfuzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatnd
Datum méfeni odchylka
T1[ms]

[ms]
8.12. 2014 1060 257
19.12. 2014 1005 365
12.1. 2015 1190 206
26. 1. 2015 1229 333
10. 2. 2015 1191 276
23. 2. 2015 1169 317
10. 3. 2015 1067 359
24. 3. 2015 1166 299
16. 4. 2015 1121 215
Pﬁgg;]‘:)rt';a 1133 292
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Tabulka 36 - Veskera namétena data pro sedmy mozek (corpus callosum), metoda perfuzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1 [ms]

[ms]
8.12.2014 1101 229
19. 12. 2014 1069 327
12. 1. 2015 1246 269
26. 1. 2015 1214 257
10. 2. 2015 1168 342
23. 2. 2015 1212 296
10. 3. 2015 1091 322
24. 3. 2015 1198 236
16. 4. 2015 1071 261

Primérna
hodnota 1152 282

Tabulka 37 - Veskera naméfena data pro osmy mozek (corpus callosum), metoda perfuzni

fixace.
corpus callosum
Relaxacni Cas smérodatna
Datum méfeni odchylka
T1[ms]

[ms]
8.12. 2014 1035 237
19.12. 2014 1091 280
12.1. 2015 1183 221
26. 1. 2015 1210 298
10. 2. 2015 1175 364
23. 2. 2015 1161 329
10. 3. 2015 1135 261
24. 3. 2015 1164 275
16. 4. 2015 1128 232
Pﬁgg;]‘:)rt';a 1142 277
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Priloha 2

Tabulka 38 — Naméfené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro prvni mozek, imerzni fixace.

Mozek 1 - imerzni fixace
Datum Relaxacni ¢as | Smérodatna Re_lralx[ar:llsl]l _cas Smérodatna
vv .. | T1[ms]-levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] _pravy [ms]
hippokampus
30. 4. 2015 1653 355 1652 358
13. 5. 2015 1650 233 1653 241

Tabulka 39 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro druhy mozek, perfuzni fixace.

Mozek 2 - perfuzni fixace
Datum Relaxacéni ¢as | Smérodatna Re_lrax[ar;;l]l _cas Smérodatna
méfeni T1[ms] - levy | odchylka :)ravy’ odchylka
hippokampus [ms] hippokampus [ms]
30. 4. 2015 1620 454 1665 384
13. 5. 2015 1653 257 1683 183

Tabulka 40 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu Ti pro tieti mozek, imerzni fixace.

Mozek 3 - imerzni fixace
Relaxacni ¢as | Smérodatna Relaxacni ¢as Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vv . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merem hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1624 379 1662 328
13.5. 2015 1635 275 1640 208

Tabulka 41 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu Ti pro ¢tvrty mozek, imerzni fixace.

Mozek 4 - imerzni fixace
Datum Relaxacni ¢as | Smérodatna Re.ll_ix[anc]:]l -cas Smérodatna
vv . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus
30. 4. 2015 1630 384 1655 362
13. 5. 2015 1713 271 1767 185
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Tabulka 42 - Naméfené hodnoty relaxacniho ¢asu T pro paty mozek, imerzni fixace.

Mozek 5 - imerzni fixace
Relaxacéni ¢as | Smérodatna Relaxacni Cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vy . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1577 393 1617 388
13.5. 2015 1660 252 1682 165

Tabulka 43 - Namétené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T pro Sesty mozek, imerzni fixace.

Mozek 6 - imerzni fixace
Relaxacéni ¢as | Smérodatna Relaxacni cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vy . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merem hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1638 385 1687 328
13. 5. 2015 1741 159 1721 369

Tabulka 44 - Naméfené hodnoty relaxa¢niho ¢asu T1 pro sedmy mozek, imerzni fixace.

Mozek 7 - imerzni fixace
Relaxacni ¢as | Smérodatna Relaxacni cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vv . | T1[ms]-levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] . pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1652 336 1592 456
13.5. 2015 1746 230 1746 257

Tabulka 45 - Naméfené hodnoty relaxacniho ¢asu T1 pro osmy mozek, imerzni fixace.

Mozek 8 - imerzni fixace
Relaxacni ¢as | Smérodatna Relaxacni cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vv . | T1[ms]-levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1607 392 1615 379
13.5. 2015 1635 268 1653 196

73



Tabulka 46 - Naméfené hodnoty relaxacniho ¢asu T1 pro devaty mozek, imerzni fixace.

Mozek 9 - imerzni fixace
Relaxacéni ¢as | Smérodatna Relaxacni Cas Smérodatna
Datum , T1[ms] -
vy . | T1[ms] -levy | odchylka , odchylka
merent hippokampus [ms] __pravy [ms]
hippokampus

30. 4. 2015 1645 350 1541 426
13.5. 2015 1679 338 1729 172
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