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Abstrakt

Bakalarska prace se vénuje zobrazovacim technikam zalozenym na principu
nuklearni magnetické rezonance. Tyto techniky patfi mezi jedny z nejmodernéjsich
metod studia fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti latek. Uvod prace je
zaméren predevSim na fyzikalni princip.

V praci se dale pozornost vénuje metodé PFG-SE ale i modernéjSim
multiintervalovym NMR metodam, které odstrani systematické chyby urCeni difuznich
konstant heterogennich materialti. Cast prace je také vénovana vypo&tim b-faktoru
pro rizné druhy pulznich sekvenci.

Zavér je vénovan zpracovani dat v programu Matlab a Marevisi. Vybrana
metoda z teoretické Casti prace je pak pouzita ke zméfeni a zpracovani difuzi
tkanovych kultur.

Klicova slova

Nuklearni magnetické rezonance, difuzni koeficienty, relaxace, porézni materily,
zobrazeni na principu magnetické rezonance, heterogenni systémy, pulzni sekvence.



Abstract

This Bachelor thesis is focused on imaging techniques based on the principles
of nuclear-magnetic resonance. These techniques are one of the most modern
studies of physical, chemical and biological properties of substances. Introduction of
this work is focused primarily on physical principles.

Further in this work attention is given to the method of the PFG-SE but also to
more modern multiinterval NMR methods, which removes the systematic
measurement errors for heterogeneous materials. Part of the work is also devoted to
b-factor calculations for various kinds of pulse sequences.

In last part the work is devoted to data processing in Matlab and Marevisi.
Selected method from the beginning of the work is than used to measure the
diffusion and processing of tissue cultures.

Keywords

Nuclear magnetic resonance, diffusion constants, relaxation, porous material,
magnetic resonance imaging, heterogeneous systems, pulse sequence.
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Uvod

Magneticka rezonance (MR) je velmi moderni metoda pro studium struktury
biomolekul. Umoznuje také pfimym, nedestruktivnim zplsobem vySetfovat transport
hmoty v materialech.

Tato technika je vyuzitelna pfi studiu vlastnosti latek i napfiklad biologickych
materidll. U zobrazovani s difiznim kontrastem (DMRI) se aplikuji pulzni sekvence
s gradienty magnetického pole. Tyto sekvence maji obecné nékolik fazi. Prvni etapa,
ve které se do faze MR signalu vhodné zakdduje poloha jader v prostoru. Toto
koddovani je provedeno aplikaci prvniho difuzniho gradientu. Druhou fazi experimentu
je ¢asovy interval, béhem kterého jadra méni svou polohu v prostoru. Po uplynuti této
doby nastava etapa dekédovani polohy. To se déje pomoci difiznich gradientl, které
zajisti sfazovani jader v daném okamziku. Pro jadra, ktera zménila polohu,
nenastavaji podminky sfazovani MR signalu a signal echa ma nizsi velikost. BEhem
celého procesu jsou aplikovany dal$i kédovaci a dekdédovaci zplsoby pro snimani
MR obrazu. Pro tyto studie musi byt NMR systém vybaven gradienty magnetického
pole s rychlym prepinanim velikosti a s definovanym ¢asovym prabé&hem. Problémem
je nehomogenita magnetické susceptibility —materidlu  zpusobujici  lokalni
nehomogenitu magnetického pole, snizovani spin-spinového relaxacniho ¢asu, coz
zpUsobuje velké chyby v méfeni difiznich koeficientd.

Popsané metody jsou velice vyhodné vyuzivany jak v mediciné a v riznych
oblastech biologie tak i pfi studiu vlastnosti materialt. Dalsi velice zajimavou oblasti
pouziti MR technik je vySetfovani vlastnosti poréznich materiald. V pribéhu
semestralnich projektd 1 a 2 jsem se seznamil a popsal nékteré znamé metody
méfeni difuznich koeficientl a pokousel jsem se zjistit, jaké jsou jejich vyhody a
nevyhody. Dale jsem se pokusil zpracovat program, ktery dokaze pro nékteré
z téchto metod méfeni vypocitat difuzni koeficienty. V bakalarské praci jsem se
vénoval méfeni difuzi tkanovych kultur na olovnatém a zinkovém substratu a
zpracovani vysledku.
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1.Magneticka rezonance

Je znamo, ze pocitacova tomografie vyuziva jako signal k pfenosu informace
mezi scénou a zobrazovacim systémem ionizujici zafeni v rentgenové Casti
elektromagnetického spekira. Toto zareni ma na lidsky organizmus prokazatelné

Spatny vliv. Naproti tomu zobrazovaci
systémy na principu magnetické
rezonance vyuzivaji jako signal
neionizujici zareni v radiofrekvencni
casti spektra. U tohoto zéafeni neni
prokazano, ze by na organizmus mélo
negativni vliv. Pro dobrou predstavu o
tom, jak presné se difuzni koeficienty
meéfi, je dulezité popsat alespon
casteCné, na jakém principu MR
funguje. MUZzeme méfit 4 zakladni
parametry: hustotu protonovych jader
(vétSinou molekul vody), relaxacni
¢asy T1 a T, a prutok protond. Pokud
se dostaneme az na atomovou
aroven, zjistime, Ze kazdy jednotlivy
atom (proton) ma vnitfni moment
hybnosti tzv. Spin.

1.1 Spin

Obr. 1 NMR zobrazovaci systém

Elementarni ¢astice ma vnitini moment hybnosti nazyvany spin (S). S nim je
spojen takzvany spinovy magneticky moment yu dle [1]

(1)

kde vy je gyromagneticka konstanta, % je redukovana Planckova
konstanta a / je spinové kvantové Cislo. Gyromagneticka konstanta je
charakteristicka pro atomova jadra prvkd. Je to pomér magnetického

tabulce jsou naznaceny
hodnoty gyromagnetické konstanty
pro nékteré izotopy. Pro nas je

protoze se vztahuje k vodiku, coz je
vlidském  téle  nejCastéji se
vyskytujici prvek (63%).

;!\ P u=y-h-l,
S a mechanického momentu.
Obr. 2 Proton se svym spinem
Isotope Gyromagnetic ratio y/2z| V této
(MHzT™)
'H 4258
F 40.05
¥1p 17.24
“Na 11.26
“C 10.71
e 577

11
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Protony maji stejné orientovany spin a magneticky moment. Je ale dokazéano,
Ze nekolik protont dohromady méa v normalnim prostfedi magneticky moment roven
0. To je zpUsobeno tim, Ze smér magnetického momentu, mize mit kazdy proton
naklonén libovolné a to se stejnou pravdépodobnosti. Vysledny magneticky moment
se ale zméni, umistime-li atomova jadra do homogenniho magnetického pole.
Magnetické momenty se pak natoCi do sméru pole a vysledny moment uz potom
nema nulovou hodnotu. Diky vlastni rotaci pak proton za¢ne vykonavat precesni
pohyb. Proton rotuje s konstantni dhlovou frekvenci, které se fika Larmorova
frekvence. Tuto frekvenci Ize vyuzit k pfechodu protonu na vys$8i hladinu energie.
Ktomu sta¢i dodat kvantum energie ve formé elektromagnetického
radiofrekvenéniho impulzu (RF) o Larmorové frekvenci. Prfechod na nizSi
energetickou hladinu je spojeny semisi kvanta. Ta muUze byt spontanni nebo
vynucena a to RF impulzem.

Proton ma kvantové cislo jaderného spinu /=1/2. To znamend, ze muze
dosahnout dvou energetickych stavl. Na proton se da nahlizet jako na magneticky
dipél. Ten muze ve vnéjSim magnetickém poli zaujmout dva stavy (nizkoenergeticky
a vysokoenergeticky). Proton mlZe mezi témito stavy pfechazet absorpci nebo
emitaci energie s Larmorovou frekvenci. Pro predstavu si Ize fict, ze pfi pokojové
teploté a velikosti magnetické indukce 0,15 T je pomér pro vodikové jadro asi
1,000001 a to znamena, Ze pouze jeden proton je na vyS8Si energetické Urovni na
jeden milién protond na niz$i hladiné. Obsazeni téchto energetickych urovni se fidi
Boltzmannovym zkonem.

1.2 CasyTaT

Prvni techniku mérfeni difuze v homogennich materidlech zavedli Stejskal a
Tanner [3]. Limitem této metody ale byly dostate¢né dlouhé relaxaéni ¢asy. T1 a T»,
Je tedy jisté, Ze méfeni difuznich koeficientl je s relaxaénimi ¢asy Uzce spjato a je
nutné velikosti téchto ¢asl dobfe znat. VétSina metod pro jejich zjisténi je ale
limitovana velkym pomérem T4/T,. Z toho vyplyva, Ze je pro nas nejprijatelnéjsi kdyz
T1>>T,. Proto je nutné Cas T, zkracovat a to napfiklad aplikaci gradientniho impulzu.
Pro dal$i pfiblizeni, co ktery ¢as konkrétné predstavuje, bude nejsnadnéjSi popsat
pfiklad a uvézt pak nékteré zakladni vztahy.

+Z

¥
e M

Obr. 3 Zména vektoru
magnetizace po aplikaci 90° impulzu

Viozenim vzorku do magnetického pole By jsme dosahli toho, Ze vysledny
magneticky moment My je orientovan ve sméru magnetického pole. Je tedy jasné, ze
v soufadnicové soustave (X, y, z) by magneticky moment My = M,, tedy magneticky
moment ve sméru o0s y a z by se rovnal 0. Aplikaci RF signalu o Larmoroveé frekvenci
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lze vybudit protony na vyS8Si energetickou hladinu a sklopit tim vysledny vektor
magnetizace tak, ze M, = 0.

Po ukonéeni tohoto pulzu se vektor magnetizace zacne vracet do rovnovazné
polohy. Matematicky Ize navrat vyjadfit napfiklad timto vztahem [1]:

M,
100% M.=M,1-e"""). 2)

YeLTY PR R ;
RF signal ’

0%

f=0  t=T4 ¢
Obr. 4 Priibéh navratu magnetizace M, po aplikaci 90° RF impulzu do termodynamické rovnovahy [1]

Jak z obrazku vyplyva, relaxacni €as Ty udava, za jaky ¢as dojde k obnoveni velkosti
Mo na 63% plvodni velikosti. Obdobné je dan i relaxaéni ¢as T,. Ten udava, za jaky
cas dojde k poklesu velikost My, na 37% svého maxima.

M, =M,e"". (3)
Mx}.r FY Mxy I
100%
=
=
=
7%
0% - .
t=0 t=T7, f

Obr. 5 Casovy prabéh magnetizace M,, po aplikaci 90° RF impulzu a zména pribéhu M,, viivem
relaxace. T,*[1]

Soucasny vliv vnitfnich a vnéjSich nehomogenit je hodnocen efektivni relaxacni

dobou T»*. Vztahy mezi relaxaénimi €asy jsou:

T2*<T2<T1

V souvislosti s Ty se mluvi o tzv. podélné relaxaci a v souvislosti s T> se mluvi o

pficné relaxaci. DuleZité je, Ze oba vySe zminéné procesy nastavaji soucasné.

Systém se vraci do termodynamické rovnovahy a soucasné se zcela vytraci fazova

koherence v roviné (x, y).

Pro jednotlivé organy v téle jsou tyto Casy rozdilné a toho se da samozfejmé

v lékarstvi vyuzit. Napfiklad u srdce je T1=0,75+0,13sa T,=47 + 13 ms,
ujaterje T1=0,42x0,09sa 7,=43 +14 ms.
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1.3 Selekce tomografické roviny

K tomu abychom vymezili tomografickou vrstvu, musime ke stejnosmérnému
magnetickému poli pfi¢ist gradientni pole G; s linearné se ménici intenzitou
(1+10mT/m). [1]

Tomu pak odpovida i ménici se Larmorova frekvence wy.
Da se tedy fici, Ze dochdazi k pozi¢ni zavislosti Larmorovy frekvence ve sméru osy z.

w,(z) =y(B,+G,.2). (4)
Takze kazda tomografickd rovina (x, y) ma svoji vlastni Larmorovu frekvenci. Pokud
ma pak RF impulz Sifku frekvencniho pasma Aw, odpovida tomu pouze urcita
tloustka tomograficke vrstvy.

Aw=7.G,.Az ©)

Aby nedochazelo k pfeslechum, mezi jednotlivymi nejbliz§imi skenovanymi vrstvami,
mél by byt charakter spektra generovaného RF signalu pravouhly.
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2. Méreni difaze

Difuze je proces rozptylovani se ¢astic v prostoru [4]. Je to nahodny translaéni
pohyb molekul, dany jejich tepelnou energii. Tento pohyb muiZe byt v libovolném
sméru vice ¢i méné omezen. VesSkeré latky maji tendenci pfechazet z prostredi se
svou vysS8i koncentraci do prostredi s niz§i koncentraci. Pfirozenou vlastnosti latek
je, ze pokud se jeji €astice mohou pohybovat (molekuly v nehybném roztoku se
pohybuji na zakladé brownova pohybu), tak se rozptyluji do celého prostoru, kterého
mohou dosahnout a postupné ve vSech jeho Castech vyrovnaji svou koncentraci.
V teorii kde neuvazujeme zadné prekazky a molekularni prostfedni povazujeme za
izotropni, plati dle [5]:

y=46.D1,. (6)

Difuze je ale Casto anizotropni veli€ina a jeji hodnota se lidi v zavislosti na
jejim sméru. Koeficient D je tedy tenzor, k jehoz ziskani je potfeba méreni v Sesti
nezavislych smérech. Princip méfeni difize a obecné jakéhokoliv pohybu spint
spo¢iva ve vhodné aplikaci gradientd magnetického pole do méfici sekvence.
Pohybuijici se atomy jsou v dobé rozfazovani na jiném misté a v jiném magnetickém
poli nez v dobé zpétného sfazovani. Frekvenéni nekoherence spinl podle Larmorova
vztahu

@, =—7.B, (7)

ktery zpUsobuje pokles signalu, amérny velikosti difuze [5].
2.1 Metoda PFG-SE

Pulzni sekvence spinového echa (pulsed field gradient spin-echo vyuzivajici
gradientni impulzy obdélnikového tvaru, je nazyvana 6-intervalova. Po aplikaci 90°
impulzu dojde ke sklopeni vektoru magnetizace do transverzalni roviny a k postupné
relaxaci jader s &asem T. Aplikaci 180° impulzu dojde k otodeni sméru precese
jader, Cimz se jadra zacnou sfazovavat. Vysledkem procesu sfazovani je vznik
spinoveho echa v €ase Tg, jehoz velikost klesa s pfirozenym relaxacnim ¢asem T,

=)

Fed
1]
ed

Obr. 6 6-intervalova sekvence [1]

Velikost spinového echa klesa v ¢ase Tg podle vzorce dle [5]
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M =M, e (®)

kde Tg........je €as vzniku spinového echa,
To....... je relaxacni Cas.

Aplikujeme-li difuzni gradienty (symetricky kolem 180° impulzu) bude pro
nehybna jadra platit totéz co u sekvence bez gradientl. Bude-li v8ak jadro v jiné
pozici (aplikaci gradientu i v jiném magnetickém poli) pfred a po 180° impulzu,
nedojde k dosazeni stejné faze. Pozorovany signal spinového echa pak nedosahne
takové hodnoty jako v pfipadé sekvence bez gradientu.

Pokles pozorovaného signalu da vyjadfit timto vztahem [5].

M=M,-e"”. 9)
Z poméru velikosti spinového echa M /M, a pfi znamém b-faktoru lIze urcit
velikost difuzniho koeficientu D.

Hodnota b-faktoru je obecné dana integralem [5]

P 2
b:727f {jG(r')dr'} dr. 1o
010

kde G je prubéh gradientu
Tato rovnice se muze pouzit pro vypoCet b-faktoru pulznich sekvenci
jakéhokoliv ¢asového prabéhu gradientu. Pro kazdy typ sekvence se pak b-faktor

odvozuje. Nékteré odvozené b-faktory jsou uvedeny na obr. 7 a obr. 8.
Pro obdélnikovy tvar difuzniho gradientu Ize b-faktor napsat podle obr. 7 jako

b:y2~G~52~[A—§j, (11)

kde A je vzdalenost pocatkl diftiznich gradientu,
0 je Sirka difuzniho gradientu.

Ze vztahu (9) a (11) vychazi vztah pro D:
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Tel2 Tel2

B, fgof’ T180° “Echo
t
G G
G(?) b 72G252(A é)
A 5 t
&
G() G 5o
b=7"G 52(A—§)+‘9——£
5 5 3) 30 6
A
G
G(?) b=4n'272G252(A—é)
A S t 3

Obr. 7 Pulzni sekvence pro méreni difize pro obdélnikovy, lichobéznikovy a sinusovy difizni gradient.
Vypocty b-faktori pro kazdy tvar [5]

Pokud nevyuZivame v sekvenci 180° impulzu, pak je zapotiebi pouzit obou
polarit gradientd. Vyhodou této sekvence gradientni-echo je kratsi ¢as Tg ale pokles
ech je vétsi z divodu nehomogenity zakladniho pole tomografu.

Te

G(f) G °

G(®) ;\'é 3 3 2
/ N ET P
t 3
)
G G
® / \‘ b=3n"yG*S

Obr. 8 Pulzni sekvence pro méreni diflize pro sekvenci gradientniho echa s dvoupolaritnimi gradienty

[5]
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Pro vypocet difizniho koeficientu budeme potfebovat vypocitat hodnotu b-
faktoru. Tento vypocet bude obsazZen i v programu, ktery by mél difuzni koeficient
urcit, pfipadné jej bude nutné vypocitat a do programu hodnotu dosadit jako
konstantu Hodnoty pro jeho vypocet jsou bud znamy pfed méfenim, nebo je mozné
je pfed méfeni zjistit osciloskopem, na kterém se daji odecist hodnoty A i velikosti
difaznich gradientt.

Konkrétnéji pak rozlozeni obdélnikovych difiznich gradientl vyuzitelné i pro
heterogenni materialy mize vypadat tak, jak je uvedeno na obr. 9.

B1 900 1800 Echo
[ )
| 'O T A+0 v t
I i ! !
GD: 7777777 I_ ‘ Iﬂ
|
Go: ! : t !
s & 1 o t

Obr. 9 Aplikace difuznich gradientt [6]

Prlbéh gradientl zobrazenych na obr. 9 mize byt popsan matematickymi vztahy [6]

Go pro O<t<d,

Go +Gpb pro di<t< i+ d< 1

Go pro &+ d< 7< o+A< 27,

Go +Gp pro &+ A< < S+A+ 6< 27
Go pro &+ A+ d< <21

Pro takovyto prabéh difiznich gradientt se b- faktor vyjadfi dle [6]:

2
b:_f{y(A—ngg—5{(5f+5;)+5(5, +52)+2§ —272}61)60%%05}. (13)
Provedeme substituci:
2 Q2 5 2 2 2 252 2
a, ==y o A_E , a,=y0(8,"+0,)+0(6,+7,)+ 3 -27° |,
2
a, :—723’[]

Po této substituci dostaneme jednodussi vztah pro b-faktor.

b=—0,G,) - 4,G,G, +a,G,>} (14)
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Ted je mozné vzorec pro vypocet b-faktoru dosadit do vypoctu (9) a po jistych
Upravach Ize ziskat vztah, ze kterého se d& difuzni koeficient jednodu$e vyjadrit.

0
kde Maqgp je intenzita signalu s difaznim gradientem

M
In [7@]:_72 [4,Gy* ~a,GyG, +a,G;? | D. (15)

Ve vzorci (15) je mozné vliv ¢asti az zanedbat diky méreni pobliz gradientu Gy
a v blizkosti obou gradienti Gy a Gp. Pro méfeni s a bez difuzniho gradientu tedy
ziskavame vztah:

In [%) =—7’ 4Gy’ ~a,G,G, |- D. (16)
0
Potom:
MO
D= 17)

e |:alG]§ - a2GDG0:| '

Méfeni difuznich koeficientll v heterogennich materidlech muze pocitat
svyrazem (17). Tento vyraz je ale zatizen jistou chybou. Nepfesnost difuzniho
koeficientu D pro standardni sekvenci obr. 9 mUze byt odhadnuta dle [6] jako:

5 8D _ 26,

b lnLMGD]
MO
Kde dp je relativni chyba difuzniho koeficientu a oy je relativni chyba urceni
arovné spinového echa.

Pri vyuziti tfi vstupnich obrazt (Mgp, Mep a My) se vztahy (17) a (18) upravi
podle [6] na vztahy (19) a (20), ve kterych jiz kiizovy €len ap nefiguruje.

M M _
111[ GLZ GD] (19)
D= . :
-27°8° [A - gj G

18)
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2.2 7-intervalova pulzni sekvence

Heterogenni systém je systém slozeny z nékolika fazi. Na rozhrani téchto fazi
se fyzikalni a chemické vlastnosti méni skokem. O tomto systému se da fict, ze je
rlznorody. Zde uz se technika PFG-SE neuplatfuje, protoze je vyuzitelna prfevazné
pro méreni difGznich koeficientd atoml a molekul v homogennim prostfedi (pevné
latky a kapaliny).

V heterogennich systémech, u kterych relaxaéni éas T." MR signalu prevysi
podélnou relaxaci T;" a difize D je mala (D < 107" m?s), jsou vyuzivany sekvence
PFG se stimulovanym echem (PFG-SSE) [5]. U téchto sekvenci je informace o fazi
spinu uchovana v z-soufadnici (ve sméru zakladniho pole Bp) po cely Easovy interval
mezi druhym a tfetim 90° pulzem. Tento ¢as je limitovan relaxa¢nim ¢asem T;. Tato
sekvence, nazyvana 7-intervalova sekvence, je vyhodna pro vzorky s kratSimi
relaxa¢nimi €asy T, a za podminky T1 >> To.

Bi 900 90, 90%
I 0 I :
T A+1 A+2T f
G
0 0
G 1
*lalls H
5 0 — t

Obr. 8 7-intervalova pulzni sekvence [5]

Tentokrat je hned na zacatku sekvence 90° impulz, ktery excituje jadra v ose
x. Po tomto impulzu nésleduje difuzni gradient Gp. Ten zaéne po dobé J1 a trva o.
Vektory se v tuto dobu rozfazovavaji a za dalsi ¢asovy Usek &2 jsou otodeny o 90°
impulzem v ose (+x nebo ty) do osy z, kde se uchovava jejich faze po dobu A.
Pfedpoklada se, ze A >> 7= 61+ 0 + O

V Case A + dje aplikovan 90° impulz v ose b (+x nebo +y), ktery otoci vektory
magnetizace do transverzalni roviny. V dal8i ¢asti sekvence je aplikovan gradientni
pulz velikosti Gp, ktery zpusobi v Case Te = A + 249 sfazovani vektorl magnetizace a
vznikne spinové echo. Vtomto Case se sfazuji vSechna jadra, ktera nezménila
polohu. Difaze jader zpUsobi zménu jejich polohy a tato jadra se nesfazuji a velikost
spinového echa je mens$i. Gradient zékladniho magnetického pole Gy pusobici
béhem celé pulzni sekvence a muze zpUsobit systematickou chybu méfeni difizniho
koeficientu. Pro 7-intervalovou pulzni sekvenci je b-faktor dan vztahem [5]

2
b=-y {52 (A+r—§jG§ +6{27A+272— 2? -6(4, +52)_(512+522)}GDG° +72(A+%jG§} !

Pokud dostaneme vyslednou hodnotu b-faktoru, musime zjistit
gyromagnetickou konstantu y. Vysledny difuzni koeficient pak dopocitame [5]:
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b :_ln(Mb/MO), 22)

kde: M......je intenzita signalu,
M......Je intenzita signalu bez difuze.

Vypocet b-faktoru je mozné provést nékolika zpusoby. Jednim z téchto
zpUsobu je vypocCet z univerzalniho vzorce pres integraly. Tato metoda vypoctu je ale
zatizena jistou chybou, protoze v samotném programu se integral fesi jako postupné
pfi€itdni obsahu plochy pod krivkou a to s jistym krokem. Tento krok by mél byt
teoreticky nekone¢né maly, ale v praxi se toho nikdy nemUze dosahnout. Navic ve
vzorci (10) je vidét, Ze pfi vypoctu je nutné pouzit integrovani dvakrat. Dal8i moznosti
vypoctu je pouzit pfimo vztah pro vypocet b-faktoru konkrétné pro danou sekvenci.

Jako dal8i moznosti sekvenci pro méreni jsou uvadény kromé 7intervalovych
jesté Qintervalové, ve které se 180° impulz vklada mezi 90° impulzy a déle jesté
jeden impulz mezi tfetim 90° a stfedem stimulovaného echa. Tato sekvence je velice
vyhodna, protozZe je zde Sance, Ze bude kiiZzovy €len nulovy a tak je mozné stanovit
difazni koeficient z poméru velikosti stimulovaného echa s a bez difuznich gradientu.
Tato sekvence vypada takto [5]:

B, |90 1805 909 907 1809
IT 2 ! A!2 I A+4:l
T T T

t

go 2
D A &

u

s t

-Gp

Obr. 9 9-intervalova sekvence

Pfi dal$im pridavani gradientl do sekvence a to konkrétné hned za prvni 90°
pulz, potom za 180° impulz, za treti 90° impulz a za posledni 180° impulz. Tak
vznikne 13-intervalova pulzni sekvence

902 180; 90; 90; 180;
I zz I I ’
T 27 AR2T A+4r ¢
go 0
D sl ] & |_|
5 0 U ;
-Gp

Obr. 10 13-intervalova pulzni sekvence [5]
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Jesté dalsim pfidanim impulzd a gradientt vznika 17-intervalova pulzni sekvence.

B 9021803 180; 180; 90; 90} 1803 180; 180;

I I N

T T3T 5t 671 A+6T A+127 ¢
Gy U

G
P sl | |_|
s n
-Gp U t

Obr. 11 17-intervalova pulzni sekvence [5]

Kazda ztéchto sekvenci ma svij vlastni vztah pro vypocet b-faktoru. U
posledni 17-intervalové sekvence je kfizovy Clen nezavisly na Casovych intervalech
orad

Tyto sekvence se pouzivaji pfedevsim proto, Ze u heterogennich vzorkd byva
relaxacni €as T, kratky. Pro T, v takovych pfipadech plati, Ze T> << Ty. Pravé v téchto
pfipadech se pouziva sekvence se stimulovanym echem, coz jsou sedmi, deviti,
tfinacti a 17intervalové sekvence. U téchto sekvenci musi byt ¢as ip mensi nez T a
byva roven Casu A. Velikost stimulovaného echa je pak ale poloviéni nez u
spinového echa. U jednodusSich sekvenci je velikost echa snizovana pfitomnosti
statického gradientu Gy a kfizového ¢Clenu Gp a Gp. Cilem vyvoje téchto sekvenci
bylo zrusit kfizovy Clen, coz se povedlo u 17-intervalové pulzni sekvence.

Nezavisle na zvolené pulzni sekvenci bude presnost vysledk( mérfeni zavisla
na presnosti uréeni velikosti spinovych ech bez a s difuznimi gradienty a na presnosti
urCeni b- faktoru. Pro nékteré typy latek (s kratkym relaxacnim ¢asem) bude signal
rychle klesat a brzo se hodnota signalu dostane pod urovern Sumu. Existuje tedy
zavislost mezi pomérem Casu vzniku spinového echa Tg a relaxaénim ¢asem T, a
maximalni relativni chybou. Tuto zavislost ovliviiuje také hodnota signal/Sum. Z grafu
je patrné, Zze pokud budeme méfit velikost spinového echa v ¢ase Te=T,/2, bude pfi
poméru S/N=17 maximalni relativni chyba méfeni velikosti spinového echa 8%. Pro
zlepSeni poméru S/N a tim snizeni maximalni relativni chyby je velmi vyhodné pouzit
pramérovani vice signall. Tim se zajisti, Ze hodnoty ndhodného Sumu, kterymi je
obraz zatizen se odectou, a hodnota signalu nebude ovlivnéna [5].
100 T T T T T T T
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Te/T,
Obr. 12 Velikost maximalni relativni chyby méreni v zavislosti na Te/T, pro rizné S/N
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3. Experimentalni cast

3.1 Programova prostredi Matlab a Marevisi

Pfi méfeni na tomografu ziskame jako vystup soubor dat, se kterymi se
pracuje v programu Marevisi. Takto ziskana data maji koncovku MRD a v prostredi
matlabu se zatim nedaji zpracovavat. Tento program dokaze namérena data
jednoduse transformovat tak, ze ziskame soubor s koncovkou MAT. S témito
soubory se jiz v prostfedi Matlab da pracovat.

Néktera data, kter4d dostaneme, jsou potfebna k vypoctu b-faktoru, ktery
budeme potiebovat do programu vypocet3mereni, ktery je uvedeny v pfiloze 2. Tyto
hodnoty jsou uloZzeny v souboru, ktery je tfeba v programu nacist do proménné DAT
a hodnoty ztéto proménné prifadit jednotlivym proménnym. Déle je nutné si
definovat nové proménné, do kterych je potfeba ulozit mezivysledky. Nékteré
z téchto hodnot vyuzijeme pro vytvofeni grafu gradientd. VyuzZije se k tomu cyklus
FOR a diky nému se po malych krocich a s co nejvétsi presnosti vykresli funkce
gradientl v zavislosti na ¢ase. Tyto hodnoty jsou potom uloZzeny do nové proménné
napfiklad Grad, coz ale neni jedina hodnota, ale je to pole hodnot. Samotné
integrovani se potom da provézt podle definice integralu jako obsah plochy pod
kiivkou funkce. To znamena, ze nasobime co nejkratsi ¢asovy usek hodnotou v Grad
pro dany Casovy usek. Vysledek pokazdé dame na druhou a vysledné hodnoty pak
postupné pfic¢itame k sobé&. Abychom dostali integral Ctverce integralu, musime
nakonec jesté jednou integrovat a vyslednou hodnotu ulozit do kone¢né proménné b.
Samotné integrovani se da realizovat bud jako postupny soucet nebo jako Suma.
Vysledky jsou samoziejmé stejné. Vysledna hodnota b-faktoru se da zjistit také
vypoctem podle konkrétniho vzorce pro danou sekvenci a to bez integrovani.
Hodnota b-faktoru je zde dana pfimym vypocétem viz vySe. Vypocty b-faktoru bez
pouziti integrovani je pro 6-intervalovou sekvenci uveden v pfiloze 1.

3.2 Postup uprav pro zkusebni vzorek vody

V programu Matlab je ale mozné vysledné obrazy upravovat. Tyto Upravy by
meéli vézt k celkovému zkvalitnéni obrazu a umozni odecitani D. Na Upravu se daji
pouzit rzné druhy filtrace. Nékteré typy filtri dokazi obraz na vystupu zprimérovat,
pfipadné odstranit nékteré druhy Sumu, které se na vystupu objevuji. Prvni Uprava
dat, ktera jsme ziskali, je diskrétni Fourierova transformace. V matlabu se k tomuto
ukonu da pouzit pfikaz fft2 [7]. Zkratka fft definuje rychlou Fourierovu transformaci a
Cislice 2 upfesnuje, ze se bude jednat o dvou-dimenzionalni prostor (2D). Timto
pfikazem prfevedeme obraz do spektralni oblasti. K apravam ale potrebujeme
puvodni obraz a proto pokud vime, Ze je ve spektralni oblasti, pouzijeme pfikaz ifft2,
pfipadné fftshift(ifft2(DATA)) viz vztahy (23) a (24). Timto zplUsobem ziskdme
vystup, ktery dale upravujeme. Funkce fftshift pfesune pocatek transformace do
stfedu frekvencniho pravouhelniku. Priklad takovychto Uprav je na obrazcich (15) a
(16).
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Obr. 13 Piiklad obrazu pred 2D FT * Obr. 14 Priklad obrazu po 2D FT

Vztahy pro dopiednou a zpétnou 2D Fourierovu transformaci [8]:

Foy =FTo{ S = [ [ fi) e dndy. (23)

fron =FT{F, 0} = 1 TT F,,,, " du,dv. (24)

Pro zjisténi difuzniho koeficientu D se na tomografu snimaji minimalné 2
obrazy. Prvni je pofizen bez aplikace difuznich gradientl (M) obr. 15, druhy obraz je
pak sejmut s difGzi (Mgp) obr 16. Sejmuté obrazy maji 256x256 pixell a v zobrazeni
je pouzit fez 3 mm.

Obr. 15 Sejmuty obraz bariky s vodou M, Obr. 16 Sejmuty obraz Mgp

U obou obrazl je potfeba omezit Sum. Tato operace muze byt v Matlabu
jednoduse provedena v cyklu for, kde kontrolujeme hodnotu velikosti kazdého pixelu
obrazu a porovnavame je s empiricky zjiSténou konstantou tak, abychom Sum, ktery
nema o obrazu Zadnou vypovidajici hodnotu, vyruSili. Obrazy pak po téchto
operacich budou vypadat nasledovné.
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Obr. 17 Odfiltrovany obraz 15 Obr. 18 Odfiltrovany obraz 16

Na obrazy po filtraci obr. 17 a 18 vyuZijeme vztah (17) pro pfimé odecitani D.
Takto vznikly obraz uvedeny na obr. 9 by mél byt kvalitnéjs§i a mél by mit vétsi
vypovidajici hodnotu. Zaroven z néj pujde pfimo &ist hodnota difaze.

Obr. 19 Vysledek ze dvou vstupt

V porovnani se vstupnimi obrazy je zfejmé, Ze takto provedena Uprava je
vyhodna. Podobnym zplUsobem pak muzeme postupovat i pfi Upravach s vice
vstupnimi daty.

Pfi zpracovavani dat smrkovych kultur bylo pro lepSi prfesnost pouzito tfi
méfeni. Prvni méfeni bez difuzniho gradientu, druhé s difznim gradientem 25000
tfeti obraz s hodnotou -25000 Kazdy vysledny obraz pak byl slozen ze trfech
takovychto vstupd.
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3.3 Ziskani hodnot z programu Marevisi

Marevisi je zkratka pro Magnetic Resonance Vision. Je to program pouzivany
na UPT AV CR v Brné k vyhodnocovani dat ziskanych z magnetické rezonance.
Data, ktera dostaneme jako vystup programu vypocet3mereni se nactou jako 2D
image a pokud uz nejsou ve spektralni oblasti, je mozné zjistit hodnoty difuze. Pfi
kazdém méfeni smrkovych kultur byla soucasti méfeného vzorku kulicka s vodou,
dale dvé vrstvy substratu a na kazdé vrstvé 3 vzorky smrkovych kultur. Barka
s vodou vzdy byla dole, nad ni je substrat s olovem a nejvySe polozeny je substrat
obsahuijici zinek. Pro zjisténi difiznich koeficientd vybereme v daném obraze mista,
ve kterych chceme tuto hodnotu zjistit a to pouze v rozsahu, ve kterém povazujeme
data za nezkreslena. Pokud se v misté, ve kterém potfebujeme hodnotu signalu
odecist, obraz ztraci, je |épe tuto hodnotu do vysledku nezapocitavat.

Z kazdé vybrané oblasti ziskame hodnotu minimalni (min), maximalni (max) a
primérné difuze (mean). K dalSimu zpracovani dat pak volime vzdy primérnou
hodnotu.

.65 63 -2 497e-010 3.432e-009 1.979=-0039
1Th 063 =6} -2.497e-010 3.432e-009 1.979=-009

Rzl I Distrib ¥ Same scale  Copy stat F!chontentsl
S I =t ¥ Density 0K I F'nntI Copy hist

| |

3.0000000000 00000000010 £.0000000020 0.0000000030

Obr 20 Zjisténi difize pro vzorek 3 na substratu 10002ZN ze dne 30.1

4. Méteni difaznich koeficientid smrkovych
kultur

Cilem této kapitoly je stanoveni difuzi v kultivovanych ranych somatickych
embryich (RSE) a zjisténi vlivu slozeni substratu na velikost difuze. Vychazelo se
z dat namérenych na tomografu 4,7 T/200 MHz UPT AV CR v Brné. Probéhlo celkem
21 méfeni. Jedna se o 3 mm hluboky fez. Cas Te=17ms. K méfeni byla vybrana
metoda PFG-SE (pulsed field gradient spin—echo). Jedna se o takzvanou 6-
intervalovou sekvenci. Méfeni probihalo v pribéhu &trnacti dnl. Pfi kazdém méfeni
byl ten samy obraz méfen pro tfi rizné hodnoty gradientnich impulzt (0, 25000, -
25000). Tyto hodnoty impulzu jsou relativni Cisla, ktera udavaji velikost impulzu. U
tomografu, na kterém bylo méreni provadéno, odpovida cislo 25000 hodnoté
162 mT/m. Teplota méfeni se pohybovala kolem 20,6°C. Méfené vzorky jsou rana
somatickda embrya (RSE) smrku ztepilého. Tyto vzorky jsou kultivovany ve sterilnich
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plastovych Petriho miskach o priméru 50 mm. Na kazdou misku jsou ulozeny vZzdy tfi
shluky RSE. Priklad RSE obr. 21.

Obr. 21 Shluk RSE smrku ztepilého - obrazek poskytl Be. Jifi Baloun (MZLU)

V Petriho miskach je dale umisténo kultivacni médium (LP/2) -substrat. Jedna
se o zakladni medium pro kultivaci RSE smrku. V kazdé misce je pfiblizné 30 ml
LP/2. V tomto experimentu je substrat modifikovan olovem a zinkem.

Slozeni substratu (pro objem 250 ml)

250 uM Pb:

- makro prvky 12,5 ml,

- mikro prvky 0,125 ml,

- zelezo 0,625 ml,

- gelrit 0,875¢,

- cukr 59,

- vitaminy (pfidané az po sterilizaci teplem),

- sterilni destilovana voda (pH 5,7 — 5,8) dopInéni objemu,

- Pb(NO3)2 1,25 ml,

- EDTA 1,25 ml (ethylendiamintetraoctova kyselina, jde o

chelat a vyvazuje ionty kovl a tim aktivuje fadu enzymu).

1000 uM Zn:

- makro prvky 12,5 ml,

- mikro prvky 0,125 ml,

- zelezo 0,625 ml,

- gelrit 0,875¢,

- cukr 59,

- vitaminy (pfidané az po sterilizaci teplem),

- sterilni destilovana voda (pH 5,7 — 5,8) doplnéni objemu,
- Zn (NO3)2 5,0 ml,

- EDTA 5,0 ml.

Na cca 30 ml substratu se umistily 3 shluky RSA. Z divodu mensiho poctu

mérfeni jsme do kazdého méfeni zahrnuly dvé Petriho misky tak, aby v jednotlivych
méfenich byl jak substrat se Zinkem tak i s olovem.
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Na obr. 22 a 23 je znazornény vystup z tomografu pred a po Fourierové transformaci.
V dolni ¢asti je banka s vodou, nad ni je olovnaty substrat a nahofe substrat se
zinkem. Tyto obrazy byly ziskany bez difuzniho gradientu. Pro presnost ziskanych
vysledku je pak dulezité, aby byl vzorek, ze kterého budeme odecitat hodnoty vzdy
ve stejné poloze. Z takto ziskanych obrazl se ale hodnota difize pfimo Cist neda. Je
nutné data zpracovat programem vypocet3mereni uvedeném v pfiloze €. 2. Tento
program vyuziva pro vypocet difuzniho koeficientu vychozi vztah (19). Po této upravé
jiz vzorec predpoklada tfi vstupni obrazy pro rGzné velikosti difGzniho gradientu.
Pokud by vstupni obrazy byl pouze dva, vychazelo by se ze vzorce (17). V pripadé
vice vstupl by vztah musel byt jesté dale upraven. Pro pfipad tfech vstupl je mozné
relativni chybu difazniho koeficientu vyjadfit vztahem (20).

Po zpracovani dat programem vypocet3mereni, do kterého vkladame vzdy
trojici dat, jsme postupné ziskali sedm vystupnich soubort, ze kterych se v programu
Marevisi daji pfimo odecist hodnoty difuze. Takto ziskané hodnoty se budou déle
upravovat v programu Microsoft Excel.

Obr. 22 Priklad obrazu ve frekvenéni oblasti Obr 23 Priklad obrazu v éasové oblasti
Ze vs$ech tfinacti oznacenych ¢asti na obr 24 ¢teme primérnou hodnotu diflize
a hodnoty zaznamename. Banka s vodou je ve vzorku umisténa pro lepSiho srovnani
a hodnota z ni ¢tenad se vyuzije k normovani vSech odebranych vzorkd. Zjisténé
hodnoty vody substratu i vzorkd jsou v tabulce 2. Ze ziskanych dat je pfi prvnim
porovnani vidét, Ze druhé méfeni (dne 23. 1. 2008), se od vSech ostatnich dnu lisi, a
proto stimto méfeni vdalSim zpracovani nepocCitame. Toto méfeni je
pravdépodobné zatizeno chybou, ktera by vysledné hodnoty ovlivnila.
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Obr. 24 Vystup z programu vypocet3mereni otevi‘eny v programu Marevisi tak, aby se z vybanych
oblasti daly primo ¢ist hodnoty difizi. A) NaCteny obraz ze 30.1.2008 v &ernobilé podobé s vybranymi
oblastmi pro ¢teni hodnot diftize. B) Stejny obraz s barevnym rozliSenim pro lepsi prfehlednost.

Ze vsech relevantnich hodnot difuzi banék s vodou se pocita stfedni hodnota
difuze vody, kterd se vyuziva k normovani. Tato hodnota je pocitdna jednoduchym
aritmetickym pramérem.

D +D +D

D _ 25.1(voda) 28.1(voda) 30.1(voda)
sti(voda) — 5

+D +D

1.2(voda) 4.2(voda)

(25)

Z tohoto vztahu D voda) = 2,16-10° m?s.

Velikost rozdilu mezi touto hodnotou a hodnotou difuze vody v jednotlivych
dnech potom ovlivni. Hodnoty difuzi vS§ech vzorkl naméfenych toho dne podle
vzorce: (pfiklad normovani hodnoty substratu 1000Zn ke stfedni hodnoté vody)

D D,

D ’ _ Hstivoda) " £71000Zn(substrat1)
1000Zn(substratl) — D .
22.1(voda)

(26)

Takovymto zpusobem je mozné normovat vSechny naméfené hodnoty a to jak
pro substrat, tak i pro vzorky smrkovych kultur. Tento zplsob Upravy vyslednych
hodnot ndm umozni korigovat systematickou chybu, ktera mohla vzniknout diky
rozdilim v méfeni v jednotlivych dnech. Vychazime totiz z Uvahy, ze hodnota
difuzniho koeficientu se v bance s vodou v pribéhu ¢asu neméni.

V kazdém dnu vypocitdme stfedni hodnotu z normovanych hodnot substratu
jak pro substrat 1000Zn tak i pro substrat 250Pb a v poslednim kroku se vSechny
hodnoty vzorkd normuji ke stfedni hodnoté substratu pod nimi. Tato Uprava
predpoklada, ze hodnota difuze substratu v kazdém jednotlivéem méreni by méla byt
ve v8ech mistech tohoto substratu stejna a pfiblizné rovna aritmetickému priméru
vS§ech hodnot substratl daného méfeni. Pokud neni, hodnota vzorku se musi
adekvatné upravit. Z kazdé ziskané trojice hodnot, ve kterych jsme se normovanim
pokusili snizit chybu vzniklou jak mezi jednotlivymi méfenimi, tak i v pribéhu jednoho
mérfeni, vypoc&itdme aritmeticky prGmér a tuto hodnotu bereme jako hodnotu difuze
v daném dni na daném substratu.
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Den méreni 2212008 221.2008| 23.1.2008| 23.1.2008( 25.1.2005| 25.1.2008| 25.1.2008| 26.1.2008| 30.1.2008| 30.1.2008( 1.2.2008( 1.2.2008| 4.2.2008| 4.2.2008
Vzorek Substrat |Vzorek |Substrat |Vzorek [Substrat |Vzorek |Substrat |Vzorek |Substrat |Vzorek |Substrat|Vzorek |Substrat |Vzorek
Dim¥s] |D[mA=] |D[m=] |D[mAs] |Dwi=] |Diw®s] |Dimfs] |DimA=] |[Dimfs] [Dimfs] (Dmfs] |Dmi=]  |Dinf=]  |D i)

Voda 1,61E-09 G, 70E-11 2, 18E-05 2, 15E-05 2 23E-05 2,20E-09 2 05E-05

100020 1 1,85E-08| 1,65E-08| 277E-11| 220E-10| 267E-09| 2 55E-09| 2 85E-05| 252E-09| 266E-09| 248E-09| 263E-08( 2 7OE-09| 255E-0%| 5 90E-10
2 1,67E-08| 1,11E-08] 1,30E-10| 1,00E-10| 237E-09| 225E-09| 2 30E-09| 2 34E-09| 23VE-09| 2 26E-09| 2 34E-09( 2 30E-09| 2,01E-0%9| 2 03E-08
3 1,63E-09| 1 47E-09) 4123E-10| 41 30E-10( 2,30E-09| 240E-09) 227E-09) 201E-00| 22TE-09| 1 98E-00( 233E-09( 2 01E-09| 1 27E-09| 3 6G0E-10

250Pb 1 1,76E-09| 200E-09) 220E-10| 930E-11| 2,33E-09| 2 3ME-09) 233E-09) 240E-00| 238E-09| 2 40E-09( 2 40E-09( 2 55E-09| 2,05E-09 2 01E-09
2 1,61E-09| 1,50E-09) & 00E-11| &80E-11| 2,21E-08| 2 30E-09| 2Z27E-09| 2 00E-00| 228E-00| 224E-00( 2 28E-09( 2 24E-09| 145E-09| 1,17E-09
3 1,65E-09| 1,63E-09) &10E-11| S40E-11| 2,289E-09| 1,96E-09| 229E-09| 1 95E-09| 234E-09| 212E-09( 2 32E-09( 2 46E-09| 1,00E-09| 1,17E-09

Voda Dstf 2,16E-09 [m¥s]

Normovani na stredni hodnotu vody:

1000Zn 1 2 43E-05) 2 ZZE-05 2 65E-09) 2 53E-09| 255E-09( 2 53E-09( 2 58E-09| 2 40E-09| 2 S8E-09) 2 65E-09) 2 FrE-09) 622E-10
2 2, 24E-05| 1,45E- 2, 30E-08) Z22Z2VE-05| 231E-08( 2 35E-09( 2 30E-08| 215SE-09| 2 30E-09| 2 28E-05) 212E-09] 2 14E-05
3 2 19E-08| 1,897E- 2, 28E-09) 2 38E-05| 228E-09( Z02E-09( 220E-08| 1,92E-09| 2 25E-09) 1,S8E-0 4E- 9,07E-10

stredni hodnota 2 31E-05 2 43E-05 2 38E-05 2 36E-05 2, 38E-05 2, 08E-0

250Pb 1 2 I6E-09| 2 6OE-09 2 31E-09] 220E-09( 234E-00( 250E-09( 2 31E-09| 2 33E-09| 2 IGE-09) 2 51E-09] 216E-09] 2 12E-09
2 2 18E-08] 2 14F-09 2 19E-08] 237E-08] 231E-08| 210E-08| 221E-08| 217e-08| 2 24F- 08| 220F-08| 1.53F-08] 1.23F-08
3 2 226-08| 2. 19E-08 227e-08| 1946-08] 2306-08| 1.86e-08| 227E-08| zo0sE-08| 22808 2476-08| 1.05E-08] 1.23E-08

stfedni hodnota 2 25E-03 2 25E-09 2 32E-08 2 25E-03 2 79E-08 1 58E-09

Hormovani dalgi na stredni hodnotu substratu pod kulturami:

1000Zn 1 2, 06E-05 2 32E-05 2 37E-05 2, 20E-05 2 45E-05 4 66E-10
2 1,53E-08 2, 34E-05 2 42E-05 2 25E-05 2, 35E-09 2, 10E-05
3 2 08E-09 2 53E-09 2,11E-09 2 06E-09 2 06E-09 1,41E-09

stiedni hodnota 1,89E-09 2 40E-09 2, 30E-09 2ATE-09 2, 29E-09 1,32E-09

250Pb 1 2, 55E-05 2 24E-05 2 48E-05 2 28E-05 2, 44E-05 1,55E-09
2 2, 22E-05 2 44E-05 2 11E-05 2, 22E-05 2, 20E-08 1,28E-08
3 2,22E-0% 1,93E-08 1,98E-08 2,05E-05 2, 43E-08 1,85E-08

stredni hodnota 2, 33E-09 2, 20E-09 2 19E-09 2 18E-09 2, 3TE-09 1,56E-09

Tabulka 2 Namérend data vzorku substratu a vody, normované hodnoty na stredni hodnotu vody, normované hodnoty na stfedni hodnotu
substratu pod jednotlivymi kulturami
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Z tu€né zvyraznénych hodnot difuze v poslednich fadcich tabulky jednotlivych
vzorkl je mozné sestavit graf, ktery ukazuje vyvoj difizniho koeficientu vzorkd
v pribéhu jednotlivych dnu a to pro zinkovy i olovnaty substrat.

Difizni koeficienty smrkovych kultur
3,00E-09

2,50E-08

2,00E-09 — \\P
1,50E-09 ——1000Zn

S —=—250Ph

Dm?/s]

1,00E-09

5,00E-10

0.00E+OO T T T T T T T T T T T T T T
21.122.123.124.125.126.127.128.129.130.131.1 1.2 22 3.2 42 52

Den méieni

Obr. 25 Graf zavislosti difizniho koeficientu vzorkt smrkovych kultur na dob€ rastu t€chto kultur.

Z grafu je patrné, Ze se hodnota difuzniho koeficientu u smrkovych kultur lisi
v zavislosti na tom, &im je tvofen substrat, na kterém vzorky rostou. Hodnota
koncentrace 250Pb ale jesté neni natolik velkd, aby se projevila toxicita tézkého
kovu. Z tabulky &. 2 je vidét, e hodnoty diftzi se pohybuiji v fadech 10°. To ukazuje
na spravné pouziti techniky PFG-SE, ktera je vyuZitelnd pro mérfeni difuznich
koeficientd u atomd a molekul v homogennich kapalinach a pevnych latkach kde
difize D neklesne pod 10" m?s.

Pokud bychom méfili v systému, kde D je mala (D < 107" m?/s), bylo by nutné
pouzit nékterou z viceintervalovych sekvenci, které jsou uvedeny v kapitole 3.2. Pro
takovéto méreni by ale musel byt pfepocitan b-faktor a tim i pozménény programy.
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5.7Zaver

Bakalarska prace se v uvodu zabyva technikou magnetické rezonance a jejim
fyzikalnim zakladem. V daldich Céstech jde pak zejména o mérfeni difuznich
koeficientd D a stim spojeny vypocet b-faktoru. Toto méfeni bylo provadéno na
smrkovych kulturach, které po dobu ¢&trnacti dni vyrustaly na dvou rozdilnych
substratech (zinkovy a olovnaty).

Pro mérfeni difaznich koeficientd mohou byt pouzity metody popsané
v uvodnich kapitolach: 6-intervalova pulzni sekvence, 7-intervalova a viceintervalovée
sekvence. Pro experimentalni méfeni pak byla vybrana 6-intervalova pulzni
sekvence spinového echa (pulsed field gradient spin-echo) PFG-SE. A to prfedevsim
podle slozeni méfeného materidlu a podle relaxacnich ¢asU T,. Pro klasickou
6-intervalovou sekvenci byl navrzen program v pfiloze 1 pro vypocet b-faktoru za
pfedpokladu obdélnikovych gradientnich impulzl, které maji oba stejnou polaritu a
které jsou rozmistény symetricky kolem 180° impulzu.

Ziskana data jsem upravil v programu uvedeném v pfiloze 2 a to podle
metodiky uvedené v kapitole 5. Ze sady 21 souborl bylo touto metodou ziskano 7
obrazll pfevedenych z frekvenéni do Casové oblasti, které jiz mohly byt pouZity
k pfimému ¢teni hodnoty difuze.

Z kazdého obrazu bylo mozné zjistit az 13 hodnot difGznich koeficientl, které
byly pouzity k dal§imu zpracovani (normovani) v programu Excel. Normovani se
provadélo nejprve ke stfedni hodnoté difuze vody a poté se kazda hodnota vzorku
normovala ke stfedni hodnoté substratu, na kterém rostla. Aritmeticky prdmér
normovanych hodnot difGzi vzorkd v zavislosti na dnech méreni je vynesen do grafu.
Z tohoto grafu se da zjistit vyvoj velikosti difuze pro jednotlivé substraty.

Tato prace by mohla poslouzit jako navod pfi dalS§im studiu vlivu slozeni
substratu na kultury, které se na ném rozviji. Zaroven by se pfi dalSich
experimentech mélo méfit pravidelnéji a po delSi casové obdobi a mél by se klast
velky ddraz na minimalizaci chyb, které v prib&éhu méfeni mohou vzniknout.
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P¥ilohy

Priloha 1: Cdst programu na vypoéet b-faktoru

S o

¥ % Nacteni hodnot potfebnych k vypoctu
[filenameplus, pathname] = uigetfile('*.dat',
fname=[pathname, filenameplus];

dat =load(fname);

'ReferenRnY data');

o\
o\

které vyuzijeme k vypoctu.
zvolenou technikou.

Definovédni proménnych a konstant, Tyto

% hodnoty jsou dany zplUsobem méreni a

o\

delta = dat(1,1); %$delka gradientu difuzne citliveho
deltal = dat(2,1); $delka od 900 pulsu k pocdtku gradientu
delta2 = dat(3,1); %$delka od konce gradientu do 1800 pulsu
DELTA = dat (4,1); %$cas mezi cas mezi pi/2 pulsy

gama = dat (5,1); $gyromagneticky pomer

AGP = dat(6,1); $relativni amplituda gradientu

AGR = dat(7,1); $relativni amplituda gradientu

AFP = dat(8,1); $relativni amplituda gradientu

AFR = dat(9,1); $relativni amplituda gradientu

Ag = dat(lO 1); $relativni amplituda gradientu

Af = dat(11,1); $relativni amplituda gradientu

MO = dat(12,1); %$amplituda echa bez gradientu

ME = dat (13,1); $amplituda echa s gradienty

Gp = 180e-3 .* AGP; $amplituda difuzne citliveho gradientu
Fp = 180e-3 .* AFP; $amplituda difuzne citliveho gradientu
Gr = 180e-3 .* AGR; $amplituda difuzne citliveho gradientu
Fr = 180e-3 .* AFR; $amplituda difuzne citliveho gradientu
GO = 180e-3 .* Ag; $amplituda difuzne citliveho gradientu
FO = 180e-3 .* Af; $amplituda difuzne citliveho gradientu
MM = ME/MO; $pomér amplitudy s a bez gradientu
G=[GO0 Gp+GO GO GO Gr+GO];

$vzdadlenost od zacadtku prvniho gradientniho pulsu k zac¢dtku druhého pulsu.
DELTAk = delta + deltal + delta2;

svypocet b-faktoru bez gyromagnetického poméru

bk = delta.”2 .* Gp.”2 .* (DELTAk - delta./3)

$vypocet b-faktoru

bku = gama”“2*delta.”2 .* Gp."2 .*
$moznost dopoc¢itani diftuzniho koeficientu
Dklasicka = -log(MM)/ gama”~2/bk

$moznost dopoc¢itani diftuzniho koeficientu
Dbku=-1log (MM) /bku

(DELTAk - delta./3);
pro b-faktor bez gama

pro b-faktor s gama
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Priloha 2: Program vypocet3mereni

$vymazani obrazovky a zadadni hodnoty b-faktoru
clear
bfaktor = input ('Zadej hodnotu b-faktoru pro GD: ")

$Zadavani vstupnich dat podle instrukci. Nejdrive pro nulovy gradient,
$potom pro kladny gradient 25000 a nakonec pro zdporny gradient -25000. Zde
%$je uvedeno pro priklad jen nacteni pro nulovy a kladny gradient.
'Zadej GD=0'
if ~exist ('DATA', 'var'),
[filename, pathname] = uigetfile('*.mat', 'Otevreni ks-datoveho souboru');
fnamel=[pathname, filename];
if ~isempty (fnamel),
clear DIM SIZE DIR_NAME FOV DOMAIN HZ_PPM
load (fnamel) ;
[ps,prl=size (DATA);
DATA1=DATA;
end
end
clear DATA

'Zadej GD'
if ~exist ('DATA', 'var'),
[filename, pathname] = uigetfile('*.mat', 'Otevreni ks-datoveho souboru');

fname2=[pathname, filename];
if ~isempty (fname2),
clear DIM SIZE DIR_NAME FOV DOMAIN HZ_ PPM
load (fname?2) ;
[ps,prl=size (DATA);
DATA2 =DATA;
end
end
clear DATA

$provedeni inverzni Fourierovy transformace a funkce fftshift, které
$provede presun pocatku transformace do stfedu pravouhelniku
datal=fftshift (ifft2 (DATAl));

data2=fftshift (ifft2 (DATA2));

data3=fftshift (1fft2 (DATA3));

$vyhleddni maximd&lni hodnoty v datal

maxdata=max (max (abs (datal)));

$omezeni Sumu. Vyhleddni hodnot amplitud mensich neZz hodnota 0, 04*Maxata a
$prifazeni jim hodnoty blizké nule. Takovéto omezeni amplitud Sumu Je
$provedeno pro vsechny soubory s daty (datl,dat2,dat3)
a = 0.04 * maxdata;
for i = 1:256
for k = 1:256
if abs(datal (i, k))<a
11(¢(i, k)= 0.000001;
else
11(i, k) = datal(i,k);
end
end
end
datal = abs(1l1l);
for i = 1:256
for k = 1:256
if abs(data2 (i, k))<a
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11(i,k)= 0.000001;

else
11(i,k) = data2(i,k);
end
end
end
data2 = abs(1l1l);

for i = 1:256
for k = 1:256
if abs(data3 (i, k))<a
11(¢(i, k)= 0.000001;
else
11(i,k) = data3(i,k);
end
end
end
data3 = abs(1l1l);

$provedeni funkce 1ln na data. (logaritmus podilu= rozdilu logaritmu)
ldatal = log((abs(datal)));

ldata2 = log((abs(data2)));

ldata3 = log((abs(data3)));

$operace podle vzorce 21. Provadi se aby bylo mozno odec¢itat difuzi.
ldataplus = (ldata2 - ldatal);

ldataminus = (ldata3 - ldatal);

ldata = (ldataplus + ldataminus)./bfaktor./2 ;

$ulozeni vyslednych dat do nového souboru
DIM= 2;

SIZE = [256 256];

DIR_NAME = ['ph-enc ' ; 'readout']';

FOV = [1 11;

DOMAIN = [3 3];

HZ_PPM = [200.1025 200.10257];

DATA = ldata;

tfname = input ('Target MAT-file name: ','s');
ffname=[pathname, tfname];

save (ffname, 'DIM', 'SIZE', 'DIR_NAME', 'FOV', 'DOMAIN', 'HZ_PPM', 'DATA', '-V4');
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