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Zasady pro vypracovani:

Cile prace:

1. Realizovat tomografické méfeni vybranych biologickych vzorki na odlisnych CT systémech.
2. Popsat zakladni stavbu a principy pouzitych tomografickych systémi.

3. Uvést piipravu vzorku pro tomografické méreni.

4. Provést srovnani tomografickych dat z jednotlivych méfeni, vyhodnotit kvalitu obrazu a
stanovit vyhody ¢i nevyhody vzhledem k zobrazeni biologickych otazek.

K podlozeni vysledki je nutné provést segmentaci vybranych ¢asti biologického vzorku.
Teoretickd vychodiska:

K porozuméni procesu vyvoje Zivoc¢ichi je pozadovdna presnad vizualizace a parametrizace
tii-dimenziondlniho embrya, napiiklad mySi. Vyuziti rentgenové pocita¢ové tomografie v em-
bryologii a vyvojové biologii je limitovano nizkym kontrastem mékkych tkdni. Limity jsou
oSetfeny pomoci barvicich technik. S jednoduchym kontrastnim barvenim poéitac¢ova mikro
tomografie mize produkovat kvantitativni, velice kontrastni 3D zobrazeni mékkych tkéani s
vysokym rozliSenim, bez poskozeni vzorku a s moznosti kombinovani s dalsimi zobrazovacimi
technikami. Na kvalitu tomografickych dat téchto vzorkt maji bezpochyby vliv i dané prvky
tomografického zafizeni, konkrétnéji snimac a zdroj rentgenového zareni.

Vystup:

1)Protokol pfipravy vybraného orgédnu mysi pro rentgenovou mikrotomografii.

2) Mikrotomografickd data mékkych tkani.

3) 3D model vnitini struktury.

Vyzkumné predpoklady:

1)Cévni systém jater je doprovézen Zlu¢ovymi kandlky

- rozliSeni cév od zlucovych kanalkd pomoci mikro CT

2)Mékké tkédné maji na RTG snimcich $patny kontrast

- zhodoceni rznych barvicich technik k dosazeni vhodného kontrastu s respektem k rozlieni
zluCovych a cevnich systémi

- segmentace zlucovych a cévnich systémt v jatrech

Metoda:

Zapojeni se do realizace tomografického méteni biologickych vzorki, sezndmeni se s jejich
zpracovanim, nauceni se ovladdat profesionalni software VGStudio MAX a schopnost vygene-
rovani 3D modelu objektu pomoci riznych renderovacich algoritmi. Ke zpracovani dat bude
pouzito riznych metod segmentace. Samostatné studium principti rentgenové tomografie v
ramci doporucené literatury.

Technika préace, vyhodnoceni dat:

Metody zpracovani obrazu, software pro zpracovani tomografickych dat, CT pfistroje GE
L240, Rigaku Nano3DX.

Misto a cas realizace vyzkumu:

Laboratofe rentgenové pocitacové mikro a nano tomografie

Vysoké uceni technické v Brné

Stiedoevropsky technologicky institut

Technickd 3058/10

616 00 Brno

Vyzkum bude probihat v rozmezi 1.10.2015 az 30.4.2016.

Vzorek:

Orgény laboratornich zvifat zajisti Ustav Zivoc¢isné fyziologie a genetiky AV CR.

Garant experimentalni ¢asti: Ing. Toma§ Zikmund, Ph.D. - Stfedoevropsky technologicky
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Seznam zKratek

2D

3D

AV

CT

DAS

EMI

FOV

GE

HU

Kl

KL

PTA

RTG

TUL

tzv.

Xe

uv

dvourozmérny (two dimensional)

trojrozmérny (three dimensional)

Akademie ved

pocitacova tomografie (computerised tomography)
systém pro sbér dat (Data Acqusistion System)
Electric and Musical Industries

zorné pole (Field Of View)

General Electrical

Hounsfieldovy jednotky (Hounsfield unit)

jodid draselny

kontrastni latky

kyselina fosfowolframova (phospotungstiac acid)
rentgen

Technickd univerzita v Liberci

takzvany

xenon

ultrafialové svétlo
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Seznam symbolu

(o]

SNR

kontrast

pramérnd intenzita
zmeéna primeérné intenzity
signal

Sum

smérodatnd odchylka z primérné intenzity pozadi

pomér signalu k Sumu (Signal to Noise Ratio)

14



I Uvod

Bakalaiska prace Rentgenova pocitacova mikrotomografie mekkych tkani se zamétuje
na zpracovani biologickych vzorku a jejich zobrazeni pomoci pocitacové tomografie.
Prvotnim cilem bylo zobrazit cévni a sou€asné Zluové systémy v jatrech laboratorni
mysi. Cil prace byl motivovan vyzkumem ojedin€lého onemocnéni jater, tzv. Alagillav
syndrom, kde by zobrazeni cévniho a zlucového systému pomohlo porozumét disfunkci

jater.

Jatra maji v organizmu nezastupitelnou funkci a proto je jejich zkoumani a detailni
znalost struktury dileZita pro pochopeni disfunkci tohoto organu a tim i dosaZeni vétsi

moznosti vyvinuti mozné 1écby.

Prace obecné popisuje princip vzniku, Sifeni a i€¢inkl rentgenového zareni, mechanizmy
méfeni pomoci pocitacového tomografu a predstavuje moznosti kontrastovani mekkych
tkani. K vlastnimu feSeni kontrastovani jater mysSi jsou testovany 3 pfistupy: jod,

lyofilizator v kombinaci s jodem a Lugoltv roztok.

Vysledky barveni jater jsou hodnoceny a jsou vybrana nejkvalitnéjsi CT data jater,

na kterych byla realizovana segmentace a vizualizace cévniho systému v jatrech.

Vystupem zkoumani je 3D model segmentovanych casti cévniho systému jater, ktery
byl pro lepsi nazornost vytistén na 3D tiskarné ve spolupraci s laboratofi prototypovych
technologii a procestt na Technické univerzité¢ v Liberci a protokoly popisujici postup

barveni mékké tkang.

Obr. 1: Pocitacovy tomograf v laboratoii CEITEC — VUT [zdroj autor]
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Il  Teoreticka ¢ast

Teoreticka cast bakalaiské prace se zabyva pojmy potiebnymi pro vysvétleni
a pochopeni praktické casti této prace. Konkrétné je zde popisovan vznik a Sifeni
rentgenovych paprskl, technologie a pouziti pocitacovych tomografii a druhy téchto
pfistroju. Jsou zde uvedené hlavni funkce organu jater a jeho dilezitost. Dale techniky
pro zlepseni obrazu mékkych tkani, tedy kontrastni latky a jejich druhy. Je zde sepsana

I zakladni stavba a vyuziti CT systémd.

4

1 Rentgenové zareni

Rentgenové zéfeni je svou podstatou elektromagnetické vinéni, kam se tadi i rddiové
viny ¢i viditelné svétlo, ovSem s velice kratkou vinovou délkou a vysokou frekvenci.
VInové délka se pohybuje v rozmezi 10™° — 10 metrd. Toto zafeni jako prvni objevil
Wilhelm Conrad Roentgen, ktery za sviij objev ziskal Nobelovu cenu za fyziku v roce
1901.

Zateni vznika interakci Gastice s hmotou v elektronovém obalu. Cim vétsi je rychlost
leticich elektroni, tim vétsi je pronikavost zafeni. Interakce RTG zateni s hmotou
v zasadé probiha dvéma zpusoby a to fotoefektem nebo Comptnovym jevem. Zdroje
RTG zafeni jsou rizné. Mezi ptirozené zdroje patii hvézdy, napiiklad naSe Slunce. Pro
vyzkumné a diagnostické ucely, kde se svyhodou uplatiuje zdkladni vlastnost
rentgenového zafeni, a to pronikavosti, se v mediciné iprimyslu vyuzivaji zdroje
umélé. NejznaméjSim a nejpouzivanéjSim umélym zdrojem je rentgenova trubice

(rentgenova dioda, lampa), tzv. ,,rentgenka‘“ viz obr. 2.
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Obr. 2: Schéma rentgenova lampa [1]

V dnes$ni dobé¢ se pro lékarské ucely pouzivaji tzv. Coolidgeovy rentgenky se dvéma
elektrodami. Trubice se sklada z n¢kolika ¢asti. V trubici — bance, kde je vytvofeno
vakuum, se nachazi katoda, ktera je v rozzhaveném stavu zdrojem elektronti, a anoda,
na kterou tyto elektrony, urychlené elektrickym polem o vysokém napéti, dopadaji.
Trubice, tedy obal pro katodu a anodu se dfive vyrabél ze skla, v dnesni dobé se uz
ptechazi na kovovou schranku, ktera poskytuje vice vyhod. Pronikavost RTG zafeni

ovliviiujeme pomoci zmény napéti mezi katodou a anodou.

Katoda i anoda jsou vyrobeny z kovu s vysokou teplotou tani, nejcastéji z wolframu.
Kov musi byt dobfe vodivy, protoze pouze asi 1 % leticich elektronli je pfeménéno na
rentgenové zatreni. Zbytek (99 %) se méni na teplo a zahiiva anodu, kterd musi mit
Z tohoto ditvodu vlastni chladici mechanizmus. Chlazeni anody je nejcastéji zajisténo
otacenim samotné anody, tak aby paprsky dopadaly na rtizna mista nebo se duty prostor
anody plni chladici kapalinou (pro mensi pfistroje se mize pouzit i vzduch). MoZna
je i kombinace obojiho. Rentgenové trubice jsou Casto vybirany také podle schopnosti

vést teplo. Proto popisujeme tepelné jednotky (HU = heat units), kde 1 HU = 0,74 J [2]
[31 [41 [5] [6] [7].
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1.1  Déleni rentgenového zareni

Dle mechanizmu vzniku je RTG zafeni rozdélovano na zateni brzdné a charakteristické.
Jak uz nazev napovida, brzdné rentgenové zaieni vychazi z principu zbrzdéni leticiho
elektronu. Elektrony emitované katodou dopadaji na material anody, resp. do blizkosti
atomovych jader materidlu anody, a V dusledku plsobeni coulombovskych sil
se V elektrostatickém poli jadra trajektorie elektronu zakfivuje a prudce se méni i jeho
rychlost. Kineticka energie elektronu se Vv dusledku brzdéni pfeménuje na foton
0 odpovidajici energii — tato energic zavisi nanahodné trajektorii brzdéni, tedy
I kineticka energie pfeménéna na RTG zafeni je nahodna. Z toho vyplyva, ze brzdné

zateni je spojité.

Oproti tomu charakteristické zareni zavisi na charakteru kovu, na ktery dopadaji
urychlované elektrony z katody. Elektrony s velice vysokou energii jsou schopny
vyrazit elektrony nachazejici se v blizkosti jadra atomu kovu anody. Excitované
elektrony z obalu se pak vraceji na uvolnéné misto a piebyteCnou energii vyzari
V podobé charakteristického zareni. JelikoZ tento typ zafeni zavisi na materidlu anody,
znamena to, zZe vSechna vyzafend energie bude na stejné hladinég, tedy se bude jednat

0 zafeni, kter¢é ma Carovy charakter. Graf aschéma vzniku brzdného

a charakteristického zateni je vidét na obr. 3.

high-apeed

high-speed
-~ eleciron u:;ulr:?h
a P
(b)
o) n bremsstrahlung ML KY @ :
ejected h/\ J.ih” -
'._l-\;[rt:ﬂ'. charactenstc
oo - radiation
E_ 003
=
Q
B ooz
=
Bl o
E 0.0 |
0
Q 20 40 B0 80 100 120 140

X-ray energy (keV)

Obr. 3: Schéma vzniku brzdného (a) a charakteristického (b) zafeni, véetné grafu

energie téchto zatreni [7, upraveno]
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Energie RTG =zafeni se obvykle vyjadiuje v jednotkdch -elektron-voltd (eV),
1eV =1602*10" J, coz je velikost kinetické energie, se kterou je elektron
urychlovan skrz elektricky potencidl 1 V. RTG zatfeni mizeme rozd¢lit do dvou dalSich
skupin, a to podle pronikavosti, s jakou prostupuji latkami, a podle energie. Jednou
skupinou je tzv. mékké zaremi (124 eV az 12,4 keV) a druhou zareni tvrdé
(12,4 az 124 keV).

M¢kké RTG zatfeni ma vétsi vinové délky (10 — 0,1 nm) a také méné prostupuje lakami,
tzn. vice se ve tkanich absorbuje. Proto se v mediciné vyuziva napiiklad v oblasti
stomatologie. Naopak zafeni tvrdé ma krat$i vlnové délky (0,1 -0,01 nm) a vyssi
prostupnost latkami, tedy je vhodné pro rentgen kosti a napft. plicniho parenchymu.
Nékdy se mize tvrdost zéafeni vyjadfovat pifimo napétim rentgenky. Mensi

napéti - mékké zafeni, vétsi napéti — tvrdé zareni [2] [3] [7].

1.1  Oblasti vyuziti RTG zareni

Ihned po objeveni rentgenového zatfeni se s nim zacalo detailnéji pracovat a rozvijet jej
vSemi sméry mozného vyuziti. Nejvétsi piinos zaznamenalo RTG zafeni v oblasti
mediciny Vv diagnostice aterapii. Dnes se svyhodou uplatiiuje i pfi zkoumani vad
materialu v pramyslu. V diagnostice je nékolik druht rentgenti, které se pouzivaji dle
potfeby prozkoumat danou ¢ast téla. Jsou to stacionarni rentgeny, mobilni rentgeny,

a stomatologické rentgeny.

Diagnostika pomoci RTG zafeni je zaloZena na rtzné absorpci tkdni a nasledném
vyvolani obrazu proslého zateni. Diky tomu je ziejmé, Zze na rentgenovém snimku nelze
vSechno vzdy odlisit, pokud maji napi. mékké tkan¢ podobné absorpcni vlastnosti. Co
se tyce ostrosti obrazu, je snaha dosdhnout co nejvétsi rozliSeni, avSak vyvolany obraz
bude mit vZdy ur¢itou miru neostrosti. Tato neostrost je zplisobena nékolika pfi¢inami.
Pohybem rentgenovaného objektu, absorpci tkdn¢ a také tim, Ze ohnisko vzniku zareni

na anod¢ neni nikdy bodové, ale je to spiSe mala plocha.

V mediciné se bézné pozivaji dva principy prosvécovani tkané rentgenovymi paprsky
a témi jsou skiaskopie a skiagrafie. S ohledem na rtizné velkou davku ozateni je vzdy
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nutné uvazovat vyhodnou metodu jak z hlediska pacienta, tak z hlediska pozadovaného
obrazu k danému vykonu. Skiaskopie je kontinualni prosvécovani tkané, pfi¢emz jsou
okamzit¢ vidét vnitini struktury. Umoziuje tedy v aktudlnim Case hledat patologické
nalezy nebo instrumenty zavadéné do pacienta. S vyhodou se skiaskopie vyuziva pii
katetrizaci v angiografii. Naopak skiagrafie je tzv. snimkovani, pii némz je pacient
jednorazové prosvécovan RTG paprsky a je vytvafen obraz. Vyhodou skiagrafie je
krat$i snimkovaci ¢as a men$i davka ozafeni. Veliky vyznam pro diagnostiku ma
pocitaCova tomografie, kterd vyuzivd RTG zafeni k tvorbé 2D az 3D obrazu vnitinich

struktur.

Diky ioniza¢nim u¢inkim se RTG zafeni vyuziva i v terapii. Na zivé tkan¢ ma toto
zateni velice negativni vliv, pficemz inhibi¢né piisobi absorbovana ¢ast zafeni. Timto
principem je schopno omezovat nebo tplné zastavit bujeni nadorové tkang, ktera je diky
své rychlosti rastu na RTG zéafeni velice citlivd. Absorbovand davka se vyjadiuje
Vv jednotkach Grey — Gy, kde 1 Gy je energie 1 Joulu v latce o hmotnosti 1 kilogram.

Ucinek se s¢ita pii opakovaném ozatovani [3] [4].

1.2 Ochrana a osobni dozimetrie

Rentgenové, ionizujici, zafeni je lidskymi smysly nerozpoznatelné. Aby bylo mozné
chréanit se a urcit, jaké davce zafeni byl ¢loveék vystaven, je nutné zafeni detekovat
zpusoby, kterymi lIze RTG zafeni rozpoznat a urCit jeho davku. Zafeni je
zaznamenavano pomoci detektorii. Jak uz bylo zminéno, detektory slouzi k pfeméné
neviditelného zateni na viditelnou formu. K tomuto ucelu jsou vhodné piedevsim citlivé
fotografické emulze, které pii ozafeni vice ¢i méné zéernaji, v zavislosti na velikosti
ozafeni. Davka se urcuje pomoci stinidel na filmu, které¢ maji rozdilnou propustnost pro

zéfeni. Z odstina Sedi pod stinidly 1ze nasledné vypocitat davku ozateni.

Osoby, které s ionizanim zafenim pracuji V ramci pracovniho procesu, museji povinné
kontrolovat absorbovanou davku zafeni pomoci osobnich dozimetrli afidit se dle
predpisti zdkona o jaderné ochrané. Osobni dozimetr je maly osobni detektor

ionizujiciho zateni. Principy a velikosti osobnich dozimetrd mohou byt rizné — filmové,
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digitalni, prstové, tuzkové. Vzdy je snaha davku zéafeni co nejvice minimalizovat

jak pro pacienty, tak pro obsluhujici personal.

Aby nedochazelo k nepfiméfenému ozatfovani citlivych ¢asti  téla pacientd
a zdravotnickych pracovnikil, je nutné RTG zafeni peclivé stinit. K tomuto tcelu se
vyuzivaji olovéné zéastéry a rukavice pro zdravotnicky persondl artzné typy
prihlednych inepruhlednych bariér. Pfi bézném rentgenovém vySetieni musi byt

obsluhujici rentgenolog pfi ozafovani pacienta vzdy mimo mistnost [2] [3].

2 Pocitacova tomografie

Pocitacova tomografie je prevratna zobrazovaci metoda, diky niz je mozné vysetiovat
vnitini struktury objektu bez vnéjsiho zasahu. Princip CT popsal uz v roce 1940 Gabriel
Frank. Ptestoze tehdy jesté nebylo mozné tomograf technicky zkonstruovat, nechal
si svou vizi principu dne$niho CT pfistroje patentovat. Pro dne$ni dobu ma tato
zobrazovaci metoda Siroké pole vyuziti. Pocitatova tomografie se pro klinické ucely
vyviji uz od roku 1967, kdy byl v Londynské nemocnici instalovan prvni CT pfistroj
ztzv. prvni generace. Toto CT mélo velice Spatnou kvalitu obrazu a Cas straveny

méfenim a zpracovanim dat byl také velmi dlouhy.

Princip prvni generace spocival v tenkém paprsku RTG zafeni, ktery se horizontalné
posouval pifes skenovany objekt, nasledné¢ se rentgenka otocila o 1° a cyklus
se opakoval. Druha generace CT pfistrojii posunula metodu zase o kousek dal, kdyz
sniZila ¢as vySetfeni. Principem byly vicecetné tenké paprsky RTG zateni, mezi kterymi
byl thel 1°, rentgenka se tedy mohla pootocit rovnou o 6°. V roce 1975 piedstavila EMI
pristroj s tficeti detektory, ktery byl schopny zvladnout kompletni sken za méné nez
20 sekund. Treti generace vyuzivd mnoho detektori soustfedénych do mista vzniku
RTG paprskt, které jsou zaroven umistény piimo na oblouku pfistroje naproti
rentgence. Cely systém se po prozafeni objektu otaci, ackoli zdroj RTG zareni
a detektory zlstavaji navzajem stacionarni. Generace pocitaCovych tomografii se nadale
vyvijeji. Dnes se uz prevazné vyuziva prstenec s detektory po celém obvodu a jedna,

¢i dve rotujici rentgenky.
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Modifikace CT piistroji je mozné najit v oblasti védy a vyzkumu, zdravotnictvi,
strojirenstvi a prumyslu, také ve veterinarni sféfe. Typy tomografii jsou specifické podle
svého vyuziti. Nejvétsim rozdilem mezi klinickym a technickym, pramyslovym, CT je
pozadované rozliSeni a vzajemna poloha pfistroje a objektu. V mediciné se kvuli
stabilizaci pacienta otac¢i prstenec se zdrojem RTG zafeni a detektory kolem pacienta,
u pramyslového CT je tomu opa¢n¢. Znamena to, Ze je natacen sledovany objekt a zdroj

i detektory jsou stacionarni [7] [8] [9].

2.1  Zakladni principy fungovani pocitacové tomografie

Zakladem pocitacové tomografie jsou RTG obrazy sledovaného objektu (pacienta),
sniman¢ z rtiznych Uhli a zmétené v celém sledovaném objemu objektu. Ty se néasledné
zpracovavaji pocitacem, ktery z téchto dat vytvoii Sedo-tdnovy obraz vnitini struktury

sledovaného objektu.

Uz nazev této zobrazovaci metody napovida néco o jejim principu. Tomografie je slovo
sloZzené z feckého tomos — fezat, délit a grafé6 — psat, kreslit. Rentgenovym zéafenim
obrazné ,,fezeme* sledovany objekt na tenké platy, jez snimame z vice uhla. Takto se
cely objekt rozd€li na jednotlivé obrazy — ,slicy‘. Pocita¢ u téchto RTG snimku
vyhodnocuje absorpci zatfeni v objemu objektu, ve voxelu, a vyhodnocuje ji pomoci
Hounsfieldovych jednotek (HU) neboli CT-¢isel.

Hounsfieldovy jednotky jsou vztahovany k referen¢ni hodnoté vody, pro kterou HU = 0.
Naptiklad pro kostni tkan je CT-¢islo rovno +1000 (od 250 az ptes 1000 HU), pro
vzduch je to -1000. Mekké tkang, tuk a svaly maji CT-Cisla od -100 do 60.
Hounsfieldovy jednotky udavaji miru vstiebani RTG zafeni v daném voxelu vzhledem
k absorpci referenéni hodnoty. Pocitacovy software vyhodnocuje a dava dohromady

vSechny hodnoty HU, kterymi zateni proslo.

Teoreticky je moznych asi 2000 HU, kterym by mohl odpovidat stejny pocet odstinti
Sedi. AvSak ve vysledném obrazu na monitoru je pfiblizné¢ 25 odstinl Sedi, které je
lidské oko bezpecné schopno rozeznat. Proto v redlném provozu neni vyuzit cely rozsah

2000 HU. Ve finalnim obrazu je vyuzivano jen tzv. absorpéni okno hodnot. Hodnota
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Hounsfieldovy jednotky se vypocita podle vztahu 1, kde k je domluvena bezrozmérna
hodnota rovna 1000, uje koeficient zeslabeni vysetfované tkan¢ a 4, je koeficient

zeslabeni vody (adsorp¢ni koeficient p,y = 0,22 Cm'l).

HU = ““ xk ()

Jak uz z ptedchoziho textu vyplyva, kazda latka ma v zavislosti na svych vlastnostech
jiné absorpéni vlastnosti. Diky tomu je mozné rozlisovat intenzitu proslého zareni a pak
odlisit rizné latky. OvSem problém nastava v kontrastu, pokud maji byt zobrazeny dvé
tkané ¢i latky, které maji podobné sloZeni, a neni mezi nimi jasné viditelna hranice [2]

[71[9] [10].

2.2 Komponenty CT pristroji

Kazdy pocitacovy tomograf se v podstat¢ sklada ze stejnych komponent. Nedilnou
soucasti kazdého CT je zdroj RTG zéfeni, tedy rentgenova trubice. U prvnich CT
pfistroji bylo pouZivano pulzni RTG pole, hlavné z divodii omezenych schopnosti
tehdejsi technologie, kdy detektory nebyly schopné pfijimat dalsi signal, zatimco jeden

signal zpracovavaly.

Vsechny soucasti pocitacovych tomografti se opotiebovavaji. Naptiklad rentgenové
trubice seni¢i prevazné nadmérnym teplem a unavou materialu. V soucasné dobé
se vyvijeji azpracovavaji stale lepSi chladici algoritmy, které piedchdzi poskozeni
trubice pravé nadmérnym zahfatim. Tyto systémy uZ Vv protokolu nastavovani meéteni
upozorni na mozné poSkozeni trubice a doporu¢i vhodné metody snizeni zatéze,

napiiklad zkraceni expozicniho Casu ¢€i jind opatieni Setrného provozu.

K rentgenové trubici se vaze i dal$i nezbytna soucast kazdého CT, jiz jsou detektory
RTG zéteni. Tteti generace pocitacovych tomografii vyuziva raznych typa detektora.
Jedna se o detektory na bazi interakce zafeni a ionizace plynu (xenonové detektory)

nebo pevné detektory, skladajici se z blokti scintila¢niho materialu. Detektory prvnich
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generaci mély pomérné¢ malé zorné pole (FOV), proto byly vhodné predevsim

pro snimani hlavy. Nov¢jsi generace uz FOV rozsitily a jsou schopné snimat celotélove.

Detektory tfeti generace vyuzivaji principu vysoce stlaceného inertniho plynu, Casto
xenonu, nebo pevné scintildtory sparované s fotodiodami. Detektory vyuzivajici inertni
plyn maji komory stlaceného plynu napi. Xe. Komora je rozdélena ptepdzkou, na kterou
je priveden zaporny ndboj, a strany celé¢ komory jsou pod kladnym nébojem. Kdyz
dojde k ozafeni, atomy plynu jsou rozd¢leny na kladné xenonové ionty, které jdou
k zaporn¢ nabité prepazce, a zaporné nabité elektrony, sméfujici ke stranam komory.
Tyto volné elektrony podnécuji signdl na detektorech. Ionizace inertniho plynu
je proporcionalné linearni k intenzité ozaieni. Nevyhodou téchto detektord jsou ptipady,
kdy nékteré fotony rentgenového zafeni proleti plynovou komorou bez toho, aby

ionizovaly atom xenonu. Proto se vice vyuzivaji pevné detektory.

Pevné detektory jsou slozeny z malych kouskl scintilacniho materialu (napi. CdWOy,
Gd,0,S, HiLight™, GEMS Stone™), pokrytych reflexnim materidlem a spojenych
s fotodiodami. U pevnych detektort dochazi k interakci RTG fotonu a scintilaéniho
materialu, pficemz foton excituje elektrony materialu, které pti navratu do své ptivodni
hladiny vyzatuji zafeni v podob€ UV nebo ve formé viditelného spektra (prvni rychlost
scintilatoru a dosvit). Vzniklé svétlo se $ifi vSemi sméry, proto jsou scintilatory pokryty
vysoce reflexivnim materidlem, ktery svétlo usmérni k fotodiodim nachézejicim se
na spodni strané celé soustavy. K fotodioddm se dostane pouze ¢ast fotontl, jeZ vyvola
elektricky signal. Na senzitivité detektoru velmi zavisi ostrost, piesnost i artefakty
vysledného obrazu. Jestlize je detektor pretézovan, ¢i namaham jednim zplsobem
snimanim, lze ho ¢asem poskodit termickou nebo radiaéni zatézi. Kvalita vystupu

je ovlivnéna kvalitou sbéru dat — DAS (Data Acquisition System).

Neopomenutelnou soucasti kazdého klinického CT a ¢asti nejvice viditelnou je portal,
tzv. gantry, uprostted n€hoZ je pacientské lehatko a uvnitt sbérny krouzek (slip ring),
tedy napéjeni veskeré techniky ulozené v gantry. Jelikoz se u technického CT otaci
a posouva vzorek, na rozdil od klinického CT, kde je v pohybu i rentgenka, pfipadné
detektor, neni nutné méfici techniku umistovat do otacivého gantry a napéjeni nemusi

byt tak pohybové flexibilni.

24



K dalsim zakladnim prvkim je fazen kolimator a filtracni prvky. Kolimator ma dvé
zékladni funkce. Témi jsou zmenSeni nezaddouci davky ionizujiciho zareni a zajiSténi
kvalitniho obrazu. Bézné¢ mame dva typy kolimatorti, pred-pacientské a po-pacientské.
Pred-pacientsky kolimator je umistén mezi rentgenkou a pacientem (potazmo
sledovanym objektem), po-pacientsky kolimator je umistén mezi pacientem
a detektorem. Pred-pacientské kolimatory usmériiuji smér RTG zafeni tak, Ze se skrz
dostane jen homogenni Cast zafeni. Stejny vyznam ma 1 po-pacientsky kolimator, ktery
na detektor nepusti zadné jiné zafeni mimo rovnobéznych paprski. Timto zplsobem
zajistuji kolimatory nezkresleny a co nejCist$i obraz. Filtry slouzi ke zlepSeni ostrosti
a kvality obrazu ataké zmensSuji davky ionizujiciho zafeni vydané do zkoumaného

objektu - pacienta.

Aby bylo mozné dostat se k vyslednému obrazu, musi byt soucasti celého systému
pocitatového tomografu vhodny softwarovy nastroj. Moderni CT musi veSkera data
nékolikrat projit aupravit. Proto ziskané informace z detektord prochazeji
preprocesingem, rekonstrukci obrazu a postprocesingem. Pfi pfedzpracovéni se data
usporadavaji a kalibruji a béhem vysledného zpracovani dat se odstranuji artefakty a je
generovan finalni obraz. Dnesni CT jsou pii zpracovavani dat velice rychlé. Je to 1 diky
tomu, ze hardwarové vybaveni umozinuje realizovat vsechny operace, pro kazdy fez

objektem, soucasné [7].

2.3  Rozvoj vyuzité technického CT

Zatizeni GE Phoenix vitome|x L 240, na kterém bylo méfeni provadéno, je pramyslové
CT pro Sirokou oblast vyuZziti. V souCasné dobé v laboratofi probihaji méfeni jak na
komer¢ni Grovni pro pramyslové subjekty, tak méfeni vyzkumnd, kde se na spolupréci
podileji $pickové vyzkumné ustavy napti¢ Evropou. Jedna se tedy o riznorodou skalu
vyuziti a v souCasné dobé¢ se stale hledaji nové oblasti uzitkovosti technického CT i pro

vyvoj mediciny a zkouméani biologickych vzorka a tkéni.

Dlvodem rozvoje uZzivani technického CT pro vyzkum v oblasti mediciny miiZe

zpiisobovat né€kolik véci. Prvnim moznym divodem je snadnéj$i manipulace vzorkem
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a CT, s ohledem na dostupnost a pfisnost ochrannych pasem na takovémto pracovisti.
Vzorek lze snadno umistit mezi detektor arentgenku a snimat jenom pozadovanou
oblast. A také je velikou anezpochybnitelnou vyhodou technického CT, Zze muze
dosdhnout mnohem vétsiho rozliSeni, nez je tomu u pacientskych tomografli. V piipadée

mikro ¢i nano tomografil je tento rozdil obrovsky.

Napriklad méfeni, provadéno vramci této prace, se, co do rozliSeni, odehravalo
Vv rozmérech mikrometri. Srovnani jaternich vzorkl bylo nastaveno na 41 um a méteni
IK1_48 dokonce narozliSeni 13um. Kdyby byl skenovan pouze néktery z jaternich

lalokd, rozliSeni by se, diky menSim rozmértim takového vzorku, jesté zvétsilo.

Tyto divody a to, ze nejmensi klinické CT je pro zkoumani opravdu malych vzork,
I menSich nez zkoumané vzorky v této praci, stile nepifiméfené velké, délaji
z technického CT néstroj budoucnosti i pro medicinu a oblasti s ni spojenych, byt to

S nazvem ,technické® pfili§ nekoresponduje.

3 Kontrastni latky

Pro zobrazovani tkani, které jsou si svym slozenim chemickych latek podobné, je
zapotiebi zvyraznit kontrast mekkych tkani na rentgenovém snimku. Pfi zlepSovani
kontrastu, tedy rozdilu viditelné hranice mezi riznymi tkanémi, jsou vyuzZivany tzv.
kontrastni latky. Jejich princip je takovy, Ze o hodné vice nebo o hodné mén¢ pohlcuji
RTG zéfeni nez okolni tkdn€. To znamena, Ze Se na vysledném snimku zobrazuji jako

velmi tmavé oblasti nebo naopak velice svétlé [10] [11].

3.1  Druhy kontrastnich latek pro lékarské ucely

Rozlisuji se tedy dva typy kontrastnich latek. Pozitivni kontrastni latky zatfeni pohlcuji
vice nez okolni tkan. Piikladem takovychto latek mohou byt baryové KL, kde zaklad

tvoii siran barnaty. PouZivaji se na vySetfeni traviciho traktu. Vice vyuzivané pro tento
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ucel jsou jodové KL vodné nebo viskozni. Viskoézni se nyni vyuzivaji velmi
ziidka - napiiklad k lymfografii. K jinym aplikacim se pfili§ nechodi, nebot se
nevstiebavaji do tkan¢ a mohou zpisobovat az plicni embolii. Naopak vodné jsou
nejbéznéji pouzivané a jsou davkovany piedevsim intravaskularn€. Druhym typem KL
jsou negativni kontrastni latky, které zafeni absorbuji méné nez okolni tkan.
Pro takovy kontrast jsou vyuzivané plyny, napiiklad kyslik nebo oxid dusicity. Plynné
KL jsou zaklad pro ultrasonografickou diagnostiku, kdy se pracuje s mikrobublinami,

které jsou stabilizovany fosfolipidy.

Druh a zplsob podani KL zavisi na jednotlivém vySetieni a zobrazovaci technice.
Napiiklad barnaté kontrastni latky nelze podat pacientovi pro CT vysetieni. Castecky
barya by na obrazu CT vytvoftily rusivé artefakty podobné jako kovové implantaty. Pro
vySetfeni magnetickou rezonanci se vyuzivaji specifické KL vhodné pro tento ucel. Zde

se jedna zejména o latky s paramagnetickymi vlastnostmi — naptiklad gadolinium.

U kazdého vySetfeni pomoci KL musi byt bran zietel na mozné nezadouci ucinky
podanych kontrastnich latek a komplikace s nimi spojenymi. Nezadouci u¢inky mohou
byt rozdéleny nachemotoxické — predstavuji piimou interakci daného organu,
a na alergoidni — muize nastat reakce podobna reakci alergické. Takova reakce vznika
nezéavisle na mnozstvi podané kontrastni latky. Na pracovisti podavajicim KL
pacientim musi byt personal Skolen na zvladani pfipadnych neZadoucich reakci

vyvolanych podanou latkou [2] [11].

3.2  Druhy kontrastnich latek pro vyzkumné ucely

Pro zobrazeni biologickych struktur laboratornich zvitat, obvykle krys, potkanii nebo
mys$i, se pouzivaji riizné techniky barveni. Zejména na tkanich a organech post mortem.
Proto je mozné jako kontrastovaci latky pouzit 1 jiné slouCeniny, pro ¢lovéka i1 zvitata

toxické, jako naptiklad tézké kovy.

Vzhledem kbarveni biologickych vzorku, tato prace vychazela ze zkuSenosti,
zaznamenanych v ¢lanku od Briana Metchera. Zde se tkdné barvily 1% jodem, 10%

IKI, PTA, osmiem a roztokem gallocyaninu. Prvni dvé zminované latky byly proto
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pouzity k vyzkumu i v této praci. Nejedna se o ojedinély postup takového barveni. Tyto
kontrastni latky a dalsi vyuzivd mnoho védcii zabyvajici se zobrazenim nekontrastnich

mekkych tkani [17] [18].

Jako alternativa k barveni celé tkané, muze byt pro zobrazeni cévnich a Zlu¢ovych
systémt v jatrech, injikovani tuhnoucich latek do téchto systémi. Piikladem takové
latky mtize byt Microfil, coz je synteticka pryskyfice, kterd se v tekutém stavu vstrikuje
do cév a necha se zatuhnout. Mikrofil pak lze pouzit dvéma zptsoby. Zobrazit pomoci
rentgenu nebo CT tkan i s kontrastni latkou Microfil uvnitt, protoze ta je na rentgenu
kontrastni, nebo okolni tkan nechat chemicky rozlozit a ziskat tak pouze ztuhly model.

Priklad kontrastovani touto latkou a postup barveni je zminén nize [22].

4 Strucna anatomie a fyziologie jater

V této kapitole jsou objasnény zakladni funkce a stavba jater jako dulezitého organu

Vv organizmu.

A4

U dospélého clovEka tvoti zhruba jednu padesatinu celkové hmotnosti. Jatra jsou velice
dulezitym organem s mnoha funkcemi. Vazné poskozeni jater ¢i jejich nedostate¢nost
vede ke kolapsu organismu. Mezi nenahraditelné funkce jater patii detoxikace
organismu. Eliminuji a rozkladaji toxické latky, naptiklad bakterie, alkohol a rizna
léciva. Dale jsou pomysinou zasobarnou organizmu. Shromazd'uji v sobé zalozni
zasoby Zeleza, energie a nékterych vitaminl, které v piipadé potieby uvoliuji
do krevniho obé&hu. Jsou rovnéz nepostradatelna pro svou funkci vyroby a zpracovani
nékterych latek. Syntetizuji se zde faktory pro hemokoagulaci a plazmatické bilkoviny.
Produkuji Zlu¢, pomocnou travici Stavu, ktera vznika v jaternich laliccich. Upravuji

bilirubin, syntetizuji steroidy a maji glukostatickou funkci.

Pro plnéni vSech svych funkci museji byt jatra dostatecné zasobena krvi, at’ uz jde
0 nutri¢ni nebo funk¢ni obéh. Jatra dostavaji 20 % srde¢niho vydeje krve ze dvou
zdrojii, z portalni Zily a z jaterni tepny. Portdlni Zila pfivadi krev ze stfev a sleziny

a jaterni tepna zasobuje jatra arteridlni krvi. Vendzni krev je odvadéna do dolni duté
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zily. Zasobeni tkan¢ krvi je vidét na obr. 4. Tento organ je nepostradatelny k udrzovani

homeostazy organizmu.

/
the round
ligament o{/
the liver

Obr. 4: Schématické zobrazeni lidskych jater s krevnim zasobenim a zlu¢ovody [26]

Jatra jsou ulozena na pravé strané biiSni dutiny, kde je ¢astecné kryje hrudni kos.
Makroskopicky jsou rozdélovana do dvou anatomickych laloki — levého a pravého,
které se dale deli. Pod spodni stranou jater se nachdzi zlu¢nik — organ hruskovitého
tvaru, ve kterém se shromazd'uje Zlu¢ tvofena jaterni tkani. Za den hepatocyty, jaterni

bunky, vyprodukuji asi 600 ml zluci.

Vice nez jakykoli jiny organ jsou jatra schopna regenerace. Znic¢eni nebo odejmuti ¢asti
jaterni tkané stimuluje bunky ke kontrolovanému riistu a nahrazeni odebrané c¢asti.
Tato regeneracni funkce byla iexperimentalné prokazana na potkanich jatrech.
Potkanovi byly odebrany dvé tietiny jater a bez jinych onemocnéni nebo vedlejsich
efektii byla odebrand tkan nahrazena do 6 az 8 dnl. Tato regeneracni schopnost
je dulezita v souvislosti s jaterni cirh6zou a vyuziva se i pii transplantaci Casti jater

z zijiciho darce [12] [13] [14].
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4.1  Rozdil mezi lidskymi a mySimi jatry

Sav¢i jatra se, co do funkce organu, od téch lidskych vyrazné nelisi. Proto i pro jatra
laboratorni mysi, ktera byla vyuzita v této bakalarské praci, plati stejné mechanizmy

fyziologie popsané v predeslé kapitole.

Jatra domacich savct nalezneme v epigastriu v kopuli branice a stejné jako u ¢lovéka
se skladaji z jaternich bunék — hepatocytii. Stejné vyznamna jsou i pro zajisténi filtrace
krve atvorby Zluci. Podobné jako lidska jatra i jatra ostatnich savct maji funkéni
anutricni obéh krve, ZluCovou drenaz alymfatické cévy. Systém cirkulace krve
V jatrech je zajistovan Cetnymi anastomoézami. Mysi jatra maji namisto téch lidskych

Clenitgjsi strukturu. Jatra se skladaji z vice lalokt, coz je i zfeteln¢ vidét na snimcich

V experimentalni ¢asti prace [16].
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11l  Prakticka ¢ast

Prakticka ¢ast prace se zabyva barvenim vzorkl pro ucely kontrastovani tkan€, jakozto
jednim z cila préace. Jsou zde uvedeny protokoly o barveni vzorkil a jejich ptfipravé na
barveni samotné. Déle se Vv této Casti prezentuje piiprava vzorku na tomografické
méieni a popis realizace méfeni vybraného biologického vzorku na CT. Pojednava se
0 jednotlivych méfenich, vyhodnocuje kvalita obrazu, stanovuji vyhody a nevyhody
danych méfeni vzhledem k zobrazeni biologickych otazek. V neposledni fadé jsou
srovnavana tomograficka data z jednotlivych méfeni. K podlozeni vysledku byla
provedena manualni a poloautomatickou segmentace vybranych c¢asti biologického
vzorku. K ziskani téchto informaci bylo pouzito dvou rekonstruk¢nich softward pro

upravu tomografickych dat.

Vystupem praktické casti je, jiz podle zadani, protokol pfipravy orgdnu mySi pro
rentgenovou mikrotomografii, mikrotomografickd data mékkych tkani a 3D model

vnitini struktury jater.

5 Barveni mékkych tkani

V piipadé této bakalaiské prace se pracovalo se vzorky, které poskytl Ustav Zivogisné

fyziologie a genetiky AV CR. V ramci prace se experimentalné kontrastovalo tiikrat.

Nejdiive se barvily kontrolni vzorky mySich embryi metodou 1% jodu. P&t vzorki
pouze v jodovém roztoku, dalsi dva vzorky se umistily do lyofilizatoru a poté se také
barvily jédem. Po zhodnoceni vysledkii se ptistoupilo k dalsimu barveni, tentokrat se
kontrastovaly jatra dospélych mysi pomoci roztoku 1% jodu a 10% Lugolova roztoku.
Pro srovnani jsou zde uvedeny jest¢ dalSi dv€ metody kontrastovani, ackoli nebyly
Vv ramci prace realizovany a slouzi zde jen jako ukdzka dalSich moznosti. VSechny
metody barveni byly zvoleny na zdklad¢ odborného ¢lanku od Briana Metchera, jak jiz

bylo zminéno v podkapitole 3.2 [18].
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5.1  Postupy kontrastovani

Pro pilotni méfeni byla pouzita mySi embrya, kontrastovand v jodovém roztoku. Pro
lepsi orientaci v G€incich barveni byly zvoleny rizné casy kontrastovani vzorkd a to
konkrétn¢ 1, 3, 6, 9 a 24 hodin (vzorky E1, E2, E3, E4, E5). Dv¢ z testovanych embryi
byla nejdiive vloZena do lyofilizatoru, kde byla pii teploté -111°C a tlaku 495mBar
ponechana 16 hodin. Nasledn¢ byla vlozena do joédového roztoku na 9 a 24 hodin
(vzorky E6 a E7). Protokol postupu barveni kontrolnich vzorkd embryi lze najit

Vv ptiloze prace.

Dalsi barveni probihalo se vzorky jater laboratornich mysi. S ohledem na vysledky
pilotniho barveni byly na kontrastovani pouzity roztoky 1% jodu a 10% Lugolova
roztoku. Varianta barveni pomoci 10% IKI byla na zaklad¢ nepiesvéd¢ivého kontrastu

jodu vybrana z odbornych publikaci. Protokol o postupu tohoto barveni je v ptiloze 2

[18].

Pro moznost srovnani vice vzorkl a vysledkt barveni jsou v ptiloze uvedeny jesté dalsi
dva protokoly o kontrastovani mekké tkané (ptiloha 3, 4). Jedna se o barveni pomoci
PTA (kyselina fosfowolframovd) a jako alternativa je uvedena i metoda zvyraznéni
cévniho systému pomoci latky Microfil (synteticka pryskyfice). Ani jedna z téchto
metod nebyla v ramci bakalarské prace provedena. Jsou zde pouze uvedeny moznosti

takového kontrastovani a jejich vysledky v podobé CT snimkii.

6 CT analyza

Meéteni vSech vzorkl bylo provadéno v Laboratofi pocitacové mikro a nano tomografie
VUT - CEITEC v Bmé. Veskeré meéteni probihalo pod odbornym dohledem
a zapomoci pracovniki laboratofe. Zejména Ing. Tomase Zikmunda, Ph.D., a Ing.
Marie Sejnohové. Kontrolni rentgeny i samotné mikrotomografické méfeni probihaly
na ptistroji GE Phoenix vjtome[x L 240. Tento piistroj od firmy General Electric

je schopen méfit pod napétim az 180 kV a za vykonu 15 W v piipadé maximalniho
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nastaveni pro nanofokus RTG trubice a 240 kV/320 W pro mikrofokus RTG trubice.
Disponuje vysoko kontrastnim plochym detektorem GE DXR250. Cely systém
rentgenové trubice — detektoru je uloZen na masivnim zulovém bloku a je vV ochranném
kabinetu, ktery je klimatizovan. Do prostoru pro méfeny objekt se vejde predmét
maximalni velikosti o priméru 500 a vysSce 800 mm. Nejvys$i unosnd hmotnost
rotacniho stolku je 50 kg. Snano fokusacni trubici je mozné dosahnout az lum

linearniho rozméru voxelu v CT datech.

Na obr. 5 je pohled skrz oteviené dvefe do ochranného kabinetu, ve kterém jsou
komponenty piistroje umistény. Vlevo se nachézi plochy detektor, vpravo pak dvé
rentgenové trubice. Do prostoru mezi trubice a detektor je umistén vzorek jater,

upevnény na drzaku.

Obr. 5: Pocitacovy tomograf, pohled do ochranného kabinetu; A — plochy detektor,
B — mikrofokus RTG trubice, C — nanofokus RTG trubice, D — vzorek jater

ve zkumavce, E — drzak zkumavky [zdroj autor]

6.1 CT stanice

Nez lze pfiistroj nechat samostatné skenovat vybrany piredmét, je nutné nastavit
parametry tak, aby byl vysledny obraz co nejlepsi. Prvnim krokem je spravné

a dostate¢né stabilni uchyceni predmétu v drzaku piistroje. Pfedmét se nesmi pti méteni
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vibec pohnout, jinak dojde ke znehodnoceni vSech dat. V ptipad€¢ tohoto méfeni byla

fixace docilena zalitim vzorku jater do agaru a pevnym uchycenim zkumavky v drzaku,

jak lze vidét na obr. 6.

Obr. 6: Uchyceni vzorki — vlevo vzorek jater ve zkumavce jiz v prostoru pred nano

trubici, vpravo Ctyfi vzorky jater pfipraveny Vv drzaku na srovnavaci méfeni [zdroj autor]

Dulezité parametry pro méfeni jsou velikost napéti, velikost proudu, filtrace trubice
a senzitivita detektoru. VSe pro optimalizovani ¢asu méfeni a kvality obrazu. V ptipadé
méfeni ¢ty vzorki pro srovnani byly parametry nastaveny takto — napéti 100 kV, proud
120uA, filtr 0,2 Al, pocet snimkid 2400, rozliSeni 41 um. Byla pouzita nanofokusni
trubice. V pfipadé¢ méfeni jednoho vzorku IKI_48 se hodnoty nastavily takto — napéti
100 kV, proud 120uA, filtr 0,2 Al, pocet snimkd 2400, rozliSeni 41 um. Opét byla
pouzita nanofokusni trubice. Spravné nastavit se musi 1 samotny detektor, coZ se

provadi bez piitomnosti vzorku v obraze.

V ptipad€ vzorki v této praci probihalo méfeni hodinu a pll. Doba méteni totiz zavisi
na poctu pixeli vzorku v projekci. Nastaveni je mozné ruzné¢ modifikovat. Podle
potieby lze ptidavat ¢i ménit filtry, zvétSovat napéti nebo tyto parametry kombinovat.

To v8e dava pfistroji velikou variabilitu.
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Na akvizi¢ni proceduru navazuje rekonstrukéni proces. V tomto piipadé byl pouzit
rekonstrukéni program od GE phoenix datos|x 2.0, ktery pouziva rekonstrukéni
algoritmus pro kuzelovy svazek [27]. V ramci softwaru je pouzit median filtr
na potlateni Sumu a korekce na tvrdnuti svazku. Rentgenové snimky prezentované

Vv praci byly pofizeny na popisovaném tomografu se stejnym nastavenim [25].

6.2  Hodnoceni kvality obrazu

Aby bylo mozné kvalitativné vyjadfit, zda ma vysledny obraz pozadovany kontrast,
vyvazeni Sumu a zobrazuje i detaily snimaného objektu, je nutné umét data objektivné
zpracovat. Obrazy se zde posuzuji podle n€kolika kritérii a to konkrétné¢ dle kontrastu,
parametra signalu a velikosti Sumu. Tato kritéria byla pfevzata z odborné¢ho ¢lanku od

Michaela Reitera, kde se kvalita obrazu hodnoti pravé takto [24].

Jako prvni byl tedy hodnocen kontrast, ktery byl spoc¢itan dle vztahu 2.

c="2 )

Kontrast — C je z obrazu ziskan pomoci primérné intenzity pozadi — | a pomoci zmény
této pramérné intenzity - Al. Primérnd intenzita obrazu byla zjisténa z histogramu

a zmeéna této intenzity je pouze odectenim intenzit jedna od druhé.
Kontrast neni v radiodiagnostice uzivan tak casto, jako signdl — S, jenz je méfen
V odstinech Sedé, a Sum — N, ktery je definovan smérodatnou odchylkou z primérné
intenzity pozadi - oj. Ob¢ veli¢iny jsou jinak vyjadieny ve vztazich 3 a 4 [24].

S= 4l (3)

N=o (4)
Dalsi uzivany vypocet pro zhodnoceni obrazu je spocitani SNR (Signal to Noise Ratio),

tedy pomér signalu k Sumu nebo CNR (Contrast to Noise Ratio), pomér kontrastu

k Sumu. Vzorec pro SNR je popsan ve vztahu 5 [24].
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_ S _Al
SNR =~ = (5)

a1

6.3  Zpracovani obrazu

Ke zpracovéni ziskanych dat byly pouzity softwary VGStudio a Avizo. Nejprve se
provadéla manudlni segmentace v programu Avizo. Tato metoda je velice Casové
naro¢na, avSak dovoluje zvyraznit pouze vybrané ¢asti objektu. Pro tento experiment se
nejvice vyuzil néstroj ,blow tool® (nartistani oblasti). Tento nastroj se ovSem nehodil pro
cely objem CT dat, protoZe kontrast nebyl vSude dostatecny a to zapficinilo nejasné,
rozmazané hranice mezi jaterni tkani a cévami. Proto byly pro tyto ptipady pouZzité jiné
nastroje, jako napfiklad ,brush® (Stétce s rGznymi rozmeéry) nebo ,laso‘(manudlni

obkresleni vybrané ¢asti).

Postup segmentace sestaval z postupného oznaCovani oblasti vybrané cévy od jejiho
vstupu do jater. Takto se vybrand céva i se vSemi svymi vétvemi oznaCovala az do
okrajovych ¢asti tkan€. Hranice segmentované oblasti byly ur€ovany na kazdém tietim
az patém snimku a mezi nimi byla oblast interpolovana softwarem. Interpolace pfii praci
vyrazné pomohla, ipfesto byla manualni segmentace asové naro¢na. Uprava dat
V programu Avizo, data o dvou a pil tisice snimcich, zabrala pfiblizné 24 hodin ¢istého

¢asu.

Po dokonceni modelu lze data pomoci nastroje SurfacegGen mirné vyhladit. Pokud se
vysledna data exportuji, mize se toto vyhlazeni provést i ve VGStudiu, kde je cely
proces zpracovan rychleji. Toho bylo vyuZito i1 v této praci. Tedy vyhlazeni i video ¢asti
segmentované v Avizu bylo realizovano ve VG Studiu. Vyhlazovani je provadéno kvili
lepsi vizualni strance modelu, tedy se smazou zubaté hranice ptechodi interpolovanych

vrstev modelu.

Na obr. 7 je screenshot softwaru Avizo. Ve stiedu obrazu je zluté¢ zobrazena dosavadni
vysegmentovana oblast, vpravo pak je osnova vytvoifené¢ho projektu — orthoslice jsou
0sy X, V, z; issosurface je zdlozka pro moznost segmentovani dat. Model na obraze je
vytvoifen asi po 19 hodinach prace. Na obr. 8 je pak samostatny model segmentované

¢asti bez podkladu CT snimku [23].
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Obr. 7: Screenshot softwaru Avizo, zluté je rozpracovana segmentace cévniho feciste,

vpravo je pak lista zalozek pro vytvoieni tohoto projektu [zdroj autor]
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Obr. 8: Screenshot softwaru Avizo, na hlavni pracovni plose je model vysegmentované

¢asti cévniho stromu bez pozadi CT snimku; rozpracovany projekt [zdroj autor]
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Na obr. 9 jsou vidét Ctyfi okna, ktera se zobrazi po otevieni dat ve VGstudiu. Ukazuji tii
roviny obrazu, ve kterych lze vidét Cervené ohranicené oblasti, které predstavuji
segmentované Casti, tvorici 3D model v pravé dolni ¢asti obr. 9. Dale jsou na snimcich
ze tii rovin vidét i1 svétle ohranicené oblasti, které upozoriiuji na jinou intenzitu tkané

a nevybrané oblasti pti generovani modelu.

Obr. 9: Hlavni ¢ast pracovni plochy ve VGStudiu, tfi obrazy zobrazujici tfi roviny

skenovaného objektu a jeden obraz pro vybranou vysegmentovanou ¢ast 3D modelu

cévniho feciste [zdroj autor]

V softwaru VGStudio Max byla provedena poloautomaticka segmentace celého cévniho
stromu Vv jatrech a vSechna videa, kterd jsou soucésti elektronické ptilohy prace.
Konkrétné 2D prilet CT daty vzorku IKI 48, prezentace 3D modelu manudalni

segmentace a prezentace modelu poloautomatické segmentace cévniho stromu jater.

Proces poloautomatické segmentace je pro finalni vysledky z méteni klicovy protoze
toto zpracovani usetti 100 % casu pii zpracovani. K dosazeni 3D modelu cévniho

reCiSté byl nejprve oznalen cely vzorek, vytvofila se oblast ROI, ktera byla
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zkopirovana. Na jednu oblast ROI byl pouzit nastroj eroze/dilatace (radius +5)
a odmazany veskeré otvory, tedy tmavé oblasti oznacujici cévy, nasledné byl nastroj
eroze/dilatace pouzit znovu, tentokrat radius -5. Timto postupem bylo dosaZeno
oznaceni samostatné tkan¢ (ROI 1) a cév spolu s okolim (ROI 2). Nakonec se tyto dvé

oblasti od sebe odecetly, coz vytvotilo pozadovany model.

U segmentace ve VGStudiu nastal problém se zachycenim ptesné definovanych casti
krevnich cest, a to z diivodu Spatné probarvenosti tkdn¢. Tim na vysledném 3D modelu
vzniknou nechténé plastické artefakty, coz jsou nekontrastované Casti jaterni tkane.
| pfes tyto nevyhody je ¢astecné automatickd segmentace nesrovnatelné rychlejsi oproti

manualnimu oznadovani oblasti krevniho fe¢isté.

Na obr. 10 je rekonstrukce poloautomatické segmentace jater ve VGStudiu. Vzhledem
k manualni segmentaci je tento model velice rozvétveny, coz je dano tim, ze tato
segmentace zobrazila v§echny krevni systémy — jaterni tepnu, dolni dutou Zilu a portalni

Zilu, proto tento model viditeln¢ kopiruje tvar samotnych jater.

Obr. 10: Zobrazeni oblasti ROI ode¢tenych od sebe navzajem ve VGStudiu; jedna
hranice oznacuje tmavé Casti cév a okoli vzorku, druha hranice oznacuje jaterni tkan,

vpravo dole je pak vysledny model po odeéteni oblasti [zdroj autor]
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7 Vysledky

V této kapitole budou diskutovany vysledky realizovanych barvicich technik
a doplikové také technik zminénych pro ukéazku, dale zhodnoceni vypoctu kontrastu

obrazu a srovnani snimkt barvenych vzorki.

7.1  Zvoleni vhodné metody barveni

Pilotni barveni probéhlo na vzorcich mySich embryi. Vzorky byly barveny
jednoprocentnim jédem a dva ze vzorkl byly jesté pied barvenim vlozeny do
lyofilizatoru. Podrobnosti o barveni v podkapitole 5.1. Z provedeného kontrolniho
rentgenu, kde se snimaly vSechny vzorky, byly patrné jen malé rozdily, viz obr. 11.
Na zékladé kontrastu na tomto snimku se vybraly dva vzorky E5 a E6 pro dalsi
zkoumani. Vzorek E5 byl ponechan v jodu 24 hodin avzorek E6, ktery byl dan

do lyofilizatoru na 16 hodin a poté barven v 1% jodu 9 hodin.

Obr. 11: Kontrolni rentgen vzorki mySich embryi, vzorky byly barveny jodem
a ponechany v roztoku po dobu 1, 3, 6, 9, 24 a 9, 24 hodin — vzorky z leva E1, E2, E3,
E4, E5, E6, E7 [zdroj autor]
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Dalsi méfeni ukazalo, Ze tkan vzorku E6 je zna¢né zdeformovana (obr. 12 vpravo). Tato
deformace byla patrné¢ zpiisobena podminkami v lyofilizatoru, ktery vzorek poskodil

natolik, Ze uz se nehodil k dal§imu zkoumani. Pro dal$i barveni byl lyofilizator kvili

deformaci tkdn¢ vyloucen z procesu barveni.

Obr. 12: Bliz8i zkoumani vzorku E5 (vlevo) — tkan se zda byt neporuSena
a probarvena - barveno 1% jodem; Bliz8i zkoumani vzorku E6 (vpravo) — tkan je
viditelné zdeformovana a ackoliv probarveni se zda byt lepsi, vzorek je nepouZitelny

[zdroj autor]

| ptes nedostatky byla metoda barveni 1% jodem testovana i1 dale, jelikoz se jedna
0 snadno dostupnou kontrastni latku. K dal$im pokustim byla ptidana i technika barveni
pomoci Lugolova roztoku, coz byla v odbornych publikacich dalsi varianta k barveni

jodem.
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7.2 Hodnoceni kvality

Aby bylo mozné porovnavat kvalitu kontrastu objektivné, hlavni zkoumané
vzorky - preparaty jater barveny 24 a 48 hodin v jodovém roztoku a v 10% roztoku IKI,
byly méfeny najednou. Z vysledku tohoto méteni byl vypocitan kontrast. Diky tomu, ze
jsou vSechny vzorky soucasti jednoho obrazu, je u vSech téchto vzorkii brana stejna
intenzita pozadi. Tim jsou zaruCeny srovnatelné podminky pro vSechny vzorky.
Vypocéitané hodnoty jsou zaznamenany v tabulce ¢. 1. Snimek, ze kterého bylo pii
vypoctech vychazeno, je na obr. 13. Timto méfenim a vypoctem jsou porovnavany
nejen barvici techniky ale taky doba kontrastovani. Pro srovnani byla u obou

kontrastovacich technik zvolena stejna doba barveni [24].

Tabulka €. 1 — Kontrasty vzorki z jednoho obrazku

intenzita tkané intenzita pozadi kontrast
Jod 24 62,029 46,391 0,3371
Jod 48 63,100 46,391 0,3602
IKI_24 63,228 46,391 0,3629
IKI_48 68,877 46,391 0,4847

Pokud se srovnaji vypoctené hodnoty kontrastu, jez jsou zaznamenany V tabulce ¢. 1,
ukaze se, ze nejlepsi kontrast mé¢l vzorek barveny dva dny v 10% roztoku IKI — tedy
vzorek IKI 48. Podle o¢ekavani se na poslednim misté objevil vzorek jod 24. Tedy

vzorek barveny jeden den v roztoku 1% jodu.
IKI 48 > IKI 24 >jod 48 >jod_24
Tyto vysledky se shoduji s piedpokladem, Ze ¢im déle budou vzorky v roztoku, tim Iépe

budou probarveny. Z tabulky je také vidét, ze rozdil v kontrastu vzorku IKI 24 a jod 48

je velmi maly. Z experimentu lze tedy vyvozovat, ze pomoci roztoku 10% IKI je mozné
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proces barveni zkratit o cely den oproti roztoku 1% jodu a tim usetfit i nezanedbatelny

¢as, a to pii podobné naro¢nosti na piipravu roztoku.

Obr. 13: Vzorky jater na jednom snimku — horni vzorky z leva IKI 24, jod 24, spodni
vzorky zleva IKI_48, jod 48, obraz pro porovnani intenzit tkani a vybrani

nejvhodnéjsiho vzorku pro kone¢nou Gpravu [zdroj autor]

Ze snimku vzorku jod 48 (obr. 14), tedy vzorku jater barvenych dva dny v roztoku
jednoprocentniho jodu je na prvni pohled patrny homogenni signal v celém objemu.
Je jasné, Ze kontrast je 0 mnoho lepSi oproti nebarvené jaterni tkdni, avSak ani toto
zlepSeni neposkytuje pfili§ prostoru pro dalsi zpracovani a uz viilbec ne pro hledéani

mensich struktur ¢i defektu ve tkani.

43



Obr. 14: Cela mysi jatra na snimku z mikroCT, barveno v roztoku 1% joédu po dobu

48 hodin, snimek pofizen s rozliSenim 41 pm ve skupiné dalSich tii vzorkt [zdroj autor]

Na obrazku 15 je snimek z méetfeni vzorku IKI 48, jedna se tedy o preparat jater barveny
dva dny v 10% roztoku IKI. Na prvni pohled vykazuje dobry kontrast a probarveni celé
tkané. Po detailnéj$Sim zkoumani obrazu je patrné, ze stiedy jednotlivych lalokd nejsou
v celém objemu dostateCn¢ nabarveny. Nedostate¢nost priniku barviva do tkani se
projevi jako problém zejména piidalSi praci s daty. Pro manudlni segmentaci jde
kontrast pomérné snadno upravit pomoci histogramu, pro poloautomatickou segmentaci
pfedstavuje nejasny kontrast problém. Program totiZ vezme oblasti stejné irovné Sedé,
coZz v mnoha pfipadech znamend, Ze se dle nastaveni oznaci i pomérné velké oblasti

tkan¢ a ne jenom cév nebo zachyti jenom ¢ast cév ve prospéch tmavsi tkané.

Dal8im problémem této barvici techniky je to, Ze latka ziistdva v okrajovych castech
tkan¢, kde potom vytvaii opacny kontrast pro cévni systém — misto tmavych oblasti,
velmi svétlé, jak 1ze pozorovat na okrajovych ¢astech vzorku IKI_ 48 (obr. 15). Cervené

Sipky ukazuji na nckteré Casti cév zaplnéné barvivem.
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Obr. 15: CT ftez jatry, méfena cela mysi jatra, barveno v roztoku 10% IKI, 48 hodin,

snimek pofizen zdat skenovani pouze tohoto jednoho vzorku, méfeno s vétSim

rozlisenim, Sipky ukazuji oblasti zaplnéné barvivem [zdroj autor]
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7.3  Vysledné modely segmentace CT dat

Obrazy uvadéné v této podkapitole prezentuji vysledky segmentaci. Obraz 16 ukazuje
model cévniho feCiSté segmentovany manualné v programu Avizo. Model
nepfedstavuje plné krevni fecCisté, ale jen jeho segmentovanou cast, na rozdil od
segmentace na obr. 17. Model také nezobrazuje zluové cesty, nebot nebyly na
snimcich rozpoznatelné a neSlo je tak segmentovat. Po svém vytvofeni byla
segmentovana oblast exportovana do VGStudia, kde byla vyhlazena a obarven pro

nazornost na ¢erveno.

Obr 16: Vysledny model cévniho fecist¢ manualné segmentovany v programu Avizo,

vyhlazeny a nabarveny na Cerveno v programu VGStudio, v modelu nejsou zobrazeny

zlucové cesty, jelikoz se je nepodafilo zobrazit a vysegmentovat [zdroj autor]

Obraz 17 zobrazuje poloautomaticky segmentovany model krevniho fecisté. Diky tomu
se zde prezentuji vSechny cévy ve vzorku spolu s artefakty segmentace. Model byl

vytvofen a zpracovan ve VGStudiu.
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Obr. 17: Model poloautomatické segmentace cévniho fecisté v jatrech pomoci programu
VGStudio, na obraze jsou patrné i artefakty — ¢asti které jsou takto zobrazeny, ale jsou

to jen Spatné probarvené Casti jaterni tkan¢ [zdroj autor]

7.4  Alternativni pFristupy

Se svolenim laboratofe rentgenové pocitatové mikro a nanto tomografie na
CEITEC-VUT jsou poskytnuty vysledky vzorku kontrastované pomoci roztoku PTA

a alternativou je pak vzorek injikovany latkou Microfil.

Biologické vzorky, které se barvily pomoci kyseliny fosfowolframové, budou dle
dostupnych odbornych ¢lankt a jejich studii, vykazovat nejlepsi kontrast, ale za cenu
nejdel§iho procesu barveni, v ptipadé¢ uvadéného vzorku to je Sest dnli. Ve srovnani
s injikovanim Microfilu do jaternich systémil, kde cely proces probehl béhem jediného

dne, je to zna¢ny rozdil [17] [18] [19] [20] [21] [22].
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Obréazek 18 demonstruje kontrastovany lalok jater pomoci PTA. Na prvni pohled je
kontrast oproti pfedchozim metodam lepsi. Vzorek je dobie homogenné nabarven. Toto
homogenni proniknuti kontrastni latky muze byt zplisobeno mensim objemem
kontrastovaného laloku nebo lepSimi kontrastovacimi vlastnostmi kyseliny
fosfowolframové. Také hranice jaternich cév a vlastni tkané jsou ostfejsi. Tento jasny
piechod vyrazné pomaha pii segmentaci cévniho stromu. V jaterni tkani obr. 18 se téz
nevyskytuje nezadouci vyskyt barviva v okrajovych ¢astech cév, jak je tomu u vzorku
IKI_48 naobr. 17. Sipky ukazuji malé cévy v krajnich &astech laloku, které nejsou
zaplnény barvivem. Obecné lze fict, Ze celkovy obraz jaterni tkdn€¢ kontrastované

pomoci PTA je jasové vyvazenéjsi a kontrastnéjsi v celém snimku.

Obr. 18: Vzorek jater — jeden lalok, obrazek z CT dat méfeni tohoto vzorku, barveno
pomoci PTA, patrny jasnéjsi kontrast a lepsi probarveni celé tkané¢ do hloubky, jatra

barvil Ing. Josef Jaro$, Ph.D., obrazek je publikovan s jeho svolenim

Obrazek cislo 19 je od piedeslych tii obrazii z CT dat zna¢né odliSny. Jednd se
0 alternativni metodu ve zviditelnéni cévniho fecisté. Svétlé ¢asti v obraze jsou krevni
cévy jater. S vyhodou lze injikovani Microfilu vyuzit pii kontrastovani jaterni tkdné
napt. pomoci PTA pfi soucasném vyplnéni cévniho stromu Microfilem, jak to mizeme

vidét na obr. 20. Pak uvzorku nedochazi knezadouci stagnaci barvici latky
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Vv okrajovych ¢astech tkang, jak tomu je u vzorku IKI 48 na obr. 15 (ukazuji Cervené

Sipky).

1mm

(b)

Obr. 19 (a): Snimek laloku jater z mikroCT dat, barvici technika — injikovani Microfilu
do cévniho fecisté (svétlé oblasti), barvila Mgr. Simona Hankeova, obrazek je pouzit

S jejim svolenim

Obr. 20 (b): CT obraz laloku jater, barveno kombinaci latek Microfil a PTA, vidime
jasné patrné tmavé oblasti cév a kontrastni svétlou tkan, nedochéazi ke stagnaci barvici
latky v okrajovych cCastech tkané — oznacuji Cervené Sipky, barvila Mgr. Simona

Hankeova a Ing. Josef Jaro§, Ph.D., obrazek je publikovan s jejich svolenim

8 Moznosti 3D tisku pro CT laboratore

Spojeni moznosti 3D tiskaren a tomografickych laboratofi miize na prvni pohled
vypadat zvlastné, avsak je to spojeni obohacujici obé oblasti. | v této bakalatské praci se
podafilo tato dvé odvétvi spojit. Modely objektdl méfenych na pocitatovych
tomografech nebo jen jejich €asti lze z virtudlni roviny ptenést do realné, a to prave
pomoci 3D tisku. V piipadé cévniho feCisté se na tiskarné Objet Connex 500,
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ve spolupraci s laboratofi prototypovych technologii a procesi na TUL, podatilo
vytisknout vysegmentovany model. JelikoZ byl vzorek jater a tim 1 vysledny model
malého rozméru, pro lepsi nazornost se pistoupilo ke zvétseni fyzického modelu oproti

virtudlnimu v poméru 4:1. Vytistény model je zobrazen na obr. 21.

Tisk probihal na tiskarn¢ Objet Connex 500 s technologii PolyJetMatrix. Tato
technologie umoznuje tisténi dvou rtiznych materialti zaroven. Ty jsou V tekuté formé
nandseny dle pfedlohy modelu ve vrstvach 16 nebo 30 um tenkych. Vysledny objekt se
vytvrzuje UV zéafenim. Toto zafizeni tak poskytuje rychly a kvalitni tisk s vyuzitim
riznych materiald. Pro stabilizaci vlastnosti jinak kiehkého modelu se pfistoupilo
k dvoukomponentnimu tisku. Cévni strom je vytistén tmavym materidlem uvnitf
krychle z materialu ¢irého. Tvrzeny material se pro zajisténi své pruhlednosti musel

vylestit. Pro jasné ur¢eni modelu je i pfimo na Krychli popis tis§téného objektu.

Spojovani moznosti fyzického a rychlého tisku na 3D tiskarnach poskytuje laboratofim
pocitacovych tomografii nazornou vizualizaci vysledki méfeni. Takovyto tisk je
vhodny napfiklad k prezentaci jinak skrytych ¢asti objekti a mohl by nalézt vyuziti

v komer¢ni sféte i ve skolstvi jako vyborny studijni material [21].

Obr. 21: Vytistény model cévniho systému jater; rozmér 4 x 4 x 4 cm [zdroj autor]
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IV Zavér

Cela tato bakalafska prace se zabyvala problematikou barveni mysSich jater pro
rentgenovou pocitatovou tomografii. Cilem zobrazeni vnitini struktury jater byla
vizualizace cévniho a zluCového systému V jatrech. Segmentaci vybraného vzorku byl

vytvoten model jaterniho cévniho systému.

Z tomografickych dat jater bylo mozné vysegmentovat a zobrazit v modelu pouze cévni
systétm. Zlutové kanalky jater byly vzhledem ke svému rozméru a vzhledem

k vysledkiim kontrastu snimkiti, nerozpoznatelné.

Vystupem z bakalatské prace jsou protokoly piipravy vybraného organu pro barveni
jater pomoci jodu, Lugolova roztoku, PTA a Microfilu. Dale postup méfeni vzorki,
mikrotomografickd data mekkych tkdni a 3D model cévniho systému jater. Jako
doplnéni k pivodnimu zadani vznikl i 3D vytistény model segmentované ¢asti cévniho
reCisté jater. V elektronické ptiloze prace jsou vlozena i videa segmentovanych modelt,
které mimo jiné demonstruji moznosti prezentace vysledkil vytvotenych v pouZzitych

grafickych programech.

K vytiS§téni modelu se pfistoupilo z divodu prezentace vysledku Vv podobé redlného
modelu a demonstraci moznosti navazujicich technik na zpracovani CT dat. MozZnost
tisku realného objektu z CT dat dava moznost lepsiho zkoumani studovaného objektu

a to naptiklad v oblastech zkoumani patologickych zmén tkani.

Do praxe tato prace ovéfila vyuzitelnost technickych CT i pro ucely mediciny. Pro svou

velkou rozliSovaci schopnost je primyslové CT vhodné i pro zkoumani malych vzorkd.
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Priloha
Pfiloha 1

Protokol 1: Kontrastni barveni mékkych tkani — embrya

Uvod:
Cilem této prace bylo zjistit, zda je roztok 1% jodu dostateCnym barvivem pro
kontrastovani mékkych tkani. Jako dopln€k barveni jsem na dvou vzorcich zkousela

vyuzit i lyofilizatoru.

Pomiicky a chemikalie:
pinzeta, kadinka, vaha, odmérna banka, ependorfky, jod, destilovand voda, agar,

lyofilizator, mysi embrya

Pracovni postup:

Vzorky E1, E2, E3, E4 a E5 byly oplachnuty lihem denaturovanym methanolem
anasledn¢ ponotfeny do roztoku 1% jodu. V roztoku zastaly 1, 3, 6, 9 a 24 hodin.
Vzorky E6 a E7 byly také nejdiive oplachnuty lihem denaturovanym methanolem
a poté byly v Cistych ependorfkach byly vloZeny do lyofilizatoru, kde byly pfti teploté -
111°C a tlaku 495mBar ponechdny 16 hodin. Poté se vzorky ponofily do roztoku 1%
jodu a zde byly ponechany 9 a 24 hodin. VSechny vzorky byly po uplynuti stanovenych

¢ast vloZzeny do 0,5% agaroza gelu.

Priprava roztoku:
1% jod — 1g praskového jodu se rozmichal ve 100 ml destilované vody
0,5% agarozovy gel — do 100ml destilované vody se ptidalo 0,5g agaru; poté se smés

zahtivala, dokud se agar nerozpustil a roztok nebyl opét Ciry

Zavér:
Vzorky byly ptfed barvenim a po ném uchovavany v lednici. Béhem barveni se vzorky
nachazely Vv pokojové teploté 22°C. Po barveni se zmeénila barva vSech vzorkt a to tak

ze diky jodu zhnédly. Az dalsi zkoumani ukazalo i€¢innost postupu a barveni.



Ptiloha 2

Protokol 2: Kontrastni barveni mékkych tkani - jatra

Uvod:
Cilem této prace bylo nabarvit jaterni tkan tak, aby se na CT snimcich zobrazovala

s dostate¢nym kontrastem. Tento protokol uvadi dva postupy barveni.

Pomiicky a chemikalie:
pinzeta, kaddinka, vdha, odmérna barka, ethanol, jod, jodid draselny, destilovana voda,

agar, jatra brezich mysi

Pracovni postup:

Jatra byla pinzetou vyjmuta z plastovych zkumavek a oplachnuta etanolem
denaturovanym metanolem. Nasledné byla vlozena do pfipravenych roztokd 1% jodu
a 10% IKI a ponechana v roztocich 24 a 48 hodin. Po uplynuti tohoto ¢asu byla jatra
opét pinzetou vytazena zroztoku, oplachnuta etanolem denaturovanym metanolem

a vloZena do 0,5% agaru.

Priprava roztoku:

1% jod — 1g praskového jodu se rozmichal ve 100 ml destilované vody

10% IKI (Lugoltv roztok) - Sg jodu a 10g KI se nechalo rozpustit v 85ml destilované
vody; z toho roztoku se vzalo 10 ml a toto mnozstvi se doplnilo opét destilovanou
vodou do 100 ml v odmérné bance.

0,5% agarozovy gel — do 100 ml destilované vody se pfidalo 0,5g agaru; poté se smés

zahtivala, dokud se agar nerozpustil a roztok nebyl opét Ciry

Zavér:
Vzorky byly pied barvenim i po ném uchovavany v lednici. Béhem barveni se vzorky
nachézely v pokojové teploté 22°C. Po obarveni nebyl patrny zadny rozdil. Uginnost

roztokt na kontrast pti CT snimani byl patrny aZ po provedeni snimkovani.



Pfiloha 3

Protokol 3: Barveni mékkych tkani pomoci PTA

Uvod:
Cilem tohoto postupu je dosahnout potiebného kontrastu na datech z mikroCT.

Pomiicky a chemikalie:
pinzeta, kadinky, zkumavky, vaha, odmémé banky, ethanol, methanol, PTA, agar,

destilovana voda, PBS, vzorky jater

Pracovni postup:

- fixace vzorku v 4% formaldehydu (PBS)

- vzorky byly oplachnuty PBS a postupné dehydratovany ethanolem (30%, 50%,
70%)

- kazdy stupen dehydratace probihal jeden den

- vzorky byly vyjmuty ze 70% ethanolu a piesunuty do roztoku ethanol-methanol-
voda (4:4:3) a nasledné do 80% a 90% methanolu, prodleva vzorku
Vv jednotlivych roztocich trval 1 hodinu

- vzorek byl vlozen do barviciho roztoku 0,7% PTA-methanolu po dobu 6 dnti

- po barveni nasledovala rehydratace v methanolu (90%, 80%, 70%, 50%, a 30%)
a koncila v destilované vodé

- vzorky byly v plastové zkumavce zality do 0,5% agarozového gelu

Zavér:
Vyse popsany postup je modifikaci protokolu barveni pomoci PTA od Briana Metchera.

Vzorky byly po barveni skladovany v lednici.



Ptiloha 4

Protokol 4: Injikovani Zlutého Microfilu do jater

Uvod:
Injekce syntetické pryskyfice MIKROFIL® slouzi k vytvofeni 3D odlitku cévniho
a zluCového systému v jatrech. Piedpokladem pro tuto metodu bylo zlepSeni kontrastu

na mikroCT.

Pomiicky a chemikalie:
polyethylenové hadicky, jehly 30G, injekéni stiikacky, tenkd hedvabna vlakna, nizky,
zkumavky, mikroskop, zluty MICROFIL®, fedici latka, paraformaldehyd, agaro6za,

vzorky mysich jater

Priprava roztoku:
piiprava Microfilu — roziedit MICROFIL® (cat. #MV-122) s &istou fedici latkou (cat.
#MV-Diluent) v poméru 1:3, dobfe promichat a prottepat

Pracovni postup:

- pracuje se pod mikroskopem se zvétSenim 0,63x

- lokalizovat a ocistit portalni Zilu a Zlu¢ovod od okolni tkan¢

- polyethylenovou hadi¢ku (PE10) upevnit na jehlu velikosti 30G a vsunout do
portalni Zily nebo Zluovodu, upevnit tenkym hedvabnym vlaknem cca 4 cm
dlouhym

- pokud injektujeme naraz oba systémy, zacneme zlu¢ovodem

- pred zacatkem samotného injikovani pridat k roztoku Microfilu 10% tuzidla
(soucast baleni MICROFIL®)

- naplnit stfikacku 1 ml roztoku Microfilu a spojit stiikacku s odpovidajici jehlou
s hadi¢kou

- injikovani pomoci automatické pumpy — do zlucovych cest dospélé mysi asi 150
ul, do cévniho systému asi 200 ul roztoku Microfilu

- po naplnéni systému vyjmout hadic¢ku s jehlou a podvézat ptislusny vyvod
hedvabnym vldknem, aby Microfil nemohl vytéct ven

- po plnéni se jatra umisti do zkumavky a ulozi do lednice (4°C), kde vzorek

zlstane ptes noc, aby Microfil ve vzorku ztuhnul



- jatra se poté fixuji ve 4% roztoku paraformaldehydu a opét se nechaji v lednici

- pro snimani pomoci mikroCT se jatra zaliji do 0,5% roztoku agar6zy

Zavér:

Timto postupem jsme se snazili dosdhnout vyplnéni cév a zlucovych kanalkl. Tim, ze
jsme systémy vyplnili, jsme docilili lepsiho rozliSeni na mikroCT snimcich. Dobry
vysledek vznikne za ptredpokladu, ze se Microfil dostane do celého systému

rovnomerne.



