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Souhrn

Zobrazování měkkých tkání v mikro-CT je obtížné z důvodu jejich

nízkého vnitřního kontrastu, proto je nutné použít kontrastní látku.

Cílem této práce bylo upravit komerční mikro-CT MARS a vytvořit

protokol  jednoduché  a  levné  fixace  ex-vivo  měkkých  tkání  pro

zobrazování v mikro-CT. 

V práci  bylo  použito  upravené  mikro-CT  MARS.  Pro  snímání

měkkých  tkání  byla  vyvinuta  etanolová  metoda.  Srdce  a  plíce

laboratorních myší byly fixovány buď v 97%, 50% etanolu nebo ve

vzestupné etanolové řadě. Vzorky byly snímané buď po 72, 168,

nebo po 336 hodinách. Výsledné snímky byly porovnány navzájem

a  se  snímky  nativních  vzorků.  Dále  byla  tato  metoda  fixace

vyzkoušena na zdravých mozcích laboratorních myší.

Nejlepších  výsledků  bylo  dosaženo  u  fixace  ve  vzestupné  řadě

koncentrací etanolu, u srdce po 168 hodinách fixace, u plic po 336

hodinách.  Při  snímání  mozku  se  podařilo  zobrazit  klinicky

významných 42 struktur bílé hmoty a 53 struktur šedé hmoty.

Modifikované mikro-CT MARS je vhodné pro kvalitní zobrazování

měkkých tkání. Etanolová metoda fixace měkkých tkání je levná a

jednoduchá metoda zvýšení vnitřního kontrastu měkkých tkání.
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Summary

The imaging of soft tissues in micro-CT is problematic due to their

low intrinsic contrast and it is necessary to use a contrast agent. The

aim of the study was to modify a conventional micro-CT MARS

and to create a protocol for a simple and cheap fixation of ex-vivo

soft tissues for micro-CT scanning. 

A modified micro-CT MARS was used for scanning soft  tissues

fixated  in  ethanol.  Hearts  and  lungs  from laboratory  mice  were

either  fixated  in  97%,  50%  ethanol  solution  or  in  a  series  of

ascending ethanol concentrations. Images were acquired after 72,

168 and 336 hours and compared to themselves and to the native

specimens. This method was also used in healthy mice brains.

The  best  results  were  obtained  in  a  series  of  ascending  ethanol

concentrations, in case of a heart after 168 hours of fixation and in

case of lungs after 336 hours. In scans of the brain, it was possible

to visualize 42 clinically important structures of white matter and

53 structures of grey matter.

The  modified  micro-CT  MARS  is  suitable  for  a  high-quality

scanning of soft tissues. Ethanol fixation of soft tissues is a cheap

and simple method for increasing contrast in soft tissues.
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1. Úvod

Výpočetní tomografie (Computed Tomography, CT) je zobrazovací

metoda,  která  využívá  rentgenové  záření  k  neinvazivnímu

zobrazení  vnitřní  struktury  zkoumaného  objektu.  Rozlišení

výpočetní  tomografie  se  pohybuje  v řádech  stovek  mikrometrů.

Největší využití CT našlo v humánní medicíně, kde v dnešní době

patří mezi standardní zobrazovací vyšetření. 

Mikrovýpočetní  tomografie  (Micro-Computed  Tomography,

Micro-CT,  mikro-CT)  pracuje  na  stejném principu  jako klasická

výpočetní tomografie. Rozdíl je v rozlišení, které je výrazně větší

(v řádech jednotek mikrometru),  a  také ve velikosti  zkoumaného

objektu,  která  je  naopak  výrazně  menší  (v řádech  jednotek

centimetrů). 

Mikro-CT  je  široce  užíváno  v průmyslu  ke  zkoumání  kvality

materiálů, dále také v archeologii ke studiu materiálů historických

předmětů.  V posledních  letech  si  však  našlo  cestu  i  do

biomedicínského výzkumu.

Mikro-CT  umožňuje  studium  biologických  vzorků  s rozlišením

srovnatelným s rozlišením světelného mikroskopu a to bez nutnosti

prokrajování vzorků a tudíž jejich zničení. Díky této výhodě mohou

být  vzorky zkoumány opakovaně,  v kombinaci  několika různých
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metod.  Ideálním  postupem  je  studium  makrostruktury  vzorku,

následně  vyšetření  v mikro-CT  a  dále  např.  vyšetření  pomocí

imunohistochemie,  nebo  klasické  histologie  pod  světelným

mikroskopem.

Při zobrazování předmětu v mikro-CT prochází rentgenové paprsky

zkoumaným  objektem  a  foton-senzitivní  detektory  následně

detekují  záření,  které  objektem  prošlo.  Během  snímání  jsou

pořízeny stovky dvojrozměrných řezů z mnoha úhlů kolem objektu.

Výsledkem  snímání  je  dataset  2D  řezů  v jasně  definovaných

paralelních rovinách. Získaná data jsou uložena v počítači, kde je

možné jednotlivé snímky prohlížet, dále je možné z nich vytvořit

3D rekonstrukci a provést post-produkci.

Vzhledem  k principu  fungování  mikro-CT  se  nejlépe  zobrazují

struktury s vysokým protonovým číslem (kosti, zuby, apod.). Právě

tato  vlastnost  je  největší  limitací  mikro-CT  při  zobrazování

měkkých tkání jako jsou svaly nebo nervy. Různé měkké tkáně se

v absorpci  rentgenového  záření  příliš  neliší,  mají  nízký  vnitřní

kontrast a tudíž je ve výsledném snímku nelze příliš rozlišit. Proto

je  nutné  při  zobrazování  měkkých  tkání  v mikro-CT  kontrast

zvýšit.  Nejjednodušší  metodou  je  využití  přirozeného  kontrastu

v rámci zkoumaného orgánu,  například v plicích mezi  dýchacími

cestami  a  plicním  parenchymem.  Další  možností  jsou  fixační
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činidla,  jako  je  například  jodid  draselný  nebo  fosfowolframová

kyselina.  Pro  zobrazení  cévního  řečiště  je  poté  nutná  aplikace

intravaskulární kontrastní látky, nejčastěji jodu či nanočástic zlata.

Žádná  metoda  však  není  dokonalá.  Některé  metody  jsou  příliš

složité, jiné jsou extrémně drahé, nebo jsou pro živé tkáně naprosto

nevhodné pro svoji toxicitu. 

Dizertační práce se zabývá problematikou zobrazení měkkých tkání

v mikro-CT a klade si za cíl představit metodu zlepšení kontrastu

měkkých tkání při zobrazování v mikro-CT.
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2. Cíle dizertační práce

Cílem dizertační  práce je vytvořit  levnou a jednoduchou metodu

ex-vivo  fixace  měkkých  tkání  pro  zobrazení

v modifikovaném mikro-CT  MARS  (Medipix  All  Resolution

System). 

Jednotlivé dílčí cíle byly následující:

1. modifikovat přístroj mikro-CT MARS

2. porovnat  různé  typy fixace srdce a  plic  animálního modelu

v etanolu jako kontrastního činidla pro zobrazení v mikro-CT

3. zobrazit vnitřní strukturu zdravého mozku animálního modelu

fixovaného ex-vivo v etanolu v mikro-CT a popsat zobrazené

struktury
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3. Materiál a metodika

Výzkum  byl  prováděn  na  přístroji  mikro-CT  Medipix  All

Resolution  System  (MARS),  který  byl  vyvinut  Univerzitou

v Canterbury na Novém Zélandu. Pro potřeby výzkumu byl však

přístroj výrazně modifikován.

Konstrukce  přístroje  zůstala  stejná,  jedná  se  o  typ,  kde  jsou

detektor a rentgenka umístěny v jedné gantry, která rotuje kolem

stacionárního vzorku.

Původní rentgenka byla nahrazena rentgenovou lampou KEVEXTM

PXS-11 s provozním napětím 40-70 kV a s 30 µm ohniskem. 

Mikro-CT  bylo  osazeno  novým  foton-počítajícím  detektorem

Timepix Quad s rozměry 2,8 x 2,8cm, který je složen ze čtyř čipů o

celkové  ploše  512  x  512  pixelů.  Takto  modifikované  mikro-CT

dosahuje prostorového rozlišení 30 µm.

Konstrukce gantry umožňuje snímat objekty,  které jsou v dlouhé

ose delší než 2,8 cm a to tím, že se vzorek snímá např. ve třech sub-

akvizicích, kdy se vzorek posune o délku detektoru a výsledné sub-

akvizice se poté spojí do jednoho snímku. 
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Zvětšení je realizováno změnou vzdálenosti rentgenky od vzorku a

dosahuje od 1,25x k 2x zvětšení.

Přístroj  je  schopný  pořizovat  jednak  tomografie  s následnou  3D

rekonstrukcí,  ale  také takzvané  mikroradiografie.  Jedná se  o  2D

sumační  projekci,  jejíž  pořízení  trvá  v řádech  sekund.

Mikroradiografie je vhodná jako prvotní sken zkoumaného objektu

k určení například oblasti zájmu (Region of Interest, ROI). 

Pro snímání  měkkých tkání  v mikro-CT byla  vyvinuta  etanolová

metoda  fixace.  Srdce  a  plíce  30  geneticky  modifikovaných

laboratorních  myší  C57BL/6  byly  fixovány  buď  v 97% etanolu,

50% etanolu, nebo ve vzestupné řadě koncentrací etanolu. Vzorky

byly  snímané  buď po 72  hodinách,  168 hodinách,  nebo po  336

hodinách. Výsledné snímky byly porovnány navzájem a se snímky

nativních vzorků. Dále byla tato metoda fixace vyzkoušena na pěti

zdravých  mozcích  laboratorních  myší  C57BL/6  fixovaných  ve

vzestupné řadě koncentrací etanolu za účelem zhodnocení přínosu

zobrazování  mozku  v  mikro-CT  ve  výzkumu  centrálního

nervového systému.

Dizertační  práce  vychází  z pěti  publikovaných  impaktovaných

monotematicky  založených  publikací.  První  tři  publikace  jsou

technického  rázu  a  vznikly  pod  „taktovkou“  inženýrů  z Ústavu

technické a experimentální fyziky, České vysoké učení technické
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(ÚTEF  ČVUT)  v Praze  a  Fakulty  biomedicínského  inženýrství,

České vysoké učení technické (FBMI ČVUT). 

Další dvě publikace se zabývají zkoumáním biologických vzorků a

vznikly  primárně  pod  vedením  pracovníků  3.  lékařské  fakulty

Univerzity Karlovy (3. LF UK). 

Výsledkem úzké spolupráce lékařů a inženýrů je soubor vědeckých

prací,  které  zahrnují  modifikaci  původního  mikro-CT  přístroje,

vývoj  držáků  pro  vzorky  a  následně  výzkum  a  vývoj  nových

protokolů pro zobrazování měkkých tkání v mikro-CT.
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4. Výsledky

Úspěšně  se  podařilo  přebudovat  mikro-CT  MARS  a  osadit  ho

novými  komponenty,  zejména  foton-počítajícím  detektorem

Timepix. Takto sestavené mikro-CT disponuje rozlišením cca 30

µm.  Přístroj  byl  následně  úspěšně  otestován  pro  zobrazování

měkkých tkání, nejdříve na fantomu a poté na reálných měkkých

tkáních. Nevýhodou modifikovaného mikro-CT MARS jsou malé

rozměry Timepix Quad detektoru. Pro velké vzorky, které svými

rozměry přesahují rozměry detektoru, byl proto vytvořen systém,

kdy gantry umožňuje posunutí vzorku o rozměr detektoru. Vzorek

je  tak  snímán  postupně  v několika  subakvizicích,  které  jsou

následně  spojeny v jeden objekt.  Tento  přístup  lze  aplikovat  při

vytváření  2D  snímků  (mikroradiografií),  tak  i  u  klasických

tomografií.

Při  snímání vzorků měkkých tkání  v otevřeném držáku vzorků v

mikro-CT  MARS  docházelo  k jejich  rychlému  zahřívání  a

následnému  vypařování  vody  a  tím  k  jejich  zmenšování.

Výsledkem byly nekvalitní tomografie s řadou artefaktů. Proto byl

vytvořen dvojkomorový držák vzorků pro mikro-CT, který v jedné

komoře obsahoval vzorek a v druhé rezervoár s etanolem. Komory

byly  od  sebe  neúplně  rozdělené.  Etanol  se  během  snímání

vypařoval  a  zajistil  tak  vhodnou  atmosféru  kolem  zkoumaného
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vzorku, zredukoval vypařování tekutiny ze vzorku a tím výrazně

snížil  změnu  jeho  objemu  a  tvaru.  Výsledkem  byly  tomografie

s minimem artefaktů v porovnání s původním otevřeným držákem. 

Etanol byl také použit jako fixační činidlo srdcí a plic laboratorních

myší. V případě srdce všechny 2D snímky (mikroradiografie) srdcí

fixovaných v etanolu zobrazily  více  detailů  vnitřní  struktury než

snímky  nativních  srdcí,  konkrétně  se  jednalo  o  svalová  vlákna,

levou  a  pravou  komoru,  levé  a  pravé  ouško  a  jejich  trámčitá

svalovina  či  papilární  svaly.  Topografie  a  následná  3D

rekonstrukce  dále  zobrazila  srdeční  chlopně,  šlašinky,  svalové

trámce a jimi vytvořený srdeční vír. U fixace srdce v 97% etanolu

bylo  pozorováno  výrazné  ztvrdnutí  vzorků,  u  dvou  vzorků  se

dokonce  objevily  ruptury.  Nejlepšího  zobrazení  detailů  vnitřní

struktury srdce bylo dosaženo po fixaci  po dobu 168 hodin.   U

fixace  srdce  v 50% etanolu  byly  vzorky  výrazně  měkčí  než  při

fixaci  v 97%,  také  nebyly  zpozorovány žádné  ruptury.  Nicméně

zobrazení detailů vnitřní struktury nedosahovalo kvalit 97% fixace

a to ani po dvoutýdenní fixaci. V případě fixace srdce ve vzestupné

řadě  koncentrací  etanolu  bylo  pozorováno  ztvrdnutí  vzorků

podobné jako u 97% etanolu, nicméně nebyly pozorovány žádné

ruptury.  Zvýšení  kontrastu  se  již  po  72hodinách  vyrovnala

nejlepším výsledkům 97% etanolu,  po 168 hodinové fixaci  bylo

zvýšení kontrastu nejlepší v rámci všech sledovaných koncentrací.
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Při srovnání tomografie s histologickým řezem, bylo na tomografii

dokonce patrné více struktur než na histologickém preparátu.

V případě  plic  snímky  nativních  vzorků  zobrazily,  díky

přirozenému  kontrastu  vzduch-tkáň,  část  vnitřní  struktury  –

tracheu,  primární  bronchus a jeho první  dělení.  Mikroradiografie

vzorků  fixované  v etanolu  však  zobrazily  vnitřní  struktury  plic

podstatně lépe.  Zobrazeny byly navíc lobární  bronchy a alveoly.

Tomografie  a  následná  3D  rekonstrukce  dále  zobrazila  karinu

průdušnice, okraje jednotlivých laloků a lalůčků a periferní větvení

bronchů.  Při  fixaci  v 97% byly  účinky etanolu  na  vzorek  téměř

identické jako na vzorek srdce, nejlepších výsledků bylo dosaženo

po  168  hodinové  fixaci.  U  fixace  plic  v 50%  etanolu  došlo

k výraznému  zvýšení  kontrastu  až  po  168,  respektive  po  336

hodinové fixaci, nicméně ani dvoutýdenní fixace dosáhla zvýšení

kontrastu  lepšího  než  u  97%  etanolu.  Výhodou  fixace  v 50%

etanolu  bylo,  stejně  jako  u  srdce,  menší  ztvrdnutí  vzorků  a

nepřítomnost  ruptur.  V  případě  fixace  plic  ve  vzestupné  řadě

koncentrací  etanolu  bylo  pozorováno  ztvrdnutí  vzorků  podobné

jako u 97% etanolu,  nicméně nebyly pozorovány žádné ruptury.

Nejlepší zvýšení kontrastu bylo dosaženo po 336 hodinové fixaci.

Při srovnání tomografie s histologickým řezem, bylo na tomografii

patrné více struktur než na histologickém preparátu. 
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Další výzkum proběhl na pěti zdravých mozcích laboratorních myší

fixovaných  ve  vzestupné  řadě  koncentrací  etanolu.  V pěti

koronárních, čtyřech sagitálních a třech horizontálních řezech bylo

identifikováno celkově 42 struktur bílé hmoty a 53 struktur šedé

hmoty.  Koronární  řezy  byly  vedeny  v úrovni  přední  komisury,

ventrální části dorzálního gyrus dentatus, dorzální části dorzálního

gyrus  dentatus  a  mozkového kmene.  Sagitální  řezy  byly  vedeny

v úrovni  pallidum  internum,  kaudoputamen,  laterálního  septa  a

medálního  septa.  Horizontální  řezy  byly  vedeny  v horní  části

paraventrikálárních jader thalamu, v úrovni  přední  hypotalamické

oblasti a v dolní části paraventrikulárních jader thalamu. Podařilo

se  identifikovat  i  velmi  malé  struktury  bílé  hmoty  –  medální

lemniscus, stria terminalis nebo cingulum. 
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5. Diskuze

Úspěšně  se  podařilo  přebudovat  mikro-CT  MARS  a  osadit  ho

novými komponenty tak, aby bylo schopné kvalitně snímat vzorky

měkkých  tkání.  Díky  těmto  úpravám  nebylo  nutné  pro  zvýšení

kontrastu  použít  například  metodu  fázového  kontrastu,  kterou

použil Takeda  (Takeda et al. 2013). Pro kvalitní snímání je také

nezbytné,  aby byl  vzorek naprosto stabilní  a  neměnil  objem ani

tvar. Proto byl vytvořen a úspěšně otestován dvojkomorový držák,

který je vhodný pro udržení stability vzorku měkkých tkání během

snímání v mikro-CT po dobu desítek minut.

Byla vytvořená etanolová metoda fixace ex-vivo měkkých tkání,

která je levná, jednoduchá, a která může být použita jednak jako

fixační činidlo měkkých tkání, tak i jako kontrastní látka. Velkou

výhodou  této  metody  je,  že  neničí  vzorky  a  ty  jsou  tudíž  dále

k dispozici  k dalším  vyšetřením,  jako  je  klasická  histologie  či

imunohistochemie.  V porovnání  s fosfowolframovou  kyselinou

nebo fosfomolybdenovou kyselinou dokáže etanolová metoda lépe

zobrazovat vnitřní strukturu zkoumaného vzorku (Descamps et al.

2014).  Další  nespornou  výhodou  je  její  jednoduchost,  není  k ní

potřeba speciálně proškolený personál a navíc lze použít i v případě
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klinického  výzkumu.  Nevýhodou  je  nevyhnutelné  scvrkávání

vzorku v etanolu.

Dále  bylo  dokázáno,  že  mikro-CT  je  vhodným  nástrojem  pro

zobrazování  centrálního  nervového  systému  animálního  modelu,

v tomto  případě  laboratorní  myši.  Kovacevic  například  ve  svém

výzkumu myšího mozku v mikro-MRI dokázal zobrazit „pouze“ 62

struktur,  kdy nejmenší  strukturou byl  habenulární  komplex jader

(Kovacevic  et  al.  2005).  Náš  výzkum  jen  části  myšího  mozku

dokázal  zobrazit  95  struktur  a  s výrazně  větším  rozlišením  a

nejmenšími  strukturami  jako  je  lemniscus  medialis  nebo  stria

terminalis.  V porovnání  s mikro-MRI  je  mikro-CT  levnější  a

dostupnější zařízení s jednodušším protokolem použití kontrastních

látek a vyšším rozlišením. 

Díky výzkumu zdravého mozku mohou na tuto práci navázat další

práce zaměřené na patologie mozku, například studie na animálních

modelech tumorů mozku, ischemických příhod či traumatech. Tato

studie  jasně  prokázala,  že  mikro-CT  v kombinaci  s etanolovou

metodou fixace je vhodné pro ex-vivo studium animálního mozku.
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6. Závěry

Zobrazování měkkých tkání v mikro-CT je problematické z důvodu

jejich  minimálního  vnitřního  kontrastu,  pro  kvalitní  zobrazení

jejich  vnitřní  struktury  je  nutné  použít  kontrastní  látky.  Ty  jsou

však velmi často příliš drahé, komplikované, toxické a velmi často

znehodnotí  vzorek  pro  další  diagnostické  metody.  Celosvětový

výzkum v oblasti zobrazování měkkých tkání in-vivo a ex-vivo v

mikro-CT se zaměřuje na hledání ideální kontrastní látky. Taková

látka  by  měla  být  snadno  použitelná,  dostupná  a  měla  by

rovnoměrně  pronikat  i  tlustými  vrstvami  tkáně  (Pauwels  et  al.

2013). 

Pro  získání  kvalitních  tomografií  je  nezbytný kvalitní  mikro-CT

přístroj.  V rámci  spolupráce  ve  Specializované  laboratoři

experimentálního zobrazování  3.  LF UK,  ÚTEF ČVUT a FBMI

ČVUT byl přepracován původní mikrotomograf MARS na zařízení

schopné  kvalitního  zobrazení  měkkých  tkání.  Srdcem

modifikovaného přístroje se stal photon-counting detektor Timepix

Quad s rozměry 2,8x2,8 cm, který je schopný plně potlačit šum.

V práci byl vytvořen protokol pro fixaci měkkých tkání pro ex-vivo

snímání v mikro-CT. Konkrétně se jednalo o myší  srdce a plíce,
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které byly po explantaci okamžitě fixovány v etanolu. Jako nejlepší

protokol  vyšla  fixace ve  vzestupné  etanolové  řadě  -  25%,  50%,

75% a 97%, kdy v každé lázni  byl  vzorek uchován po dobu 12

hodin. Vzorky srdce byly poté snímány za 168 hodin, v případě plic

po 336 hodinách. Klíčovým krokem je nutnost nechat vzorky před

snímáním vyschnout po dobu 40 minut při pokojové teplotě. Díky

tomuto jednoduchému kroku dochází k vypaření etanolu ze všech

dutin  zkoumaného  orgánu,  které  nekolabují  a  jsou  následně

vyplněné vzduchem. Při snímání je ve vnitřních strukturách orgánu

primárně detekovaný kontrast vzduch-tkáň.

Pro  další  klinický  výzkum  v oblasti  neurověd  byla  etanolová

metoda aplikována na zobrazení zdravého myšího mozku v mikro-

CT. V klinicky zajímavých oblastech mozku se provedly koronární,

sagitální  a  horizontální  řezy,  na  kterých  bylo  celkově

identifikováno a popsáno 42 struktur bílé hmoty a 53 šedé hmoty

mozkové. Detailní zobrazení struktur zdravého mozku animálního

modelu pomocí  mikro-CT je  klíčová  pro další  studium CNS na

animálním modelu v preklinickém výzkumu.

Výstupy  této  dizertační  práce  prokázaly,  že  etanolová  fixační

metoda  ex-vivo  měkkých tkání  je  levná,  jednoduchá  a  efektivní

kontrastní látka pro zobrazování těchto tkání v mikro-CT. Díky své

jednoduchosti  není  potřeba  k fixaci  vzorků  speciálně  vyškolený
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personál,  a  tak  může  být  etanolová  metoda  aplikována  ve

spolupráci  s kliniky  v klinickém  výzkumu.  Zkoumané  tkáně  je

následně  možné  podrobit  dalšímu  zkoumání,  například  klasické

histologii.
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