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Souhrn

Zobrazovani mekkych tkani v mikro-CT je obtizné z divodu jejich
nizkého vnitfniho kontrastu, proto je nutné pouzit kontrastni latku.
Cilem této prace bylo upravit komeré¢ni mikro-CT MARS a vytvorit
protokol jednoduché a levné fixace ex-vivo mékkych tkani pro

zobrazovani v mikro-CT.

V praci bylo pouzito upravené mikro-CT MARS. Pro snimani
mekkych tkani byla vyvinuta etanolovd metoda. Srdce a plice
laboratornich mysi byly fixovany bud’ v 97%, 50% etanolu nebo ve
vzestupné etanolové fadé. Vzorky byly snimané bud’ po 72, 168,
nebo po 336 hodinach. Vysledné snimky byly porovnany navzajem
a se snimky nativnich vzorki. Dale byla tato metoda fixace

vyzkouS$ena na zdravych mozcich laboratornich mysi.

Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno u fixace ve vzestupné fadé
koncentraci etanolu, u srdce po 168 hodinach fixace, u plic po 336
hodinach. Pfi snimani mozku se podafilo zobrazit klinicky

vyznamnych 42 struktur bilé hmoty a 53 struktur Sedé hmoty.

Modifikované mikro-CT MARS je vhodné pro kvalitni zobrazovani
mekkych tkani. Etanolova metoda fixace mékkych tkani je levna a

jednoduché metoda zvyseni vnitiniho kontrastu mekkych tkani.



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.



1. Uvod

Vypocetni tomografie (Computed Tomography, CT) je zobrazovaci
metoda, ktera vyuZzivd rentgenové zafeni k neinvazivnimu
zobrazeni vnitini struktury zkoumaného objektu. RozliSeni
vypocetni tomografie se pohybuje v tadech stovek mikrometri.
Nejveétsi vyuziti CT naslo v humanni medicing, kde v dnesni dobé

patii mezi standardni zobrazovaci vysetfeni.

Mikrovypocetni tomografie (Micro-Computed Tomography,
Micro-CT, mikro-CT) pracuje na stejném principu jako klasicka
vypocetni tomografie. Rozdil je v rozliSeni, které je vyrazné vetsi
(v fadech jednotek mikrometru), a také ve velikosti zkoumaného
objektu, kterd je naopak vyrazn¢ mensi (v fadech jednotek

centimetra).

Mikro-CT je Siroce uzivano v pramyslu ke zkoumani kvality
materialt, dale také v archeologii ke studiu materialti historickych
predmétii. V poslednich letech si vSak naSlo cestu i do

biomedicinského vyzkumu.

Mikro-CT umoziiuje studium biologickych vzorkid s rozliSenim
srovnatelnym s rozliSenim svételného mikroskopu a to bez nutnosti
prokrajovani vzorka a tudiz jejich zniceni. Diky této vyhod¢ mohou

byt vzorky zkoumany opakované, v kombinaci n€kolika riznych
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metod. Idedlnim postupem je studium makrostruktury vzorku,
nasledné vysetfeni v mikro-CT a dale napf. vySetieni pomoci
imunohistochemie, nebo klasické histologie pod svételnym

mikroskopem.

Pfi zobrazovani predmétu v mikro-CT prochazi rentgenové paprsky
zkoumanym objektem a foton-senzitivni detektory nasledné
detekuji zateni, které objektem proslo. Béhem snimani jsou
porizeny stovky dvojrozmérnych fezli z mnoha ihla kolem objektu.
Vysledkem sniméani je dataset 2D fezli v jasné¢ definovanych
paralelnich rovinach. Ziskana data jsou uloZena v pocitaci, kde je
mozné jednotlivé snimky prohlizet, dale je mozné z nich vytvofit

3D rekonstrukci a provést post-produkci.

Vzhledem k principu fungovani mikro-CT se nejlépe zobrazuji
struktury s vysokym protonovym ¢islem (kosti, zuby, apod.). Praveé
tato vlastnost je nejveétsi limitaci mikro-CT pifi zobrazovani
meékkych tkani jako jsou svaly nebo nervy. Rizné mekké tkané se
v absorpci rentgenového zateni pfiliS neli$i, maji nizky vnitini
kontrast a tudiz je ve vysledném snimku nelze pfili§ rozlisit. Proto
je nutné pii zobrazovani meékkych tkani v mikro-CT kontrast
zvysit. Nejjednodu$si metodou je vyuziti ptirozeného kontrastu
v ramci zkoumaného organu, naptiklad v plicich mezi dychacimi

cestami a plicnim parenchymem. Dal§i mozZnosti jsou fixacni



¢inidla, jako je napfiklad jodid draselny nebo fosfowolframova
kyselina. Pro zobrazeni cévniho feCisté je poté nutnd aplikace
intravaskularni kontrastni latky, nejcastéji jodu ¢i nanocastic zlata.
Z4dna metoda vSak neni dokonala. Né&které metody jsou piilis
slozité, jiné jsou extrémné drahé, nebo jsou pro zivé tkan€ naprosto

nevhodné pro svoji toxicitu.

Dizertacni prace se zabyva problematikou zobrazeni mékkych tkani
v mikro-CT a klade si za cil pfedstavit metodu zlepSeni kontrastu

mekkych tkani pii zobrazovani v mikro-CT.



2. Cile dizertacni prace

Cilem dizertacni prace je vytvofit levnou a jednoduchou metodu
ex-vivo fixace mékkych tkani pro zobrazeni
v modifikovaném mikro-CT MARS (Medipix All Resolution
System).

Jednotlivé dil¢i cile byly nasledujici:

1. modifikovat pfistroj mikro-CT MARS

2. porovnat ruzné typy fixace srdce a plic animalniho modelu

v etanolu jako kontrastniho ¢inidla pro zobrazeni v mikro-CT

3. zobrazit vnitini strukturu zdravého mozku animalniho modelu
fixovaného ex-vivo v etanolu v mikro-CT a popsat zobrazené

struktury



3. Material a metodika

Vyzkum byl provaddén na pfistroji mikro-CT Medipix All
Resolution System (MARS), ktery byl vyvinut Univerzitou
v Canterbury na Novém Zélandu. Pro potifeby vyzkumu byl vSak

ptistroj vyrazné modifikovan.

Konstrukce pfistroje zustala stejna, jedna se o typ, kde jsou
detektor a rentgenka umistény v jedné gantry, ktera rotuje kolem

stacionarniho vzorku.

Pavodni rentgenka byla nahrazena rentgenovou lampou KEVEX™

PXS-11 s provoznim napétim 40-70 kV a s 30 um ohniskem.

Mikro-CT bylo osazeno novym foton-pocitajicim detektorem
Timepix Quad s rozméry 2,8 x 2,8cm, ktery je slozen ze Ctyt Cipl o
celkové plose 512 x 512 pixelti. Takto modifikované mikro-CT

dosahuje prostorového rozliseni 30 um.

Konstrukce gantry umoziuje snimat objekty, které jsou v dlouhé
ose del$i nez 2,8 cm a to tim, Ze se vzorek snimé napt. ve tfech sub-
akvizicich, kdy se vzorek posune o délku detektoru a vysledné sub-

akvizice se poté spoji do jednoho snimku.



Zvétseni je realizovano zmeénou vzdalenosti rentgenky od vzorku a

dosahuje od 1,25x k 2x zvétseni.

Ptistroj je schopny pofizovat jednak tomografie s naslednou 3D
rekonstrukcei, ale také takzvané mikroradiografie. Jedna se o 2D
sumacni  projekci, jejiz  pofizeni trva v iadech sekund.
Mikroradiografie je vhodna jako prvotni sken zkoumaného objektu

k urCeni naptiklad oblasti zajmu (Region of Interest, ROI).

Pro snimani mékkych tkani v mikro-CT byla vyvinuta etanolova
metoda fixace. Srdce a plice 30 geneticky modifikovanych
laboratornich mysi C57BL/6 byly fixovany bud’ v 97% etanolu,
50% etanolu, nebo ve vzestupné fad¢ koncentraci etanolu. Vzorky
byly snimané bud’ po 72 hodinédch, 168 hodinach, nebo po 336
hodinach. Vysledné snimky byly porovnany navzajem a se snimky
nativnich vzorki. Dale byla tato metoda fixace vyzkouSena na péti
zdravych mozcich laboratornich mys$i C57BL/6 fixovanych ve
vzestupné fad¢ koncentraci etanolu za ucelem zhodnoceni piinosu
zobrazovani mozku v mikro-CT ve vyzkumu centralniho

nervového systému.

Dizertaéni prace vychdzi zpéti publikovanych impaktovanych
monotematicky zaloZenych publikaci. Prvni tfi publikace jsou
technického razu a vznikly pod ,taktovkou™ inZenyru z Ustavu

technické a experimentélni fyziky, Ceské vysoké udeni technické
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(UTEF CVUT) v Praze a Fakulty biomedicinského inzenyrstvi,
Ceské vysoké uéeni technické (FBMI CVUT).

Dalsi dvé publikace se zabyvaji zkoumanim biologickych vzorkl a
vznikly primarné¢ pod vedenim pracovniki 3. lékatské fakulty

Univerzity Karlovy (3. LF UK).

Vysledkem uzké spoluprace 1€kaii a inzenyri je soubor védeckych
praci, které zahrnuji modifikaci ptvodniho mikro-CT piistroje,
vyvoj drzakti pro vzorky a nasledné¢ vyzkum a vyvoj novych

protokolt pro zobrazovani mekkych tkani v mikro-CT.
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4. Vysledky

Uspé&sné se podafilo piebudovat mikro-CT MARS a osadit ho
novymi komponenty, zejména foton-pocitajicim detektorem
Timepix. Takto sestavené mikro-CT disponuje rozliSenim cca 30
um. Pristroj byl nasledné uspésné otestovan pro zobrazovani
meékkych tkédni, nejdiive na fantomu a poté na realnych mékkych
tkanich. Nevyhodou modifikovaného mikro-CT MARS jsou malé
rozméry Timepix Quad detektoru. Pro velké vzorky, které svymi
rozméry presahuji rozméry detektoru, byl proto vytvoien systém,
kdy gantry umoziuje posunuti vzorku o rozmér detektoru. Vzorek
je tak sniman postupné v n€kolika subakvizicich, které jsou
nasledné spojeny v jeden objekt. Tento pfistup lze aplikovat pfi
vytvateni 2D snimktl (mikroradiografii), tak i u klasickych

tomografii.

Pfi snimani vzorkd mekkych tkéni v otevieném drzaku vzorkd v
mikro-CT MARS dochazelo kjejich rychlému zahtivani a
naslednému vypafovani vody a tim k jejich zmenSovani.
Vysledkem byly nekvalitni tomografie s fadou artefaktti. Proto byl
vytvotfen dvojkomorovy drzak vzorki pro mikro-CT, ktery v jedné
komote obsahoval vzorek a v druhé rezervoar s etanolem. Komory
byly od sebe nelplné rozdélené. Etanol se behem snimani

vypatoval a zajistil tak vhodnou atmosféru kolem zkoumaného
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vzorku, zredukoval vypafovani tekutiny ze vzorku a tim vyrazné
snizil zménu jeho objemu a tvaru. Vysledkem byly tomografie

s minimem artefaktl v porovnani s pivodnim otevienym drzédkem.

Etanol byl také pouzit jako fixacni ¢inidlo srdci a plic laboratornich
mys$i. V pfipadé srdce vSechny 2D snimky (mikroradiografie) srdci
fixovanych v etanolu zobrazily vice detaild vnitini struktury nez
snimky nativnich srdci, konkrétné¢ se jednalo o svalova vlakna,
levou a pravou komoru, levé a pravé ousko a jejich tramcita
svalovina ¢i papilarni svaly. Topografie a nasledna 3D
rekonstrukce dale zobrazila srde¢ni chlopng, SlaSinky, svalové
trdmce a jimi vytvofeny srdecni vir. U fixace srdce v 97% etanolu
bylo pozorovano vyrazné ztvrdnuti vzorkd, u dvou vzorkll se
dokonce objevily ruptury. Nejlepsiho zobrazeni detailti vnitini
struktury srdce bylo dosaZeno po fixaci po dobu 168 hodin. U
fixace srdce v 50% etanolu byly vzorky vyrazné¢ mékei nez pii
fixaci v 97%, také nebyly zpozorovany zadné ruptury. Nicméné
zobrazeni detaill vnitini struktury nedosahovalo kvalit 97% fixace
a to ani po dvoutydenni fixaci. V piipad¢ fixace srdce ve vzestupné
fadé¢ koncentraci etanolu bylo pozorovano ztvrdnuti vzorkd
podobné jako u 97% etanolu, nicméné nebyly pozorovany zadné
ruptury. ZvySeni kontrastu se jiz po 72hodinach vyrovnala
nejlepSim vysledkim 97% etanolu, po 168 hodinové fixaci bylo

zvyseni kontrastu nejlepsi v ramci vSech sledovanych koncentraci.
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P1i srovnani tomografie s histologickym tezem, bylo na tomografii

dokonce patrné vice struktur nez na histologickém preparatu.

V piipadé plic snimky nativnich vzorkd =zobrazily, diky
ptirozenému kontrastu vzduch-tkan, c¢ast wvnitini struktury -
tracheu, primarni bronchus a jeho prvni déleni. Mikroradiografie
vzorkll fixované v etanolu vSak zobrazily vnitini struktury plic
podstatné 1épe. Zobrazeny byly navic lobarni bronchy a alveoly.
Tomografie a nasledna 3D rekonstrukce dale zobrazila karinu
pridusnice, okraje jednotlivych lalokt a lalickt a periferni vétveni
broncht. Pfi fixaci v 97% byly Uc¢inky etanolu na vzorek témeért
identické jako na vzorek srdce, nejlepSich vysledkt bylo dosazeno
po 168 hodinové fixaci. U fixace plic v 50% etanolu doslo
k vyraznému zvySeni kontrastu az po 168, respektive po 336
hodinové fixaci, nicméné ani dvoutydenni fixace dosahla zvyseni
kontrastu lepsiho nez u 97% etanolu. Vyhodou fixace v 50%
etanolu bylo, stejné jako u srdce, men$i ztvrdnuti vzorkli a
nepfitomnost ruptur. V pripadé¢ fixace plic ve vzestupné fadé
koncentraci etanolu bylo pozorovano ztvrdnuti vzorkdi podobné
jako u 97% etanolu, nicméné nebyly pozorovany zadné ruptury.
Nejlepsi zvySeni kontrastu bylo dosazeno po 336 hodinové fixaci.
Pti srovnani tomografie s histologickym fezem, bylo na tomografii

patrné vice struktur nez na histologickém preparatu.
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Dalsi vyzkum probéhl na péti zdravych mozcich laboratornich mysi
fixovanych ve vzestupné fadé koncentraci etanolu. V péti
koronarnich, ¢tyfech sagitalnich a tfech horizontalnich fezech bylo
identifikovano celkoveé 42 struktur bilé hmoty a 53 struktur Sedé
hmoty. Koronarni fezy byly vedeny v trovni pfedni komisury,
ventralni ¢asti dorzalniho gyrus dentatus, dorzalni ¢asti dorzalniho
gyrus dentatus a mozkového kmene. Sagitalni fezy byly vedeny
vurovni pallidum internum, kaudoputamen, lateralniho septa a
medalniho septa. Horizontdlni fezy byly vedeny v horni casti
paraventrikalarnich jader thalamu, v urovni pfedni hypotalamické
oblasti a v dolni Casti paraventrikularnich jader thalamu. Podaftilo
se identifikovat i velmi malé struktury bilé hmoty — medalni

lemniscus, stria terminalis nebo cingulum.
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5. Diskuze

Uspé&sné se podafilo piebudovat mikro-CT MARS a osadit ho
novymi komponenty tak, aby bylo schopné kvalitné snimat vzorky
mekkych tkani. Diky témto upravam nebylo nutné pro zvySeni
kontrastu pouzit napifiklad metodu fazového kontrastu, kterou
pouzil Takeda (Takeda et al. 2013). Pro kvalitni snimani je také
nezbytné, aby byl vzorek naprosto stabilni a neménil objem ani
tvar. Proto byl vytvofen a tspésn¢ otestovan dvojkomorovy drzak,
ktery je vhodny pro udrzeni stability vzorku mékkych tkani béhem

snimani v mikro-CT po dobu desitek minut.

Byla vytvofena etanolova metoda fixace ex-vivo mekkych tkani,
ktera je levna, jednoduchd, a ktera mize byt pouzita jednak jako
fixacni ¢inidlo mékkych tkani, tak i jako kontrastni latka. Velkou
vyhodou této metody je, Ze neni¢i vzorky a ty jsou tudiz dale
k dispozici k dal§im vysetfenim, jako je klasickd histologie c¢i
imunohistochemie. V porovndni s fosfowolframovou kyselinou
nebo fosfomolybdenovou kyselinou dokéze etanolova metoda 1épe

zobrazovat vnitini strukturu zkoumaného vzorku (Descamps et al.

2014). Dalsi nespornou vyhodou je jeji jednoduchost, neni k ni

potieba specialné proskoleny persondl a navic lze pouzit i v ptipad¢
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klinického vyzkumu. Nevyhodou je nevyhnutelné scvrkavani

vzorku v etanolu.

Dale bylo dokazano, Zze mikro-CT je vhodnym nastrojem pro
zobrazovani centralniho nervového systému animalniho modelu,
v tomto pfipad¢é laboratorni mySi. Kovacevic napiiklad ve svém
vyzkumu mys$iho mozku v mikro-MRI dokazal zobrazit ,,pouze® 62
struktur, kdy nejmensi strukturou byl habenularni komplex jader
(Kovacevic et al. 2005). Na§ vyzkum jen c¢asti mySiho mozku
dokazal zobrazit 95 struktur a s vyrazn€ vétSim rozliSenim a
nejmens$imi strukturami jako je lemniscus medialis nebo stria
terminalis. V porovnani s mikro-MRI je mikro-CT levnéjsi a
dostupngjsi zafizeni s jednodussim protokolem pouziti kontrastnich

latek a vys$§im rozliSenim.

Diky vyzkumu zdravého mozku mohou na tuto praci navazat dalsi
prace zamé&iené na patologie mozku, naptiklad studie na animéalnich
modelech tumorti mozku, ischemickych piihod ¢i traumatech. Tato
studie jasn¢ prokazala, Zze mikro-CT v kombinaci s etanolovou

metodou fixace je vhodné pro ex-vivo studium animalniho mozku.
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6. Zavéry

Zobrazovani meékkych tkdni v mikro-CT je problematické z diivodu
jejich minimalniho vnitiniho kontrastu, pro kvalitni zobrazeni
jejich vnitini struktury je nutné pouzit kontrastni latky. Ty jsou
vSak velmi Casto prili§ drahé, komplikované, toxické a velmi Casto
znehodnoti vzorek pro dalsi diagnostické metody. Celosvétovy
vyzkum v oblasti zobrazovani mékkych tkani in-vivo a ex-vivo v
mikro-CT se zamétuje na hledani idealni kontrastni latky. Takova
latka by méla byt snadno pouzitelna, dostupna a méla by
rovnomeérn¢ pronikat i tlustymi vrstvami tkané (Pauwels et al.

2013).

Pro ziskéani kvalitnich tomografii je nezbytny kvalitni mikro-CT
piistroj. Vramci spoluprace ve Specializované laboratofi
experimentalniho zobrazovani 3. LF UK, UTEF CVUT a FBMI
CVUT byl prepracovan paivodni mikrotomograf MARS na zatizeni
schopné  kvalitniho  zobrazeni —mekkych tkadni. Srdcem
modifikovaného pfistroje se stal photon-counting detektor Timepix

Quad s rozméry 2,8x2,8 cm, ktery je schopny plné potlacit Sum.

V préci byl vytvoten protokol pro fixaci mékkych tkani pro ex-vivo

sniméani v mikro-CT. Konkrétn€¢ se jednalo o mysi srdce a plice,
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které byly po explantaci okamzité fixovany v etanolu. Jako nejlepsi
protokol vysla fixace ve vzestupné etanolové tadé - 25%, 50%,
75% a 97%, kdy v kazdé lazni byl vzorek uchovan po dobu 12
hodin. Vzorky srdce byly poté snimany za 168 hodin, v pfipad¢ plic
po 336 hodinach. Kli¢ovym krokem je nutnost nechat vzorky pred
snimanim vyschnout po dobu 40 minut pii pokojové teplote. Diky
tomuto jednoduchému kroku dochazi k vypateni etanolu ze vsech
dutin zkouman¢ho organu, které nekolabuji a jsou nasledné
vyplnéné vzduchem. Pfi snimdni je ve vnitinich strukturach organu

primarné detekovany kontrast vzduch-tkan.

Pro dalsi klinicky vyzkum v oblasti neurovéd byla etanolova
metoda aplikovana na zobrazeni zdravého mysiho mozku v mikro-
CT. V klinicky zajimavych oblastech mozku se provedly koronarni,
sagitdlni a horizontalni fezy, na kterych bylo celkové
identifikovano a popsano 42 struktur bilé hmoty a 53 Sedé¢ hmoty
mozkové. Detailni zobrazeni struktur zdravého mozku animalniho
modelu pomoci mikro-CT je klicova pro dalsi studium CNS na

animalnim modelu v preklinickém vyzkumu.

Vystupy této dizertacni prace prokéazaly, Ze etanolovéd fixacni
metoda ex-vivo mékkych tkani je levna, jednoduchd a efektivni
kontrastni latka pro zobrazovani téchto tkani v mikro-CT. Diky své

jednoduchosti neni potfeba k fixaci vzorkll specidlné vyskoleny
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personal, a tak mulze byt etanolova metoda aplikovéna ve
spolupréci s kliniky v klinickém vyzkumu. Zkoumané tkan¢ je
nasledné¢ mozné podrobit dal$imu zkoumani, napiiklad klasické

histologii.
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