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Abstrakt

Metodika zobrazeni mékkych tkani se v biologii a mediciné diskutuje jiz fadu let. Celou
dobu se vyviji metody, jak dosdhnout vérohodného a ptesného zobrazeni pozadované
tkan€ Ci struktury. Rentgenova vypocetni tomografie vyrazné pomaha k dosazeni tohoto
cile, ale je nutné neustale inovovat a vylepSovat techniky barveni tkani pro kontrastni
zobrazeni pod rentgenovym zafenim, a také metody zpracovani takto pofizenych dat.
Tato prace se zabyva problematikou zobrazeni mékké tkan¢ mysich jater s vyuzitim
mikro CT, uvadi postup kontrastovani tkané s vyuzitim syntetické pryskytice Mikrofilu,
a také zpracovani pofizenych dat metodou prahovani a narastu regiont S cilem zobrazeni

méfeného vzorku ve 3D.

Kli¢ova slova

CT, mikro-CT, barveni, kontrastni zobrazeni, m&kké tkang, jatra, prahovani, nardstani

oblasti, analyza obrazu

Summary

The methodology of visualization of soft tissue is in biology and medicine a topic for
many years. During this period there were approving many techniques how to achieve
accurate and authentic image of the researched object or structure. X-ray computed
tomography is very helpful to get this goal but is necessary to improve contrasting
techniques as well as the techniques of image post-processing. This thesis deals with
imaging soft tissue. Specifically, it focuses on mouse liver contrasting with the artificial
resin Microfil. Thesis also describes image processing technique (thresholding and region
growing) for the data of the measurement with the goal of the visualization of the sample
in 3D.

Keywords

CT, micro-CT, staining, contrast visualization, soft tissue, thresholding, region growing,
image analysis
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UvVOD

Diplomova prace Automaticka segmentace cévnich systemu mysich jater
V tomografickych datech navazuje na bakalaiskou praci Rentgenovd pocitacova
mikrotomografie mekkych tkani, a také na dlouhodoby vyzkumny projekt laboratoie
Rentgenové pocitacové mikro a nanotomografie na CEITEC VUT ve spolupréci se
skupinou z Karolinska Institutet ve Stockholmu. Tento projekt se zabyva vyzkumem
tkan¢ jater, konkrétn¢ cévnich a zluCovych systémi v jatrech mysi, pfedev§im jejich

popisem a zobrazenim ve 3D.

Spoluprace na projektu zapocala béhem roku 2015, kdy se zacala testovat metodika
barveni a méfeni vzorku. U zobrazeni mekké tkané pomoci rentgenového zafeni je
spravné nabarveni zasadnim krokem pro ziskani kontrastnich snimkid, a je tak
I podminkou pro nasledné kvalitni zpracovani namétfenych dat at’ uz manualné c¢i
automaticky.

Vzorky, které jsou v praci méfeny a zpracovavany jsou projektového partnera ze
Svédska. V ramci projektu se porovnavaji zlu¢ové a cévni systémy mezi sebou, ale také
se srovnavaji jatra zdravé mysi, tzv. ,,wild type“ vzorek (WT), a odpovidajici jatra mysi
mutantni ,,Nodder (NDR, mutace v genu Jaggedl). Proto jsou Vv praci zpracovany dvé
dvojice vzorkl, vzdy jedny jatra WT a jedny NDR.

Tato diplomova prace si klade za cil otestovat metodiku piipravy vzorki, nejlepsi
techniku barveni a realizovat samotné méfeni, prozkoumat metody pouzivané
k segmentaci cévnich systémt mekkych tkani z tomografickych dat a teoretické poznatky
aplikovat. Teoreticky zaklad je popsan v tivodni €asti prace, kde jsou struéné shrnuty
zakladni poznatky o rentgenovém zéfeni, jeho vznik a vlastnosti. Dale jsou zde uvedeny
detektory zafeni a nejCastéj$i tomografické artefakty. V navaznosti na teorii vypocetni
tomografie nasleduje kapitola o vyuziti primyslového CT v oblasti biologie, pfednostech
spojeni primyslového stroje a malych biologickych vzorkid, mozZnostech a piikladech
aplikaci.

V kapitole 2 je popsano kontrastni zobrazeni mékké tkané a barveni, dale popis
vzorki, se kterymi bylo v praci pracovano, jejich pfiprava, samotné meéfeni a popis
ziskanych dat. Dal$i ¢ast se zabyva reSersi z oblasti segmentace obrazli z CT (vypocetni
tomografie) ¢ NMR (nuklearni magnetické rezonance), postupim zpracovani,
a predevsim metodami segmentace cévniho a Zlu¢ového fecisté v jatrech. Po resersi jsou
uvedeny vybrané metody segmentace, popis funkce a implementace na datech. Pro
moznost srovnani vysledkii metod a zhodnoceni GspéSnosti segmentace prace piedstavuje

1 postupy, dle kterych jsou dosazené vysledky zhodnoceny.
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Cile prace koresponduji s celkovym zpracovani vzorku. Jedna se tedy o barveni
ameétfeni vzorkli, zpracovani dat =z primyslového CT, navrh a implementace
segmentacnich algoritmii na vybrani oblasti cév ze vzorku, zobrazeni vysledku ve 3D
a zhodnoceni vysledkti jakoz i porovnani pouzitych metod. Prace by také méla slouzit
jako dobry zaklad pro dalsi praci se vzorky a posunout tak moznosti vyzkumu zase o néco

dal, naptiklad ve form¢ méteni objemu systému, délky cév ¢i jejich primeéru.

Dil¢i vysledky byly jiz béhem prace publikované prostiednictvim dvou
posterovych prezentaci v Pafizi — EASL, The International Liver Congress a ve
Warwicku — BSDB, Annual Spring Meeting (postery jsou k nahlédnuti v piiloze prace).
Vsechny poznatky ucinéné v pribéhu prace budou pouzity jako zaklad pro dalsi
zpracovani a publikaci vysledkii metody barveni, méteni, zpracovani vzorku, segmentaci
dat a hodnoceni a pro srovnani NDR a WT.
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1 Rentgenova vypocetni tomografie

Rentgenova vypocetni tomografie, zkracen¢ CT z anglického Computed Tomography, je
nazev pro zobrazovaci metodu, jenz za pomoci rentgenového zareni umoznuje zkoumat
vng&jsi, ale hlavné vnitini sktruktury nejriznéjsich objektii. Princip spociva v pofizovani
2D rentgenovych snimki v 360° sledu. Slovo ,,tomos* vychazi z fectiny a znamena fez.
To se tedy perfektné hodi k popisu metody, jelikoz 2D rentgenovymi snimky se vlastné
zkoumany objekt ,rozfezavd™ na jednotlivé Casti a az zpétnou rekonstrukci jsou

generovana data objektu ve 3D zobrazeni [1].

Princip vypocetni tomografie je popsan uz od roku 1940, kdy si ho nechal
patentovat Gabriel Frank, ackoli CT tehdy nebylo moZzné technicky zkonstruovat. Méfeni
na klinickém CT se poprvé uskute¢nilo v Londynské nemocnici az v roce 1967. V roce
2005 bylo poprvé piedstaveno technické CT pro priumyslové vyuZiti. Za piinos v rozvoji
pocitacové tomografie dostali panové Allan M. Cormack a Godfrey N. Hounsfield
Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi [2][3].

1.1 PrincipCT

Zakladem celé techniky je vyuziti rentgenového zafeni, rozdilnych vlastnosti materialti
a pocitaCového zpracovani dat. Rentgenovym zafenim, dale jen RTG, prosvécujeme
zkoumany objekt a dostavame sumacni 2D obraz. Zde se uplatiiuje Lambert-Beeriv
zakon, ktery popisuje jak se proslé zareni tlumi v zavislosti na vlastnostech materidlu
a jeho tloustky (1.0) [4].

[= he—+nd (1.0)

| zna¢i intenzitu proslého zafeni, lo je plivodni intenzita RTG zéfeni, u je koeficient

zeslabeni daného materialu a d znaéi tloustku objektu [5]

Absorpci RTG zafeni vyhodnocujeme pomoci Hounsfieldovych jednotek (HU)
neboli CT Ccisel. Tyto jednotky jsou vztahovéany k referencni hodnoté vody, pro kterou
HU = 0. U kostnich tkani je CT ¢islo 250 az pies 1000 HU, pro vzduch je to -1000. Mékké
tkang, tuk a svaly maji HU v tadech od -100 do 60. Pro Sedotonové zobrazeni je vyuzito

jenom absorp¢ni okno hodnot — cca 25 odstind, které je schopno lidské oko rozeznat [4].
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Velikost HU vypocteme dle vztahu 1.1

CT(x,y) = 1000 - “("z)& (L.1)
water
kde uje koeficient zeslabeni vySetiované tkan€, savater j€ koeficient zeslabeni vody

(tw= 0,22 cm™), CT(x,y) znaci CT ¢&islo, které chceme vypogitat [4]

Pti tomografickém zpracovani dostdvame 2D rentgenové projekéni snimky z kazdé
pozice natoceni predmétu nebo soustavy rentgenky a detektoru. Pokud budeme mit
dostate¢né mnozstvi takto potizenych projekci, pomoci matematickych metod mizeme
ziskat 3D objemova data objektu [4].

Pfi popisovani principu jsme narazili 1 na nejviditelnéjsi rozdil mezi 1€katskym
a technickym CT pfistrojem. U medicinského pfistroje se nataci soustava rentgenka-
detektor, u technického CT se otaci predmeét. Dalsi rozdil mizeme najit ve velikosti
rozliSeni. U CT pro technické vyuziti se miizeme pohybovat az kolem 1 mikrometru
voxelového rozliSeni. Takové rozliSeni u lékafskych tomografli nenajdeme, nebot’

rozliSeni kolem 1 milimetru voxelového rozliSeni je v zavislosti na dob& zpracovéani
dostacujici [2][6].

1.2  Zdroje zareni

V rentgenové vypoletni tomografii vyuzivame rentgenového zéafeni, coZ je
elektromagnetické vInéni s kratkou vlnovou délkou pohybujici se v rozmezi
19 pm — 10 nm a vysokou frekvenci. Tedy z dulezitych vlastnosti, které RTG zafeni ma,
muzeme uvést vysokou pronikavost latkami, schopnost ionizace a fluorescence
v nékterych latkach a také biologické Uc¢inky na tkan. O objev RTG zafeni neboli

paprski X (X-ray), se zaslouzil jiz v roce 1895 Wilhelm Conrad Rontgen a za sviij objev
ziskal roku 1901 Nobelovu cenu za fyziku [7][8].

Pro vyrobu RTG zéafeni pouzivame umé¢lé zdroje — rentgenové trubice. Typicka
rentgenka se sklada z dvou elektrod, které jsou uzaviené ve vakuovém pouzdie, pfipojené
na zdroj. Katoda je negativni elektroda a pfipojena na zdroj proudu je zdrojem elektrontl.
Tyto elektrony jsou urychlovany napétim a dopadaji na pozitivni anodu, ter¢, kde

interaguji s materialem anody. Schéma rentgenky je na Obr. 1 [1][5][9][62].
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Kazdy material ma své charakteristické spektralni ¢ary. Spektrum generovaného

RTG zafeni tedy zavisi na napéti mezi anodou a katodou a na materialu terée anody [5][7].

Elektrony
Trubice s vakuem

Terc

] - --

Zdroj vysokého napéti

RTG paprsky

Obr. 1: Schéma rentgenové trubice. Prevzato a upraveno [4].

Pfi tomto procesu produkujeme z 99 % teplo (pro velké mnozstvi bézné uzivanych
materiald anody) a jen z malé ¢asti pozadované rentgenové zateni. Z tohoto diivodu musi
byt ob¢ elektrody vyrobeny z dobie vodivého kovu s vysokou teplotou tani — nejcastéji je
to wolfram. Anoda navic musi byt chlazend. Odvod tepla miizeme zajistit pomoci chladici
kapaliny nebo vzduchem. VétSina anod je rotacni. Toto uzpisobeni napomaha rozlozeni

tepelného piisobeni elektronti do vétsi plochy a zaroveil se snizuje opotiebovani anody

[41[9][10].

Ze vztahu 1.2 mlzeme vypocitat vytéznost rentgenového zareni v zavislosti na
energii a kolizni energii elektronil, atomovém ¢isle materidlu anody a kinetické energie

urychlenych elektrond.

radialniztrity _  EgZ
kolizni ztraty ~ 820000

(1.2)

kde Ex je kineticka energie elektronti dopadajicich na anodu v keV a Z je atomové ¢islo
materialu anody. 1 eV = 1,602 * 101° J, coz je velikost kinetické energie, se kterou je

elektron urychlovan skrz elektricky potencial 1 V [4]

Spektrum  generovaného  rentgenové  zafeni se  sklddd  z brzdného
a charakteristického zafeni. Z nazvu brzdného zafeni miZzeme jiZ odvodit zptisob vzniku,

vznik4 totiz pii zabrzdéni urychleného elektronu pii priuletu kolem jader atomd.
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Kinetickou energii, kterou timto zbrzdénim ztrati, uvolni v podob¢ rentgenového zéieni.

Vzhledem ke zptuisobu geneze zafeni ma jeho spektrum spojity charakter [4][5][7][11].

Na rozdil od brzdného, ma charakteristické zareni také charakteristické, ¢arové,
spektrum. Jeho vznik totiz zplsobuji urychlené elektrony, které svoji energii excituji
elektrony z obalu atomi materialu anody a ty pak pieskoc¢i na vyssi energetické hladiny.
Pfi navratu téchto excitovanych elektroni na své ptivodni misto, musi prebytecnou
energii odevzdat. To se déje ve formée charakteristického zaieni. Charakteristické je tedy
proto, ze zavisi na materialu terce [5][7].

1.3  Detektory zareni

Volba detektoru je zasadni pro celkové vysledky méteni. Pro moderni tomografické
pfistroje uvazujeme dva zakladni typy detektorti rentgenového zateni. K dispozici mame
plosné detektory a detektory linedrni. Obé tyto moznosti poskytuji urcitou vyhodu.
Detektory rozhoduji o piesnosti, ostrosti i artefaktech vysledného obrazu. Kvalita
vystupu, je ovlivnéna i kvalitou sbéru dat — DAS (Data Acquisition System). VétSina
detektort je polovodicového typu. V tomografii se vyuzivaji detektory typu CCD (Charge
Coupled Devices), piipadn¢ CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor)

[2][12].

Linearni detektor vyuziva RTG zéfeni ve formé v¢§jife, tzv. fan beam paprsek. Tento
typ detektoru dava piesné vysledky z tomografického méfeni, nebot’ méfi pouze jednu
vrstvu, jeden fez v jednom okamziku. S tim ale souvisi nejvétsi nevyhoda takoveho
méfeni a tou je velmi dlouhy €as k nasnimani téchto tzkych tfezii pro vSechny pozice
nutné k rekonstrukci. Linearni detektory nasly své vyuziti zejména v bezpec¢nostnich

rentgenech na letiStich nebo maji uplatnéni i v systémech pro skiagrafii [2][13].

Druhy typ detektoru se nazyva plosny (flat). Pro tyto detektory je nutné RTG zafeni
ve tvaru kuZele — cone beam paprsek. Pomoci téchto detektorli nezachytdvdme jenom
jednu rovinu fezu objektem, jako u linearnich, ale plochu, tedy nékolik fezli soucasné.
Z takového uspotadani vyplyva, Ze Cas meéfeni se vyrazné¢ zmenSi. Na tomto typu

detektoru byly provadény i vSechna méfeni vztahujici se k této praci.

K nevyhoddm bychom uvedli, ze vzhledem ke geometrii kuzelovitého svazku
zareni nejsou, kromé centralniho, RTG paprsky svislé na rota¢ni osu a kolmé k detektoru.
Z tohoto diivodu dochazi k neptesnostem v rekonstrukei i samotném méfeni. Tyto chyby
se museji korigovat softwarové [2][13]. Schématické znazornéni popisovanych typi
detektort je vidét na Obr. 2.
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(A) Paralelni projekce (B) Projekce véjifového svazku

vzorek

zdroj
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detektor

(C) Projekce kuzelového svazku

vzorek

detektor

Obr. 2: Schématické zobrazeni riznych geometrii zdroje a detektoru. P¥evzato a upraveno [36].

1.3.1 PloSny detektor se scintilitorem

V primyslové rentgenové tomografii se nejcastéji vyuzivaji flat panely s piedstavénymi
scintilatory. Scintilator je zafizeni, které je sloZzeno z malych kouskl scintilaéniho
materialu (napt. CdAWO4, Gd.0,S, HiLight™, GEMS Stone™). Tento materiél je pokryty
reflexnim materialem a spojen s fotodiodami.

Pti interakci RTG foton excituje scintilacni materidl. Excitované fotony vyzatuji
pfebytecnou energii ve formé viditelného svétla nebo v podobé UV zareni. Takto vzniklé
svétlo je usmériovéano k fotodiodam, které nalezneme na spodni strané celé soustavy.
Fotony, které¢ se dostanou az k fotodiod¢ vyvolavaji elektricky signal. Vystupni signal

flat panelu je reprezentovan piimym digitalnim obrazem [1].

Scintilator by mél mit specifické, pfedem dané vlastnosti. Jmenujeme alespoii par.
Vlnové délky emitovaného zafeni museji byt takové, aby na né€ detektor byl citlivy. Emise
vyzarené energie musi byt dostatecna k zajiSténi kvalitniho signalu, ktery déle ovliviiuje
naptiklad kontrast ve vysledném obraze [12].

1.4  Tomografické artefakty

S artefakty v tomografickych obrazech se setkavame prakticky vzdy. Nelze totiz nikdy
zajistit dokonale vyladénou soustavu — idealni zdroj, detektor, méteny objekt. Ackoliv
neni termin artefakt pfesné¢ definovany, rozumime jim Systematickou chybu mezi
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rekonstruovanym a realnym obrazem meéteného objektu. Jsou to tedy nechténé, pridavné
prvky v obraze, které vznikly v pribéhu méfeni.

Artefakty miizeme rozdélit podle zptsobu vzniku a daji se také rozpoznat jejich
typickou charakteristikou, jak se v obraze projevuji. Metodami, jak s artefakty pracovat,
videdlni ptipadé se jich zbavit, se zabyvd mnoho vyzkumnych tymu a védca.
V nasledujicich podkapitolach uvedeme alespon nékteré [1][14].

1.4.1 Kruhové artefakty

Kruhov¢ artefakty, anglicky ring artifacts, se v obraze projevuji jako sousttedné kruznice
kolem osy rotace. Jsou zptisobeny nedokonalostmi detektoru. Bud’ §patnou kalibraci nebo
vadnymi elementy v detektoru samotném. Pokud ma totiz néjaky pixel detektoru jinou
citlivost nez ostatni, v obraze se to projevi bud’ tmavymi, nebo svétlymi sousttednymi
kruznicemi. V sinogramu bychom tento defekt rozpoznali jako vertikalni linii. Obr. 3

nazorné zobrazuje, jak tento artefakt vypada.

Kruhov¢ artefakty jsou velmi nédpadné, a tedy snadno zaraditelné. K odstranéni 1ze
pozit kalibraci detektoru pred samotnym métenim. Kalibrace probihd bez ptitomnosti
vzorku v zorném poli, atedy jsme schopni zajistit homogenitu. Jednotlivé pixely
detektoru tak mohou byt kalibrovany na stejnou uroven. Softwarové lze z dat odstranit

zminénou vertikalni ¢aru ze sinogramu [1][14].

projekce filtrovana projekce obraz

mtenzita
mtenzita

kanal kanal

(a) (b) ()

Obr. 3: Ukazka kruhovych artefaktd, (a) profil projekce s ptidanym ruchem 1 %, (b) profil po filtraci,
(c) rekonstruovany obraz s kruhovym artefaktem. P¥evzato a upraveno [27].

1.4.2 Utvrzovani svazku

Utvrzovani svazku, neboli beam hardering, vznika pii prichodu fotoni vzorkem
0 riznych energiich. Variabilitu energie fotonu mizeme pozorovat u polychromatickych
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zdroji. Fotony s nejnizsi energii jsou rychleji pohlcovany a tim dochéazi k postupnému

zvySovani primérné energie ve sméru dané projekce [6][14].

Tento artefakt se projevuje tmavymi a svétlymi stiny na rozhrani materiala s riznou
denzitou. Artefaktu mizeme predejit pouzitim monochromatického RTG zateni, uzitim
filtra, nejcastéji kovovych pliski ¢i folii. Korekce probihd i softwarovym zpracovanim
dat [6][14].

1.4.3 Podvzorkovani

Zakladni parametr geometrie rekonstrukce obrazi je pocet projeket, které jsou pro méteni
pouzity. Snizovani poctu projekci vede ke zmenSeni radiacni davky a také k rychlejsi
akvizici objektu. SniZzovani téchto projekci pod wuritou mez vSak vede

ke znehodnocovani vystupt, coz je znazornéno na Obr. 4.

Pti omezovani poctu projekci dochazi ke zmensovani poméru SNR — pomér signal
k Sumu (signal to noise ratio). V takovém piipadé mizeme z rekonstruované¢ho obrazu

uplné ztratit informaci o méné kontrastnich prvcich [15][16].

(a) 180 projekei. (b) 90 projekei.

(d) 45 projekei. (e) 30 projekei. (f) 18 projekei.

(¢) 60 projekei.

Obr. 4: Ukazka zavislosti kvality vysledného obrazu na poétu projekei [15].

1.4.4 Pohyb vzorku

Zminéné artefakty byly zpisobeny nedokonalostmi detektoru, zpracovani nebo

polychromatickym RTG spektrem. Artefakt pohybu vzorku je zptisoben zménou pozice
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vzorku samotného. Plati zde zdsada, Ze jakykoliv pohyb ovlivni rekonstrukci dat a ¢im

mensi vzorek mame, tim mensi pohyb staci k naprostému znehodnoceni dat.

Pohyb vzorku muze byt zpisoben vnéjSimi otiesy, které jsou vS§ak minimalizovany
konstrukei modernich CT systémd, které se snazi byt dostatecné mechanicky izolovany.
Zménu pozice mize zpusobit nedostatecna fixace vzorku, nebo fyziologické zmény,
pokud mluvime o biologickych vzorcich. Tyto vzorky také reaguji na zménu teploty,

ktera muze pohyb také zapficinit [1].
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2 Vyuziti primyslového CT v oblasti biologie

Vypocetni tomografie ma Siroké pole vyuziti. Ackoliv laickd vefejnost si pod pojmem CT
vybavi nejspise pacientsky piistroj v nemocnici, nemalé zastoupeni ma CT primyslové.
Jiz podle nazvu je ziejmé, ze pivodni zamer vyuziti téchto piistrojlii byl a je v pramyslu,
napiiklad v oblasti defektoskopie a zkoumani vad materidla ¢i jejich slozeni, ale pro
védeckou komunitu je prumyslova vypocetni tomografie vyuzivana metoda, ktera ve

vyzkumu posouva hranice [28][35].

Pfednosti primyslového CT jsou s vyhodou uplatiovany v oblasti biologie, velmi
Casto pro vyzkum fylogeneze organovych soustav ¢i jednotlivych organt. Konkrétné lze
naptiklad sledovat vyvoj chrupavky, osifikaci kosti, orientaci svalovych vlaken nebo

strukturu cévniho ¢i zlu€ového systému, jak je to v piipadé i této prace [29][31].

Praveé pro vyzkum fylogeneze organti ¢i organovych soustav je zobrazeni ve 3D
s mikrometrovym rozlisenim nesmirnou vyhodou, navic pokud provedeme srovnani
vzorkd rizného stafi. Takového srovnani nelze nikdy dosahnout klasickymi metodami
jako je naptiklad popis histologickych fezi pod mikroskopem. Metody pouzivané pro
pramyslové komponenty jsou tedy vyuzity i pro biologické vzorky. Shrnuti a moznosti
obrazové ukazuje poster [52], ktery je k praci ptilozen [29][31][52].

Jelikoz nékteré vyzkumné zaméry si Zadaji pozorovani zmén na zivych
organismech, dalsi piednosti této metody je i varianta méfeni vzorkt nejen ex vivo, ale
I in vivo. Vysledky méfeni Ize porovnavat i s jinymi zobrazovacimi modalitami jako je
napiiklad nuklearni magneticka rezonance (NMR) nebo pozitronova emisni tomografie
(PET). Dulezity faktor pro vybér této metody je i fakt, Ze samotné méfeni probiha v fadu
nekolika hodin, na rozdil od, jiz zminované, prace s histologickymi fezy. Méfeni je pro
vzorek nedestruktivni, takze 1ze analyzu opakovat nékolikrat, ¢i srovnavat vystupni data
jednoho vzorku na raznych ptistrojich [29][30][31].

2.1 Kontrastni zobrazeni, barveni

Zobrazeni pomoci rentgenové vypocetni tomografie je vhodné jen pro vzorky, které jsou
pro RTG zéafeni ,kontrastni. Kontrastnost je chépana jako vlastnost vztazena
k linearnimu absorp¢nimu koeficientu materialt, tedy k jejich vlastnosti pohlcovat RTG
zateni. Kazdy material ¢i vzorek je ur€en svym chemickym slozenim na zakladé¢ kterého
pohlcuje, vice ¢i méné, RTG zareni a dle miry pohlceni paprski je na rentgenovém

snimku zobrazovan Ve $kale $edi.
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Obecné muzeme fict, ze mekké tkané rentgenové zafeni ve vEétsi mife nepohlcuji.
Tento fakt vychazi ze skute¢nosti, ze vSechny tkan¢ jsou pfevazné tvorené vodou. Z toho
vyplyva, Ze rozdily mezi jednotlivymi mékkymi tkanémi jsou minimalni, a to je divod,
pro¢ musime nekontrastni vzorky pro RTG zobrazeni upravit. D&je se tak pomoci
kontrastnich latek [5][17].

Kontrastni latky jsou latky, které RTG zéieni pohlcuji ve vétsi mife a tim zvySuji
kontrast nabarvené tkané (pozitivni kontrast) nebo naopak RTG nezachycuji vibec
(negativni kontrast). Pozitivné kontrastni latky jsou pfevazné slozeny z prvku nebo prvki
kovi. Absorpce RTG zéfeni se totiz u materidlii zvySuje se stoupajicim protonovym
¢islem prvku. U negativniho kontrastu se bavime o riznych plynech, napt. hélium. Tyto
latky se v biologii vpravuji do dutin ¢i cév nebo jsou pouzity takova slozeni, ze se ve

tkani vazou jen na specificky protein [17][18].

Pro kazdy jednotlivy vzorek je dilezité vybrat spravnou kontrastni latku a spravnou
metodiku barveni, kterd musi byt pfizpiisobena vlastnostem vzorku a konkrétnimu
pozadavku na analyzu. Jako kontrastni latka je jiz n€kolik desetileti v mediciné€ pouZzivan
jod. Jod lze uplatnit i pti kontrastovani biologickych vzorki at’ uz jako vodni roztok,
alkoholovy roztok nebo jako sloudenina s jinymi latkami. Casto je jako kontrastni latka
vyuzivan Lugollv roztok, kyselina fosfowolframova nebo oxid osmia. Kompaktni shrnuti
moznych Kontrastnich latek (28 testovanych chemikalii) a vysledky experimentu uvadi
autoti E. Pauwels, et al. ([35]) ve svém ¢lanku. Jako dalsi modalitu barvicich substanci
l1ze zminit rzné druhy syntetickych pryskyfic, které se hodi spise pro vypli dutin nez
nabarveni objemu tkané [29][32][35].

PInéni cévnich systémil ¢i dutin syntetickou pryskyfici neni objev posledniho
desetileti, avSak az s ¢asem se ukazuji skutecné mozZnosti pro vyuziti této latky, a to
vyplnéni lumen cév a dutin. Takto naplnéné organy se pak krajely na histologické fezy

a zkoumaly ve 2D pod mikroskopem, jak popisuje ¢lanek jiz z roku 1988 [34].

Nov¢jsi vyuziti Mikrofilu (MICROFIL®, Flow Tech, Inc.) miZeme spatfovat ve
vyuziti tohoto barveni pro biologické vzorky, které se pak méti na vypocetnim tomografu.
Tato forma barveni je vhodna ptedevs§im pro zobrazeni spojitych ¢i propojenych systémii.
Jako piiklady lze uvést mysi modely pro vyzkum zlucového systému, cévniho systémi
jater postizenych cirh6zou, mozkovych cév pii Alzheimerové chorobé nebo studium

mikro-cévnich zmén v ledvinach ¢i slinivee biisni [33][40].

V bakalafské praci, na kterou tento vyzkum navazuje bylo detailnéji rozpracovano
vyuziti jodu, kyseliny fosfowolframové (PTA), Lugolova roztoku (IKI) a pryskyfice
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Mikrofilu jako barvicich technik pro mékké tkané. Z tohoto vyzkumu vyslo najevo, ze
pro probarveni cel¢ tkan¢ je vhodny piedevSim Lugoliv roztok a kyselina
fosfowolframova. Pro vyzkumny zamér této prace je vsak vhodnéjsi vyuzit kontrastovaci

latku Mikrofil, jelikoz se nezaméfujeme na tkan, ale pouze na cévni systémy [24].

2.2 Vzorky a jejich priprava

Zpracovéavané vzorky, jsou mysi jatra a pochézeji z laboratofe ve Svédsku od participanta
projektu, konkrétné z tymu pod vedenim Emmy R. Andersson na Karolinska Institutet.
Laboratorni zvifata jsou chovana v odpovidajicich podminkach a nakladani s nimi je

schvaleno.

,All animal experiments were performed in accordance with local rules and
regulations and all experiments were approved by Stockholms Norra Djurforsoksetiska
ndmnd (Stockholm animal research ethics board, ethics approval numbers: N149/14 and
N60/16). Animals were maintained with standard day/night cycles, provided with food
and water ad libitum, and were housed in cages with enrichment .

Cely vyzkumny projekt je zameéfen na srovnani nékolika sad vzorka jater a také na
srovnani morfologie Zlu€ovych cest a portalni zily mySich modelti zdravé mysi (WT)
a mysi mutantni (NDR). V diplomové praci se pracuje se ¢tyfmi vzorky, tedy dvémi
dvojicemi laloki. Pro podrobnéjsi prizkum morfologie zZlu¢ového systému, bez pohledu
zabranujici portalni Zily, bylo nutné zobrazit zvIast’ feciSté portalni Zily a zvlast’ Zluovy
systém. | pro dal$i biologické zkoumani jsou dva oddélené systémy velmi cenné pro

detailngjsi popis a demonstraci projevi Alagillova syndromu.

Je znamo, Ze u zdravych jater Zlu€ovod piesné kopiruje portalni zilu. Segmentaci
a srovnanim danych dvojic chceme zjistit, zda je tato morfologie u NDR vzorkl stejna
nebo se 1i8i, napiiklad v&tsim zakroucenim nebo odstupem Zlu€ovodu od cév. Srovnani
chceme demonstrovat ve 3D zobrazeni. Mysi model, pro popis Alagillova syndromu
(NDR), byl prezentovan a detailnéji popsan v ¢lanku [60].

Dobra piiprava biologického vzorku je pomérné Casové naro¢na s ohledem na
zajiSténi laboratornich podminek pro rlist daného zvifete a zajisténi ¢asu na jeho spravny
vyvoj. Pokud jiz 1ze odebrat pozadovany organ, je nutné ho efektivné nabarvit. Moznymi
protokoly barveni se miuZzeme inspirovat napiiklad v ¢lanku [33]. Pro barveni jater
v predkladané praci byl sepsan vlastni protokol pfipravy vzorki, ktery je k nahlédnuti

Vv ptiloze prace.
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V odpreparovanych a ocisténych jatrech se pod mikroskopem uchyti vstup do
portalni zily a pomoci tenkych jehel a stiikacky se cévni systém naplni pfipravenym
Mikrofilem. Poté se stejné plni i ZluCovy systém. Po injikaci se systémy podvazou, aby

barvivo nemohlo vytéct, a vzorek se necha pro zatuhnuti pryskytice ptes noc v lednici.

Pro lepsi manipulaci a srovnani jsou jatra rozstiihana na jednotlivé laloky. Mysi
jatra se skladaji ze Ctyf az péti hlavnich lalokt. Tyto laloky jsou fixovany v PBS
(phosphate buffered saline) a poslany z pracovisté ve Svédsku. Pred samotnym méfenim
se kvtli zabezpeceni podminek pro méfeni vhodnych, musi vzorky mechanicky fixovat
Vv agarosa gelu. Ten je pro upevnéni podobnych biologickych vzorkii nejvhodnéjsi, nebot’
pro RTG neni pfili§ kontrastni a vzorek, ktery je do gelu zality, se v pfistroji pii méieni

nepohne, a tak celé méfeni neznehodnoti [37].

2.3 Meéreni vzorka

Me¢teni probéhlo na pramyslovém CT v Laboratoii rentgenové pocitacové mikro
a nanotomografie CEITEC VUT, konkrétn€ na pfistroji od spolecnosti General
Electric — GE phoenix v[tome[x L240. Tento tomograf disponuje dvéma rentgenovymi
trubicemi — 240 kV/320 W mikrofokus a 180 kV/15 W nanofokus trubice, a plochym
digitalnim detektorem GE “DXR 250”. Cely pfistroj v€etné vzorkl je umistén
Vv klimatizovaném ochranném kabinetu, ktery nejen chrani okoli od ionizujiciho zafeni,
ale zajistuje méfenym vzorkim i stalou teplotu. Proti pohybu je vzorek zajiStén mimo

jiné i ulozenim pfistroje na masivnim zZulovém bloku [23].

Vyse zminované CT je vidét na Obr. 5. Pfed samotnym skenovani je poticba
vhodné nastavit podminky a parametry pro dany typ vzorku. V ptipadé¢ méfeni vzorki
pro tuto praci se vychazelo ze zkuSenosti s jinymi biologickymi tkdnémi a na zaklad€ nich
se pristroj nastavil. Dilezité je i upevnéni vzorku, ktery se dava do té€sné blizkosti s RTG
trubici. Pred spusSténim méfeni se kontroluje, zda je v 360° rotaci vzdy v zorném poli
detektoru.

Podstatné parametry méfeni jsou velikost proudu, velikost urychlovaciho napéti
apouzita filtrace. Dle zadanych parametri systém vyhodnoti Cas potiebny k méteni
I poCet pofizenych ftezli. Pro méfeni vzorku 2404 WT byly nastaveny tyto
parametry —napéti 80 kV, proud 160 pA, filtr 0,1 mm Al a rozliSeni 12 um. Z téchto
parametri vySlo méfeni na 2500 snimka a celkovou dobu skenu 1 hodina 42 minut.
K métfeni byla pouzita nanofokusni trubice. Pfed méfenim je dilezitd i kalibrace

detektoru na odstranéni nezddoucich artefakti a ustalena teplota pro fixaci vzorku.
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Obr. 5: Méfici ptistroj GE phoenix v|tome|x L.240, pohled do ochranného kabinetu; A — plochy detektor,
B — mikrofokus RTG trubice, C —nanofokus RTG trubice, D —vzorek jater ve zkumavce, E — drzak
zkumavky [24].

Pro dal$i moznost zpracovani dat, naptiklad v podob¢ planované publikace, byla
snaha vSechny vzorky méfit tak, aby byly srovnatelné. Proto u komplementarni dvojice
2404 WT, 2405 NDR byl skenovan stejny lalok za stejnych podminek (popsano vyse).
U dalsi komplementarni dvojice byly parametry nastaveny stejné jako u predchozi
dvojice, doslo pouze ke zméné rozliSeni u vzorku 2401 NDR, které bylo zmenseno kvuli
velikosti vzorku na 8 um.

2.4 Zpracovavana data

Data pro analyzu obrazu vychazeji z méfeni pfipraveného vzorku laloku jater. Vyhodou
pfistroje pro métené vzorky je rozliseni, které pro nanofokusni trubici (180 kV) dosahuje
velikosti voxelu do 1um. Pro optimalni nastaveni vzorku do zorného pole trubice je
mozné zapnout rentgen spolu s live kamerou. Na monitoru je pak vidét, jestli je cely
vzorek v zorném poli i ve vSech smérech, coz lze ovérit rotaci vzorku o 360°. Pres toto
nastaveni lze také castecné odhadnout, jak dobfe je tkan vzorku jater nabarvena a pro
RTG paprsky kontrastni [23].

Vyse zminovaného postupu bylo vyuzito V piipadé nedostatecné nabarvenych
vzorkl. Tim, Ze tyto vzorky byly zachyceny jiz na rentgenu, se zabranilo zbyte¢nému
meéfeni a ztraté Casu. Obr. 6 ukazuje dva rentgenové snimky pofizené popsanym
postupem. Ne vSechny defekty ale mohou byt jiz na rentgenu objeveny, a proto i ve
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zpracovavanych datech jsou nekvalitni vzorky, nekvalitni z hlediska Spatného plnéni ¢i
nekvalitniho Mikrofilu. Ukazka nekvalitniho vzorku je na Obr. 7 [23].

Obr. 6: (A) vzorek 2431 WT, ukazka rentgenového snimku, ktery signalizuje dobré nabarveni vzorku, (B)
vzorek 2404 WT ukazka rentgenu, na kterém jsou patrné riizn¢ denzni mista ($ipky).

Obr. 7: Ukazka $patné nabarveného, ptesto zméteného vzorku 2211 NDR, v barvivu byly pravdépodobné
vzduchové bubliny.
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Aby se predeslo méteni nedokonale nabarvenych vzorki, byl do procesu pfipravy
na méteni vlozen kontrolni krok v podob& ovéteni spravnosti plnéni jiz na pracovisti ve
Svédsku. Tento krok spoéiva ve zprithlednéni tkané. Vzorek naplnény Mikrofilem se
fixuje nejdiive ve 4% paraformaldehydu pies noc, oplachuje se v PBS alespon hodinu,
poté je tkan dehydratovana v 50% a 100% metanolu a nakonec se ponofi do roztoku
benzylalkoholu a benzylbenzoatu v poméru 1:2. Takto upravené vzorky se uchovavaji
v BABB (Benzylalkohol-Benzylbenzoat). Postup piipravy zpruhlednéni tkané je zaloZen
na protokolu, ktery je uveden v ¢lanku [33]. Vysledek zpruhlednéni je ukazan na Obr. 8
[33][40].

Jag1”* #2404 I Jag1” #2336 | Jag 1" #2431

Obr. 8: Ukazka zpriihlednéné tkang, ktera je jiz naplnéna Mikrofilem. U vzorku Jagl** #2404 jsou vidét
defekty barviva — ¢erné nesouvislé shluky, vzorek Jagl** #2336 je velmi dobie naplnén, a to jak zluovod,

tak portalni zila, u vzorku Jagl** #2431 je dobfe napInén zlu¢ovod, ale portalni Zila je misty nesouvisla.

Aby mohlo dojit k co nejpfesnéjSimu srovnani, vzdy se vybiraly vzorky ze
srovnatelnych jater dvou mysi, které byly stejné staré, z nichz jedna trpéla Alagillovym
syndromem a druha ne. Méfil se také idealné stejny lalok u WT i NDR. Ke zpracovani
jsou tedy celkem Ctyfi datasety. V planu projektu je doméfeni dalsich dvou lalokd.

Data, ktera vychazeji z CT, jsou ve formatu DICOM, coz je standartni format pro
tomografickd data v mediciné. DICOM je zkratka z anglického vyrazu Digital Imaging
and Communications in Medicine. Tento standart byl zaveden primarné pro radiologické
obrazy v medicin¢é a m¢l slouzit jako format obrazu, ktery bude zajistovat kompatibilitu
a stejné parametry mezi odliSnymi systémy napii¢ vyrobci. Standart DICOM byl
pfedstaven v roce 1993. Od jinych formath se lisi i tim, Ze v sob& nese textovou informaci
o parametrech méfeni, instituci, kde byl snimek pofizen, detailech o pacientech a dalsi
[37][39].

Pocet snimkti v jednom datasetu se odviji od velikosti vzorku a nastaveni intervalu
snimkovani. U prezentovanych vzorkil se pocet obrazli/fezii pohybuje v rozmezi 14000
az 18500. Co do objemu se velikosti pohybuji v fddech GB.
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3 Metody zpracovani obrazu

Metod pro zpracovani obrazii z tomografickych dat je cela fada. Vzdy je nejprve nutné
urcit, co je cilem zpracovani, ceho ma byt dosazeno. Na zaklad¢ toho pak volime techniku
vhodnou pro ziskani potfebného vysledku. Pti praci s obrazem je vétSinou nutné jeho
pfedzpracovani pied pouzitim konkrétni metody. Toto pifedzpracovani zahrnuje

piimétenou filtraci Sumu, korekci pozadi a/nebo jinych artefaktt.

Tato prace se zaméfuje na zobrazeni cévnich systémii ve 3D z CT snimk. Hledame
tedy metody vhodné pro segmentaci cév V jatrech nebo v rdmci jinych organti. Snazime
se dosdhnout kontinualnosti a homogenity cév v celém objemu dat. Po uspésné
segmentaci feCisté ze snimkll by bylo vhodné najit techniky schopné od sebe navzajem
oddélit rizné cévni systémy a které by separované systémy detailnéji popsaly naptiklad

pramérem nebo délkou cév.

Nize jsou uvedeny metody, které problematiku segmentace cév z tomografickych
obraz tesi. Na zdklad¢ prizkumu nalezenych metod byly vybrany metody vhodné na
pouziti pro tuto praci. Dvé tyto metody byly implementovany a jejich vysledky jsou

ukazany a diskutovany v dalSich ¢astech prace.

3.1 Prehled pouzivanych segmenta¢nich metod

Ve vétSin€é zde dale diskutovanych c¢lankti autofi mluvi o dalezitosti novych nebo
efektivnéjSich segmentacnich metod. Divody jsou pro kazdého autora trochu odlisné
i s ohledem na pfedmét zkoumani. Pro zpracovani je urcujici, zda se jedna o pacienty
nebo modelova zvifata, jestli jde 0 in vivo méfeni mysi nebo zda se jedna o ex vivo méfeni

organu.

Obecné lze fici, Ze autofi zpracovavajici metody pro segmentaci cév v jatrech
pacientil, se potykaji s prvotnim problémem odd¢leni jaterni tkané od okolnich tkani
a struktur. Napfiiklad ¢lanek 57[20] popisuje, jak jsou jatra z CT snimku dutiny b#isni
(helikalni CT a helikalni CT s vyuzitim kontrastu) vymezeny. Popsany mechanismus
pracuje s histogramem oblasti a vybira oblast s hodnotou 13 HU, ktera odpovida jaterni
tkani. Pfipadna spojeni S okolni tkani podobné HU hodnoty se odd€luji pomoci
morfologickych operaci eroze nebo otevieni, naopak dilatace ¢i uzavfeni je vyuzivano
pro doplnéni mezer mezi fragmenty jaterni tkan¢€. Vybér se kontroluje ina zakladé
hranové detekce ve snimku [20].
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Jini autofi ve svych publikacich dévaji vétsi diraz na samotnou segmentaci cév. Pro
planovani operaci na jatrech je velice dulezit¢ védét, kudy prochazi cévni reciste, zda se
v ném vyskytuji anomalie ¢i jaké je propojeni naptiklad s nadorovou tkani. Pravé
segmentaci pro planovani operace uvadi publikace [19]. Autofi pracuji s daty
z medicinského CT, ktera pfed samotnou analyzou cévnich struktur pfedzpracovavaji
pomoci filtrii na korekci Sumu a dalSich artefaktl, konkrétné Gausstiv a medianovy filtr

a filtry ze skupiny Laplacianskych filtra [19].

seminko zaddno manualné blizko vstupu cév do jater. Nasledné se iteracné piidavaji
oblasti s intenzitou rovnou nebo vétsi pocate¢nimu seminku. Po segmentaci je cévni
strom analyzovan s ohledem na geometrii a roz¢lenén na ¢asti zasobujici hlavni laloky.
Poslednim krokem tpravy dat je vizualizace vysegmentovaného systému, do kterého jsou

zahrnuty vSechny zji§téné parametry [19].

Metoda nartistdni oblasti je Casto pouzivané a popisovand s riznymi obménami jako
naptiklad jedna z metod srovnavanych v ¢lanku [41]. Zde autofi jako zéaklad pro svij
segmentacni algoritmus vyuzili nariistani oblasti spolu s kritériem ptidavani dalSich
voxell do oblasti zajmu. Autofi ¢lanku [42] diskutuji dva rizné ptistupy k segmenta¢nim
metodam, a rozdéluji je do dvou skupin — pfistup shora-doli nebo zdola-nahoru [41][42].

Typickymi predstaviteli pfistupu shora-dolli jsou, dle autorii, metoda narGstani
oblasti a deformovatelné¢ modely. Nevyhodu téchto postupil je nevyuziti informaci
0 struktuie, coz muze vést k pretékani oblasti zdjmu. Na druhé strané stoji metody
ptistupu zdola-nahoru, kam se fadi algoritmy zalozené na lokalnim popisu tvaru
a Vv piipadé segmentace cév 1 filtry detekujici tubularni tvar. Nevyhoda téchto postupti
lezi ve velké vypocetni ndrocnosti, jelikoz se prochézi kazdy voxel a jeho okoli
nékolikrat, dle zadanych kritérii [42].

Autofi Kumar, et al. ve své praci popisuji poloautomaticky segmentacni ptistup,
ktery pracuje s 2D fezy. Jednotlivé obrazy projdou ptfedzpracovanim, které zahrnuje
napiiklad zhodnoceni lokalniho segmenta¢niho prahu, ur€eni hranic a poloméru cév.
Algoritmus v dalsim kroku zjistuje, zda dochazi k bifurkacim. Vysledky segmentace,
provedené ve 2D se na zavér poskladaji do 3D vystupu. Prace ve dvoudimenzionalnim

prostoru a nasledné sesazeni snimkt byla aplikovana i v piipadé této diplomové prace
[42].

Vétveni a pramér cévniho stromu popisuje clanek [22]. Autofi cévy segmentuji opét
s vyuzitim metody narlstani oblasti, kterd je pfizpiisobena i charakteristikdm tenkych

a rozvétvujicich se cév. Segmentace pocita s predzpracovanim dat naptiklad ve formé
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kompenzace pozadi obrazu. Déle se jiz pracuje s modelem cévniho systému, ktery je
vytvofen na zakladé skeletonizace, kde centralni kiivka reprezentuje zménu zakiiveni
v kazdém voxelu [22].

Na zékladé¢ vytvoreného modelu dale rozd€luji cévni strom na Casti, které
koresponduji s délenim jaternich lalokt. Toto rozd€leni zahrnuje i znalost anatomie jater
a jejich cévniho zasobeni, piedevsim fakt Ze se cévy smérem k okrajum ztencuji. Pokud
se narazi na body, které nesplituji podminku zmensovani primeéru cév, porovnavaji se
S parametrem senzitivity a aspiruji na pfifazeni k jinému cévnimu systému. Autoii dale

s modelem pracuji a uvadéji i mozné aplikace této metody [22].

Pokud bychom chtéli najit postup segmentace, ktery jako zdklad nevyuziva
narUstani oblasti nebo prahovani, mohli bychom se inspirovat napiiklad ¢lankem [21].
Metodicky postup je zalozen na vyuziti kvadraturnich filtri, presnéji Gaborovych filtrt
pro linearni a hranovou detekci. Filtr je pro 2D a 3D obrazy aplikovan ve tfech, respektive
Sesti smérech. Tato operace vyvola odezvu lokalni faze, ktera je charakteristicka pro dané

sméry [21].

Kombinaci smérovych filtri mizeme vytvorit invariantni fazovou mapu. Pro
segmentaci cév se vyuziva faktu, ze lokalni faze 90° indikuje hranu. Zda se ma do vybrané
oblasti pfidat pixel pted hranou nebo za hranou je feSeno pouzitim jasového prahu. Tento
postup je nicméné citlivy na Sum v obraze, proto se do vypoctu zahrnuji charakteristiky
energie obrazu [21].

Publikace [45] uvadi segmentaci cév na zakladé vyuziti aktivnich kontur s pfesné
definovanym omezenim tvaru a velikosti cév ve 2D. Prvotni prace s daty je zaloZena na
extrahovani vlastnosti pouzitelnych pro dal§i analyzu. Druhou derivaci vyuziva pro
detekci zakiivenych tvarli ve 2D 1 3D obrazech. Popsand metoda nejdiive vytvoii
centrdlni linii a ndasledné pouzije deformovatelnych modeld. Centralni linie je

respektovana pfti tvorbé modelu ve 2D fezech, kde takto ziskame hranice cév [45].

I dalsi publikace vyuziva na segmentaci cév deformovatelné kontury [46].
Zakfiveni cév, které tvofi podstatnou kontinualni strukturu v obraze, v tomto ptipadé
pomaha se segmentaci a hraje pro tuto metodu vyznamnou roli. Algoritmus kalkuluje
S navaznosti cévnich struktur, i proto je schopen odfiltrovat neuzite¢né ¢asti obrazu — Sum
¢1 1éze. V metodé€ jsou pouzity i morfologické operace dilatace a eroze na pieklenuti
mensich mezer v navaznosti uzkych cév. Metoda je pln¢ automaticka a probihd ve 2D

obrazech. Testovany set sestava ze snimkt o¢niho pozadi [46].

Autofi Shang, et al. poukazuji na mnozstvi metod pouzivanych pro detekci
a segmentaci tubularnich objektti. Zminuji postupy zalozené na intenzité jasu v obrazu,
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na skeletonizaci, na tubularnich filtrech nebo na aktivnich konturach. Praveé s t€émi autoii
pracuji ve své metod€. Cévni strom rozd€luji do dvou cCasti, a sice na cévy Sirsi, VEtsi a na

cévy uzsi, mensi [47].

VEtsi cévy segmentuji pomoci aktivnich kontur se vSemi pfiznaky, které se daji
Z obrazu vy¢ist a s pouzitim Gaussovského smiseného modelu (GMM — Gaussian mixture
model). MensSi cévy jsou rozeznavany a segmentovany na zakladé derivace Hessianské
matice intenzity obrazu. Celkovy vysledek segmentace pak upravuji vyhlazenim povrchu

beze zmény tvaru modelu reprezentujici vysegmentovany systém [47].

Obménu metody iterativniho sledovani centralni linie se subvoxelovou pfesnosti
uvadi ¢lanek [48]. Centralni linie je modelovana na zakladé B-spline druhého fadu
z Sedotonovych obrazll. Detekce rozvétveni pracuje s bindrnimi daty. Celd metoda je

tvofena a testovana pro angiografické snimky z magnetické rezonance [48].

Z ¢lanku jiz zminénych i z mnoha dalSich, které v této praci uvedené nejsou je
patrné, Ze pro segmentaci cév, jsou pouzivany tfi hlavni pfistupy. Jedna se o globalni
prahovani, nartistdni oblasti a deformovatelné kontury/modely. VSechny zminované
postupy jsou ruzné dopliiovany a slu¢ovany s dalSimi parametry. Ackoliv by se mohlo
zdat, ze se nic jiného, nez kombinace vySe zminénych nepouziva, v dalsi ¢asti bude

pojednano o dal$im mozném pfistupu k segmentaci cév.

V nov¢jsich publikacich autofi vice neZ jiz zminéné metody, pouZzivaji hluboké
uceni a neuronové sité. Publikace [43] piedstavuje nové pracovni prostiedi pro
automatizovanou segmentaci portalni zily z tomografickych fezii. Autofi pouzivaji
konvoluéni neuronovou sit (CNN — Convolutional Neural Networks) k rozpoznani
typickych vzorh portalni Zily. Trénovani sit€ probiha na zéklad€ popsanych CT snimkt
a testuje se na dosud nezpracovanych snimcich [43].

Markovova nahodna pole byla pouzita pro vyhlazeni vysledku CNN, vcetné
odstranéni chybné pfidanych pixeld. K zesileni vybrané oblasti byla pouzita detekce
centralni linie, kterd byla zaloZena na znalosti anatomie cév, naptiklad tubularniho tvaru.
Centralni linie napomaha i k odstranéni chybné vybranych oblasti. Metoda byla vyvijena

pro planovani stereotaktické radioterapie [43].

Publikace [49] k segmentaci cév z o¢niho pozadi vyuziva hluboké neuronové sité
(DNN — Deep Neural Network). Algoritmus pracuje s dvémi modalitami. Prvni je
barevna Skala zpracovavaného snimku, druha je pak mapa cév. Pro kazdy snimek
Z testovaného souboru je vytvorena pravdépodobnostni mapa, ktera se tvoii na zakladé
kombinace modalit a zkusSenosti neuronové sité. Binarizace obrazu je provedena
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optimalizaci prahu v pravdépodobnostni mapé. Kazdy ptidany pixel je hodnocen
i S ohledem na své okoli [49].

Dalsi ¢lanek [50] pojednava o segmentaci jaternich cév z CT obrazi také pomoci
hluboké neuronové sité. Autofi oproti predeslému ¢lanku ([49]) pozivaji tfi konvolucni
neurdlni sit¢ pro vymezeni jednotlivych znakll cévnich struktur z obrazi ze tii
rovin — sagitalni, koronarni a transverzalni. Jednotlivé sité zacinaji se stejnymi
vlastnostmi v prvni vrstvé a znovu se spojuji az v posledni vrstvé datasetu. DiKy spojeni

siti ve tfech rovinach je tato metoda velmi robustni [50].

Nejnovejsim a zaroven posledni diskutovanym ¢lankem je prace autorti G. Tetteh,
et al. [51]. Autofi pracuji s 3D angiografickymi snimky a pro segmentaci cévnich siti
vyuzivéa hlubokého u€eni. Hluboka cévni sit’ (DeepVesselNet) je metoda optimalizovana
pro segmentaci cév, pfedpovéd’ centralnich linii a lokalizaci bifurkaci. Tato neuronova
sit’ je schopna i na zékladé pouziti tzv. ,,cross-hair* filtrt dosahnout stejnych i lepsich
vysledkl nez bézné pouzivané 3D filtry. Metoda také reguluje faleSné-pozitivni oblasti

segmentace a tim zlepSuje piesnost celého algoritmu [51].

Popisované pfistupy a ¢lanky byly implementovany ¢i tvofeny pro snimky z CT,
CT Angiografie (CTA) nebo MR Angiografie (MRA). Dané metody segmentovaly cévy
V jatrech, cévy ze snimku retiny, koncetin nebo mozku. Vétsina autori pracovala s obrazy
z medicinského prostiedi, pficemz nékteti autofi pracovali s databazi snimku, ktera je
dostupna pro védecké tcely, jini méli sviij vlastni testovaci dataset. Nékteré publikace
navic srovnavaji pouzitelnost metod pro umely model cévniho fecisté s pacientskymi
snimky [19][20][21][22][41][42][43][45][46][47]1[48][49][50][51].

Na zékladé popsanych ptistupli a metod k segmentaci cévniho fecisté byly vybrany
dva nejpouzivanéjsi postupy segmentace. Metoda prahovani a metoda nariistani oblasti.

Ty pak byly implementovany na zpracovavana data.

3.2 Metoda prahovani

Metoda prahovani byla zvolena jako prvni implementovand metoda. Zakladnim
kamenem metody je vhodné rozdéleni histogramu na dvé ¢asti a nasledna binarizace
obrazu. Parametrem slouzicim k takovému rozd¢leni je Casto jasova hodnota, ktera byla
pouzita i v tomto pfipadé. Jasovou hodnotu muzeme zjistit z histogramu obrazu nebo
kvantitativné napiiklad pomoci Otsu metody, kterd byla pouzita. Pro spravnou binarizaci
bylo nutné nalézt takovy prah, ktery by pokryl cévy ve vSech fezech a zaroven nebral
V potaz Sum [25][62].
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Tabulka 1: Hodnoty automaticky vygenerovanych praht a jejich primér.

Cislo fezu prah Cislo fezu prah
1 10811 1026 14767
57 11315 1140 15003
103 10681 1212 14419
152 10961 1275 15215
198 14795 1303 14880
218 14912 1397 14369
274 14246 1456 14496
337 14753 1528 14811
425 14483 1642 14883
511 13915 1700 14417
640 14932 1754 14524
706 14706 1800 14090
799 14738 1830 12189
861 14646 1849 11794
917 14741 1861 11672
soucet 416164
primér 13872

Prah byl nastavovan pro kazdy fez automaticky pifes funkci ,,multithresh®
v Matlabu, ovsem pojistka omezujici minimalni hodnotu vygenerovaného prahu byla
nastavovana individualné pro kazdy zkoumany vzorek, dataset. Tuto podminku bylo
nutno zavést hlavné pro okrajové ¢asti datasetu, kde mél automaticky vypocteny prah

vEtsi potize.

Pouzitéa funkce je implementaci Otsu metody, pojmenované po jejim autorovi, ktery
metodu predstavil v ¢lanku [66] z roku 1979. Tato metoda hleda optimalni prah na
zaklade rozdé€leni pixeld pozadi a poptedi, objektu, do dvou skupin. Cilem je najit takovy
préh, ktery by tyto skupiny rozdéloval tak, aby soucet odchylek vynasobenych véhou
dané skupiny byl minimalni (3.1). Vypocet se musi provést pro vSechny mozné prahy
V obrazu, potom se vypoctené¢ hodnoty srovnaji a hledd se zminiované minimum
[26][65][66].

oy = Wyop + Wrof (3.1)

kde ®w je hledany minimalni soucet (,, Within Class Variance*), W je vaha pozadi,
b je odchylka pozadi, Wsje vaha popiedi/objektu a ¢% je odchylka objektu

Hodnota podminkového prahu byla hledana na zakladé automaticky
vygenerovanych hodnot prahu pro tficet ndhodné zvolenych snimka datasetu. Primér
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téchto hodnot je 13872 jak lze vycist v Tabulka 1 (data jsou ve formatu uintl6).
Podminkovy préh slouzi hlavné pro snimky na zacatku a konci datasetu, proto bylo
S primérnou hodnotou déle pracovano. Hodnota byla experimentalné snizovana, az se
ustalila na ¢isle 13600, coz je prah, ktery postihuje i malé cévy v krajnich ¢astech vzorku.

Na tfezech 150 a 190 vzorku 2431 WT je demonstrovéno, jak se od sebe lisi fezy,
které se naprahuji automaticky spravng, a které potiebuji podminkovy prah. Na Obr. 9 je
ukéazka dvou plivodnich fezli vzorku 2431 WT. UZ na nich mizeme vidét, ze celkova
jasova hodnota neni stejna. Rez &islo 150 je jasn&j$i, coZ se projevuje i v histogramu,
ktery je uveden na Obr. 10 a Obr. 11. Na Obr. 12 a Obr. 13 je pak vidét histogram obrazu
190 ze vzorku 2431 WT, u které¢ho automatickd segmentace prob¢hla v potradku.

Obr. 9: Srovnani fezu 150 vzorku 2431 WT, u kterého byl Spatné volen automaticky prah a fezu 190 vzorku
2431 WT u kterého se automaticky prah nastavil spravné.

Histogramy maji nejvétsi peaky pro hodnoty Sedi kolem 12000, coZz odpovida
hodnoté tkané€ a fixaéniho agaru. Pixely s tmto stupném Sedi jSou Vv obraze i vizualné
nejvice zastoupeny. Peak, ktery se nachazi kolem hodnoty 10000 zastupuje tmavsi pixely
pozadi, které nejspiSe patii do oblasti kruhovych artefaktti v obraze. Mnozina pixeld,
ktera se nachazi nad prahovou hodnotou 13600 (zelena Sipka), uz obsahuje pixely, které
jsou v oblastech cév, které chceme segmentovat. Tato Cast histogramu je plocha
a neobsahuje zadné vyznamnéjsi mnozstvi pixeld jedné jasové hodnoty. Rozdil mezi
histogramy je pravé v téchto nadprahovych hodnotéach, kdy u fezu 190 je mnozstvi pixeli

nad prahem vétsi, proto byl automaticky prah zvolen spravné.

33



Nutnost podminky ve formé pevného prahu je demonstrovana i na Obr. 18, kde je

ukéazan tez Cislo 510 ze vzorku 2431 WT. Pro vizudlni ovéfeni spravnosti segmentace

byly ptivodni obrazy a binarni obrazy zobrazovany v jednom okné. Tato vizualizace

pomahala i pfi optimalizaci vypocitaného podminkového prahu.
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Obr. 10: Histogram obrazu 150 ze vzorku 2431 WT, &erveny obdélnik je oblast piiblizena

obrazku.
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Obr. 11: Pfiblizena oblast histogramu obrazu 150 ze vzorku 2431 WT. Cervenou $ipkou je ukazano

umisténi prahu vypocitaného automaticky (10952), zelenou Sipkou nastaveny podminkovy prah (13600).
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Obr. 12: Histogram obrazu 190 ze vzorku 2431 WT, &erveny obdélnik je oblast piiblizena na dal$im
obrazku.
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Obr. 13: Piblizena oblast histogramu obrazu 190 ze vzorku 2431 WT. Cervenou Sipkou je ukazano
umisténi prahu vypocitaného automaticky (15371), zelenou Sipkou nastaveny podminkovy prah (13600).

Histogramy jsou si velmi podobné a jednotlivé snimky nejsou v datasetu daleko od
sebe. Urcujici podminka, pfi které automatické uréeni prahu funguje bude kombinace
celkového jasu obrazu spolu s mnoZstvim pixelt v oblastech cév v obraze a jejich

individualnim jasem.

Nez mohly DICOM soubory projit samotnym zpracovanim, byla raw data z CT
nejprve upravena v grafickém programu VG Studio MAX [54]. Zde doslo k vyfezu

vnitinich ¢asti zkumavky se vzorkem. Timto ofezem se zmenSil pocet dale
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zpracovavanych obrazl. Napiiklad pro vzorek 2404 WT doslo ke zmenSeni z ptivodnich
2500 snimkt na 1582 snimkd. Timto krokem se zmenSila i vypocetni naro¢nost.
Zkumavku bylo nutné odstranit hlavné z davodu stejné jasové intenzity jako ma barvivo

V celém vzorku.

Pied prahovanim prosla data medianovou filtraci. Filtr byl nastaven na velikost
7 X 7, coz odpovida primeram nejmensich cév, které byly v obrazech patrné. Medianova
filtrace byla vybrana pro svou vlastnost zachovani hran, coz je pro segmentaci nejmensich
cév vyhodné. Tato forma predzpracovani vyrazné¢ pomohla ke snadnéjSimu urcovani

prahti a tim 1 celému procesu zpracovani.

Vysledek segmentace pomoci prahovani je ukazan na Obr. 20. Vygenerované
obrazy byly jednotlivé bezkompresné uloZeny ve formatu TIFF. Set binarnich obrazii byl
poté znovu nahran do VG Studia, kde byl zobrazen cévni strom ve 3D (Obr. 22) a kde
také probihalo dalsi zpracovani. Blokovy diagram popsané metody je na Obr. 14 [25].

Metoda prahovani

—> natteni tomografického fezu

"

medianova filtrace

\

vypocet prahu pro aktudlni fez

i

je prah pro dany fez vétsi nebo roven vypocitané
prahové hodnoté celého datasetu?

/N

ne ano

i

nastaveni
vypocitané hodnoty

2

binarizace obrazu

-

uloZeni

Obr. 14: Vyvojovy diagram metody prahovani.
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3.3 Metoda narustani oblasti

Dalsi implementovanou metodou se stala metoda narGstani oblasti. Tento pfistup je
vlastné rozsifenim ptfedchozi metodiky, kdy k jasovému kritériu pifidame podminku
navaznosti do vSech smérti. Tato cesta byla zvolena na zaklad¢ reserSe vyuzivanych
pristupii k segmentaci cév, kde, jak je patrno z kapitoly 3.1, je metoda brana jako zaklad

segmentacnich postupt [44].

Pro tucely této prace byl vyuzit jiz existujici algoritmus z MathWorks [52].
K vyuziti tohoto algoritmu bylo pfistoupeno na zdklad¢é Casové narocnosti zpracovavani
celého projektu. V citovaném kodu byla zménéna podminka prahu ohranicujici nejvyssi
jasové hodnoty. Déle se uzivatelsky nastavily parametry jako soufadnice pocatecniho

seminka a procentualni prah.

Blokové schéma funkce nardstani oblasti je zobrazeno na Obr. 15. Vyvojovy
diagram popisuje pouzity algoritmus, ale také presné kopiruje myslenku a ¢ast ptivodniho
algoritmus autorky diplomové prace [52][62].

Metoda narustani oblasti

nacteni celého datasetu do matice

!

definovani poatecniho seminka
a nastaveni prahu

W

zavolani funkce
RegionGrowing

4

prochdazeni px obrazu a porovnavani
jasovych hodnot daného px s priimérem
jasu jiZz pfidané oblasti

!

uloZeni bindrnich obrazd

Obr. 15: Vyvojovy diagram metody nartstani oblasti.

37



Segmentace byla uskute¢néna ve varianté pro 3D nardstani oblasti. Pocate¢ni
seminko bylo voleno jenom jedno, nebot’ pouzity algoritmus nedovoluje urcit vice
pocatecnich bodl. Jasova hodnota tohoto pocatecniho pixelu jisté ovliviiuje vysledek
prahovani, proto bylo seminko voleno pfiblizn€ uprostied datasetu a ve vetsi cévé, ktera
neméla jas ovlivnén shlukem barviva, a tedy neméla vétsi jasovou hodnotu nez vétSina
ostatnich cév. Ukazka jasnych shlukt barviva, kterym jsme se chtéli u volby pocatecniho

stejny.

Zékladem metody je tedy parametr jasové hodnoty, ktery se bud’ voli z obrazu
adaptivné nebo je nastaven piimo. Skript nabizi moznost adaptivniho prahovani, které
nastavuje prahovou hodnotu jako primér jast pixelt jiz do oblasti pfidanych. Vypocetni
naroc¢nost tohoto postupu pro dané datasety je ale tak vysokd, Ze bylo pfistoupeno

k nastaveni fixni hodnoty prahu.

Pro demonstraci ¢asové narocnosti bylo adaptivné segmentovano 20 fezi vzorku
2431 WT. Pro srovnani byly vybrany fezy 901 az 920, na kterych se mimo jiné provadé¢lo
I srovnani vysledkii segmentac¢nich metod. Zpracovani trvalo 55 minut a obraz byl
vysegmentovan jen ¢astecné dobte, nebot’ do vybrané oblasti nebyly ptidany pixely, které
byly v dusledku shlukt barviva pfili§ kontrastni a vymykaly se tak priméru. Adaptivni
prahovani se tedy v ptipadé zpracovavanych dat a s ohledem na moznosti pouzitého

algoritmu nevyplati pouZzit.

U pfimo nastaveného prahu je podminka ptidani dal$iho pixelu do oblasti zajmu
zalozena na porovnavani jasové intenzity seminka s nastavenou prahovou hodnotou vii¢i
intenzité jasu porovnavaného pixelu. Pokud je rozdil intenzit vétsi nez srovnavané

hodnoty, pixel do vybrané oblasti neni pfidan.

Pouzity algoritmus pracuje s daty ve formatu double. Nastavena hodnota je
procentuélni soucitnitel rozdilu max a min jasového hodnoty v obraze. Rozdil jasovych
hodnot se vypocitdva pro kazdy obraz zvlast. Velikost soucinitele se bude pohybovat
vzdy jen mezi nulou az jedni¢kou. Autor ve svém skriptu udava, zZe by prahovy soucinitel
m¢él byt nastaven na hodnotu 5 %. Nastavovana hodnota Tk, tedy neni prah v pravém slova
smyslu, ale je to procentudlni nastaveni, se kterym se rozdil maximalnich a minimalnich

jasovych hodnot v kazdém k-tém obraze nasobi [52].

Tk = (Ikmax - Ixkmin) * 0.05 (3.2)

kde Tk je procentudlni prah pro dany fez, Ikmax je maximalni jasova hodnota v K-tém

fezu, Ikmin je minimalni jasova hodnota v k-tém fezu
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Hodnota byla nastavena na 0,05 a experimentaln¢ se ovéfovala a ménila pro dané
vzorky. Jednotlivé prahy pak byly nastaveny nasledovné: pro dvojici 2431 WT a 2401
NDR byl prah nastaven na hodnotu 0,065. Pro vzorek 2404 WT a 2405 NDR byl
procentudlni prah snizen, protoze tyto vzorky jsou méné rozvétvené a v obrazech tvori
kontrastni nabarvené cévy mensi plochy, tedy jasové intnzity barviva jsou v rdmci celého
vzorku i jednotlivych fezl zastoupeny mén¢. Prah pro vzorek 2404 WT je 0,021 a 2405
NDR 0,025 [52][62].

Nastaveni prahového soucinitele ma na vysledek segmentace velky vliv. Zatimco
pti zpracovani 2D obrazil je nastaveni procentualniho prahu prithlednéjsi a jednodussi,
u 3D zpracovani velkého poctu obrazl, jak je to v pfipad¢ této préace, je nastaveni
pomérné neprithledné a tézko se hled4 konkrétni optimalni hodnota, kterd by se hodila

pro vSechny zpracovavané fezy.

Této skute¢nosti nenahrava ani fakt, ze zastoupeni jasovych hodnot se lisi od kraji
ke stiedu datasetu, a tedy co plati pro malé cévy z periferie, neplati pro mnozstvi vétsich
cév uprostied vzorku. Pouzity algoritmus navic obsahuje i podminku horni hranice jasu,
tedy mista se zna¢né zvysenou intenzitou (Obr. 18), do oblasti vybéru nezahrne, nebot’
spadaji nad troven hodnot, které by se mély ptidat. Tato podminka byla zménéna pro

lepsi prizptsobeni algoritmu na zpracovavana data.

Z vyse uvedenych diivodi, ptfedevS§im z nastaveni algoritmu, zmény zastoupeni
jast a nelehkého piesného urceni prahu, méla metoda pro ¢asti dvou zpracovavanych
vzorkt vEtsi problémy, které se pro vétsi hodnotu projevily segmentovanim i Sumovych
oblasti okolo cév (Obr. 39, Obr. 40), pro niz8i hodnotu pak nedosegmentovani krajnich
¢asti. Vysledek zpracovani touto metodou je pro vzorek 2431 WT vidét ve 3D na Obr. 23.
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4 Hodnoceni vystupi

Hodnoceni dat, ziskanych pomoci dvou popsanych postupli, probihalo na zakladé
srovnani vystupti metody s manudln€¢ oznaCenymi daty. Manudlné oznacena data se
povazuji za zlaty standard. Tvorba téchto dat probihala v programu ImageJ [56], kde byla
nacétena pivodni data, v nich byly oznaceny vSechny cévy a obraz byl binarizovan. Zlaty
standard je zde pouzit jako ukazka toho, jak by vystupy segmentacnich metod mély
vypadat.

Pomoci funkce ,,uspesnost® z [57], byly matice dat v Matlabu navzajem srovnany
a vysledek shody byl zobrazen ve formé poctu pixeld ve tiidach: ,.true positive” (TP),
,»true negative* (TN), ,.false negative* (FN), ,,false positive* (FP). Toto rozdé€leni vychazi
z 2 x 2 frekvenéni tabulky ([58]) na porovnani dvou datasetii v binarni podobé. Rozdéleni
tiid v tabulce je vidét v Tabulka 2

Tabulka 2: Tabulka pro uréeni pravdivosti testu. Pievzato z [61].

Subjekt s onemocnénim Subjekt bez onemocnéni

Pozitivni test TP FP

Negativni test FN TN

Terminy TP, FP, FN a TN se uZivaji pfi hodnoceni G¢innosti testi v medicing, kdy
uz naptiklad z terminu fale$né€ pozitivni 1ze vyvodit, Ze je to mnozstvi testl, které dopadly
pozitivné (potvrzeni onemocnéni), ale ve skute¢nosti byl testovany vzorek negativni (tedy

mély dopadnout negativn€). Nazorné je toto rozdéleni vidét na Obr. 16 [58][61].

zlaty standard automaticka segmentace zhodnoceni segmentace

Obr. 16: Vysvétleni pojmid TN, TP, FN, FP. Porovnani zlatého standardu s automatickou segmentaci.

Zhodnoceni segmentace ukazuje popisované pojmy.
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Pocet pixelil v jednotlivych tfidach byl vyuzit k vypoctu hodnoticich statistickych
koeficientil. Pro obé metody segmentace a vSechny Ctyfi vzorky byly vypocteny hodnoty
senzitivity (4.1, [57]), ptesnosti (4.2, [61]) a Serensen-Dice koeficientu(DSC) (4.3,
[591[58]).

TP

senzitivita = (4.1)
TP+FN
presnost = Sl S L — 4.2)
TP+FP+TN+FN
DSC = __ 2 (4.3)
2TP+FP+FN

Senzitivita se zaméfuje na pixely v oblasti vybéru a posuzuje, jak byla segmentacni
metoda uspésna pomoci podilu spravné ur¢enych pixeli ku souctu spravné urenych
pixell plus mnozstvi pixeld, které mély byt oznaCeny a nebyly. Presnost by se dala
pojmenovat i jako celkova UspéSnost segmentace, kde porovndvame pocty spravné
oznaenych pixelt ku celkovému poctu testovanych pixelt. Serensen-Dice koeficient
piiklada dvojnasobnou vahu pixelim spravné oznaCenym pixelim a pracuje s pixely
spravné vybranymi jako pixely v oblasti, s nespravné vybranymi a s témi, které mély byt
vybrany, ale nebyly [58][61].

Hodnota zvoleného prahu u segmentace obrazli metodou narlstani oblasti jisté
velmi ovlivituje vysledek celého zpracovani. Hodnota byla nastavovana, jak jiz bylo
fec¢eno, dle doporuceni autora a dale se s ni experimentalné pohybovalo. Aby bylo mozZné
nastavenou hodnotu n&jakym zptisoben zhodnotit, byla zkonstruovana ROC kiivka. ROC
ktivka, z anglického ,, Receiver Operating Characteristic curve “, je kiivka, ktera ukazuje
vztah mezi senzitivitou a specificitou [67].

Ze kiivky miizeme vy¢ist, jak vhodné byl zvolen segmentacni prah. Pokud byl prah
pfilis nizky segmentovana oblast bude mensi, nez by ve skute¢nosti méla byt. Pokud bude
naopak prah pfili§ vysoky, segmenta¢ni algoritmus vybere jako oblast zijmu téméef
vSechny pixely, bez ohledu na malé oblasti cév. Varianty nastaveni prahu jsou vidét na
Obr. 17 [67].
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Obr. 17: ROC kiivka se znazornénim optimalniho prahu. Pfevzato a upraveno z [67].

V kapitole 5 je popisovana ROC ktivka sestrojena pro étyfi zpracovavané vzorky
a ruzné prahy. Touto cestou je také vyhodnoceno, zda nastaveny prah byl zvolen vhodné
¢i nikoliv a jak toto nastaveni ovlivnilo kvalitu vystupt. V idedalni ptfipad¢ bude zvoleny
prah v rozmezi optimalni hodnoty a vysledky tak budou Iépe srovnatelné s vysledky

segmentace metodou prahovani.
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5 Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou popsany vysledky, kterych bylo v prubéhu diplomové prace
dosazeno. Vysledky jsou prezentovany kvalitativné, formou obrazové dokumentace
postupu a dil¢ich krokt, a také kvantitativné, ve zhodnoceni spravnosti segmentace ¢i

porovnani vysledku obou pouzitych metod mezi sebou.

Celkoveé bylo na CT naméieno 14 vzorki, z nichz devét vzorkl je nekvalitné
nabarvenych a data jsou nepouzitelna. V praci jsou zpracovany ¢tyfi vzorky. Vysledky

obou segmentac¢nich metod jsou pro vSechny vzorky vidét v ptiloze prace.

Naméfena data byla, i pies vesSkerou snahu, ne vzdy dostate¢né kvalitné
nabarvena. Extrémni pfipad defektniho vzorku je na Obr. 7. Segmenta¢ni metody celily
zejména problému nehomogenity barviva, které se v tsecich cév shlukovalo a tvofilo
tak ve vyslednych obrazech kontrastnéjs§i mista Obr. 18. Dalsim problémem byla
I skutecnost, Zze zkumavka, ve které se vzorky méfily, méla velmi podobnou jasovou

hodnotu jako kontrastni latka obsazena v cévach.

Obr. 18: Vzorek 2405 NDR, ukazka zpracovavanych dat — tomograficky fez. Sipky ukazuji mista
nehomogenit barviva.

Metoda prahovani byla kviili nehomogenité barviva a nestalosti celkového jasu
fezu v celém datasetu oSetfena podminkou v podob& nastavené hodnoty prahu.

Detailnégji popsany postup je v kapitole 3.2. Ukazka zpracovani problematického snimku
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jena Obr. 19. Obraz (A) ukazuje fez vzorku 2431 WT, ktery byl zpracovan s automaticky
vygenerovanym prahem, ktery pro tento fez selhal, a tak byl pfenastaven na vypocitanou
hodnotu prahu, jehoz vysledek je vidét na obraze (B). Vystup tohoto procesu je v podobé
binarniho obrazu vidét na Obr. 20. Shodna jasova hodnota zkumavky a barviva byla

vyfeSena jednoduchym manudlnim ofezem zkumavky ze snimki.

Obr. 19: Vzorek 2431 WT ukazka volby prahu a vizualizace vysledku, (A) automaticky prah 11831, ptipad,
kdy automaticky vypocet selhal (B) nastaveny prah 13600.

Obr. 20: Vysledek prahovani fezu vzorku 2431 WT v podobé binarniho obrazu.
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Pokud se zamétime na stejny vzorek a fez pifi zpracovani metodou nartstani oblasti,
dostaneme rozdilny vysledek. Metoda porovnava postupné sousedici pixely, z toho
vyplyva, ze mize efektivné vysegmentovat jen spojité oblasti. Vzorek 2431 WT je ale
slozen ze dvou zcela oddélenych cévnich systémi, nebot ho tvoii jeden vétsi lalok a jeden
malicky, tésné primknuty k vétsimu. Proto bylo nutné segmentaci tohoto vzorku udé¢lat
s dvéma ruznymi pocate¢nimi seminky, ktera byla vybrana tak, aby jedno patiilo do
oblasti mens$iho laloku a segmentovalo jeho cévni systém, a druhé seminko nalezelo
vétsimu laloku. Vysledek v podobé dvou binarnich obrazti je na Obr. 21. U ostatnich

vzorkl probéhla celd segmentace, vzhledem ke spojitosti cév, najednou.

Obr. 21: 2431 WT binarni obraz fezu vétsiho laloku vzorku (vlevo), mensiho laloku (vpravo).

Pro vizuélni zhodnoceni jednotlivych vysledkii segmentaci, bylo nutné zpracované
binarni obrazy sesadit na sebe. Toho bylo dosazeno v grafickém programu VG Studia
MAX, kde byly vSechny snimky poskladany dohromady a zobrazena struktura cévniho
stromu Vv trojrozmérném prostoru. 3D model vysledkt je vidét na Obr. 22 a Obr. 23, kazdy
snimek pro jednu metodu. Tyto modely nebyly nijak upravovany ¢i vyhlazovany. Pro
srovnani metod je na obrazcich ukdzan jenom jeden vzorek piiblizné ve stejné pozici.

Vsechny vzorky jsou pak ukézany v piiloze prace.
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Obr. 22: Zobrazeni segmentace vzorku 2431 WT pomoci prahovani.

Obr. 23: Zobrazeni segmentace vzorku 2431 WT pomoci nartistani oblasti.
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Manualni segmentace z ptivodnich dat by vyzadovala velkou ptesnost a byla by
velice ¢asove narocna. Proto byly tyto systémy oddé€leny sice manualné, ale na zaklade
binarnich dat vzeslych z metody prahovani, kde velmi poméhala prostorova orientace ve
3D zobrazeni, a také jasné vymezeni cévnich kanalkd. Vyhoda oznacovani zlu¢ovodu na
binarnich datech byla i ta, ze bylo zapotiebi hlidat hranici segmentace jen na strané¢

spojeni s portalni Zilou.

Odd¢lovani probihalo s vyuzitim trojrozmérného nastoje ,, Draw “ Vv prostiedi VG
Studio [54], s jehoZ pomoci se vytvofila oblast zajmu, tedy zlu¢ové kanalky, a ta se poté
odecetla z celkovho vysegmentované¢ho stromu. Vysledek separace je pro vzorek
2431 WT vidét na Obr. 24 — portalni Zila, Obr. 25 — zlu¢ové cesty a Obr. 26 — oba systémy

dohromady, barevn€ oznacené (zelené zlucové cesty).

Obr. 24: Vzorek 2431, zobrazeni cévniho systému portalni zily.
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Obr. 25: Vzorek 2431, zobrazeni Zlu¢ového systému.

Obr. 26: Vzorek 2431, zobrazeni obou systému barevné oddélenych, bile portalni zila, zelené Zlu¢ové
cesty.
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Aby bylo mozné mluvit o vhodnosti jedné ¢i druhé pouzité segmentacni metody
bylo vytvotfeno 20 referenénich snimku (kapitola 4). Segmentace probihala v programu
Imagel, kde byla oznaCena data i binarizovéana. K této referenci pak byly vysledky obou

metod vztahovany [56].

Srovnani snimkd segmentovanych popsanymi metodami se zlatym standardem
probihalo v Matlabu za pomoci jiz zminéné funkce [57]. Jednotlivé hodnoty Ize vyc¢ist
z Tabulka 3 pro hodnoceni metody prahovani a z Tabulka 4, pro hodnoceni metody
narQstani oblasti. Vyznam jednotlivych tfid je detailnéji popsan v kapitole 4 a graficky na
Obr. 16.

Tabulka 3: Srovnani zlatého standardu s daty vygenerovanymi metodou prahovani.

TP FP FN TN senzitivita | presnost DSC
2404 WT 41638| 7786 6182 45550394 0,8707 0,9997 0,8564
2405 NDR 149572 | 16435| 26036 23353037 0,8517 0,9982 0,8757
2431 WT 257767 | 5491| 67641 23622261 0,7921 0,9969 0,8758
2401 NDR 238493 | 29709| 12237 33314821 0,9512 0,9988 0,9192

Tabulka 4: Srovnani zlatého standardu s daty vygenerovanymi metodou nartistani oblasti.

TP FP FN TN senzitivita | presnost DSC
2404 WT 41504 | 9754 6316 45548426 0,8679 0,9996 0,8378
2405 NDR 132022 | 20449| 43586 23349023 0,7518 0,9973 0,8048
2431 WT 255125| 48311| 70283 23579441 0,7840 0,9950 0,8114
2401 NDR 180680| 6218| 70050 33338312 0,7206 0,9977 0,8257

Vypocitana presnost dava pro kazdou metodu a vzorek skoro stoprocentni hodnotu,
a proto se bude timto parametrem efektivita segmentace dané metody srovnavat jen tézko.
V Tabulka 5 jsou tedy srovnany pouze vysledky vypoctu senzitivity a Serensen-Dice
koeficientu. Z tabulky je patrné, Ze rozdily mezi segmentacnimi metodami jsou hlavné
U mutantnich vzorkl, nebot’ u WT vzorkl se jednd o rozdily v fddech nckolika setin.
Nejveétsi rozdil mezi metodami se projevuje zejména u vzorku 2401 NDR, kde metoda
prahovani koresponduje se zlatym standardem nejvice ze vSech vzorkil, a naopak pro

metodu naristani oblasti je tento vzorek, dle vysledku senzitivity, nejhorsi.

49



Tabulka 5: Srovnani senzitivity a DSC pro viechny vzorky a ob& metody. Sedé jsou mutantni vzorky,
U kterych doslo k nejvétsim rozdilim pro srovnavané metody.

prahovani nardstani oblasti
senzitivita specificita DSC senzitivita specificita DSC
2404 WT 0,8707 0,9998| 0,8564 0,8679 0,9998| 0,8378
2405 NDR 0,8517 0,9993| 0,8757 0,7518 0,9991| 0,8048
2431 WT 0,7921 0,9998| 0,8758 0,7840 0,9980| 0,8114
2401 NDR 0,9512 0,9991| 0,9192 0,7206 0,9998 | 0,8257

Dalsi hodnoceni, které bylo provedeno, je vizualni hodnoceni vysegmentovanych
binarnich obrazti pomoci barevné skaly. Na Obr. 27 a Obr. 28, je srovnan zlaty standard
se snimky vygenerovanymi jednou i druhou metodou v programu GOM Inspect [64].

Model zlatého standartu a segmenta¢ni model byl zobrazen jeden na druhém, tak
doslo ke vzniku barevné $kaly, ktera ukazuje shodna a rozdilna mista v modelech
v milimetrech. Zelena barva uprostfed barevné $kaly vyjadiuje naprostou shodu obou

modeli. Seda barva, ktera ve Skale neni zastoupena, zobrazuje mista, kde je jenom model

zlatého standardu, a tedy segmenta¢ni model ho vitbec nepiekryva.

Obr. 27: Obrazek z GOM Inspect, zobrazeni rozdilii standardu s vysledkem metody prahovani, rozdil
segmetnaéni metody od standardu je vyjadfen v milimetrech v barevné $kale, Sed€ jsou oblasti pouze
zlatého standardu.
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Obr. 28: Obrazek z GOM Inspect, zobrazeni rozdild standardu s vysledkem metody nartistani oblasti, rozdil
segmentaéni metody od standardu je vyjadien v milimetrech v barevné $kale, Sedé jsou oblasti pouze

zlatého standardu.

Dalsi hodnoceni probihalo pomoci ROC ktivky. ROC kfivka pro metodu prahovani
je na Obr. 29, detail Obr. 30, a kiivka pro nartistani oblasti na Obr. 31, detail na Obr. 32.
Jak lze z obrazku vidét, kiivka u metody prahovani se blizi idealni ROC kiivce.
Nastavené prahové podminky jsou podle kiivky v pasmu ptisného prahu. Je tfeba vSak
zdUraznit, Ze pro metodu prahovani byl prahy voleny automaticky, prezentovana ROC

kiivka vypovyda pouze o vhodnosti volby podminkového prahu.

Kitivka zobracujici rizné hodnoty procentualnich prahii u metody nartstani oblasti,
vypada ve srovnani s predeslou kiivkou velmi odlisn€é. Hodnoty se tak t€sné nepfiblizuji
bodu [0,1] a hodnoty 1-specificita se pohybuji v tisicinach. Dle kiivky se pouzité prahové
hodnoty pro vzorek 2401 NDR, 2404 WT a 2405 NDR pohybuji v pdsmu optimalniho
prahu, pouze u vzorku 2431 WT se zvoleny prah pohybuje mimo toto pasmo.

Vzhledem ke vhodné volbé praht pro ob¢é metody, 1ze konstatovat, Ze metoda
narustani oblasti je i pfes dobfe nastavené parametry ve vysledném vzorku horsi, a tedy

metoda prahovani 1 z tohoto hodnoceni vysla jako lepsi.
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Z vypoctu vyplyva, ze na spravnou segmentaci mély vliv nejen dvé rizné metody
zpracovani, ale také rizné vzorky, kvalita barveni vzorku, mozna i velikost cév. To se
nejspise odrazilo u NDR vzorkt, kde se Cisla 1isi vice nez u WT. NDR vzorky maji diky
mutaci cévy uz§i a mnohem vice zakfivené, coz mohlo hrat roli ipfi segmentaci.
Z vysledkli nicméné vyplyva, ze metoda prahovani byla z kvantitativniho 1 vizualniho
pohledu lepsi.

Vysledky jsou navic vztahovany ke zlatému standardu, ktery byl vytvoien
manudlné, au ozna¢ovani mohlo snadno dojit k subjektivnimu zvétSeni ¢i zmenSeni
oblasti cév. Pro korektné&jsi srovnani by tedy bylo nutné segmentaci zlatého standardu

udélat vicekrat, nebo by ho vytvarelo vice osob. Vysledky by se poté zprimérovaly.

Z vypocti DSC i senzitivity vychazi, ze metoda prahovani byla lepsi (Tabulka 5)
a tento zavér potvrzuje i ROC kiivka, kterd se pii této metodée blizi optimalnimu tvaru.
| dalsi hodnotici metoda, kterd obrazové srovnava dané modely, vychazi pro metodu
prahovani jako lepsi. Barevnd $kala ukazuje vétsi shodu zlatého standardu s vysledky

metody prahovani nez s vysledky nartstani oblasti (Obr. 27, Obr. 28).

Vypocetni ¢as u obou metod byl ptiblizné€ srovnatelny, nebot’ napiiklad u vzorku
2404 WT se 20 srovnavanych fezli zpracovavalo pro metodu prahovani 29 minut a pro

metodu nariistani oblasti s pevné nastavenym prahem 23 min.

Popsané vysledky nelze srovnat s vystupy ¢lankt popsanych v kapitole 3.1 nebot’
tato prace zkouma data, ktera se v jinych publikacich nenachdzi. Unikatnost je jednak
V metod€ barveni tkan€, na snimcich neni kontrastniho nic kromé barviva v cévach,
a jedinecné jsou i popisované vzorky, nebot’ data zpracovavana v této praci, ktera vznikla

méfenim jednoho organu ex vivo, nebyla jinde popsana.

Ackoliv vysledky zde diskutované nejdou srovnat s vysledky jinych vyzkumu
popsanych v kapitole 3.1, autorka diplomové prace se inspirovala alesponn metodami
zhodnoceni vystupti ve formé vypoctu hodnoty senzitivity, pfesnosti a Serensen-Dice
koeficientu. Tyto hodnotici metriky se vyskytovaly v popsanych publikacich nejcasté;ji,
proto byly pouzity i v této praci [42][43][46][47][49][50][51].
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala problematikou meéfeni a zobrazeni mékké tkané,
zhodnocenim vysledkii méfeni a vizualizaci cévnich stromu jaterni tkané. Prace méla jako
hlavni cil implementaci a testovani postupl pro segmentaci dat. Byly tedy vybrany dvé
metody segmentace. Ob¢ tyto metody se ukazaly jako aplikovatelné na dana data, coz
potvrdilo 1 hodnoceni vysledkt.

Po detailnéjsim zkoumani dosazenych vysledki lze konstatovat, Ze metoda
prahovani davad o néco lepsi vysledky nez metoda narGstani oblasti. Zda se, ze
v kombinaci s kvalitnim barvenim, jehoz postup je v praci popsan, je prahovani idealni
metoda k segmentaci zpracovavanych dat, nebot metoda je efektivni, snadno

aplikovatelna a vypocetné nenarocna.

Dil¢ich cilu jako je teoretické popsani rentgenové vypocetni tomografie, méfeni
vzorkd a jejich barveni bylo rovnéz dosazeno. V praci je uveden vysledek 3D vizualizace
ziskanych dat a také rozd¢€leni systému portalni Zily a zlucovych kanélkl. Tento vysledek
si je mozné prohlédnout v ptiloze prace v podobé obrazu jednotlivych vzorka (Obr. 36,
Obr. 37, Obr. 38, Obr. 39, Obr. 40, Obr. 38, Obr. 39, Obr. 40) nebo ve formé videa.

V praci byly ovéfeny poznatky odborné literatury zabyvajici se metodami
segmentace podobnych dat. V poslednich ¢astech prace je uvedeno i kvalitativni srovnani
dosazenych vysledk, ze kterych mimo jiné vyplyva, ze tispésnost segmentacnich metod
byla ovlivnéna 1 rozdilnosti testovanych vzorkl, nebot se ukazalo, ze segmentacni
metody mély vétsi problémy s mutantnimi vzorky. Tato rozdilnost vzorkl jisté pfispéla
i ke zkvalitnéni hodnoceni dosazenych vysledku a poukazala na rozdily v kvalité vystupti
mezi metodami.

Diplomovéa prace tedy obsdhla vSechny body zadani a svymi vystupy pfispéje
K publikaci metodického ¢lanku. I pies veskeré vyzvy, které se v pribéhu prace objevily,

je tedy nutné konstatovat, ze cile prace byly splnény.
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Seznam zkratek
2D dvou rozmérny
3D tif rozmérny

CEITEC Central Europien Institute of Technology, Stredoevropsky technologicky

institut
CNN Convolutional Neural Network
CT Computed Tomography, vypocetni tomografie
CTA Computed Tomography Angiography, vypocetni tomografie s angiografii

DICOM  Digital Imaging and Communications in Medicine
DNN Deep Neural Network
GE General Electric

GMM Gaussian Mixture Model

HU Hounsfield Unit, Hounsfieldova jednotka, CT ¢&islo

IKI jodid jodidodraselny, Lugoliiv roztok

NMR Nuclear Magnetic Resonance, nuklearni magneticka rezonance

MRA Magnetic Resonance Angiography, magneticka rezonance s angiografii

NDR Nodder mutace

PBS phosphate buffer saline, pufrovany fyziologicky roztok

PET Positron Emission Tomography, pozitronova emisni tomografie
PTA phosphotungstic acid, kyselina fosfowolframova

pX pixel, obrazovy element

WT wilde type, kontrola — zdravy jedinec



Seznam priloh

Ptiloha 1 obrazové vystupy segmentace vzorka
Ptiloha 2 protokol barveni
Priloha 3  poster, konference: EASL, The International Liver Congress

Priloha4  poster, konference: BSDB Annual Spring Meeting; University of Warwick



Pfiloha 1

Obr. 33: Vzorek 2401 NDR, prahovani

Obr. 34: Vzorek 2431 WT, prahovani



Obr. 35: Vzorek 2405 NDR, prahovani

Obr. 36: Vzorek 2404 WT, prahovani



Obr. 37: Vzorek 2401 NDR, naristani oblasti

Obr. 38: VVzorek 2431 WT, nartstani oblasti



Obr. 39: Vzorek 2405 NDR, nariistani oblasti

Obr. 40: Vzorek 2404 WT, narustani oblasti



Priloha 2
Protokol: Injikovani Microfilu do jater
Uvod:

Injekce syntetické pryskyfice MIKROFIL® slouzi k vytvofeni 3D odlitku cévniho
a zlu¢ového systému v jatrech. Predpokladem pro tuto metodu bylo zlepseni kontrastu
a odliseni téchto dvou systémut na mikroCT.

Pomiicky a chemikalie:

polyethylenové hadicky, jehly 30G, injekéni stiikacky 1 ml, tenka hedvabna vlakna,
nizky, pinzety, zkumavky, mikroskop, zluty a modry MICROFIL®, fedici latka,
formaldehyd, PBS, agarosa, mysi jatra

Priprava roztoku:
Piiprava zlutého Microfilu — roziedit zluty MICROFIL® (cat. #MV-122) s ¢istou fedici
latkou (cat. #MV-Diluent) v poméru 1:3, dobie promichat a protiepat

Piiprava zeleného Microfilu — rozfedit modry MICROFIL® (cat. #MV-120) s &istou fedici
latkou (cat. #MV-Diluent) v poméru 1:1, a poté smichat s natedénym zlutym Mikrofilem
v poméru 1:1, dobfe promichat a prottepat

Pracovni postup:

- prace pod mikroskopem se zvétSenim 0,63x

- lokalizace a o€isténi portalni Zily a zlu€ovodu od okolni tkdné

- polyethylenova hadicka (PE10) se na jednom konci protahne a ztenéi, tenky
konec se ustfihne niizkami pod tthlem 45° a druhy rovny konec se upevni na
jehlu velikosti 30G a vsune do portalni zily nebo zlu¢ovodu, upevni se tenkym
hedvabnym vlaknem cca 4 cm dlouhym

- pokud se injektuji naraz oba systémy, zacina se zlucovodem

- pfed zacatkem samotného injikovani se k roztoku Microfilu pfida 10 % tuzidla
(soucast baleni MICROFIL®™)

- stiikacka se naplni 1 ml roztoku Microfilu, poté se stiikacka spoji S odpovidajici
jehlou s hadic¢kou

- injikuje se ru¢né — do Zlucovych cest dospélé mysi asi 50 pl, do cévniho systému
asi 80 ul roztoku Microfilu

- po naplnéni systému Se vyjme hadicka s jehlou a pfislusny vyvod se podvaze
hedvabnym vlaknem, aby Microfil nemohl vytéct ven

- po naplnéni 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 formaldehydu a opét se nechaji v lednici po
dobu 24 hodin, poté se promyji PBS roztokem

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

Zavér:

Timto postupem jsme se snazili dosahnout vyplnéni cév a zluCovych kanalki. Tim, ze
jsme systémy vyplnili, jsme docilili lepSiho rozliSeni na mikroCT snimcich. Injikace dvou
barevnych Mikrofili by méla vést k odliSeni systémil na CT snimcich. Dobry vysledek
vznikne za piedpokladu, Ze se Microfil dostane do celého systému rovnomérné a roztok

Mikrofilu je homogenni.
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