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Abstrakt
Dizerta¢ni prace se zabyva zpracovanim obrazu v digitalni holografické mikroskopii a
dat v danych oblastech biologickych experimentii.

Transmisni svételna holograficka mikroskopie je pouzita zejména pro kvantitativni fa-
zové zobrazeni transparentnich mikroskopickych objektt, jako jsou zivé burky. Fazové
obrazy jsou ovlivnény fazovymi aberacemi, které ztézuji studium bunék. V této praci je
prezentovan novy algoritmus pro dynamické zpracovani fazovych obrazi zivych bunék
v Casosbérné sérii. Algoritmus kompenzuje deformace fazového obrazu pouzitim metody
vazenych nejmensich ¢tverct. Navic ve fazovém obrazu identifikuje a segmentuje indivi-
duélni bunku. Tyto vlastnosti algoritmu jsou rozhodujici pro kvantitativni fazové zobra-
zeni bunék v redlném Case a iizeni pritbéhu experimentu. U¢innost navrzeného algoritmu
je demonstrovana na obrazech krysich nadorovych bunék prostfednictvim mimoosového
holografického mikroskopu.

Rentgenova pocitacova tomografie s vysokym rozlisenim je stale vice pouzivanou tech-
nikou pro studium mikroarchitektury kosti malych hlodavct. V této casti prace je prove-
dena analyza kortikalni a trabekularni distalni poloviny krysich stehennich kosti. Vyvinuli
jsme metodu pro mapovani pozice a rozméri kortikalnich povrchti od centralni podélné
osy s jednostupnovym thlovym rozliSenim. Touto metodou jsou zkoumany tvarové odlis-
nosti krysich stehennich kosti mezi experimentalnimi skupinami. Orientace kosti je v to-
mografickych fezech vyrovnana pred mapovanim pomoci navrzeného postupu standardi-
zace tomografickych dat. Aktivita remodelacniho procesu dlouhé kosti je také studovana
na systému kortikalnich kanalk.

Summary

The dissertation deals with the image processing in digital holographic microscopy and
X-ray computed tomography. The focus of the work lies in the proposal of data processing
techniques to meet the needs of the biological experiments.

Transmitted light holographic microscopy is particularly used for quantitative phase
imaging of transparent microscopic objects such as living cells. The phase images are
affected by the phase aberrations that make the analysis particularly difficult. Here, we
present a novel algorithm for dynamical processing of living cells phase images in a time-
lapse sequence. The algorithm compensates for the deformation of a phase image using
weighted least squares surface fitting. Moreover, it identifies and segments the individual
cells in the phase image. This property of the algorithm is important for real-time cell
quantitative phase imaging and instantaneous control of the course of the experiment. The
efficiency of the propounded algorithm is demonstrated on images of rat fibrosarcoma cells
using an off-axis holographic microscope.

High resolution X-ray computed tomography is increasingly used technique for the
study of the small rodent bones micro-structure. In this part of the work, the trabecular
and cortical bone morphology is assessed in the distal half of rat femur. We developed
new method for mapping the cortical position and dimensions from a central longitudinal
axis with one degree angular resolution. This method was used to examine differences
between experimental groups. The bone position in tomographic slices is aligned before
the mapping using the propound standardization procedure. The activity of remodelling
process of the long bone is studied on the system of cortical canals.
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1. UVOD

1. Uvod

Dizertacni prace je rozdélena do dvou casti kopirujicich ¢innosti, kterymi jsem se za-
byval v pribéhu doktorského studia. Cile prace jsou uvedeny a jejich splnéni diskutovano
v kazdé dil¢i ¢asti zvlast. Prvni ¢ast popisuje vysledky dosazené v digitalni holografické mi-
kroskopii a druha ¢ast v rentgenové pocitacové tomografii. V obou ptripadech byla témata
vyzkumné prace zaméfena na zpracovani obrazu biologickych vzorki. V pripadé digitalni
holografické mikroskopie se konkrétné jedna o zpracovani fazového obrazu bunék. Céast
s pocitacovou tomografii je zaméfena na zpracovani tomografickych dat mikrostruktury
kosti laboratornich krys.

V Centru inovativni mikroskopie na Fakulté strojniho inzenyrstvi Vysokého uceni
technického v Brné byl vyvinut novy unikatni koherenci fizeny digitalni holograficky mi-
kroskop. Nedilnou soucésti tohoto systému je pocitacové zpracovani hologramu a nasledné
zpracovani obrazu navazané faze. Tento mikroskop nachazi uplatnéni v biologii ke sledo-
vani zivych bunék neinvazivnim zptisobem. Studium bun€k je zaloZeno na extrakci morfo-
logickych a fazovych parametrt buriky. Deformace fazového obrazu nedovoluje buiiky ana-
lyzovat. Tato deformace muze byt disledkem optickych aberaci komponent mikroskopu,
nepresnosti sestaveni komplikovaného optického systému, ale i samotného predmétu po-
zorovani. V dlouhodobych experimentech zamérenych na pozorovani zivota bunky, jejichz
délka se v nékterych pfipadech pocita az na dny, dochazi ke zméné deformace vlivem ne-
stability mikroskopu a podminek méteni. Ve vétsiné védeckych publikaci, které se zabyvaji
kompenzaci deformace, je korekce fazového obrazu fesena matematicky v ramci zpracovani
obrazu po dokonceni experimentu. Kompenza¢ni metody v téchto publikacich pozaduji
rucni nastaveni nebo pouzivaji kompletni sérii fazovych obrazkt. Tyto metody nesplnuji
pozadavky, které jsou kladeny na nové vyvijeny holograficky mikroskop, tj. automatické
zpracovani fazovych obrazii k pozorovani zivych bunék v redlném case. Tyto skutecnosti
byly impulzem pro vytvofeni nového algoritmu, ktery by fesil kompenzaci deformace fa-
zovych obrazii automaticky a zaroven online v rezimu ¢asosbérného snimani. Aby bylo
mozné Tidit probihajici experiment na zakladé zmén parametrii charakterizujicich nitro-
bunécnou aktivitu bunky, byla do algoritmu zakomponovana automatickda segmentace
bunek.

Dalsi cast dizertacni prace se zabyva zpracovanim dat rentgenové pocitacové tomo-
grafie, s kterou jsem se seznamil v ramci studijni stdze na Queen Mary University of
London. Pocitacova tomografie s vysokym rozliSenim je stale vice pouzivanou techni-
kou pro 3D studium mikroarchitektury kosti a pro kvantifikaci objemového podilu kosti.
Tato zobrazovaci technika mé zjevné uplatnéni pro studium kostni struktury a zmén pfti
osteopordze nebo osteoartritidé. Nasim hlavnim tkolem bylo provést rentgenovou pocita-
covou tomografii a naslednou analjzu krysich kosti. Vysledky analyzy byly soucasti pro-
jektu zkoumajiciho vliv rtiznych 1é¢iv na rist kosti. Zkoumaéani téchto vlivii bylo zaméreno
na mikrostrukturu krysi stehenni kosti v oblasti distalni metafyzy, kterd podstupuje nej-
drastictéjsi remodelac¢ni zmény. Zcela nové byla pozadovana analyza mikrostruktury také
v oblasti epifyzy kosti, ktera je v literature ¢asto opomijena. Zakladnim principem remo-
dela¢niho mechanismu dlouhé kosti je formovani nebo resorpce povrchu kosti, kterym se
udrzuje proporcionalni tvar dlouhé kosti. Tento jev lze pozorovat pomoci fluorescenéni
mikroskopie s omezenim jen na vybrané 2D mechanicky upravené fezy. Velky potencidl
pro métfeni morfologickych rozdili kortikalni kosti byl shledan pravé v pouziti nedestruk-



tivné ziskanych tomografickych dat. Proto byla vyvinuta nova metoda méreni vzdalenosti
vnitfniho a vnéjsiho povrchu kosti, na kterych by néasledné bylo mozné pozorovat mor-
fologické rozdily napii¢ experimentalnimi skupinami. V ramci této metody byla zaroven
vyfeSena interpretace vysledkt a standardizace kosti v tomografickych datech. Déale jsme
se v této praci zamérili na hodnoceni struktury cévnich kanalkt kortikalni kosti. Pro tento
ucel byly vybrané segmenty kosti naméreny s lepsim voxelovym rozliSenim nez ptvodni
CT data kosti.
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Digitalni holograficka mikroskopie






2. HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

2. Holograficky mikroskop

Tyto mikroskopy lze rozdélit do dvou zakladnich skupin dle thlu, ktery svira predme-
tovy a referenéni svazek ve vystupni roviné interferometru [1].

In-line (Interferometrické mikroskopy)

Predmétovy a referencni svazek sviraji v detekéni roviné témér nulovy thel. Zazname-
nava se interferogram vznikly interferenci predmétového a referencniho svazku. K ziskani
Uplné informace o pfedmétové viné (amplituda a faze) je nutné zaznamenat nejméné tii
interferogramy s definovanym fazovym posunem, ktery vznikéa fizenou zménou faze v re-
ferenéni vétvi (phase-shifting). Cas snimani série interferogramti znemoziiuje pozorovat
rychlé déje.

Off-azis (Holografické mikroskopy)

Svazky dopadaji do roviny detekce pod nenulovym thlem (mimoosovéa holografie). Tato
technika umoziiuje z jediného snimku (hologramu) vypodéitat amplitudu a fazi. Tento typ
mikroskopu je vhodny pro pozorovani dynamickych procesi bunek. V literature se uvadi
zkratka DHM (Digitalni holograficky mikroskop).

V UFI FSI VUT v Brné byl vyvinut novy holograficky mikroskop patfici do skupiny
off-axis, ktery umoziiuje vyuzit plosného nekoherentniho zdroje osvétleni [1]. V nasledujici
sekci je tento mikroskop popsan spolu se zakladnim principem rekonstrukce fazového
obrazu.

2.1. Koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM)

2.2. Optické schéma

Zakladni architekturou tohoto mikroskopu je Mach-Zehnderiv interferometr, ktery je
upraveny pro achromatickou mimoosovou holografii (pro kazdou vlnovou délku vznikne
hologram o stejné frekvenci prouzki), ¢ehoz je docileno pouzitim difrakéni miizky jako dé-
lice svazku [2]. Opticky systém CCHM se sklada ze dvou opticky totoznych vétvi (viz obr.
2.1). Rozdil optickych drah zaznamenany v hologramu je tak v idedlnim pfipadé zpiso-
ben pouze priuchodem svétla vzorkem. Jedna z vétvi je nazvana predmétova vétev, protoze
svételny svazek prochazi pozorovanym vzorkem (komtrka s butikami naplnénd médiem)
a druhd referen¢ni vétev, kde svazek prochdzi pouze referenénim objektem (obvykle ko-
mitirka s médiem bez bunék). Svételny svazek je do vétvi délen fazovou difrakéni miizkou
(DM), na niz svazek difraktuje a zrcatky je vybran +1 a -1 fad pro referen¢ni a predmé-
tovou vétev. Draha svételného svazku je modifikovana az do vystupni roviny systémem
zrcatek. Kazda vétev obsahuje dva shodné mikroskopové objektivy (O) z nichz jeden
plni funkei kondenzoru (tj. osvétluje pozorovany pfedmét rovnomérné) a druhy objektiv
zobrazuje predmét do vystupni roviny, kde se oba svazky protinaji a interferuji. Tento
vystup (hologram) je zvétSen vystupnim objektivem a snimén CCD kamerou. V takto
navrzeném optickém systému lze pouzit zdroj s nizkou ¢asovou koherenci (vice vlnovych
délek) a nizkou prostorovou koherenci (plosny zdroj, nikoliv bodovy). Zdrojem svétla je
obvykle halogenova lampa. Osvétlovaci soustava je navrzena na principu Koéhlerova osvé-
tleni. Toho je docileno osvétlovaci ¢ockou, ktera zdroj zobrazuje do predmétové ohniskové
roviny obou kondenzort a tim je zajisténo rovnomeérné osvétleni predmétu. Na rozdil od
konvenénich DHM mikroskopt tento mikroskop poskytuje velkou kvalitu zobrazovani,



2.3. ZPRACOVANI HOLOGRAMU

lepsi laterarni rozliseni a optické fezy. Pozadavek jediného hologramu pro holografickou
rekonstrukci umoziuje pozorovani v redlném case. V tuto chvili jiz existuje nova generace
tohoto mikroskopu [3], kterd umoziiuje pouziti plné prostorové nekoherentniho svételného
zdroje, redukuje pocet objektivii a zvétsuje pracovni prostor mikroskopu.

svételny /\
zdroj ® v 7

DM

referencni vétev predmétova vétev

Z ~ Z

Z

0 < — 0
reference [ hal vzorek

0 <7 >0

Z N “ 7

---¥--- vystupni rovina

<= MO

—
CCD kamera

Obrazek 2.1: Schéma optické soustavy CCHM. DM - difrakéni mfizka, Z - zrcatko,
O - objektiv, MO-vystupni objektiv.

2.3. Zpracovani hologramu

Mimoosova holografie je technika poskytujici iplné informace o predmétové viné, 1ze tedy
zrekonstruovat amplitudovy a fazovy obraz z jediného hologramu. Princip rekonstrukce
je zaloZen na separaci nosné frekvence z frekvencéniho spektra hologramu [4]. Zazname-
nany hologram je preveden pomoci diskrétni rychlé Fourierovy transformace na spektrum
prostorovych frekvenci. Spektrum predmétové viny je od stfedu posunuto o tzv. nosnou
frekvenci. Dostatecné velka oblast okolo nosné frekvence je odseparovana a pomoci dvou-
rozmérné inverzni Fourierovy transformace (IFFT) je pfevedena na komplexni amplitudu.
Matematicky aparat rekonstrukce zobrazeni je popsan v [5].

Z komplexni amplitudy je vypocitana amplituda (modul) a faze (argument). Rekon-
struovana faze je zaznamenana do dvourozmeérného pole redlnych cisel, které mtize byt
interpretovano jako fazovy obraz.

Faze nabyva hodnot v rozsahu (—, 7], coz se v piipadé vétsich zmén faze ve vzorku
projevi v obraze ostrymi skoky. Pro dosazeni spojitého priitbéhu faze je na obraz apliko-
van navazovaci algoritmus zaloZeny na metodé nejmensich ¢tverci v blocich (BLS) [6]



2. HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

nebo algoritmus vychéazejici z Goldstein’s Branch cuts metody [7]. Schéma zpracovani je

znizornéno na obr. 2.2.
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'
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Obrézek 2.2:
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Schéma zpracovani hologramu.






3. FAZOVE ZOBRAZENI

3. Fazové zobrazeni

Transmisni digitalni holograficka mikroskopie je Siroce pouzivany nastroj pro studium
a analyzu chovani zivych bunék v redlném case prostiednictvim kvantitativniho fazového
zobrazeni (QPI) [8, 9]. Pfednosti této techniky je pozorovani bunék bez toxického efektu
na jejich zivot.

Kvantitativni fazové obrazy mohou byt interpretovany jako distribuce suché hmoty
bunék (proteiny, cukry, tuky). Pozorovani a méfeni dynamiky suché hmoty umoziiuji
pristup k rozhodujicim informacim pro vyzkum nitrobunéénych procesi. Tyto procesy
jsou vyhodnocovany z cCasosbérné série fazovych obraz napiiklad pouzitim fazovych
parametru [10], metody dynamickych fazovych rozdila [11] nebo analyzou retrakce-pro-
truze [12].

Fazové obrazy jsou reprezentaci fazovych rozdili mezi dvéma svazky (tj. objektovym
a referen¢nim svazkem). Teoreticky by mély byt fazové rozdily rovny nule s vyjimkou fé-
zovych rozdili predstavujicich pozorované objekty (butiky). V realném systému je fazovy
obraz poskozen deformaci faze vznikajici nepresnosti optického systému, aberaci optickych
elementti nebo priichodem svétla skrze dvé separované optické cesty, které se mohou od-
lisovat naptiklad vlivem odchylky teploty ¢i proudéni vzduchu. Deformace faze se v obraze
projevi jako zakfivené pozadi, které znemoznuje korektni manipulaci s obrazem ¢i sledo-
vani bunky. Kromé toho se deformace faze méni béhem dlouhodobého experimentu, coz je
disledkem dlouhodobé nestability dvousvazkového interferenéniho mikroskopu. Za priciny
fluktuace pozadi lze také povazovat kontaminaci média bunécnymi procesy v komoie pred-
métové vétve, zménu podminek prostiedi (teplota, vlhkost), rozladéni justaznich prvki
mikroskopu vlivem otfesti. Pro kvantifikaci fazovych rozdild souvisejicich s buiikou je
nutné deformace pozadi eliminovat.

Studium chovani bunky je zaloZzeno na extrakci dynamickych dat burky z ¢asosbérné
morfometrické parametry.

Ackoliv tato data mohou byt pocitana v ramci zpracovani obrazu po ukonceni expe-
rimentu, je vyhodnéjsi pocitat je v pribéhu sniméani. Diky tomu lze pribéh experimentu
ovliviiovat a fidit; napf. ipravou snimaci frekvence na zakladé pohybu nebo zmény tvaru
bunky, posunovanim stolku nebo v pfipadé bunék kultivovany v pritokovych komirkach
je mozné ménit médium ve specifickém stadiu jejiho zivota.

3.1. Experimentalni stanoveni vyvoje deformace faze

Cilem tohoto experimentu bylo stanovit zménu deformace faze béhem dlouhodobého
méfeni a ovérit moznou zavislost na méritelnych velicinach jako jsou teplota a vlhkost
vzduchu.

Meéfteni bylo realizovano na mikroskopu CCHM v mistnosti klimatizované na pokojo-
vou teplotu. Méfeni probihalo od 13:55 do 11:25 néasledujiciho dne (21,5 hodin). Snimky
byly pofizovany po 5 min a soucasné v téchto intervalech byla mérena teplota a vlh-
kost vzduchu v okoli mikroskopu. Svétlo z prostorové koherentniho zdroje (bodovy zdroj)
prochézejici vzorkem a objektivy 10x/0,25 interferovalo ve vystupni roviné, pak bylo 4x
zvétseno vystupnim objektivem do roviny ¢ipu kamery. Hologramy byly zpracovany dle
postupu popsaného v sekci 2.3. Do referencni i predmétové vétve byly vlozeny komirky
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3.1. EXPERIMENTALNI STANOVENI VYVOJE DEFORMACE FAZE

s médiem, aby byly simulovany podminky nejblizsi skute¢nému méfeni bunék. Bunky
mohou vyluc¢ovanim riznych latek ménit index lomu média a také ovliviiovat deformace
faze. Tento vliv je povazovan za nevyznamny v porovnani s optickymi aberacemi. Proto
jsme upfednostnili udrzovat zorné pole bez bunék, aby vSechny hodnoty obrazu mohly
byt vyuzity ke studiu deformace.

Pro ucely sledovani vyvoje je deformace kvantifikovana pomoci matematického pred-
pisu polynomu dvou proménnych n-tého stupné:

P(z,y) = Z Z ai;jx'y’

i=0 j=0

Tato funkce je prokldddna metodou nejmensich étverct (MNC) vSemi hodnotami fazového
obrazu. Experimentalné bylo ovéfeno, ze deformace faze jsou nejpiesnéji aproximovany
polynomem 3. stupné (tzv. bikubickou plochou).

Ps(z,y) = a00+a10x+a01y+a20x2+a11xy+a02y2—i—agowg+a21x2y+a12xy2+a03y3 (3.1)

Polynom byl prolozen na kazdém fazovém obrazu z ¢asosbérné série. Hodnoty vybra-
nych koeficient polynomu jsou vyneseny v ¢asové zavislosti do grafu. Grafy koeficientti
ago a app jsou zobrazeny na obrazku 3.1 a obrazku 3.2). Pribéhy hodnot téchto koeficientii
ukazuji urcity trend, ktery dokazuje, Ze se béhem experimentu deformace vyrazné méni.

Graf koeficientu agg nazyvaného také absolutni ¢len polynomu obsahuje v blizkosti
3. hodiny skok o hodnotu 27, ktery je zptisoben navazovacim algoritmem BLS a posunem
fazovych skoktl ve fazovém obraze. BLS metoda vyuziva postup, pfi némz se fazovy obraz
rozdéli na miizku malych ¢tvercovych bloki tak, aby kazdy blok obsahoval jen jeden skok
o 2m. Skok v kazdém bloku zvlast je odstranén jednoduchym globalnim algoritmem [13]
a takto upravené bloky jsou spojovany metodou nejmensich ¢tvercti. Spojovani probiha
tak, ze hodnoty prvniho bloku jsou ponechany v ptvodnim stavu a kazdy dalsi blok je
pfipojovan pomoci MNC. To znamen4, Ze jestlize se v prvnim bloku objevi skok, budou
navazané hodnoty posunuty o konstantu c. Vysledkem navazovaciho algoritmu je mnozina
funkei ®(x,y) + ¢, tzn. dva sousedici obrazy faze se mohou po navazani lisit o konstantu.

Pro ovéteni zavislosti vyvoje deformace na teploté nebo vlhkosti byl graf koeficientu agg
upraven do spojitého tvaru. Vizualni kontrolou vyvoje koeficientu agy s vyvojem vlhkosti
byl zjistén podobny klesajici trend, ktery ma shodny nartst hodnot v intervalech [0, 1] hod
a [20,21] hod. Pro urceni zavislosti mezi obéma veli¢inami je pouzit Pearsontv koeficient
korelace r,. Vypocitany koeficient r, = 0.57 vypovidd, Ze mezi vlhkosti a koeficentem
ago existuje pozitivni vztah . Rozhodnuti, zda je vypocitany koeficient korelace vysoky,
ziskame testovanim jeho statistické vyznamnosti [14]. Nejd¥ive je formulovana nulova H
a alternativni hypotéza H 4.

Hy: (r, = 0) Vypocitand hodnota koeficientu korelace nevypovidd o zdvislosti mezi obéma
promeéennymi.

Ha: (r, # 0) Vypocitand hodnota koeficientu korelace vypovidd o vztahu mezi obéma pro-
mennymi.

!Pearsoniiv koeficient korelace mtize nabyvat hodnot z intervalu od -1 do +1. Hodnota 0 vypovida
o statistické nezévislosti, naopak hodnota +1 (resp. -1) vypovida o naprosté funkéni zavislosti promén-
nych.
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3. FAZOVE ZOBRAZENI

K ovéfeni statistické vyznamnosti korelacniho koeficientu je nejcastéji pouzito testo-
vaciho kritéria t, které je dano vztahem

t=—"2 _\/n—2 (3.2)
kde r, je koeficient korelace a n je pocet srovnanych dvojic hodnot. V nasem pripadé
vychazi

0,57

t = ———=v/259 — 2 =11, 308.
1—0,572
Vypocitana hodnota testovaciho kritéria je srovnana s kritickou hodnotou. Pro hla-
dinu vyznamnosti a = 0,05 a f = n — 2 stupni volnosti Ize ve statistickych tabulkach
nalézt kritickou hodnotu #o5(257) = 1,970. Protoze vypo¢itana hodnota ¢ = 11,308 je
veétsi nez hodnota kriticka, odmitdme nulovou hypotézu a prijimédme alternativni hypo-

tézu. Vypocitany koeficient korelace tedy vypovida o statisticky vyznamné zavislosti mezi
vlhkosti a koeficientem aqg.

: MWMW
: W&Mﬁ%

[Rad]

-] 1 ] 3 o -] L] 7 [] a 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 0 21
Las [hod)

Obrazek 3.1: Graf casové zavislosti absolutniho ¢lenu agg, ktery byl upraven pro ziskani
spojitého pribéhu.
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Obrazek 3.2: Graf ¢asové zavislosti ¢lent prvnich mocnin polynomu.
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3.2. KOMPENZACNI METODY
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Obrazek 3.3: Graf casové zavislosti teploty.
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Obrazek 3.4: Graf dasové zavislosti vlhkosti.
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Obrazek 3.5: Graf ¢asové zavislosti absolutniho ¢lenu polynomu agp.

3.2. Kompenzacni metody

Mnoho praci se jiz zabyvalo odstranénim deformace faze. V literatufe je lze nalézt pod klico-
vymi slovy kompenzace fazovych aberaci v holografickém mikroskopu. Kompenzac¢ni me-
tody lze kategorizovat do dvou skupin: fyzickd a numerickd. Fyzické metody [15, 16, 17]
jsou zaloZeny na zavedeni obdobné deformace faze do referen¢ni vétve pomoci ekvivalentni
¢ocky jako v objektové vétvi nebo ¢ocky s nastavitelnou polohou. AvSak tyto metody vy-
zaduji velice presné usporadani vsech optickych prvki a presné sladéni deformace mezi
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3. FAZOVE ZOBRAZENI

objektovou a referenc¢ni vétvi, ¢ehoz je obtizné dosdhnout. Numerické metody odstra-
nuji deformaci faze v ramci zpracovani hologramu. Ferraro [18] navrhl pouzit referenc¢ni
hologram, ktery je nasniméan bez zkoumaného objektu a je nasledné pouzit ke korekci
hologramu objektu pozorovani. V pripadé zmény deformace béhem dlouhodobych méreni
nelze referencni hologram pouZit pro kompenzaci celé série hologrami. Cuche [19] pred-
stavil koncept digitalni fazové masky (DPM). Tato metoda pozaduje nastaveni mnoziny
rekonstrukénich parametri (slozek vinového vektoru, ohniskové vzdalenosti, pozice optic-
kych komponent). Proces nastavovani parametr byl automatizovan pouzitim fazovych
hodnot extrahovanych podél manualné kreslené ¢ary [20]. Colomb [21] zavadi koncept nu-
merického parametrického objektivu (NPL) umisténého v roviné hologramu. Tvar NPL je
definovan predpisem standardniho nebo Zernikova polynomu. Parametry polynomu jsou
vypocitany pomoci fitovacich technik aplikovanych na oblasti mimo bunky. Tyto tech-
niky pozaduji manuélni zasah, velice pfesnou definici rekonstrukénich parametri, znalosti
optického systému a vzorku, a jsou proto obtizné aplikovatelné pro automatické hromadné
zpracovani obrazti celé ¢asosbérné fady. Dalsi metody pracuji pouze s jedinym hologra-
mem. Jsou zaloZeny na pouziti analyzy hlavnich komponent [22], metody nejmensich
¢tvercii [23], nebo profilu ¢ary v rekonstruované fazi [24]. Tyto numerické ptistupy pred-
pokladaji pouze aberace zptisobené mikroskopovym objektivem (poskytujicim zvétseni
obrazu objektu) nebo tenké transparentni objekty, jejichz fazové fluktuace jsou tak malé,
ze mohou byt povazovany za odchylku deformace faze. Tyto metody umoznuji proces
kompenzace plné automatizovat, nepotiebuji zadné znalosti optického systému, ale zane-
chavaji ve fazovém obraze rezidualni chyby, které piekazeji presnému méreni QPI [25].
Pro kompletni kompenzaci aberace faze byl popsan pristup vyuzivajici vSech fazovych
obrazu série. Nejdiive je pouzita kompenzacni metoda spocivajici ve fitovani pozadi faze
bikubickou [26] nebo bikvadratickou [27] plochou a nasledné je ode¢ten obraz rekonstruo-
vany ze vSech kompenzovanych fazovych obrazii série. Nevyhodou této metody je pouziti
kompletni mnoziny obrazki casosbérné série. Dale je pozadovano, aby bunky v obra-
zech migrovaly tak, Ze kazda oblast obrazku ziistane nepokryta bunkou. Za ticelem fizeni
experimentu na zakladé méreni QPI je dilezité, aby byl fazovy obraz korigovan ihned
po nasniméani a tento proces byl proveden automaticky.

3.3. Cile prace

Cilem prace je navrhnout novy algoritmus pro zpracovani navazanych fazovych obrazu.
Algoritmus musi kompenzovat deformace ihned po ziskani obrazu, aby bylo mozné s obra-
zy okamzité manipulovat. Dale musi pracovat automaticky v rezimu ¢asového sekvenc¢niho
snimani. Kompenzacni procedura musi odstranit kompletni deformace faze a zaroven vzit
v uvahu pritomnost bunék v obraze. Tato procedura by méla byt nezavisla na volbé objek-
tivilt mikroskopu a také by méla feSit mozny posun fazovych hodnot kvili navazovacimu
algoritmu. Kompenzac¢ni nastroj se musi adaptovat pro kazdy obraz série, kvili vyvoji
deformace v obrazech faze béhem dlouhodobého sniméani. Po aplikaci kompenzacéni metody
by algoritmus mél v obraze automaticky identifikovat a segmentovat burnku zvolenou
uzivatelem na zacatku experimentu. Tato vlastnost algoritmu umozni uzivateli pozorovat
zmény bunky béhem experimentu a zasdhnout do experimentu.
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4. PRINCIP DYNAMICKEHO ZPRACOVANI FAZOVYCH OBRAZU

4. Princip dynamického zpracovani
fazovych obrazt

Vstupnimi daty pro algoritmus jsou navazané fazové obrazy, které znac¢ime symbolem
®,,, kde n znamena index konkrétniho obrazu v casosbérné sérii. Algoritmus je slozen
ze zpracovani prvniho fazového obrazu @, a zpracovani naslednych fazovych obrazt @,
(dynamické zpracovani). Zpracovani prvniho fazového obrazu vyzaduje asistenci lidského
operatora a nasledujici obrazy jsou zpracovavany automaticky. Prvni fazovy obraz tak
muze byt oznacCen jako referencni obraz, na kterém probéhne nastaveni parametri pro
snimani, samotny fazovy obraz nemusi byt zafazen do vysledné série fazovych obrazt.
Podminkou pouziti algoritmu je, aby bunky nepokryvaly celé zorné pole a nebunécné
oblasti byly distribuovany rovnomérné po celém zorném poli. V optimalnim pripadé by
buriky nemély okupovat vice nez polovinu zorného pole [26]. Déle se predpoklada, ze
zmény deformace pozadi obrazu, zmény tvaru bunék a pohyb bunék mezi sousedicimi
fazovymi obrazy v Casosbérné sérii nejsou vyznamné.

4.1. Strucny popis algoritmu

Procedura kompenzujici deformace je zalozena na odecitani plochy, ktera popisuje tvar de-
formace fazového obrazu. Tato plocha je urcéena z hodnot nebunéénych oblasti. V prvnim
obraze jsou tyto oblasti specifikovany manualné operatorem. V ostatnich obrazech série
jsou vymaskovany pomoci fuzzy prahovani. Aby bylo mozné proces prahovani aplikovat,
je nutné alespon castecné eliminovat deformaci. Toto je provedeno odec¢tenim plochy po-
pisujici deformace faze v predchozim fazovém obrazu. Tento krok je podminén dostatecné
Castym snimanim, aby se mezi sousednimi snimkami deformace podstatné nezmeénila.
Procedura sledovani bunék je zalozena na identifikaci jadra bunky s pomoci tézisté ja-
dra v predchozim fazovém obrazu. Divod pro asociaci bunék prostfednictvim jader je,
ze jadra reprezentuji nejvetsi fazové rozdily a jsou jednoznacné separovatelna od pozadi.
priblizné v centru buriky a tento bod spolehlivé identifikuje ptislusné jadro v nasledujicim
obraze.

4.2. Zpracovani prvniho fazového obrazu

Celkem ¢tyti zasahy operatora jsou potiebné k nastaveni parametri pro automaticky béh
algoritmu: vybrat nebunécné oblasti, vybrat sledovanou bunku, stanovit vhodné hod-
noty pro prahovani bunék a také jader). Prvnim tukolem operatora je vyznacit v obra-
ze nebunééné oblasti pro kompenzace deformace pozadi obrazu [28|. Hodnotami téchto
oblasti je proloZena plocha pomoci metody nejmensich ¢tverctt (MNC). Experimentalné
bylo ovéfeno, ze vhodnou plochou aproximujici deformace pozadi obrazu je polynomial-
ni funkce dvou proménnych fadu mensiho nebo rovného 3 [26]. Kompenzacéni plocha F
(pole stejnych rozmért jako fazovy obraz) je vygenerovana z predpisu polynomidlni funkce
a nasledné odectena od fazového obrazu ®,. Vysledkem je kompenzovany fazovy obraz
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4.2. ZPRACOVANI PRVNIHO FAZOVEHO OBRAZU

®compo. Tento obraz je dale pouzit k urceni parametri pro automatické zpracovani na-
slednych fazovych obrazt.

(d)

Obréazek 4.1: Tlustrace zpracovani prvniho fazového obrazu. (a) Navazany fazovy obraz
s vybranymi bezbunéénymi oblastmi, (b) kompenzovany fazovy obraz spoletné s mas-
kou pozadi (¢ervené), (c) kompenzovany fazovy obraz spoleéné s maskou jader (zelené),
(d) vybrané jadro sledované bunky po segmentaci masky jader.

Prvnim parametrem je konstanta c, s pomoci které je pocitan prah tcprr » pro kazdy
fazovy obraz. Tento préh je pouZit pro maskovani nebunééné oblasti (pozadi) obrazu.
Pro tyto ucely byla pouzita fuzzy maska, kterou je klasifikovano, zda bod fazového obrazu
patii do nebunééné oblasti. Koncept fuzzy masky F(z,y;t) je rozsifeni bindrni masky.

1 if |Ap(z,y)| <0,9¢
F(z,y;t) =< 0 if [Ap(z,y)| > 1,5t (4.1)
o \Aga(xo,yg\—lﬁt jinak
61 )

kde Ap(x,y) = p(z,y) — 1 a p(z,y) je fazova hodnota v bodé (z, y) a p je pramérna
hodnota faze z hodnot nebunécéné oblasti. Parametry 0,9 a 1,5 byly empiricky urceny
na zakladé experimentii s butikami. Pribéh funkce je zobrazen na obrazku 4.2(b).

F(z,y;t)

00 05 10 15 20 00 05 1.0 15 20
o(x,y)/t |Ap(z,y)|/t

Obrazek 4.2: Prahovaci funkce (a) binarni, (b) fuzzy.

Hodnota prahu je pocitana pravé pomoci zminéné konstanty ¢ vyrazem

tceLro = Co, (4.2)

kde o je standardni odchylka fazovych hodnot obrazu ®..m, 0 z oblasti vybranych operé-
torem. Konstantou ¢ se hodnota prahu dostane nad troven Sumu pozadi. Tim se zaruci
spolehliva segmentace pozadi od bunék. Cilem je nastavit takovou konstantu ¢, aby vy-
generovand maska pozadi Mpgo = F(x,y;tcrLr o) specifikovala nebunééné oblasti ve fa-
zovém obraze. Samotnd maska mize operatorovi pomoci nastavit konstantu. Pro tento
ucel je maska zobrazena jako barevna transparentni hladina soucasné s kompenzovanym
fazovym obrazem ®.op,,0. Vyraz 4.2 je dle pouzit pro vypocet prahu tcgrr, v dalsich
fazovych obrazech.
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4. PRINCIP DYNAMICKEHO ZPRACOVANI FAZOVYCH OBRAZU

Dalsim neznamym parametrem je hodnota prahu tyycr. Pomoci této hodnoty se mas-

kuji jadra bunék ve vSech fazovych obrazech. K maskovani jader je pouzita binarni maska
(Obr. 4.2(a))

1 if p(x,y) >t
B(:c,y;t) = { 0 elsi'( y>

kde ¢(x,y) je hodnota faze kompenzovaného obrazu v bodé (z,y). Maska jader je vy-
tvofena pomoci ¢t yycrna obrazu ®opmy 0. Maska jader miZe byt stejné jako maska pozadi
zobrazena spolecné s kompenzovanym fazovym obrazem a pouzita pro hledani vhodné
hodnoty prahu. Tato hodnota musi byt nastavena tak, aby specifikovala oblasti odpovi-
dajici jadrim buneék.

Poslednim tkolem operatora je vybér pozorované bunky. Aby mohla byt dynamika
chovani bunék monitorovana, je nutné sledovat jednotlivé bunky skrze celou sérii obra-
zklti. To umoznuje ptipadné fizeni experimentu na zakladé zmén bunécénych charakte-
ristik poc¢itanych béhem experimentu. Vybér pozorované buiky je proveden v masce jader
Myuvcr o, ktera byla vygenerovana v predchozim kroku. Oblasti reprezentujici jadra jsou
pfed vybérem segmentovany vyuzitim In-place algoritmu [29]. Segmentac¢ni algoritmus
oznaci kazdou spojitou oblast unikatnim celym cislem, tzn. vSem bodim jedné spojité
oblasti je prirazena stejna hodnota. Po této segmentaci je pro kazdou oblast spocitana
plocha, coz v tomto pfipadé predstavuje pocet bodi se stejnym celym c¢islem. Oblasti
s mensi plochou, nez ur¢ity limit (minimalni standardni velikost buiiky), jsou oznaceny
jako nebunécné oblasti, Sum nebo c¢ast pozadi. Tyto oblasti jsou z masky odstranény
tak, ze se jim prifadi nulové hodnoty. V takto upravené masce vybira operator oblast

Vv

(4.3)

oblasti, které identifikuje bunku v nasledujicim obraze.

4.3. Dynamické zpracovani dalsich fazovych obrazu

Zpracovani vSech nasledujicich fazovych obrazii pokracuje v automatickém rezimu podle
algoritmu, ktery je zobrazen na schématu (Obr. 4.3) pro n-ty navazany fazovy obraz
ze série. Tento algoritmus je v této kapitole popsan pro zpracovani druhého fazového
obrazu ®;. Pro zpracovani tohoto obrazu jsou pouzity hodnoty Mpago, ¢, tnucrn, 9o
vygenerované v prvnim fazovém obraze. Algoritmus zpracovani druhého fazového obrazu
koresponduje se schématem (Obr. 4.3) pro index n = 1.

I. Maskovani nebunécnych oblasti

Nebunécéné oblasti jsou specifikovany pomoci fuzzy masky. Aby bylo mozné pouzit pra-
hovani pro vytvoreni masky, je nutné nejdiive eliminovat deformace pozadi v obraze.
Pro tento tucel je pouzita kompenzac¢ni plocha Fy vygenerovana pro kompenzaci defor-
mace pozadi predchoziho obrazu. Kompenzovany fazovy obraz @7, , je vytvoren odec-
tenim plochy Py od ptvodniho obrazu navazané faze ®,. V tomto kroku se predpoklada, ze
zmény v deformaci mezi sousednim fazovymi obrazy nejsou vyznamné. Potom je pocitana
nova hodnota prahu tcgrr 1 ze vSech boda Dl omp1s VE kterych je maska Mpgo rovna 1.
Pouzitim masky Mpg o se predpokladé, ze zmény tvaru bunky nebo pohyb bunék neni

mezi sousednimi obrazy tak velky, ze by maska identifikovala podstatnou ¢ast bunék jako
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Obrazek 4.3: Schéma dynamického zpracovani n-tého navazaného fazového obrazu. Index
n — 1 znaci obraz vytvofeny pro zpracovani predchoziho fadzového obrazu série. ®compn
znadi fazovy obraz kompenzovany plochou popisujici deformace pfedchoziho obrazu.
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4. PRINCIP DYNAMICKEHO ZPRACOVANI FAZOVYCH OBRAZU

nebunééné oblasti. Spatna identifikace bunék by méla dopad na hodnotu prahu. Hodnota
tcprr1 je pouzita pro fuzzy prahovani kompenzovaného fazového obrazu @, ; podle
vyrazu (4.1). Vystupem prahovani je novd maska Mpg 1, kterd specifikuje nebunééné ob-
lasti v obraze ®;. Oba predpoklady malych zmén mezi sousednimi obrazy mohou byt
do praxe implementovany prostfednictvim vhodné frekvence snimani mikroskopu. Diivo-
dem k zavedeni fuzzy masky bylo snizeni citlivosti vysledku na vypocet prahu. Jak je
zobrazeno na obrazku 4.4, krajni ¢asti buiitky mohou byt velmi tenké. Vzhledem k tomu,
ze pozadi neni perfektné rovinné, a to ani po eliminaci deformace snizovani prahu mezi
bunkou a pozadim, vede prahovani k nespravné klasifikaci velké ¢asti pozadi jako bunécné
oblasti. S pomoci fuzzy masky je mozné pouzit bezpecnou hodnotu prahu a nastavit jen
nizsi fuzzy prah. Je-li ¢ast pozadi identifikovana jako bunka, timto zptsobem dostanou
odpovidajici body nizkou hodnotu pfirazeni k buiice, takze toto Spatné chovani nebude
mit silny efekt na vypocet kompenzacni plochy.

2.0 - : ! : :

. —  pozadi

N1 UL W R S
'E - prah
- 1O} faze .
N
4 0.0
[=
@D T
N H
E fuzzy maska
3 I binarni maska ||
8 J
5 |
he 10 50

x/pm

Obrazek 4.4: Profil bunky s odlisnym maskovanim znézornén na experimentalnich datech.

II. Vypocet kompenzacni plochy

V navézaném fazovém obrazu ®; maska Mpg 1 uréuje body, kterymi je prolozena poly-
nomialni funkce dvou proménnych. Funkce je spocitana prostrednictvim metody vazenych
nejmensich ¢tvercit (MVNC), kde hodnoty fuzzy masky jsou pouZity jako vahové faktory.
Hodnoty polynomiélni funkce jsou zaznamenany do pole hodnot (kompenza¢ni plocha
Py), které mé stejné rozméry jako ptivodni fazovy obraz.

IT1I. Kompenzace deformace

Kompenzacni plocha P, je odectena od fazového obrazu ®;. Vysledkem rozdilu je kom-
penzovany fazovy obraz ®.on, 1. Za Gcelem zlepseni vysledku kompenzace je mozné im-
plementovat kroky I., IL., III. na kazdy zpracovavany obraz opakované. To znameni,
ze kompenzacni procedura je aplikovana znovu na kompenzovany fazovy obraz. Protoze
v kompenzovaném obraze jsou prahovanim urceny rozdilné body jako pozadi, nasledné
vygenerovana kompenzacni plocha odstrani deformace, které nebyly odstranény béhem
prvni aplikace kompenzacni procedury. Tento proces je opakovan do urc¢itého konecného
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poctu iteraci. Ackoliv tento iteracni pfistup prodluzuje vypocetni ¢as, podstatné zlepsuje
presnost kompenzacniho procesu.

IV. Identifikace jader a vypocet

Maska jader Myycr 1 je vytvorena z fazového obrazu @, 1 prahovanim dle rovnice (4.3),
kde prahem je hodnota tyycr(nastavend v prvnim fazovém obraze). Oblasti jader jsou
v masce nasledné segmentovany stejnym zptsobem, jak bylo popsano na konci kapitoly
4.2. To znamend, ze vSechny spojité oblasti jsou oznaceny a nebunécné oblasti jsou z ma-
sky odstranény. V takto upravené masce je oblast jadra pozorované bunky identifikovana
pozici bodu cgg (t67i8té jadra v predchozim obrazu). Z identifikované oblasti je nasledné

vvvvvvvv

Vv

YV

bunky v zorném poli. Buiika by se tudiz nedostala mimo zorné pole béhem dlouhodobého
experimentu.

V. Generovani masky pro pozorovanou bunku

Maska bunék Mcgrr 1 je vytvorena jako binarni maska podle rovnice (4.3) s pouzitim
prahu tcgrr 1 na kompenzovany fazovy obraz ®..,, 1. Na masce je provedena segmentace
stejnym zpusobem, jak bylo popsano na konci kapitoly 4.2. Oblast obsahujici bod cg; je
oblast pozorované butiky a vsechny hodnoty v masce jsou vynulovany s vyjimkou vybrané
oblasti.

VI. Extrakce faze pozorované bunky

Maska bunék je aplikovana na kompenzovany fazovy obraz ® ., 1. Vysledkem je fazovy
obraz ®cprr 1, jehoz hodnoty jsou nulové, kromé hodnot pozorované bunky. Jakakoliv
dalsi matematicka procedura aplikovana na tento obraz je vztazena pouze na pozorovanou
buniku. Lze tak velice snadno ziskat parametry charakterizujici bunky. Sledovani indivi-
duélni bunky miize byt rozsifeno na vétsi pocet bunék. Zpiisob segmentace a identifikace
zustane stejny jako pro jednu buriku. Operator vSak bude muset na zac¢atku experimentu
vybrat vice bunék a program musi byt upraven pro zdznam mnoziny tézist. V pripadé
bunécéného déleni vybere identifikacni procedura jednu ze dvou nové vytvorenych bunék.
Jestlize se buriky budou prekryvat, procedura vyhodnoti tyto buiky jako jednu.

4.4. Experimentalni vysledky

Buriky. Pro experiment byly pouzity krysi rakovinné buiiky, plnym oznac¢enim LW13K2 (né-
dorové embryondlni fibroblasty). Buiiky byly kultivovany ve standardnim mediu (mini-

mal essential medium Eagle) s 10 % teleciho séra a za konstantni teploty 37°C. Pouzita

bunécna linie je adherentni k povrchu kultiva¢ni nadoby, coz v mikroskopii umoznuje lépe

definovat rovinu ostrosti.
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Experimentdlni nastaveni CCHM. Experiment byl realizovan na CCHM mikroskopu.
P1i experimentu byl mikroskop umistén do inkubac¢niho boxu pro zajisténi terméalni sta-
bility [30]. Sestava tohoto mikroskopu obsahovala halogenovou lampu kombinovanou s in-
terferenénim filtrem A\ = 650 nm, s polositkou 30 nm, dvéma objektivy 20 x /NA= 0,4 a
kamerou CCD Astropix 1.4 (velikost ¢ipu: 10.2 mm x 8.3 mm, 1376 x 1038 pixels, 12 bit).

Snimdni a zpracovdni hologramu. Hologramy buné€k byly nepfretrzité snimany po dobu
18 hodin s frekvenci 3 hologramy za minutu. Expozi¢ni ¢as kamery byl 15 ms. Kviili
redukci Sumu byl kazdy hologram spocitan jako primeér ze t¥i nasledujicich hologram.
Z hologramu byla provedena rekonstrukce fazového obrazu, jak bylo popsano v sekci 2.3.
Na tento obraz byl aplikovan navazovaci algoritmus. Navazané fazové obrazy byly zpraco-
vany podle navrzeného dynamického algoritmu. Vypocetni ¢as algoritmu zavisi na poctu
bodi zahrnutych do nebunéénych oblasti. V pfipadé, ze nebunécné oblasti pokryvaly pii-
blizné 80 % bodu obrazu (o velikosti 420 x 360 px), zpracovani fazového obrazu na bézném
kancelarském pocitaci probéhlo za 150 ms.

Vysledky dynamického zpracovdni. Pribéh zpracovani fazového obrazu dle navrzeného
dynamického algoritmu je ukazan na obraze z 15. hodiny experimentu. Pro tento ucel je
zobrazen puvodni fazovy obraz (Obr. 4.5(a)), kompenzovany fazovy obraz (Obr. 4.5(c))
a fazovy obraz sledované buiky (Obr. 4.5(e)). Pro zvyraznéni zmén obrazu béhem zpra-
covani byly znazornény také jejich 3D vizualizace v barevném kdédovani. Fuzzy maska
pozadi (Obr. 4.6(a)) urc¢ujici nebunécéné oblasti v ptivodnim fazovém obrazu je vyuzita
k fitovani polynomidlni funkce 3. fadu (Obr. 4.6(c)). Okrajim butiky a nékterym ¢astem
obrazu je pritfazena nizsi ptislusnost k nebunécné oblasti a maji tak mensi vliv na vypocet
polynomialni funkce. Na obrazku 4.6(b) je zobrazena maska jader spolu a kompenzova-
identifikujiciho sledovanou bunku, ktera byla vybrana na zacatku experimentu. Oblast
identifikované bunky (zluta oblast) je nasledné pouZita pro segmentaci fazovych hodnot
buniky. Vysledek segmentace buiiky je zobrazen na obr. 4.5(e). TTi fazové obrazy byly
vybrany z celé casosbérné série pro demonstraci funkénosti automatického rezimu algo-
ritmu. V téchto obrazech se pozorovana burika (spodni buiika na obr. 4.7a) pohybuje a
méni tvar. Na obrazku 4.7 jsou zobrazeny originalni navizané fazové obrazy v cCase ex-
perimentu (a) 5 hod, (b) 8 hod. a (c¢) 12 hod. Vysledky dynamického zpracovani obrazi
vzhledem k vybrané burice jsou zobrazeny na obr. 4.7(d) - 4.7(f). Na téchto obrazech lze
pfimo hodnotit morfologii sledované bunky. Hmota bunky, ktera je pocitana podle rovnic
uvedenych v [8], byla na po¢atku 385.4 pg a na konci 549.2 pg. Primérna rychlost rastu
buriky tedy byla 23.4 pg/h. Pohyb buiiky v 7 hodinovém intervalu experimentu je zazna-

Vv

je 668 um. Z toho vyplyva pramérnd rychlost 95.43 pym/h mezi zaznamenanymi body.
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(a)

0

— [rad]

Obrazek 4.5: Zpracovani fazového obrazu z 15. hodiny experimentu: (a) navdzany fa-
zovy obraz ®orgg, (¢) kompenzovany fazovy obraz ®comp 2700 a (€) fazovy obraz sledované
buiky ®cprr o700. Métitko v téchto obrazech predstavuje vzdalenost 20 pum. 3D vizu-
alizace jednotlivych obrazi jsou zobrazeny v (b), (d), (f). Barevna skala ukazuje fazi
v radianech.
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[rad]

Obrazek 4.6: Vygenerovana data pouzitd pro zpracovani fazového obrazu P70y (Obr.
4.5). (a) Fuzzy maska pozadi Mpg 2700, (b) kompenzovany fazovy obraz zobrazen spolu

YV

penzaéni plocha Pyrg a (d) 3D vizualizace kompenzaéni plochy.

5 hod. & hod. 12 hod.

(d) (e) (f)

s ¥ -

Obrazek 4.7: (a-c) Navézané fazové obrazy v riznych ¢asech experimentu, (d-f) fazové
obrazy sledované buriky, odpovidajici obraztim (a-c), zpracované navrzenym dynamickym
algoritmem. Méritko v obrazech predstavuje vzdalenost 20 pum.
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—12 hod

8 hod

—5 hod

Vv

ve 20-ti sekundovych intervalech béhem 7 hodin. Zobrazené métitko predstavuje 10 pm.

4.5. Zavér

Fazové deformace zptisobené aberacemi optickych prvkt a mechanickymi nepfesnostmi
systému se méni kvili nestabilité DHM béhem dlouhodobych experimentt. Tato defor-
mace zabranuje pfesnému kvantitativnimu méfeni faze zivych bunék.

V této praci byl popsan novy algoritmus, ktery dynamicky zpracovava navazané fazové
obrazy zivych bunék v c¢asosbérné sérii. Tento algoritmus kompenzuje kompletni fazové
deformace a sleduje vybranou burnku.

Kompenzacni procedura je provedena automaticky na navazanych fazovych obrazech.
Oproti zndmym metodam jsou kompenzovany vSechny aberace (nejen aberace zptsobené
mikroskopovym objektivem) a algoritmus nepozaduje zadné znalosti optického systému
nebo kompletni sérii fazovych obrazii. Tato procedura je aplikovana na fazovy obraz oka-
mzité po jeho ziskani, jinymi slovy, zpracovani probiha v realném case. Pouzitim fuzzy
masky pro vybér hodnot pozadi obrazu se zvysila robustnost kompenzace.

Zasadni vyhodou navrzené metody sledovani buriky je, zZe parametry popisujici bunku
jsou k dispozici jiz béhem experimentu. Na zakladé zmén téchto parametri l1ze fidit ex-
periment, tzn. ménit snimaci frekvenci vhledem k bunécné aktivité nebo v pripadé bunék
fixovanych v prutokovych komirkach zménit médium ve specifickém stadiu Zivota bunky.
Procedura sledovani burniky umoznuje zaznamenat pohyb buiiky a znalosti pozice bunky
béhem méfeni l1ze vyuzit k centrovani buiiky do zorného pole pohybem mikroskopového
stolku.

Pouzitelnost algoritmu byla demonstrovana na fibroblastech krysich bunék pouzitim
mimoosového holografického mikroskopu.

Budouci smeéry prdce.

Ptepocet fazovych hodnot buiiky na suchou hmotu (tzv. optické vazeni bunék) je
velmi citlivy na vybér oblasti bunky. Plynuly prechod bunky do pozadi obrazu miize
zpusobit pii jednoduchém prahovani chybné pric¢teni hodnot pozadi k bunce nebo naopak
ztratu hodnot patiici bunce. Myslenka pouziti fuzzy masky by mohla vyznamné snizit
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citlivost méfreni suché hmoty v zavislosti na segmentaci oblasti bunék. Tento nastroj by
mél pomoci zohlednit nejednoznacné pasmo pirechodu mezi burikou a pozadim obrazu
pouzitim proménnych hodnot piislusnosti k burce. Vazeni bunék pomoci fuzzy masky
nebude citlivé na volbé prahu a pfinese do vypoctu suché hmoty buniky vétsi presnost.

Ve vétsiné praci, které se zabyvaji kompenzaci deformace, se pozaduji silné pted-
poklady pro opticky systém, aby mohly byt pro kompenzaci deformace faze pouzity
Zernikovy nebo kvadratické polynomy. V jiném piipadé se volba kompenzacni funkce
ovétruje experimentalné. Pro kompenzaci deformace v nasem ptipadé byl pouzit polynom
3. stupné. Dosud nebyla publikovana prace, ktera by se detailnéji a kvalitativné zabyvala
vyhodnocenim pouzité kompenzac¢ni plochy. K hledani vhodné funkce se v matematice
pouziva regresni analyza. Nejveétsi nesnazi pii regresi funkce vice proménnych je stano-
veni optimalniho vybéru nezavisle proménnych. Ne vSechny proménné maji stejny vliv
na vysledny model. K tomu, abychom poznali, jak velkym dilem se ztcastnuje jista neza-
visle proménn4, slouzi parcidlni koeficient korelace [31]. Studie vyznamnosti jednotlivych
nezavisle proménnych by mohla odhalit zbytecnost pouziti vSech deseti nezavislych pro-
ménnych a ukdzat vhodnéjsi model pro aproximaci deformace faze.
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5. POCITACOVA TOMOGRAFIE
5. Pocitacova tomografie
5.1. MikroCT

Pocitacova tomografie (CT) je tfidimenzionalni nedestruktivni zobrazovaci metoda, ktera
je zalozena na snimani rentgenovych snimkt z mnoha uhli pohledu okolo osy rotace a
nasledném aplikovéani rekonstrukéniho algoritmu k vygenerovani série obrazki (tomogra-
fickych fezll) reprezentujicich virtudlni fezy objektem.

Rentgenova pocitacova tomografie nasla vyuziti predevsim v lékaistvi, kde se stala
neodmyslitelnou soucasti radiologické diagnostiky. V pribéhu let byly 1ékarské CT ske-
nery radikalné vylepseny z hlediska kvality obrazu, rychlosti zobrazeni a minimalizace
davky rentgenového zareni. Prostorové rozliSeni u téchto systémii naproti tomu ztistava
limitovano na nékolik stovek mikrometrii kviili rozméru zkoumaného objektu, tj. lidského
pacienta. Nova oblast vyzkumu pfedstavila rentgenovou pocitacovou tomografii s vyso-
kym rozliSenim (s velikosti voxelu nékolik mikrometrti nebo dokonce v nejmodernéjsim
méfitku se submikronovou velikosti), bézné nazyvanou mikroCT (uCT). Tato metoda
byla poprvé diskutovana v 80. letech 19. stoleti, kde byla jako rentgenovy zdroj pouzita
rentgenova trubice [32] nebo synchrotronové zéafeni [33].

Zkonstruovat laboratorni CT systém s vysokym rozliSenim umoznil vyvoj hardwaro-
vych komponent. Posun pfesnosti laboratornich systémti na rozhrani jednoho mikrometru
a méné mohl byt uskutecnén diky vyvoji otevienych mikrofokusacnich nebo dokonce nano-
fokusac¢nich rentgenovych trubic. Elektromagneticka fokusace elektronového svazku téchto
trubic dovoluje generovani kuzelového rentgenového svazku s emisnim bodem o priameéru
hluboko pod jeden mikrometr. Maly primeér emisniho bodu je podstatny pro CT méreni
s rozmérem voxelu na submikronové trovni. Dalsi zasadni roli v dosazeni vysokého roz-
lisSeni hral vyvoj vysoce vykonnych a velkych plosnych digitalnich detektori. Podstatou
téchto rozmérnych detektorii je zaznamenat co nejvétsi plochu kuzelového svazku pomoci
co nejhustsi sité jednotlivych snimacii.

Pocitacovéa tomografie zaloZend na synchrotronovém zareni (SRuCT) je v dnes$ni dobé
pro uzivatele z védeckého prostfedi standardnim experimentem v mnoha laboratorich
po celém svété. Hlavni vyhodou tohoto systému je vysoce kolimovany, téméi paralelni
svazek a velky tok fotontd, ktery je o nékolik fadi vyssi nez u konvencnich rentgeno-
vych zdroju. Kvili velkému toku fotontt mohou byt efektivné pouzity monochroméatory
k realizaci CT méfeni s definovanym monochromatickym zarenim.

Vyhodou laboratornich CT systémii je velké zorné pole, snadné pouzitelnost, finanéni
dostupnost, prijatelna velikost v podobé stolnich nebo skiinovych zafizeni. Navic rentge-
nové trubice jsou schopny generovat vysoce pronikavé rentgenové zareni. Naproti tomu
SRuCT poskytuje vybornou kontrastni rozliSovaci schopnost, pfesné nastavitelné mo-
nochromatické zareni, kvili némuz nedochézi k efektu zvanému tvrdnuti svazku [34].
I pfes nesporné vyhody synchrotronového zareni je pocet téchto zarizeni limitovan a pro-
vozni naklady jsou pfilis vysoké. Laboratorni yCT systémy jsou finanéné méné narocné,
proto nyni existuje velky pocet stolnich CT systémii.

Pouziti laboratornich pCT systémi se pro studium malych zvifat v poslednim dese-
tileti vyznamné zvysilo. Z tomograf vyrobenych na zakéazku, které jsou aplikovany pte-
devsim na zobrazeni kosti malych zvirat nebo kostnich segmentt vétsich zvirat, vznikly
komercné dostupné pristroje navrzené dokonce i pro in vivo zobrazeni kostni i mékké
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tkané. Diky dostupnosti komercénich pCT systémi pro velky pocet védeckych pracovniki
se pocitacova tomografie stala standardni technikou pro hodnoceni kostni morfologie a
mikrostruktury u mysi, krys a dalsi malych zvirat.

5.1.1. Laboratorni mikroCT systém

Nejbéznéjsi laboratorni mikroCT zafizeni je systém vyuzivajici kuzelovy svazek a tra-
jektorii po kruznici (CBCT-Cone Beam Computed Tomography). Kuzelovy svazek rent-
genového zareni umoziuje geometrické zvétSeni umisténim zkoumaného objektu blizko
ke zdroji zafeni. V tomto sytému je nejvyssi dosazitelné rozliSeni limitovano velikosti
ohniskové stopy rentgenového zdroje. Pti volbé zdroje musi byt udélan kompromis mezi
nizkym tokem zafeni u transmisnich trubic, které dovoluji velikost ohniskové stopy men-
8 nez 1 pum a vysokym tokem zareni u reflexnich trubic, kde je ohniskova stopa vétsi.
Obecné lze fici, ze mensi ohniskova stopa pozaduje redukovany tok rentgenového zareni.
Na strané detektoru je pouzita fada technologii v zavislosti na geometrickém zvétseni a
energii rentgenového zatreni. Ve vétsiné ptipadi je pouzit velky plosny detektor kombino-
vany s relativné silnou vrstvou scintilatoru k obdrzeni velkého dynamického rozsahu.

Rentgenovy kuzelovy svazek ma tu vyhodu, Ze zvétsuje rentgenovy obraz, pritom vsak
prinasi do tomografickych dat artefakty kuzelového svazku. Nejrozsifenéjsim rekonstruk-
¢nim algoritmem pro CBCT je Feldkamp algoritmus [35]. I pfestoZe tento algoritmus
do velké miry redukuje zminéné artefakty, tomografické fezy horni a dolni oblasti vzorku
jsou stale nachylné k poskozeni. Tomuto vlivu miize byt zabranéno postupnym skenovanim
vzorku v blocich, které se prekryvaji nebo pouzitim spiralové trajektorie. Dalsi vyhodou
spiralovitého pristupu je skenovani vétsi oblasti zajmu za stejny cas jako pfi kruhové
trajektorii. Proto se laboratorni uCT systém se spiralovitou trajektorii nyni stava hlavnim
predmétem vyvoje vyrobcti CT zarizeni.

5.2. Voxelové rozliseni

Pozadavkem na tomografické méreni je dosazeni co nejlepsiho prostorového rozliseni,
od kterého se odviji pfesnost a moznosti detekce mikroskopickych ryst méreného objektu.
Prostorové rozliseni v tomografii zavisi na mnoha faktorech a neni lehké ho bez métreni
kalibrac¢nich vzorki spocitat. V literatute se pro odhad prostorového rozliseni objevuji
ruzné vyrazy [36]. Proto se mezi parametry popisujici tomografické méfeni udava tzv.
voxelové rozliseni, které je dané geometrii jednotlivych prvki (zvétSenim a velikosti ele-
mentl detektoru). Voxelovym rozliSenim se v tomografii oznacuje realny rozmér elementu
tomografickych dat. Elementem obrazu v tomografii se mysli ¢astice objemu pfredstavujici
hodnotu v pravidelné miizce trojrozmérného prostoru, kterd je nazvana voxel. Jedna se
tak o analogii k pixelu, ktery reprezentuje hodnotu v 2D. I pfestoze voxel ma objemovy
charakter (jednotky um?), neziidka se v literatufe setkdvame s tim, Ze hodnota rozméru
voxelu mé jednotky pouze jedno-dimenzionalni (pm). Tim se mysli pravé linedrni roz-
mér pravidelného utvaru (krychle), z kterého lze explicitné objemovy rozmér vypocitat.
Pojmy rozliseni, rozmér voxelu, rozliSeni voxelu jsou v tomografii ztotoznovany, ale vzdy
se pouzivaji pro vyjadreni linearniho rozmeéru voxelu.
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6. Morfologie kosti

Pro interpretaci vysledki zpracovani tomografickych dat krysich kosti je nutné uvést
terminologii pro oznaceni smérii kosti a stavby stehenni kosti [37]. Néasledujici seznam
vybranych anatomickych terminti je nutné brat jako netplnou pomtiicku pro objasnéni

odbornych nazvi.

6.1. Zakladni stavba stehenni kosti

epifyza |:

metatyza |:

endostdlni povrch

5
diafyza y iostalni
) ; ; periostdlni povrch

metatyza I:
kondyl

epifyza -

Obrazek 6.1: Zakladni slozky dlouhé kosti znazornéné na modelu CT dat krysi stehenni

kosti.
Diafyza
Epifyza
Metafyza
Kortikalni kost
Trabekularni kost

Endostalni povrch
Periostalni povrch
Kondyl

Lateralni kondyl
Mediélni kondyl
Endokortikalni kost
Ristové chrupavky

stfedni dlouhd cast

konec dlouhé kosti

kuzelovy pfechod mezi epifyzou a diafyzou

kira kosti (kortex kosti)

kost tvofend tramecky (trabekuly), nékdy také nazyvana jako spon-
giozni kost

vnitfni povrch kosti

zevni povrch kosti

kloubni vybézek

kloubni vybézek na lateralni strané

kloubni vybézek na medialni strané

kompaktni kost na vnitini strané povrchu kosti

chrupavcité vrstvicky mezi epifyzou a diafyzou, pomoci nichz
dlouhd kost prirtsta do délky (ristové ploténky)
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6.2. Oznacdeni sméru

Lateralni vnéjsi

Medialni vnitini

Anterior predni

Posterior zadni

Proximalni blizsi k trupu

Distalni smér k volnému konci koncetiny

i

proximalni

medialni lateralni

: : posterior anterior

distalni

Obrazek 6.2: Oznaceni hlavnich smért znazornéné na modelu CT dat krysi stehenni kosti.

6.3. Vyvoj kosti

Dlouhé kosti se zuzuji do vnéjsSiho primeéru z maxima definovaného plosnou velikosti
ristové ploténky k minimu nékde ve stiedni ¢asti diafyzy. Jak je vysvétleno v nékolika
pracich D. H. Enlow [38, 39], a jak je zfejmé pfi pohledu na krysi kost jakoukoliv zo-
brazovaci technikou, procesu zuzovani kosti je dosazeno resorpci periostalniho povrchu a
formovéani nové kosti na endostalnim povrchu. Tyto procesy udrzuji tloustku a pevnost
téla kosti.

Nezbytnou soucasti ristu kosti je remodelace. Tento proces predstavuje postupny me-
chanismus prestavby kosti, ktery udrzuje konstantni tvar, proporce a pomér kosti béhem
rustu. Pevnost a tvrdost kosti vytvari specialni riistovy proces, ktery je zalozen na kombi-
naci depozice a resorpce povrchu kosti. Rlist kosti nemtize probihat jako u jinych mékkych
tkani expanzi, tzn. délenim bunék uvnitt tkani. Kost proto roste apozici, tj. prikladanim
nove vytvorené tkané ke tkani starsi. Tento typ ristu ovsem vyzaduje neustalou tvarovou
upravu protilehlého povrchu pomoci resorpce (odbouravani). Jak kost roste do délky a
zvétSuje primér, rizné oblasti jsou premistovany na nové pozice. Tyto premisténé oblasti
budou zaujimat jiné relativni pozice vzhledem ke kosti. Naptiklad oblast 1 v obrazku 6.3
obsadi oblast VII nebo oblast 9 obsadi oblast XV.
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Obréazek 6.3: Oblasti premisténi. Jak kost roste, kazda oblast v mladsi kosti (bilou bar-
vou) se premisti do jiné pozice. Napiiklad, oblast 5 je pfemisténa do své relativni pozice
v oblasti XI vétsi kosti (¢ernou barvou). Obréazek je prevzat z [39)].

Dlouha kost, jako je stehenni kost, vznikd endochondralni osifikaci. To znamena, Ze
kostni tkan je formovana nahrazenim chrupavky v ristové ploténce jemnou poérovitou
strukturou. Vysledkem naslednych remodela¢nich zmén muze byt pozdéji ristova ploténka
premisténa do kiry kosti a zménit se v kompaktni kostni tkan. Jak kost roste do délky
prirtstanim na jejich koncich, starsi ¢asti kosti jsou pfemistovany do jinych relativnich
pozic. Pfemisténi téchto oblasti s sebou prinasi odpovidajici zmény v jeji velikosti, tvaru a
také posunu v ose v kazdé oblasti. Tento proces remodelace zahrnuje depozici na urcitém
povrchu kosti doplnénou o resorpéni odstranéni kosti na opa¢ném povrchu.

A\B BIA
<4 -
xR "I

Obrazek 6.4: Sméry ristu povrchi kosti jsou vyznaceny Sipkami. Povrchy kosti v oblasti
X a B tvoii novou kost (4) a povrchy Y a A podléhaji resorpci (-). Obréazek je prevzat
z [38].

Povrch kosti, ktery sméruje k aktualnimu sméru ristu, je formovan. Naopak povrch,
ktery sméfuje mimo smér ristu, podstupuje resopci. Na obr. 6.4 jsou znazornény smeéry
rastu kosti i plochy depozice a resorpce plynouci ze sméru ristu. Metafyza musi byt po-
stupné redukovana v praméru do té doby, nez se nasledné premisti do iizkého tvaru diafyzy.
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Metafyza dlouhé kosti mé trychtyiovity tvar, nebo-li “V* konfiguraci [38]. Riist v této ob-
lasti je zafizen depozici endostalniho povrchu a resorpci periostalniho povrchu. Oba pro-
cesy tudiz zaroven redukuji primér metafyzy a nartst rozvoje kosti v podélném sméru.
Jak se metafyza remodeluje do diafyzy, probéhne v ur¢itém bodé obrat ve sméru ristu a
prumér diafyzy zacne byt zvétsovan depozici na periostalnim povrchu kosti. Z obecného
pohledu lze Tici, ze rostouci kost zachovava zakladni tvar, ktery je znam u dospélé kosti.

6.4. Vizualizace a méreni vyvoje kosti

()

Obrazek 6.5: Endostélni (a) a periostalni (b) povrch krysi stehenni kosti v oblasti meta-
fyzy. Medialni polovina vzorku zbavena mékké tkané vyluhovanim je zobrazena pomoci
elektronového mikroskopu ZEISS EVO MA10 (autor obrazki A. Boyde).

Povrch vyprodukovany depozici periostalni nebo endostalni miize byt bez vétsich potizi
odliSen od povrchu resorpéniho. Povrch vytvofeny pridavanim nové kosti je reprezento-
van v mikroskopické sekci jako relativné hladky povrch (Obr. 6.5(a)). V detailu obrazku
je zietelna aktivita povrchu také na jednotlivych trabekulach, které jsou zaclenovany do
kortikalni kosti. Tato mista lze identifikovat pomoci chybéjicich otvortt v povrchu kosti.
Naopak resorpcéni povrch je charakteristicky zoubkovanym, erodovanym nebo vroubko-
vanym vzorem (Obr. 6.5(b)). Pfesné rozpoznani téchto typt povrchu je zékladem pro
interpretaci remodelac¢nich zmén. K vysSetieni remodelovaciho mechanismu bylo vyvinuto
nékolik fluorescencénich barviv, které jsou schopny vizualizovat a kvantifikovat minerali-
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zaci kosti [40, 41, 42]. Fluorescen¢ni latky jsou zaclenény piimo do oblasti, jez prochézi
kalcifikaci (zvapenaténim). Hladiny zac¢lenéni jsou vizualizovany pomoci fluorescenéni mi-
kroskopie (Obr. 6.6). Méfenim vzdalenosti obou hladin je ziskana informace o rtstu kosti
béhem urcitého casového intervalu. Zaznam rtistu na vnitini strané kortikalni kosti je
kvantifikovan odmérovanim vzdéalenosti mezi fluorescen¢nimi hladinami. OvSem resorpéni
proces na vnéjsi strané kosti znemoznil zaznam fluorescenc¢nich hladin.

Periostalni

povrch

Endostdlni
povrch

<=

Obrazek 6.6: Priklad dvojitého znaceni v ¢asti pficného fezu metafyzy stehenni kosti.
Hladina tetracyklinu (zelené), kalceinu (¢ervené). Snimek je porizen konfokalnim mikro-
skopem Leica SP2.
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7. Analyza CT dat koncetin
laboratornich krys

7.1. Znaceni vzorku

Predmétem pozorovani byly samci krysy Lewis vazici 209 4+ 15 gramti. V prvni skupiné
(kontrolni skupina) byly krysy ponechany nelécené. Ostatnim bylo od prvniho dne per-
oralné aplikovéno 1é¢ivo Vehicle (0.04% HPMC, 20% PEG300, 36% HP- §-Cyclodextrin,
n = 12) nebo 1é¢ivo Vehicle obsahujici Prednisolon v davkach 1, 3, 10, 30 nebo 100 mg/kg.
Déle v textu bude experimentalni skupina lé¢end latkou Vehicle+Prednisolon znacena jako
Pred. V pfipadé nutnosti vyjadieni koncentrace latky Prednisolon bude vyuzito symbolu
7@~ naptiklad kosti 1é¢ené dévkou Prednisolon 100 mg/kg budou znaceny Pred@100.
Kalcein byl injektovan intraperitonealné po 20 dnech zZivota a tetracyklin po 32 dnech zi-
vota. Zivot krys byl ukonéen po 35 dnech. Levé zadni koncentiny byly oddéleny a fixovany
v 70% etanolu.

7.2. Pouzité pristroje

7.2.1. Rentgenografie levé koncetiny

Vsechny koncetiny byly zobrazeny s identickymi podminkami pomoci radiografického
pristroje Qados Faxitron MX20 s urychlovacim napétim 26 kV a rozmérem ohniskové
stopy mensim nez 20 pm. Kosti byly pfi snimani v 70% etanolu uloZeny v plastickych
trubickach o priméru 15 mm. Trubicky byly orientovany tak, aby mezera mezi holenni a
Iytkovou kosti byla maximalni v rentgenovém snimku. Stfedni vzdalenost koncetiny od de-
tektoru byla 8 mm, vzdalenost zdroj-detektor byla 600 mm. Z téchto parametri vyplyva
velmi malé zvétseni 1,013. Rentgenové snimky byly vyuzity pro méreni délky stehenni
kosti a pro prvni aproximaci odli$nosti konéetin na zakladé kostni hmoty (Obr. 7.1).

Obréazek 7.1: Rentgenografy koncetin krysy: (a) z kontrolni skupiny, (b) ze skupiny Vehicle,
(c) z Pred@100. Vyznac¢ené méiitko predstavuje 10 mm.
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7.2.2. Mikrotomografie distalni poloviny stehenni kosti

Pted dalsim zpracovanim vzorkt (pfiprava vzorku pro elektronovou a svételnou fluorescen-
¢ni mikroskopii) bylo provedeno tomografické méfeni. Pro tento ucel byl pouZit piistroj
Scanco pCT 40 systém (ScanCo Medical AG, Bassersdorf, Switzerland) [43] s urychlo-
vacim napétim 45 kV a proudem 114 pA nebo 55 kV a 145 pA. Rentgenové zafeni je
modifikovano 0,5 mm silnym hlinikovym filtrem. S expozi¢ni dobou 200 ms CCD detekto-
ru (2048 x 252 elementy o velikosti 24 pm) bylo snimano 2000 projekci ptes 360°. Kvuli
malé vysce detektoru je oblast zdjmu sniména na uréity pocet bloku (8 — 10 bloku ).
Projekce nebyly primeérovany a skenovaci doba vychazela priblizné na 4 hod. Voxelové
rozliSeni CT dat je ur¢eno primérem pouzité polyakrylatové trubicky, do které je vzo-
rek vkladan. Dle zvolené velikosti trubicky pristroj nasledné umisti vzorek do definované
pozice mezi detektor a zdroj rentgenového zareni tak, aby byl rekonstruovan cely vnitini
prostor trubicky. Jinymi slovy, pomoci této techniky je zajisténo stejné voxelové rozliseni
nezavisle na velikosti objektu uvnitt trubicky. V pfipadé stehennich kosti byla pouzita
trubicka o priaméru 16,4 mm, coz v rezimu vysokého rozliSeni umoznilo vygenerovat CT
data s linedrnim rozmérem voxelu 8 um. Pro rekonstrukei tomografickych dat je pouzit al-
goritmus filtrace zpétné projekce (FBP - Back Projection Filtration), ktery se pouziva pro
asymetricky umistény detektor pokryvajici pouze polovinu projekce [44, 45]. Pro korekci
tvrdnuti svazku byly pouZity linearizacni techniky [46], které koriguji hodnoty projekce
pouzitim polynomu.

7.2.3. Mikrotomografie kortikalni kosti

Segmenty distalni diafyzy stehenni kosti byly méfeny pomoci nejmodernéjsiho primyslo-
vého CT systému GE phoenix v|tome|x L240 [47]. Tento systém je vybaven nanofokusa¢ni
rentgenovou trubici (180 kV, 15 W, <0,9 um ohniskova stopa) a plosnym digitdlnim de-
tektorem (flat panel) DXR 250, ktery ma velkou aktivni oblast (410 mm x 410 mm)
2048 x 2048 pixelt (rozmér pixelu 200 pm x 200 pm), dynamicky rozsah 10 000 : 1
a rychlost snimani az 7,5 snimki/s. Vzorky byly fixovany v glycerolu v mikrozkumavce
typu Eppendorf. Viskozita této kapaliny byla dostatecnd, aby zabranila pohybu vzorku
pri rotaci. Pro méfeni bylo zvoleno urychlovaci napéti 70 kV a proud 140 pA. Spektrum
rentgenového zafeni bylo upraveno pomoci hlinikového filtru tloustky 0,2 mm. Detektor
s expozicni dobou 500 ms byl pouzit v rezimu nahodného linedrniho posunu pro odstra-
néni kruhovych artefakti [48]. K potla¢eni Sumu byly primérovany 3 snimky. 1 snimek
byl vynechan pro eliminaci artefaktu ducht [49]. Béhem otac¢eni o 360° bylo sniméno 2400
projekci. Pro dané velikosti vzorki bylo nejlepsi mozné voxelové rozliSeni mezi 2,5 a 3 um.
Rekonstrukce byla provedena pomoci softwaru Datos|x 2.1.

7.3. Standardni hodnoceni kostni mikrostruktury

Pro vyhodnoceni mikrostruktury stehennich kosti byla analyzovana trabekularni a kor-
tikalni morfologie kosti pouzitim pocitacové tomografie podle smérnic hodnoceni kostni
mikrostruktury u hlodavci [50]. Do nedavné doby byly standardem pro hodnoceni tra-
bekularni a kortikalni architektury kosti kvantitativni histologické techniky. Ackoliv his-
tologické analyzy poskytuji unikatni informace o bunécéné remodelaci kosti, parametry
3D mikrostruktury jsou odvozovéany z nékolika 2D sekci (stereologie). Naproti tomu 3D
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zobrazovaci techniky, jako je pCT, mé¥fi pfimo mikrostrukturu kosti, aniz by se opiraly
o stereologicky model analyz.

V nékolika studiich byla prokazana vyborna reprodukovatelnost a presnost mikroCT
méreni morfologie kosti. Pfesnost méfeni pomoci mikroCT byla hodnocena porovnanim
s tradi¢nimi 2D histologickymi technikami [51, 52]. Vysoka korelace mezi obéma piistupy
poskytuje silné odtivodnéni pro pouziti mikroCT analyzy k vyhodnocovani kostni morfolo-
gie. uCT analyza pro hodnoceni kostni hmoty a morfologie vzorkt ptinasi ve srovnani s 2D
histologii nasledujici vyhody: (1) dovoluje pfimé 3D méfeni, napf. tloustku trabekuldrni
kosti, (2) analyzuje podstatné vétsi oblast vzorku, (3) realizuje méfeni s mnohem vétsi
rychlosti, (4) neposkodi vzorek, ktery mitize byt pouzit nasledné pro dalsi analyzy. CT data
mohou byt pouzita k odhadu mineralizace kostni tkané srovnanim utlumu rentgenového
zatfeni v kosti se standardy hydroxyapatitu. Dale morfologie kosti urc¢ena na zakladée CT
dat mize byt pouzita k vytvoreni vypoc¢tového modelu kosti metodou konec¢nych prvki
pro testovani mechanického chovani kosti [53].

7.3.1. Analyza kortikalni kosti

Pro srovnani morfologie kortikalni kosti experimentalnich skupin byly vybrany t¥i tomo-
grafické fezy ve 20 %, 30 % a 40 % totalni délky stehenni kosti od distalniho konce. Procen-
tualni vyjadreni vzdéalenosti umisténi fezii zajistuje vybér odpovidajicich fezi v jednotli-
vych kostech vzhledem k jejich velikosti. Hodnoty délek stehennich kosti byly ziskany
z radiografickych obrazii mérenych pomoci pristroje Faxitron. Ve vybranych fezech byla
manualné odstranéna vnitini struktura kosti prekreslenim hodnot trabekularni kosti hod-
notami pozadi. Upravené obrazy byly analyzovany pomoci nastroje BoneJ [54] (rozsifeni
softwaru ImageJ). Pro kazdou kost byla v téchto Fezech vypocitana plocha prifezu kosti
(CSA, mm?), priimérnd hustota poéitana z pixelovych hodnot a kalibra¢nich koeficientt
(HA g/cm?), t&zisté prifezu kosti (X cent, Y cent), obvod vnéjsiho povrchu (perimeter,
mm) a maximalni tloustka, praumérna tloustka a standardni odchylka tloustky.

Tyto parametry byly silné ovlivnény orientaci kosti v tomografickych datech. Pti pou-
zivani trubicek, do kterych byly vzorky vkladany, nebylo mozné drzet stejny naklon kosti.
Dtisledkem odlisného naklonu byly kosti v tomografickych fezech pod riiznym thlem.
Hodnoty obvodu jsou ovlivnény mirou resorpce periostalniho povrhu. Cim vice je povrch
¢lenity, tim vétsi je vypocitan obvod. Navic v oblasti metafyzy se vyskytuji kanalky, které
prerusi souvislou oblast kortikalni kosti. V tomto ptipadé je do hodnoty zapocitan i obvod
vnitini hranice kiry kosti.

7.3.2. Analyza trabekularni kosti

Zakladni morfometrickymi ukazately jsou hodnoty objemu kosti (BV) a totélniho objemu
analyzované oblasti (TV). Pomér téchto dvou veli¢in se nazyva objemovy podil kosti (bone
volume fraction, BV/TV). Dalsim zakladnim ukazatelem je plocha kosti (BS), ktera je
bézné vypocitana pomoci triangulace povrchu [55]. Trabekularni tloustka (Th.Th) je poci-
tana jako primeérna hodnota vSech priméri kouli vepsanych do trabekul kosti. Ze sou-
boru naméfenych hodnot lze kromé primérné hodnoty ziskat také primér maximalni
koule nebo standardni odchylku. Obdobnym zpiisobem je spoc¢itana hodnota trabekular-
niho meziprostoru (Th.Sp). V tomto pfipadé se koule vepisuji do meziprostoru trabekul.
Poslednim ziskanym parametrem je konektivita (Connectivity), ktera byla vyvinuta pro
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charakterizaci redundance spojeni trabekul. Hodnota spojitosti je urcena z Eulerova cisla.
Toto ¢islo je zakladni topologickou mirou vyjadiujici pocet dutin kompletné obklopenych
kosti a pocet spojeni, ktera musi byt prerusena, aby doslo k rozdéleni struktury do dvou
Casti [56]. Protoze konektivita zavisi na velikosti analyzované oblasti dat, je vhodnéjsi
pouzivat hustotu konektivity (Conn.D), coz je konektivita vydélend objemem analyzo-
vané oblasti.

Obrazek 7.2: Polygonalni oblast v metafyze distalni stehenni kosti.

@ b

Obrazek 7.3: Definice sférickych oblasti v epifyze distalni stehenni kosti: (a) 3D model
distalniho konce kosti, (b) vizualizace sférickych oblasti pomoci virtualniho fezu epifyzy.

Vybér oblasti zajmu je velmi citlivym bodem analyzy. U krysich kosti je trabekularni
kost v oblasti distalni metafyzy z velké ¢asti omezena na nékolik milimetrid od rostouci
ploténky. Prodlouzenim oblasti zajmu za tuto oblast by znamenalo zapocitani vice volného
rozdily mezi experimentalnimi skupinami. PTi vybéru oblasti zadjmu by se mél vzit v potaz
také vek zvirete. S rostoucim vékem se v oblasti metafyzy dlouhé kosti trabekularni kost
ztraci. Z téchto divodi je dilezité definovat umisténi oblasti zajmu vzhledem k odlisné
velikosti kosti. Pro tento ucel je vhodné pouzit urcité procento délky kosti nebo vybrat
anatomicky rys kosti, ktery lze jednoduse identifikovat napfi¢ vSemi experimentalnimi
skupinami.

42



7. ANALYZA CT DAT KONCETIN LABORATORNICH KRYS

Analyza trabekularni kosti v metafyze distalni kosti byla na zacatku experimentu
provadéna na objemovych oblastech zajmu (VOI) tvaru kvadru nebo valce vepsanych
do vnittku kosti. Vysledky z téchto oblasti vSak prokazaly vyznamny vliv na umisténi
oblasti v kosti. Refeni bylo navrzeno v podob& manualni segmentace trabekularni kosti
pomoci polygonu, kterym jde docela presné obkreslit konturu kortikalni kosti. Pro vy-
tvofeni VOI, ¢itajici 1000 fezt (2,4 mm), bylo napsdno makro v rdmci ImagelJ zaloZené
na manualnim kresleni polygonalnich oblasti v referenc¢nich rovinach a interpolaci oblasti
v rovinach mezi referenénimi rovinami. Touto procedurou se lze vyhnout manualnimu
kresleni polygonalni oblasti fez po fezu. VOI byla tvofena v 25 % totalni délky stehenni
kosti od distélniho konce smérem k diafyze kosti (Obr. 7.2). Experimentéalné bylo ovéteno,
ze v této vzdalenosti jiz nebudou zadné casti rustové ploténky a tato oblast spolehliveé
pokryje nejhustsi trabekularni strukturu.

Trabekularni kost v epifyze distalni stehenni kosti rozhodné podstupuje vyznamné
mechanické zatizeni béhem pohybové funkce koncetiny, ale tyto oblasti jsou v publika-
cich obecné prehlizeny. Proto bylo rozhodnuto analyzovat strukturu trabekul také v této
oblasti. V tomto ptfipadé nelze aplikovat manualni kresleni polygonalni oblasti kvtili kom-
plikovanému tvaru epifyzy, ktera je navic propletena ¢astmi ristové ploténky. Pro tento
ucel byl vyvinut postup extrahovani sférickych oblasti. Sféry jsou vytvoreny prostiednic-
tvim fitovaciho néastroje softwaru ImageJ v medidlnim, lateralnim kondylu a mezi nimi
(Obr. 7.3). Sférami se navic vyhneme moznému vlivu anizotropie.

7.4. Cile prace

Zakladnim principem rustu dlouhé kosti jsou remodela¢ni mechanismy periostalniho a
endostalniho povrchu kosti. Zda je povrch kosti formovan nebo resorbovan lze jednoduse
rozlisit pomoci standardnich zobrazovacich metod. Pro kvantifikaci prirtstku nové kosti
se vyuziva fluorescencnich metod, které jsou zalozeny na méfeni vzdalenosti dvou fluo-
rescen¢nich hladin, u nichz je znam ¢asovy odstup. Na zakladé rozdilii experimentalnich
skupin lze néasledné rozhodnout o vlivu podavanych latek na rist kosti. Nevyhodou to-
hoto pristupu je méreni pouze ve vyfezanych tenkych sekcich, u kterych jsou velké naroky
na mechanickou pripravu jejich povrchu. Fluorescen¢ni hladiny lze také detekovat pouze
v oblastech, kde se kost formuje nebo je v klidu. V oblastech kosti podléhajicich resorp-
¢nimu procesu jsou hladiny pfirozené odstranény (Obr. 6.6).

K tcelu posouzeni rozdilného vyvoje kosti vlivem aplikovanych 1é¢iv lze s vyhodou
vyuzit pCT data kosti, ve kterych je zaznamenana kompletni neposkozena kost. V' tomo-
grafickych fezech neni sice mozné kvantifikovat absolutni hodnoty prirtistki jako u fluo-
rescen¢ni metody, ale vhodnym zpracovanim dat lze zkoumat morfologické rozdily mezi
kostmi. Cilem préace je navrhnout algoritmus pro kvantifikaci vzdalenosti vnitiniho a
vnéjsiho povrchu kosti, ktery by umoznil studium rozdili tvaru krysich stehennich kosti
napri¢ experimentalnimi skupinami.
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7.5. Novy pristup ke studiu kosti na yCT datech

7.5.1. Standardizace CT dat distalni poloviny stehenni kosti

Biologicky vzorek je obecné narocné upnout do tomografické stanice tak, aby byla za-
jisténa jeho definovand poloha a vzorek byl drzen v lazni konzervaéni latky. V tomografic-
kém systému ScanCo je k drzeni vzorku pouzito plastovych trubicek, do kterych je vzorek
vkladan. To umoziiuje drzet vzorek v 1azni 70% ethanolu i béhem méfeni. Obtiznéjsi je sta-
bilizace vzorku uvniti trubicek, ktera byla vyfesena pomoci pruznych plastovych trubicek
zapirajicich kost koncetiny vuci sténé trubicky. Tento systém upinani zjednodusuje také
ovladani pristroje a nasledné zpracovani dat. Trubicky jsou mechanicky pfimo spojeny
s htideli krokového motoru a tim je zafixovan stied rotace, ktery je dilezitym paramet-
rem pro spravnou rekonstrukci tomografickych dat. I prestoze byla pouzivana standardni
procedura fixace kosti koncetin do drzéku, v tomografickych datech byly nalezeny velké
variace polohy kosti. Pivodni CT data odhalila vyznamné odlisnosti ve sklonu a otoceni
kosti. Srovnavani CT dat kosti tak mohlo byt provedeno pouze s urcitou nejistotou.

Obrazek 7.4: Tlustrace upevnéni koncetiny v drzéku tomografické stanice ScanCo.

Standardizace tomografickych dat je nezbytna ke srovnani vysledkt naslednych ana-
Iyz. Charakteristickym rysem distalni ¢asti stehenni kosti je dostatecné primy tvar téla
kosti, ktery muze byt popsan pfimkou (obr. 7.5). Tato pfimka mtize byt oznacena jako osa
distalni stehenni kosti. Procedura standardizace je zaloZena na posunu osy kosti do ver-

Vv

Vv

lyzy kortikalni kosti (kapitola 7.3.1). Nasledné byla mezi body proloZena pfimka pomoci
analyzy hlavnich komponent (matematicka technika pro hledani vzoru v datech vyssi di-
menze). Ke spolehlivéjsimu hledani pfimky muze byt pouzit vétsi pocet bodu, to by vSak
musel byt manudlné zpracovan veétsi pocet rezil.

Tomograficka data generovand pCT systémem predstavuji sérii 2D obrazka (fezi).
Tato data mohou byt reprezentovana 3D matici popsanou kartézskym souradnym systé-
mem, kde osy x, y jsou identické k osam 2D obrazku a osa z je ve sméru fezii. Cilem je
vyrovnat osu kosti do sméru osy z pomoci maticovych transformaci. 3D matice je trans-
formovana pomoci otoceni o tihel v okolo osy z a o tihel B okolo osy y. Uhly a a 8 jsou
Eulerovy thly, které jsou spocitany z pozice podélné osy kosti s ohledem k ose z. Dalsim
krokem je stanovit orientaci kosti kolem podélné osy. Posteriorni strana kosti mtize byt jed-
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noduse detekovana jako rovina dotykajici se medialniho a lateralniho kondylu (Obr. 7.6).
Otoceni kosti do vertikalni polohy dovoluje vygenerovat projekci tomografickych dat kosti
ve sméru osy jednoduse pomoci primérovani fezli skrze osu z. V tomto obraze je pro-
loZena tangencialni pfimka k mediadlnimu a laterdlnimu kondylu. Uhel posledni rotace je
urcen tak, aby pfimka byla rovnobézna ke spodni hrané obrazu.

Realizace transformaci:
i. Transformace obsahujici dvé rotace R (a) a Ry (3).
ii. Méfeni posledniho thlu v v projekci podél podélné osy.
iii. Transformace obsahujici tfi rotace R.(«), R, (5) a R.(7).
Transformace lze zapsat ve tvaru

X' = R:(7)Ry (B)R:()X,

kde X jsou soutadnice starého systému, X’ soufadnice nového, R,(y) a R.(«) rotace
kolem osy z o thel 7, resp. thel a. R, (/) rotace kolem osy y o thel . Transformacni

cos(y) —sin(y) 0 cos(8) 0 sin(B)
matice jsou tvaru R,(y) = [ sin(y) cos(y) 0], Ry(B8) = 0 1 0
0 0 1 —sin(8) 0 cos(f)

Pro ptfevzorkovani bodt v ramci transformace je pouzita trilinearni interpolace.

Obrazek 7.5: Objemovy render CT dat stehenni krysi kosti vizualizovany pomoci softwaru
Drishti. Stehenni kost je virtualné uriznuta v XY roviné originalniho CT data setu. Diafyza
kosti je dostateéné pfima, aby byla popsana pfimkou (znazornéno bilou ¢arou).

7.5.2. Automatické odstranéni obrazu trabekularni kosti

Ke studiu povrchu kortikalni kosti je nutné se zbavit tramcitych elementt (trabekul)
uvnitt kosti. K tomuto ucelu byl ve spolupraci s Ing. L. Kvasnicou vyvinut automaticky
algoritmus popsany néasledujicimi 3 kroky:

I. Prahovani
Kazdy obraz tomografického fezu je prahovan k segmentaci kostniho materialu od pozadi.
Prahovanim vznikne bindrni obraz (obr. 7.7(a)). Pro v8echny obrazy je pouzita konstantni
prahovaci hodnota.

IT. Segmentace kortikalni kosti
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Obrazek 7.6: Projekce CT dat distalni stehenni kosti podél jeji podélné osy. Tangencialni
pfimka k lateralnimu a medidlnimu kondylu uréuje thel gama (7).

V binarnim obraze jsou segmentovany spojité oblasti dle algoritmu popsaného v 4.2.
Pro kazdou oblast je vypocitan plosny obsah a je vybrana nejvétsi oblast. Kortikalni kost
ma vzdy nejvétsi plochu v priénych fezech diafyzy kosti. Timto zptisobem jsou z obrazu
odstranény vSechny kostni ¢asti, které nejsou v prislusném fezu spojeny s kortikalni kosti,
napiiklad ¢éska, tlomky kosti a nékteré trabekuly (obr. 7.7(b)).

III. Filtrovani
Na bindrni data je néasledné pouzit 3D medianovy filtr (obr. 7.7(c)), tzn. kazdy voxel
ve filtrovanych datech obsahuje hodnotu medidnu bindrnich dat kulového okoli (jadra)
o urc¢itém primeéru. Pro primér jadra bylo pouzito experimentalné ovétenych 40 voxelt.

Aplikaci medianového filtru na binarnich datech se z filtru, ktery se pouziva na redukci
sumu obrazu, stava nastroj odstranujici mensi objekty. Binarni 2D obrazy kortikalnich
kosti se mohou jevit jako rozdélené, kvili vaskuldrnim kanalkiim nebo kvili tenké a
ridké kortikalni kosti. Obycejny 2D filtr pouzity na jeden obrazek pri¢ného fezu by mohl
identifikovat tyto podoblasti kortikalni kosti jako nekortikalni kost, protoze struktura
téchto oblasti je velmi podobna trabekularni kosti (obr. 7.8). Pouzitim sousednich ezt
ve 3D filtrovani prakticky eliminuje tento problém. Median filtr navic vytvori povrch
kosti hladsi a vyplni diry reprezentujici kanalky v kure kosti. Pro kazdy pricny tez je
vygenerovana maska kortikalni kosti.

7.5.3. Mapovani kortexu: méreni vzdalenosti povrchu stény kosti
od centralni podélné osy

V navaznosti na predchozi zpracovani byla vyvinuta metoda, kterd méri vzdalenosti
vnitiniho a vnéjsitho povrchu kosti od centralni osy. Hodnoty vzdalenosti jsou ulozeny
do 2D obrazki nazvanych mapy.

Stanoveni mapovaného segmentu kosti

Aby bylo mozné mapy kosti odlisnych experimentalnich skupin srovnat, je nutné v kazdé
kosti identifikovat stejny segment. Délka analyzovaného segmentu je stanovena na 8 mm a
zacatek segmentu je 3,3 mm od referen¢ni roviny. Referenc¢ni rovina je zvolena jako pri¢ny
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(a) (b) (c)

Obréazek 7.7: Postupné zpracovani pro odstranéni trabekularni kosti ukazuje: (a) bindrni
obraz fezu distalni stehenni kosti vygenerované pomoci prahovéni, (b) segmentovanou
kortikalni kost jako nejvétsi spojitou oblast, (c) vysledek 3D medidanového filtrovani.

N

Obrazek 7.8: Detail pfi¢ného fezu binarnich dat distalni kosti v oblasti diafyzy. Tento pti-
klad ukazuje porusenou c¢ast kortikalni kosti, ktera prinasi obtiznosti pro detekci kortikalni

kosti.

fez epifyzy v narovnanych CT datech. V tomto fezu se vyskytuji ¢asti ristové ploténky
jako ¢tyfi tmavsi oblasti, které jsou oddéleny spojitou epifyzalni strukturou (Obr. 7.9).

Obrazek 7.9: Pozice referen¢niho pfi¢ného fezu v narovnanych CT datech kosti, ktery
specifikuje zacatek mapované oblasti.
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Procedura mapovani, orientace mapy a interpretace

Po urceni podélné osy kosti a standardizaci CT dat jsou v kazdém pti¢ném fezu n analy-
zovaného objemu méfeny vzdalenosti vnitiniho a vnéjsiho povrchu kortikéalni kosti od cen-
tralni podélné osy s jednostuptiovym thlovym rozliSenim (Obr. 7.10). Vysledky jsou ukla-
dany do mapy, ve které je na vertikalni ose znaceno ¢islo fezu a na horizontalni ose je
tthel méfeni (0° az 360°).

0, 1807 360°
1

o

PD

8 mm

(a) (b) (c)

Obréazek 7.10: Metoda mapovani kortikalni kosti. (a) Pozice n-tého pfi¢ného fezu, ktery
je zpracovan automatickou procedurou odstranéni traberkularni kosti (b). Na tomto fezu
je ilustrovano méfeni vzdalenosti (PD) od osy O k vnéjsimu povrchu pod thlem «, jehoz
hodnota je zaznamendna do mapy (c).

7 namérenych vzdalenosti mohou byt vygenerovany tii zakladni typy map, a to jmeno-
vité, mapa vzdalenosti vnéjsiho povrchu, mapa vzdalenosti vnitiniho povrchu a z rozdilu
téchto dvou mapa tloustky kury kosti. Pro kazdy typ mapy byla navrzena specidlni ba-
revnéd paleta. Horni okraj mapy se tyka distélni oblasti kosti. Levy (0°) okraj a pravy
okraj (360°) mapy predstavuji anteriorni stranu kosti. Stfed mapy je posteriorni strana
(180°). Smérem vlevo od stiedu je lateralni strana (90°) a smérem napravo je medidlni
strana (270°).

Rozdily kosti jednotlivych zvirat nebo rozdily kosti mezi experimentalnimi skupinami
je mozné zkoumat pouzitim jednoduchych aritmetickych operaci téchto map. Hodnoty
vnitfnich nebo vnéjsich map jsou primérovany mezi kostmi v ramci skupiny k vygenero-
vani primérné kosti reprezentujici danou experimentalni skupinu. Odectenim téchto map
jsou ziskdny odliSnosti mezi jednotlivymi skupinami.
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7.6. Vysledky

7.6.1. Morfologické analyzy v uzivatelsky definovanych oblastech

Vysledky analyzy kortikalni kosti a trabekularni kosti ukazuji vyznamny vliv obou po-
dévanych 1é¢iv na velikost a stavbu kosti. Léc¢ivo Prednisolon (v dévce 100 mg/kg) ma
u vSech pocitanych morfologickych parametri silnéjsi vliv nez 1é¢ivo Vehicle. Na zakladé
grafi v obrazku 7.11 lze konstatovat, ze vSechna lé¢iva zplisobuji mensi délku stehenni
kosti, mensi prifez kortikalni kosti i jeji tloustku oproti kostem z kontrolni skupiny. Tento
jev je ziejmé kompenzovan vétsi hustotou vnitini struktury kosti, kterou lze pozorovat
na objemovém podilu kosti a hustoté konektivity trabekularni kosti.
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Obrazek 7.11: Rozdily experimentalnich skupin na vybranych morfologickjch paramet-
rech. Pred@100 je znaceni pro skupinu kosti 1é¢enych Prednisolon o dévce 100 mg/kg.

V piipadé 1é¢iva Prednisolon je zkoumana také i¢innost davky, proto se zjistuje kiivka

zévislosti na davce léku [57]. Zavislosti vybranych morfologickych parametri jsou vyne-
seny do grafti na obrazku 7.12. Prednisilon ptisobi na stehenni kost komplexné. Toto
1é¢ivo redukuje rust kosti i kortikalni toustku kosti. S vyssi davkou lé¢ivo zvysSuje objem
trabekularni kostni hmoty spolu s hustotou konektivity trabekularni struktury. Zvyseni
konektivity se vSak neprojevuje pfi nizké davce 1é¢iva (mensi jak 10 mg/kg). Mineralni
hustota kosti a tloustka trabekuldrni kosti ztstavaji nezménény.

Poprvé byla provedena analyza epifyzy trabekularni kosti na oblastech specifikovanych
kulovou sférou v medialnim, laterdlnim kondylu a mezi nimi (inter). Vysledky morfolo-
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gickych parametr nepotvrdily vyznamné zmény v zavislosti na davce 1é¢iva Prednisolon
(Obr. 7.13) s vyjimkou hustoty konektivity trabekularni struktury. Hustota konektivity
mé zvysujici se charakter v zavislosti na vétsi davce léc¢iva. V grafech jsou demonstro-
vany rozdilné vysledky hodnoty mezi jednotlivymi sférami. Z tohoto divodu je nutné
morfologické parametry interpretovat zvlast pro kazdou oblast.
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Obrazek 7.12: Zavislost davek Prednisolon. Davky lé¢iva Prednisolon jsou zobrazeny po-
moci logaritmického méritka.
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Obrazek 7.13: Vybrané morfologické parametry trabekularni kosti v oblasti epifyzy.

7.6.2. Vylepsené rendrovani

()

[{]

distilni strana

medialni strana

Obrazek 7.14: Vizualizace vnitiniho prostoru analyzovaného segmentu stehenni kosti z me-
didlniho a distalniho pohledu (pomoci softwaru Drishti). Cervenou barvou jsou zobrazeny
oblasti pripojeni trabekul k endostalnimu povrchu kosti. K zobrazeni rozdila byly vybrany
reprezentanti skupiny (a) kontrolni (b) Vehicle (¢) Pred@100.

Pomoci vygenerované masky kortikalni kosti (sekce 7.5.2) byla vizualizovana ¢ast ste-
henni kosti. Maska segmentuje vnitini a vnéjsi ¢ast kosti, coz umoznuje jednu z nich
odstranit nebo ji prifadit riizné transparentni vlastnosti. Odstranénim kortikalni kosti
s vyjimkou transparentniho endostalniho povrchu je zobrazena trabekularni struktura
kosti. Na obrazku 7.14 jsou touto metodou zpracovany analyzované segmenty kosti z kaz-
dé experimentalni skupiny. U kosti z kontrolni skupiny a ze skupiny Vehicle se v proxi-
malnim sméru vyskytuje trabekularni struktura prevazné na medialni a lateralni strané
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kosti, konkrétnéji ve vrcholech trojihelnikového tvaru. Naopak kost ze skupiny Pred@100
disponuje hustou siti trabekul v celém vnitinim prostoru a do mnohem vétsi vzdalenosti
v proximalnim sméru. Tato kost dale ukazuje vétsi kontaktni plochu trabekul s endostal-
nim povrchem.

Pomoci tohoto zobrazeni se podafilo objevit deskovity ttvar u kosti skupiny Pred@100.
Tento utvar se vyskytuje vzdy na anteriorni strané a prochéazi stfedem téla kosti smérem
k posteriorni strané. Deskovité trabekularni kosti si lze vSimnout na obrazku 7.14(c)
distalni pohled. Pro lepsi ilustraci je pridan axonometricky pohled na vyiez okoli atvaru
7.15. Tento atvar miize byt zptisoben odlisnym piisobenim mechanického naméhani kosti,
pri kterém dochézi k inicializaci rtistu deskového tutvaru. Nebo se mtze jednat pouze
o disledek rychlého ristu trabekularni kosti vlivem latky Prednisolon.

Na obrazku 7.16 je naopak zobrazena struktura kanalkdl uvnit? kortikalni kosti po-
moci odstranéni periostalniho povrchu a vykresleni hodnot pozadi. Tato vizualizace mtize
pomoci k lepsimu porozuméni slozitosti endostalnich cévnich kanalkti, zejména v pripadé
rychle se modelujici endostalni kosti. Z tohoto zobrazeni je zfejmé, Ze pro detailnéjsi
studium kortikalnich kanalktl je voxelové rozliSeni 8 pm nedostacujici.

(b)

Obrazek 7.15: Vizualizace deskového tutvaru segmentu stehenni kosti 1é¢ené latkou
Pred@100 z posteriorniho pohledu (a) a axonometrického pohledu vytezu segmentu (b),
ktery je vyznacen Cervené v obrazku (a).

Obrazek 7.16: Vizualizace kortikalnich kanalkd analyzovaného segmentu stehenni kosti
z kontrolni skupiny. Obraz je vytvofen pomoci povrchového vykresleni (renderovéni) a
odstranéni periostalniho povrchu. Zobrazeni je realizovano pomoci softwaru Drishti.

7.6.3. Studium zmén tvaru kosti

Z binarni masky kortikalni kosti segmentu distalni oblasti, ktery byl specifikovan v sekci
7.5.3, byly vytvoreny obrazky v délce 0 mm, 4 mm a 8 mm podél segmentu. Po standardi-
zaci kosti v souradném systému maji pri¢né fezy stejnou orientaci. Posteriorni strana kosti
je zobrazena ve spodnim okraji a lateralni na pravém okraji obrazku. Pozice centralni osy
kosti je umisténa ve sttedu obrazku, aby bylo mozné pricné rezy jednoduse prekryt.
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Obrazek 7.17: Ptiklad zmény tvaru nelécené kosti s prifazenim barev: ¢ervend barva k hla-
diné 0, zelena barva k hladiné 4 a modra barva k hladiné 8.

U mm

4 mm

5 mm

{a) (b) (ch

Obrazek 7.18: Vysledek logickych operaci na hladinach 0 mm, 4 mm a 8 mm analyzovaného
segmentu v ramci skupin (a) kontrolni, (b) Vehicle, (c) Pred@100. Spole¢né oblasti kosti
v ramci skupin jsou zobrazeny bilou barvou, oblasti obsazené ve vsech kostech skupiny
sedou barvou.

0-4-8 mm Tezy

Pro srovnani tvart kortikalni kosti v odlisnych hladinach, je mozné pricné fezy zobrazit
jednoduse pomoci barevného RGB obrazu (Obr. 7.17). Tyto tfi pfi¢né fezy piinasi glo-
balni néhled na sit endostalnich pfesunt kiry kosti béhem rtstu. Ve vétsing piipadi je
sekce s nejvice trojihelnikovym tvarem na hladiné 0 vtésnana do tvaru elipsy na hladiné 4.
Béhem ristu kosti lze predpokladat mnohem vétsi remodelaci ve vSech rozich pomyslného
trojihelniku nez po jeho stranach.

0-4-8 mm logicke operace

Kombinaci pfi¢nych fezi v kazdé hladiné analyzovaného segmentu lze zkoumat variabilitu
tvaru v ramci jednotlivych skupin. Protoze maska kortikalni kosti je slozena z binarnich
obrazi, je na dany pocet kosti z kazdé experimentalni skupiny aplikovana logicka ope-
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race konjunkce (AND) nebo disjunkce (OR). Prvni operace ukazuje oblast v ramci kazdé
kosti ve skupiné, kterd je spolecna. Naopak operace OR zachycuje oblasti, které se na-
chazi v kife jakékoliv kosti v ramci skupiny. Obrazek 7.18 ukazuje vétsi variabilitu tvaru
kortikalni kosti v pfipadé kosti skupiny Pred@100.

7.6.4. Mapovani povrchu

Mapy jsou formalni reprezentaci vzdalenosti povrchu kortikalni kosti od centralni osy
kosti. V téchto obrazech jsou vzdalenosti podél kosti na vertikalni ose a thlova vzda-
lenost okolo obvodu kosti je na horizontalni ose. Vzdalenosti byly méfeny s rozlisSenim
jednoho stupné. Zacatek méfeni (0°) odpovidd anteriornimu sméru, (90°) laterarnimu,
(180°) posteriornimu a (270°) medidlnimu. Hodnoty zaznamenané v realnych ¢islech byly
prevedeny do 8 biti a zobrazeny pomoci standardni barevné palety. Tato paleta je pouzita,
jak pro vzdalenosti periostalniho, tak pro vzdalenosti endostalniho povrchu kosti. Srov-
nanim horni ¢asti vnéjsi mapy se spodni ¢asti vnitini mapy je mozné do urcité miry vidét
prekryv (Obr. 7.19). Odectenim vnitini mapy od vnéjsi je vyprodukovidna mapa tloustky
kortikalni kosti celého segmentu. Pro barevnou interpretaci tlousték byla vyrobena specia-
Ini barevna skala. Na obrazku 7.20 jsou ziejmé rozdily tlousték kosti z kontrolni skupiny
a skupiny Pred@100. Vnéjsi i vnitini mapy mohou byt zprimérovany v ramci jednotli-
vych skupin k vypoctu prameérné kosti skupiny. Zpriimeérované mapy lze nasledné odecist
pro zkouméni odlignosti mezi skupinami (Obr. 7.21 a 7.22). Zaznamenané rozdily ukazuji
podél celého analyzovaného segmentu kulatéjsi tvar kosti ze skupiny Pred@100. Vyrazné
¢ervené tmavé pruhy v oblasti lateralni a medialni jsou presné témi misty, které predsta-
vuji vrcholy trojuhelnikového profilu kontrolované skupiny.

lat post med lat post med
0° 180° 360° 0° 180° 360°
1 ] 1 ]

¥

[
W in

2.5

1.5

0.5
[mm]

(b)

Obréazek 7.19: Piiklad mapy vzdélenosti endostalniho (a) a periostalniho (b) povrchu kosti
krysy z kontrolni skupiny.
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Obrézek 7.20: Mapa tloustky kortikalni kosti ziskané odectenim mapy vzdalenosti endo-
stalniho a periostalniho povrchu kosti (a) z kontrolni skupiny a (b) ze skupiny Pred@100
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Obrazek 7.21: Mapa rozdilt vzdélenosti endostalniho povrchu mezi kontrolni skupinou
a skupinou lé¢enou latkou Pred@100. Mapy vSech kosti skupiny byly zprimérovany a
nasledné odecteny. Pro prehlednost jsou vlevo uvedeny interpretace rozdilti na pri¢nych
fezech od shora 0 mm, 4 mm a 8 mm délky analyzovaného segmentu.

[m]
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Obrazek 7.22: Mapa rozdilu vzdalenosti periostalniho povrchu mezi kontrolni skupinou a
skupinou lécenou latkou Pred@100. Mapy vSech kosti prislusnych skupin byly zprimeéro-
vany a nasledné odecteny. Pro prehlednost jsou vlevo uvedeny interpretace rozdilu na
pri¢nych fezech od shora 0 mm, 4 mm a 8 mm délky analyzovaného segmentu.

7.6.5. Systémy kortikalnich kanalku

Na segment ze stfedni oblasti diafyzy kontrolni kosti a kosti lécené latkou Pred@100 byla
aplikovana analyza pdri v ramci softwaru VG Studio. Barevna vizualizace detekovanych
objekttt odhalila dva velké komplexy kanilkdl s objemem v&tsim nez 0,01 mm?®. Tyto
systémy, které jsou vyznaceny cervené na obrazku 7.23, se u kontrolované kosti nachazi
v anteriorni a posteriorni oblasti, naopak u kosti 1é¢ené Pred@100 v lateralni a medialni
oblasti (Obr. 7.24). S ohledem na dosazené voxelové rozliseni 1ze ostatni kanalky zobrazené
modie nebo zelené oznacit za nespojené a odseparované od téchto dvou velkych siti.
V kontextu ostatnich analyz realizovanych na kostech lze predpokladat, ze vétsi spojité
sité kanalku se vyskytuji v oblastech se snizenou aktivitou remodelace. V mistech, kde se
kost formuje, je sice sit kanalkti hustsi, ale systémy kanélku netvori jednu kompaktni sit.
Pro potvrzeni téchto zavéru je nutné provést tuto analyzy na vyznamné vétsim souboru
vzork.

Stejné tak jako rychlost remodelace v rtiiznych ¢éstech kosti neni stejné, tak ani sif
kanalkt neni rozlozena rovnomeérné podél obvodu kortikalni kosti. Tento predpoklad pod-
poruji vizualizace na obrazku 7.25(a) a 7.26(a), které zobrazuji vysledek detekce dutiny
z pohledu shora. Obé kosti maji pas okolo vnitini strany kortikalni kosti, kde je znatelna
hustsi distribuce kanalkti. Ty jsou prevazné kratsi a kolmé k povrchu kosti, coz miize
souviset s endostalnim formovanim nové kosti. V pripadé kontrolni kosti se vétsi koncen-
trace kanalkt nachézi na posteriorni a anteriorni oblasti (Obr. 7.25(c)), naopak u kosti
lé¢ené Prednisolon na lateralni a mediélni oblasti (Obr. 7.26(c)). Vizualni hodnoceni je
podlozeno vypoctem porozity pro jednotlivé segmenty (tabulka 7.1). Tento trend odpo-
vida zménam tvaru kosti, které byly studovany na vybranych pfi¢nych fezech v metafyze
(sekce 7.18). Také rozdilové mapy periostalniho (Obr. 7.21) a endostalniho (Obr. 7.22)
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povrchu ukazuji mnohem vétsi prirtstek v lateralni a medialni oblasti po celé délce kosti.
Na zakladé téchto skutecnosti lze konstatovat, ze u kosti skupiny Pred@100 je remodelace
aktivnéjsi na stranach lateralni a medialni, aby mohla vytvorit mnohem kulatéjsi profil
kosti z trojihelnikového tvaru, ktery je typicky pro kosti nelécené.

Obrazek 7.23: Vizualizace systémi kortikalnich kanalkt distalni ¢asti levé stehenni kosti
z kontrolni skupiny. (a) Objemové rendrovani oblasti zkoumané analyzou péri, (b) zob-
razeni detekovanych systémut barevné kédovanych podle objemové velikosti, (c¢) pohled z
proximalniho sméru.

Obrazek 7.24: Vizualizace systémi kortikalnich kanalkt distalni ¢asti levé stehenni kosti
ze skupiny Pred@100. (a) Objemové rendrovani oblasti zkoumané analyzou péri, (b)
zobrazeni detekovanych systému barevné kédovanych podle objemové velikosti, (c¢) pohled
z proximalniho sméru.

Tabulka 7.1: Procentuélni vyjadieni porozity v jednotlivych segmentech.

kost ze skupiny | lat ant med post
nelécena 1.86% | 2.55% | 1.41% | 2.24%
Pred@100 4.18% | 1.38% | 2.92% | 1.65%
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Obrazek 7.25: Hustota kortikalnich kanéalkid v hlavnich smérech levé stehenni kosti z kont-
rolni skupiny. (a) Proximélni pohled na analyzovanou ¢ast stehenni kosti o vysce ptiblizné
1,4 mm, (b) vyznaceni jednotlivych segmentii (zelené oblasti) a smért (modré Sipky), ze
kterych byly segmenty zobrazeny, (c) axonometricky pohled na segmenty.
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Obrazek 7.26: Hustota kortikdlnich kanalkd v hlavnich smérech levé stehenni kosti ze
skupiny Pred@100. (a) Proximalni pohled na analyzovanou ¢ast stehenni kosti o vysce
pfiblizné 1,4 mm, (b) vyznaceni jednotlivych segmentti (zelené oblasti) a sméry (modré
Sipky), ze kterych byly segmenty zobrazeny, (c¢) axonometricky pohled na segmenty.
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7.7. Zavér

V ramci této prace byla na tomografickych datech krysich stehennich kosti realizovana
analyza kortikalni a trabekularni kosti dle standardnich postupii hodnoceni mikrostruk-
tury kosti hlodavct. Témito postupy byla také zcela poprvé analyzovana trabekulérni
struktura epifyzy kosti, kterd byva v literatufe ¢asto opomijena. Analyza epifyzy byla
provedena pomoci programu BonelJ, pro ktery byl navrzen zptsob vybéru analyzované
oblasti.

Pro sjednocenti orientace a pozice kosti v tomografickych datech byla navrzena metoda
standardizace kosti v CT datech. Tato metoda srovnava anatomické sméry kosti s okraji
obrazu na zakladé charakteristickych rysu kosti, tj. pfimého téla distalni poloviny stehenni
kosti a pozice obou kondyli. Jednotna orientace kosti v CT datech umoznuje jednotlivé
vysledky analyz kosti porovnat mezi experimentalnimi skupinami a ulehcuje orientaci
v tomografickych datech. Tento postup tpravy CT dat doporucujeme také provést pred
standardnimi technikami hodnoceni mikrostruktury kosti, kde jsou vysledky ovlivnény
naklonem kosti v CT datech.

Ve spolupraci s Ing. L. Kvasnicou byl vyvinut algoritmus pro automatické odstranéni
trabekularni kosti z CT zobrazeni v oblasti metafyzy. Tento algoritmus je zaloZen na 3D
medianové filtraci binarnich dat. Vysledkem je binarni maska, ktera idealizuje tvar kor-
tikalni kosti, to znamena, Ze neobsahuje kanalky a okraje kortexu jsou vyhlazeny. Pro
takto upravena data byl navrzen zptsob studia zmén tvaru prifezu kosti, které bylo de-
monstrovano na 3 vybranych virtualnich pfi¢nych fezech. Déle navrhujeme, aby binarni
maska kortikalni kosti byla pouzita pro vypocet obvodu kortikalni kosti. Timto postupem
by byl potlacen vliv ¢lenitosti resorp¢niho povrchu a kortikalnich kandalkt vystupujicich
na povrch kosti. Pomoci binarni masky kortikalni kosti se také podafilo vizualizovat vni-
tini prostor, diky némuz byl objeven deskovity ttvar trabekularni struktury v kostech
skupiny lé¢ené latkou Prednisolon.

Pro studium zmén periostalniho a endostalniho povrchu kosti vlivem podavanych 1é-
¢iv byla predstavena nova metoda pro meéfeni vzdalenosti obou povrchti kortikalni kosti
od referencni osy kosti. Vysledky méteni jsou interpretovany pomoci 2D matice nazyvané
mapa vzdalenosti. Tato interpretace umoznuje s vysledky provadét matematické operace
a ziskat tloustku stény kortikalni kosti nebo rozdily mezi experimentalnimi skupinami po-
dél celého analyzovaného segmentu. Touto metodou je mozné kvantifikovat morfologické
rozdily kosti mezi experimentalnimi skupinami, které jsou ovlivnény tcinky daného léciva.

Aktivita remodela¢niho mechanismu byla také studovana na siti kortikalnich kanalk.
Pro tento Gcel bylo realizovano tomografické méteni s voxelovym rozlisenim 3 pm. Pro hod-
noceni sité kanalkid byl navrzen zptsob vyuziti defektoskopického nastroje pro analyzu
porovitosti. Timto zptisobem byla po obvodu prirezu kosti zjisténa rtiznoroda hustota
kortikalnich kanalkt, ktera pravdépodobné souvisi s remodelaci kosti.

Budouci smeéry prace.

Oproti standardnim analyzam kortikalni kosti poskytuji mapy vzdalenosti informace podél
celého analyzovaného segmentu dlouhé kosti. 2D maticova interpretace dovoluje jedno-
duchou manipulaci pro srovnani a zobrazeni rozdilti mezi experimentalnimi skupinami.
Proto navrhujeme zobrazit mapy v prislusnych barevnych skalach na povrch modelu kosti,
tim by mél operator prehled o umisténi jednotlivych oblasti.
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Analyza systému kortikalnich kanalk na CT datech s vysokym rozlisenim ukézala, ze
mé potencial pomoci porozumét remodelac¢nim procestim dlouhé kosti. Z tohoto divodu
by mélo smysl vygenerovat také mapy hustoty kortikalnich kanalkt a pripojeni kanalkt
s endostalnim nebo periostalnim povrchem. Korelace téchto map s mapami tlousték korti-
kalni kosti nebo mapami rozdilti mezi experimentalnimi skupinami by mohla pfinést nové
informace k remodelaci kosti.

V uvedenych pristupech analyzovani stehenni kosti je nutné brat ohled na velikost
zvirete, ktera je v experimentalnich skupinach rizna a negativné ovliviiuje ziskané vy-
sledky. Rozdilna velikost stehennich kosti hraje roli pfedevsim pfi porovnani experimen-
talnich skupin. Pramér kosti v oblasti metafyzy je proménny v poméru s délkou stehenni
kosti. Mapovani vzdalenosti povrchu této oblasti by tak mélo zac¢it v urcitém procentu
délky kosti od referenc¢ni hladiny, nikoliv v konstantni vzdalenosti. Navic by i délka mapy
musela mit znamou zavislost na velikosti kosti, aby bylo mozné spolehlivé porovnat mapy
prezentujici shodnou oblast odliSnych kosti.
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8. Shrnuti

V dizertac¢ni praci jsem se zabyval zpracovanim, vizualizaci a interpretaci dat biolo-
gickych experimentt v digitalni holografické mikroskopii a rentgenové pocitacové tomo-
grafii. Prace je rozdélena do dvou c¢asti dle jednotlivych zobrazovacich technik. V obou
oblastech je vénovana jedna kapitola biologickému pozadi problematiky k osvétleni pod-
staty pozadavki na zpracovani dat. Na zakladé téchto pozadavki byly pro kazdou oblast
stanoveny cile prace.

Prvni ¢ast je zamérena na zpracovani kvantitativniho fazového obrazu z digitalniho ho-
lografického mikroskopu, ktery je vhodnym néastrojem pro neinvazivni pozorovani zivych
bunék. Navrh nového algoritmu pro zpracovani fazovych obrazii bunék spliuje vsechny
stanovené cile. Algoritmus pracuje automaticky v rezimu ¢asosbérného sniméani, je neza-
visly na volbé objektivii mikroskopu, fesi mozny fazovy posun mezi sousednimi snimky a
automaticky segmentuje zvolenou buriku. Popsany algoritmus je jiz implementovan v soft-
waru koherenci fizeného holografického mikroskopu nové generace. Princip zpracovani
tazovych obrazii byl publikovan v ¢asopise Journal of Microscopy. Metoda zpracovani fa-
zovych obrazi miize byt pouzita pro rtizné typy bunék, nejen rakovinnych. Budouci vyvoj
algoritmu by se mél ubirat smérem k presnéjsimu urceni hranice bunky, ktera hraje roli
pii optickém vazeni bunky.

Druhé cast prace je zaméfena na zpracovani tomografickych dat krysich kosti, kon-
krétné na analyzu mikrostruktury distalni poloviny stehennich kosti za Gcelem vyzkumu
vlivu rtznych 1é¢iv na rist kosti. Pro studium zmén vnitfniho a vnéjsiho povrchu kosti,
na zakladé nichz lze pozorovat vliv podavanych 1é¢iv, byla vyvinuta nova metoda méreni
vzdalenosti obou povrcht kortikalni kosti k centralni ose kosti. Ta umoznuje kvantifiko-
vat morfologické rozdily mezi experimentalnimi skupinami. Ziskanim téchto vystupi byly
splnény stanovené cile prace. Méreni vzdalenosti pfedchazi ptriprava tomografickych dat
kosti. Pro tento tcel byl navrzen postup standardizace orientace kosti v tomografickych
fezech a algoritmus pro automatické odstranéni trabekularni kosti. Tento postup stan-
dardizace CT dat navrhujeme provadét pro vsechna méreni, ve kterych je cilem srovnat
vysledky analyz mezi jednotlivymi vzorky. Nad rdamec stanovenych cilti prace byla také
studovana sit kortikalnich kanalk na vybranych segmentech. Diléi vysledky prace byly
publikovany na védeckych konferencich Winter Meeting of the Anatomical Society (2011),
Winter Meeting of the Anatomical Society (2012) a 17th International Inflammation Re-
search Association Conference (2012). Dalsi vyvoj metody méfeni vzdalenosti kortikalnich
povrchl vidim v doplnéni informaci o hustotu kortikalnich kanalki a jejich pfipojeni k en-
dostalnimu povrchu. Tyto vysledky by mohly piispét k objasnéni remodelac¢nich procest
dlouhé kosti.
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9. Seznam pouzitych zkratek a
symbolu

T-CCHM Transmisni koherenci fizeny holograficky mikroskop
DHM Digitalni holografickd mikroskopie
DM Difrakéni miizka

MO Mikroskopovy objektiv

QPI Kvantitativni fazové zobrazeni

IFFT Inverzni Fourierova transformace
BLS Metoda nejmensich ¢tverci v blocich
MNC Metoda nejmensich ¢tverct

MVNC Metoda véazenych nejmensich ¢tverct
d Navazany fazovy obraz

D comp Kompenzovany fazovy obraz

D omp Céstecné kompenzovany fazovy obraz
Coprr Fazovy obraz sledované bunky
Mcerr Maska bunék

Myvetr Maska jader

Mpa Maska pozadi

P Kompenzacni plocha

t Testovaci kritérium

tCELL Prahovaci hodnota pro bunky

tnuer Prahovaci hodnota pro jadra

c Specificka konstanta

F Fuzzy maska

B Binarni maska

© Hodnota faze

14 Stredni hodnota

o Smeérodatnéa odchylka
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uCT
CBCT
SRuCT
Pred@100
VOI
CSA
BV

TV

BS
Tb.Th
Tb.Sp
Conn.D

9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Rentgenova pocitacova mikrotomografie
Pocitacova tomografie s trajektorii po kruznici
Pocitacova mikrotomografie se synchrotronovym zdrojem zafeni
Léc¢ivo Prednisolon v davce 100 mg/kg
Tti-dimenzionalni oblast zajmu

Plocha prirezu kosti

Objem kostni tkané

Celkovy objem analyzované oblasti

Plocha povrchu kosti

Priumér trabekularni tloustky

Primeér trabekularniho meziprostoru

Hustota konektivity
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