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Abstrakt

Vyzkum chrupavky se standardné realizuje pomoci optickych mikroskopt na histologic-
kych Tezech. Pro objasnéni mechanismii jejiho vyvoje a formovani je ale zapotiebi technik,
které umozni zobrazit chrupavku ve 3D. Tato prace se zabyva rentgenovou pocitacovou to-
mografii mysich embryi. Konkrétné se vénuje vizualizaci chrupavéitych tkani v oblicejové
¢asti. V praci jsou shrnuty zaklady rentgenové pocitacové tomografie a dale je zpracovana
kratka resersni studie zabyvajici se kontrastovanim mékkych tkéni pro rentgenové zareni.
V ramci prace je stanoven postup pro realizaci tomografického méreni mysich embryi kon-
trastovanych latkou PTA. Tento postup obsahuje protokol aplikace kontrastovacich latek,
upevnéni vzorku, nastaveni CT pristroje a postup pro segmentaci a vytvoreni 3D mode-
lu chrupavky. Diléi vysledky jsou demonstrovany na mysich embryi vyvojového stadia
od 12,5do 17,5dne. Z divodu zlepsSeni kvality dat a standardizace postupu méreni a pri-
pravy vzorku jsou v praci zkoumany parametry rentgenové trubice a teplotni podminky
pri tomografickém meéreni. Jsou ukazany vysledné 3D modely obli¢ejové ¢asti a moznosti
naslednych analyz model.

Summary

Research of the cartilage is standardly realized by optical microscopy on histological slices.
However, for better understanding of shape-organizing processes, imaging in 3D is required.
This thesis deals with X-ray computed tomography of mouse embryos. Specifically, it fo-
cuses on visualization of craniofacial cartilage. The thesis summarizes the basic principles
of X-ray computed tomography. Short research study dealing with staining of soft tissues
for X-ray is also provided. The procedure of implementation of the tomographic measure-
ment of mouse embryos stained by PTA is described. This procedure includes the staining
protocol, fixing the sample and setting of the CT machine. Subsequent segmentation and
creating of a 3D model of cartilage is also desribed. Results for every step of this proce-
dure are demonstrated at the mouse embryos of developmental stage from 12.5 to 17.5
days. In order to improve data quality and standardization of the whole process, parame-
ters of X-ray tube and temperature conditions during the tomographic measurement are
explored. Finally, resulting models of craniofacial cartilage are shown with the possibility
of subsequent analysis.

Klicova slova
rentgenova pocitacova tomografie; kontrastovani mékkych tkani; embrya

Keywords
X-ray computed tomography; staining of soft tissues; embryos

TESAROVA, Markéta. Rentgenovd pocitacovd tomografie chrupavéitych tkdni embryi. Br-
no, 2016. 45 s. Bakalarska préace. Vysoké uceni technické v Brné. Fakulta strojniho inze-
nyrstvi. Vedouci prace Tomas ZIKMUND.






Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci Rentgenova pocitacova tomografie chrupavcitych
tkani embryi vypracovala samostatné pod vedenim Ing. Toméase Zikmunda, Ph.D., s po-
uzitim materialtt uvedenych v seznamu literatury.

Markéta Tesarova






Chtéla bych podékovat svému vedoucimu Ing. Tomasi Zikmundovi, Ph.D., za vedeni a cen-
né pripominky nejen pri tvorbé prace, ale za vse, co mé naucil o rentgenové pocitacové
tomografii. Také bych chtéla podékovat Mgr. Markété Kaucké, Ph.D., za pripravu em-
bryi a efektivni spolupraci, doc. Igoru Adameykovi, Ph.D., a prof. Ing. Jozefovi Kaiserovi,
Ph.D., za moznost zapojit se do tohoto vyzkumného projektu. Dale dékuji Ing. Josefu Ja-
rosovi, Ph.D.; za spolupréci pti kontrastovani vzorkl, Be. Tomasi Pikalkovi za technickou
podporu pii psani této prace a své rodiné za podporu po celou dobu studia.

Markéta Tesarova






Obsah

Uvod

1. Rentgenova pocitacova tomografie

1.1. Zdroje rentgenového zateni . . . . . . . .. ..o
1.2. Zékladni principy . . . . . . .o
1.3. Rekonstrukce obrazu . . . . . . . ..o oo
1.4. Geometrické zvétseni . . . . . . . Lo
1.5. Tomografické artefakty . . . . . . . . . . ...

1.5.1. Kruhové artefakty . . . . . . .. .. .o o

1.5.2. Tvrdnuti svazku . . . . . . ...

1.5.3. Podvzorkovani . . . . . . . ...
1.6. Fazovy kontrast . . . . . . . . ..

2. Kontrastovani
2.1, 0smium . . ... e
22.J6d .o
2.3. Kyselina fosfowolframova . . . . . . . .. ... oo
2.4. Specidlni techniky . . . . ... oo

3. Tomografické méreni
3.1. Aplikace kontrastovacich latek . . . . . . . .. .. ... .. .. ... ... ..
3.2. Priprava vzorku k méreni . . . . . . ... oo
3.3. Realizace tomografického méreni . . . . . . . . . ... .. ... ... ....
3.4. Zpracovani dat . . . . .. ..o

4. Vybrané parametry ovliviiujici kvalitu méreni
4.1. Fixace a upnuti vzorku . . . . . . . .. .o
4.2. Teplotni stabilita . . . . . . . . ...
4.2.1. Tuhnuti gelu . . . . .. . oo
4.2.2. Upevnéni zkumavky silikonovou pistoli . . . . . .. .. ... .. ...
4.2.3. Teplota béhem tomografického méteni . . . . . . . . .. ... .. ...
4.3. Parametry rentgenové trubice . . . . . ... ..o
4.3.1. Velikost ohniska . . . . . . . .. ..o
4.3.2. Filtrace rentgenového zafeni . . . . . . .. ... .. .. ... ...

5. Vysledky
6. Zavérecénd diskuze

Literatura

13
13
13
14
15

17
17
19
20
21

23
23
24
24
25
26
28
28
31

33

37

39



Seznam pouzitych zkratek a symbolt 43
Seznam priloh 45
A.Manual ke zpracovani dat i

B. Use of micro computed-tomography and 3D printing for reverse engi-
neering of mouse embryo nasal capsule v

C.Industrial Tomography System for Answering Biological Issues: Deve-
lopment of the Mouse Embryo Face xvii



Uvod

Tvar obliceje je dulezity pro rozeznavani jednotlivych rysu tvatre, coz pomaha socialni in-
terakei [1], ale jeho patologické stavy mohou také ovlivnit dychéni, prijem potravy nebo
vady Teci. Toto Siroké spektrum nedostatkii pak vede obecné k nizké kvalité Zivota jedince
[2]. Tvar obliceje zavisi na skeletélnich prvcich, které se skladaji hlavné z kostni membra-
ny, ktera se vyviji nad chrupavéitym zakladem pii embryonalnim vyvoji [3]. Nedostatecné
nebo abnorméalné vyvijejici se chrupavka v oblicejové casti je pak divodem Tfady lidskych
onemocnéni [4]. Formovani a mechanismus rustu chrupavky nebyl dosud v literatuie de-
tailné popsan. Jeji zobrazeni je proto jednim z dilezitych kol vyvojovych biologt pri
studovani mechanismt vyvoje kostry obratlovcii.

Vyzkum vyvijejici se chrupavky se realizuje prevazné na mysich embryich rtznych
vyvojovych stadii a mutaci. Pro porovnani detailli a rozdilt, které se zac¢inaji vyskytovat jiz
v embryonalnim stadiu, jsou vyzadovany analytické nebo zobrazovaci techniky s vysokym
rozlisenim.

Existuji rtizné zobrazovaci metody, z nichz jedna z nejbéznéjsich je opticka mikro-
skopie, ktera se provadi na histologickych Tezech a umoznuje zobrazit 2D Tez vzorkem
s vysokym rozlisenim. Dalsi standardné pouzivanou technikou je konfokalni mikroskopie,
ktera umoznuje vytvorit 3D obraz sbiranim sérii dat ze vzorku rozrezaného na jednotlivé
casti. Tato technologie je vSak Casové a financéné pomérné narocna. Opticka tomografie
je dalsi metoda pro zobrazeni ve 3D. Tato technologie je ale limitovana velikosti a typem
vzorku (biologicky vzorek musi byt dehydratovan a transparentni pro svétlo). Magnetic-
ka rezonance je bézné uzivany nastroj pro 3D zobrazovani mékkych tkani. Neposkytuje
ale dostatecné rozliseni pro zobrazeni chrupavky a pouziva se spise pro organy, jako jsou
mozek, jatra atd. [5, 6].

Jedna z nejvhodnéjsich metod pro zobrazovani struktury mysich embryi vyvojového
stddia od 12 do 17 dnti je rentgenova pocitacova tomografie [7]. Velikost embryi se v téchto
stadiich pohybuje v fadech milimetri. Tato technologie umozinuje nedestruktivné zobrazit
vnitini strukturu vzorkt s voxelovym rozliSenim v fddu jednotek mikrometrii. Takové
rozliseni je dostatecné pro zobrazeni tenkych stén chrupavky a rozliseni malych detailt
mezi riznymi mutacemi u riznych vyvojovych stadii. Rentgenova pocitacové tomografie
je vsak limitovana nizkym kontrastem mékkych tkani. Proto je nutné, aby vzorek prosel
pred samotnym tomografickym méfrenim urcitym chemickym procesem — kontrastovanim.

Pri kontrastovani se uziva rtznych kontrastnich ¢inidel, které reaguji s mékkymi tka-
némi a zvysi tak absorpci rentgenového zareni riznych casti vzorku. Kontrastni ¢inidla
reaguji s kolagenem a dalsimi proteiny [8, 9]. Chrupavka pak neni dobfe kontrastovana
v porovnani se svym okolim a lze detekovat jeji hranici.

Po spravné pripravé vzorku a tomografickém méreni ziskame virtualni tomografické
fezy objektem. Nasledujici a podstatnou c¢asti je pak zpracovani téchto dat a tvorba
pozadovaného 3D modelu. Ackoliv je mozné okem pozorovat hranici chrupavky (jak bylo
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UVOD

zminéno vyse), proces detekce chrupavky se zatim nepodarilo plné automatizovat a je
nutnd manualni segmentace pozadovanych ¢asti.

V této praci jsou nejprve v 1. kapitole struéné vysvétleny principy rentgenové poci-
tacové tomografie, dale je ve 2. kapitole teoreticky popsana problematika kontrastovani
mékkych tkani a nasleduje 3. a 4. kapitola, které se vénuji praktické casti. Ve 3. ka-
pitole je detailné popsan postup tomografického méreni na mysich embryi vyvojovych
stadii od 12,5, 13,5, 14,5, 15,5, 16,5 a 17,5 dne a dale byla naskenovana mutovana embrya
vyvojového stadia prevazné 15,5 dne. 4. kapitola se vénuje vybranym parametrim pri to-
mografickém méreni ovliviiujicich kvalitu ziskanych dat. V 5. kapitole jsou pak ukézany
vytvorené modely a analyzy, které byly na modelech provedeny. Tato prace se nevénuje
biologické problematice, které je popsana v ¢lancich [4] a [10].



1. Rentgenova pocitacova tomografie

Rentgenova pocitacova tomografie (CT) je technologie, kterd umoznuje zachytit objekty
s jejich vnitini strukturou. Tato technologie vyuziva rentgenového zareni, coz je elektro-
magnetické zafeni o vinové délce 1078-10712 m. Za objev zafeni ziskal v roce 1901 Wilhelm
Conrad Rontgen Nobelovu cenu za fyziku [11].

Jedny z prvnich tomografickych snimkt byly potizeny v roce 1957 R. N. Bartholo-
mewem a R. M. Casagrandem, kteri zkoumali hustotu ¢astic fluidni vrstvy uvniti ocelové-
ho potrubi [12]. Prvni pristroje pro lékarské ucely se zacaly pouzivat v 70. letech minulého
stoleti. V roce 1979 dostali Allan M. Cormack a Godfrey N. Hounsfield Nobelovu cenu
za fyziologii a lékafstvi za vyvoj pocitacové tomografie [11]. Od konce 90. let se pak tato
technologie zacala pouzivat ve vétsi mite také ke kontrole primyslovych vzorkil a pro
laboratorni ucely [13]. Vyhodou pramyslovych a laboratornich tomografickych zafizeni je
delsi expoziéni doba, vyssi energie a moznost zobrazit objekty s voxelovym rozliSenim az
kolem 1 mikrometru. Rozdilem oproti 1ékarskym pristroji je nehybny zdroj a detektor
a otacejici se vzorek pro moznost pofizeni rentgenovych snimki z riznych sméra [14].

1.1. Zdroje rentgenového zareni

Rentgenové zareni vznikd dopadem rychlych elektront na anodu [15]. V laboratornich
a prumyslovych zafizeni se jako zdroj rentgenového zareni nejcastéji pouziva rentgeno-
va trubice. Trubice se sklada z anody a katody umisténych ve vakuu, mezi kterymi je
vysoké urychlovaci napéti desitek kV [16]. Termoemisi vznikaji volné elektrony a vyso-
kym napétim jsou urychlovany smérem ke kladné nabité anodé. Anodou je vétsinou terc¢
z kovu (wolfram, molybden, méd, chrom...) Po dopadu na anodu se kineticka energie
elektronti zméni na tepelnou energii (vétsina energie) a rentgenové zatreni (brzdné a cha-
rakteristické). Brzdné zafeni, které ma spojité spektrum a vznika zabrzdénim pohybuji-
ciho se elektronu. Charakteristické zafeni je zavislé na materialu anody [15]. Dopadajici
elektrony excituji elektrony z obalu, které preskoc¢i na vyssi energetické hladiny. Pii na-
vratu do zékladniho stavu elektron vyzaii energii odpovidajici charakteristickému zareni.
Spektrum rentgenového zareni zavisi na napéti mezi katodou a anodou a materialu terce
[14].

Rentgenové zafeni s vyssi energii je mozné vyrabét i v synchrotronech [17]. Céstice
jsou nejprve urychleny v linedrnim nebo mensim kruhovém urychlovaci elektrickym polem
a az ziskaji dostatecnou energii jsou poslany do hlavniho kruhového urychlovace. Zde jsou
na kruhové trajektorii udrzovany pomoci magnetického pole. Céstice, kterd se pohybuje
po zaktivené trajektorii pak emituje elektromagnetické zareni.



1. RENTGENOVA POCITACOVA TOMOGRAFIE

1.2. Zakladni principy

Rentgenova pocitacova tomografie podobné jako radiografie vyuziva vlastnosti rentgeno-
vého zafeni reagovat s objekty. Zakladnim principem je vyuziti absorp¢niho kontrastu,
kdy se zafeni utlumuje v objektu podle tloustky a materidlu dané latky [18]. Pro prichod
zareni latkou plati Lamberttiv-Beertiv zakon

I = Ioe_‘””, (11)

kde I je intenzita proslého zareni, Iy ptivodni intenzita, x tloustka predmétu a p absorpéni
koeficient, ktery charakterizuje danou latku.

Pokud material neni homogenni, absorp¢ni koeficient neni konstantni a méni se s po-
lohou. Pro smér sifeni paprsku a absorpcéni koeficient v kazdém bodé jeho drahy pak

plati
/,u(x)dx =—In (Iio) : (1.2)

P1i prichodu svazkem, ktery neni monochromaticky, musime uvazovat spektralni hus-
totu intenzity svazku pred vstupem do materidlu jo(F). Pro intenzitu zareni po projiti
objektem tedy plati

I = /joexp l/,u(a:,E) da:] dE. (1.3)

Po prichodu objektem dopadéa zareni na detektor a je porizen rentgenovy snimek.
Hodnoty jednotlivych pixeli obrazu odpovidaji absorpci rtznych casti sledovaného ob-
jektu, konkrétné pomeéru I/1,. Tmavé pixely zobrazuji oblasti s vysokou absorpci (napf.
kov), svétlé pixely mista s nizkou absorpci (napf. vzduch). Upravou predchozich vztaht
dostaneme vztah pro funkci f, kterou dokdzeme urcit pomeér /1,

f= /,u(x) der=—1In (Iio) . (1.4)

Jednim z hlavnim tdkoli pocitacové tomografie je nalézt prave tuto funkei f [19]. Pri
tomografickém méreni se porizuji takovéto 2D projekce v riznych pozicich pri otaceni
vzorku kolem osy rotace. Matematickou metodou, tomografickou rekonstrukei, lze pak
z porizenych projekci ziskat objemovy model.

1.3. Rekonstrukce obrazu

Vsechny thlové 2D projekce tvori sadu, ktera je zakladem k rekonstrukci vybrané fyzikal-
ni veli¢iny v jednom tezu (obrazek 1.1). Vysledny objemovy model ziskdme opakovanim
postupu pro vSechny fezy pro kazdy pixelovy fadek [20]. Existuje vice matematickych po-
stupt jak dospét k zrekonstruovanému obrazu. V této kapitole je strucné popsan zakladni
princip pomoci metody filtrované zpétné projekce.

PTi tomto procesu se nejprve shromazdi data pro kazdy pixelovy radek (obrazek 1.1)
a seskladanim informace z kazdé projekce se vytvori sinogram (obrazek 1.2). Poté se infor-
mace kazdé projekce, obsazené v sinogramu, promitnou zpét do obrazové matice v piimce
kolmé k roviné detektoru (rovina projekce). Vznikne tak obraz naznacujici sméry se zvy-
senou absorpci. Do matice obrazu se takto zpétné promitne informace ze vsech tithlovych
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1.3. REKONSTRUKCE OBRAZU

natoCeni (obrazek 1.3). Obraz je ale narusen artefakty, coz je zpusobeno kone¢nou velikosti
pixelu detektoru. Pouziva se tedy filtrace, ktera tento fakt zohledriuje [13].

Tento postup se provede pro kazdy sinogram a seskladanim vsSech vytvorenych fezi na
sebe vznikne 3D model. Tomograficka rekonstrukce je schematicky znazornéna na obrazku
1.4 na prikladu mysiho embrya.

=

e

ID\/

Obrézek 1.1: Sbirani projekci z riznych hli. Pro kazdé natoceni je vyslednéd zaznamenana
funkce odlisnd, prevzato a upraveno z [21].

Py (t)

g=0°-180°

Obrazek 1.2: Vytvoreni sinogramu, pievzato a upraveno z [21].



1. RENTGENOVA POCITACOVA TOMOGRAFIE

Z!

(a) 1 projekee. (b) 2 projekce. (c) 4 projekce. (d) 1000 projekei.

Obréazek 1.3: Zpétna projekce a vysledna rekonstrukce obrazu pro rizné poéty projekci.
Prevzato a upraveno z [21].

(a) 2D projekce. (b) Zrekonstruovany rez. (c) 3D model.

Obrazek 1.4: Princip tomografie pii vytvareni 3D objekti. Cervend oblast na 2D projekei
schematicky znazornuje vybranou oblast Tezu.

1.4. Geometrické zvétseni

Zvétseni vyjadiuje kolikrat doslo ke zvétSeni objektu v obrazu v porovnani s jeho realnym
rozmeérem. Princip zvétseni zobrazovaného objektu se lisi podle typu uzivaného pristroje.
Standardni strategie pro micro CT systémy vyuziva geometrického zvétseni diky kuzelo-
vému svazku, ktery generuje rentgenova trubice [22].

Zvétseni M se vypocita jako pomér vzdalenosti zdroje od detektoru (FDD) a vzdéle-
nosti zdroje od objektu (FOD).

FDD

M= o5 (1.5)

Cim blize je vzorek umistén u trubice, tim vétsitho zvétSeni je dosazeno. Dilezité je
umisténi celého objemu objektu v kuzelovém svazku béhem jeho rotace. Vysledné voxe-
lové rozliseni je tedy zavislé na velikosti méreného objektu. Pro odhad velikosti rozliseni
se obvykle pouziva pravidla 1/1000 redlné velikosti objektu [14], tzn. pro vzorek o pri-
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1.5. TOMOGRAFICKE ARTEFAKTY

méru 10 mm se voxelové rozliseni pohybuje okolo 10um. Schematicky jsou vzdélenosti
znazornény na obrazku 1.5.

Zdroj T ' 1
M i ! i .,""‘
/I\ malé FOD | velké FOD |
Objekt e e § )l
| | .‘ \ E i :i | II‘.
1 FOD  foooo e
| ' i | || 'tl
| 5 F])
Detektor /’+ N - éf +
. :
Vysokeé zvétSeni Nizké zvétSeni

Obrazek 1.5: Geometrické zvétseni vyuzivajici kuzelového svazku. Prevzato a upraveno
z [22].

Zvétseni M zaroven definuje vyznamny parametr voxelové rozliseni — vyslednou velikost
voxelu Vox jako

px
M’
kde px znaci velikost pixelu elementu detektoru. Voxelové rozliseni byva obvykle mensi nez
realné rozliseni obrazu, které je zhorSovano dalsimi parametry (jako je napriklad stabilita
rentgenové trubice) a byva uréovano experimentalné pomoci méfeni normovanych objekti.

Vox = (1.6)

1.5. Tomografické artefakty

Termin artefakt se v pocitacové tomografii pouziva k oznaceni systematického nesouladu
vysledného zrekonstruovaného obrazu s redlnym objektem [23]. Tyto nedokonalosti jsou
béznym jevem pri tomografickém mérenim a maji rizné ptivody. Nékteré se daji odstranit
nebo alespon omezit jiz pri tomografickém meéreni riznymi metodami, jako je filtrace dat,
skenovani pri riznych energiich apod. Jiné artefakty jsou zptisobeny az pti zaznamenavani
ziskanych dat a odstranuji se az nasledné prii zpracovani dat.

V této kapitole jsou popsany tomografické artefakty, které se obvykle vyskytuji pri
tomografickém méteni biologickych vzorki.

1.5.1. Kruhové artefakty

Kruhové artefakty vznikaji pii porizovani projekci a jejich néslednou rekonstrukei a jsou
zpusobeny nedokonalosti detektoru. Kazdy pixel detektoru ma jinou citlivost, coz se pri to-
mografické rekonstrukcei projevi vznikem svétlych nebo tmavych kruhi centrovanych okolo
osy rotace [24]. Ukazka kruhovych artefaktu v tomografickych datech je na obrazku 1.6.

7



1. RENTGENOVA POCITACOVA TOMOGRAFIE

K odstranéni téchto artefakti se pouziva kalibrace detektoru, kdy jsou porizeny snim-
ky bez vzorku ve vysledné vzdalenosti trubice-detektor, kde se bude skenovat. Poridi se
snimky, kdy je detektor ozaren a kdy zastinén a jednotlivé pixely jsou kalibrovany na
stejnou hodnotu. Dale se pouziva pohybu detektoru, kdy se detektor pohybuje o ndhodny
maly pocet pixeltl na rtzné strany. Toto zptisobi, zZe vadné pixely jsou pri kazdé projek-
ci na rizném misté. Tento maly pohyb je zaznamenavan a zohlednén pri tomografické
rekonstrukei.

Pri detekci tzv. mrtvych pixeli, coz jsou vadné pixely necitlivé na zareni, se tyto
pixely oznaci a ve vysledném obrazu je tento pixel nahrazen hodnotou vzniklou interpolaci
okolnich pixelti. Pti velkém poctu téchto pixelii se pak snizuje rozliseni vysledného obrazu.

(a) Kruhové artefakty. (b) Odstranéni kruhovyh artefakti.

Obréazek 1.6: Kruhové artefakty a jejich odstranéni pomoci hardwarovych i softwarovych
funkci. Ukazka tomografického rezu mysiho embrya vyvojového stadia 18,5 dne.

1.5.2. Tvrdnuti svazku

Tvrdnuti svazku (beam hardening) se objevuje u polychromatickych rentgenovych zdroju.
Pr1i prichodu rentgenového zareni vzorkem se fotony s malou energii absorbuji vice, nez
vysokoenergiové fotony, které z vétsi ¢asti projdou vzorkem a dopadnou na detektor [24].
Utlum paprski pak nesplituje exponencidlnf zavislost vyjadienou v rovnici 1.1. Tento
artefakt je pak pozorovan jako kombinace svétlych a tmavych pruhti v materialech se
znacné odlisnymi absorpénimi koeficienty (napr. kost a mékka tkan, kov a plast atd.).

K odstranéni tohoto artefaktu se pouziva kovovych filtra (hlinik, méd, cin...) rtiznych
tloustek, které se umisti za okénko rentgenové trubice a zachyti nizkoenergiové fotony.
Dalsim zptisobem odstranéni artefakti tohoto druhu je provedeni stejného skenu pri dvou
ruznych energiich [24].
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Obrazek 1.7: Simulace skenu bez (horni fada) a s (dolni fada) artefaktem tvrdnuti svazku.
Svétla mista reprezentuji mista s vysokym absorpcnim koeficientem. Prevzato z [24].

1.5.3. Podvzorkovani

Jednim ze zakladnich parametr uré¢ovanych pti tomografickém méteni je pocet porizenych
projekci. Snizovani poctu projekei vyrazné snizuje dobu skenovani, avsak snizovani poctu
projekci ovliviiuje vyslednou kvalitu dat. Pii nedostatecném poctu projekei se snizuje
pomeér signalu k sumu a méné kontrastni objekty se mohou stét nerozpoznatelnymi [25].
Ukéazka volby nedostatecného poctu projekei je na obrazku 1.8.

(a) 180 projekei. ) 90 projekei.

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

Obrazek 1.8: Vliv poctu projekei na vysledny tomograficky rez. Prevzato a upraveno z [25].

Kazdy pristroj je obvykle vybaven manualem od vyrobce, kde je doporuceny pocet
projekci v zavislosti na pixelové vzdalenosti nejvzdalenéjsich mist objektu béhem rotace,
tak aby nedoslo k podvzorkovani. Pocet projekci je zavisly na velikosti pixelu detektoru
a vzdalenosti zdroje od detektoru. Doporucené pocty projekci v zavislosti na sitce vzorku
a ruzné vzdalenosti FDD pro pristroj GE v|tome|x L 240 je na obrazku 1.9.
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Obréazek 1.9: Minimélni pocet projekci v zavislosti na sitce vzorku pro rizné vzdalenosti
zdroj-dektektor. Pievzato a upraveno z [22].

1.6. Fazovy kontrast

V prirodé existuje mnoho objekti, které vzhledem k rentgenovému zatreni nejevi vyraznou
zménu absorpce zareni (napf. mékké tkané biologickych vzorku). Tyto objekty nejsou dob-
fe pozorovatelné, a tak se pouziva riznych kontrastovacich metod pro zlepseni absorpcéniho
kontrastu. Druhou, méné vyuzivanou moznosti, je fazovy kontrast.

Diky fazovému kontrastu dokazeme zaznamenat fazové zmény vlnéni po priichodu
objektem. Detekujeme interferenci primého zateni, které prochézi objektem beze zmény
a vlnéni difrakéntho posunutého na riznych fazich objektu [26]. Pfi ozafovani vzorku
rentgenovym zafenim pak detekujeme vzdy kombinaci fazového a absorpéniho kontrastu.

Tato metoda je vhodna pro objekty s jasné definovanym rozhranim. Fazovy kontrast se

vvvvv

stupném prostorové koherence a neni prilis vhodna pro laboratorni a primyslova pCT.
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(a) Pouze absorpéni kontrast.

‘-."‘r_!"

(b) Kombinace absorpéniho a fazového kontrastu.

Obrazek 1.10: Ukazka pouziti fazového kontrastu pro zlepseni kvality dat. Upraveno a pre-
vzato z [27].
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2. Kontrastovani

Rentgenova pocitacova tomografie je metoda, kterd pracuje hlavné na principu rozdilné
absorpce rentgenového zareni pro rtuzné materialy. Tato technologie je v biologii Siroce
uzivana pro mineralizované tkané jako jsou kosti, ale je limitovana nizkym kontrastem
mekkych a nemineralizovanych tkani u embryi [28]. Pouziva se tedy kontrastnich latek,
které se vazou na rizné proteiny a zvysuji tak absorpci rentgenovych paprski ve vzorku
nebo v téle pacienta.

Absorpce zafeni se zvysuje se zvySujicim protonovym ¢islem [29]. Proto se jako kon-
trastni ¢inidla pouzivaji latky obsahujici atomy s vysokym protonovym cislem, jako je
napr. wolfram, gadolinium atd. Kontrastni latky se lisi nejen svym slozenim, ale také
zpusobem aplikace a afinitou k riznym anatomickym strukturam [30]. Pro rizné tcely
vyzkumu se v biologii tedy pouzivaji rizna kontrastni ¢inidla.

2.1. Osmium

Jedna z moznosti kontrastu mékkych tkani je aplikace latek obsahujicich osmium, konkrét-
né osmium tetraoxid (OsO,4). Osmium tetraoxid se vaze na bunééné membréany, nervovou
tkan a struktury bohaté na tuky [30]. Vyhodou je moznost kontrastovani vzorku jiz za-
litého do pryskytice, ve které pak probiha i skenovani a je tak zajisténa stabilita vzorku.
Jeho velkou nevyhodou je to, Ze je toxicky a neni aplikovatelny pro vzorky, které byly kon-
zervovany v alkoholu. Ukazka vzorku nakontrastovanym osmiem je uvedena na obrazku
2.2 (a).

2.2. Jod

Kontrastni latky zalozené na jodu patii mezi nejdostupnéjsi kontrastovaci latky uzivané
pro rentgen. Pouziti jédu zajistuje rychly a snadny prostup do kontrastované tkané a silny
kontrast. Pfi nevhodné pouzité koncentraci a delsi louhovaci dobé se ale mizou tkané
presytit a muze nastat prekontrastovani [28]. Jéd je finanéné dostupny a neni toxicky, coz
je velkd vyhoda naptiklad oproti osmiu. Pouzivaji se rizné roztoky jodu, jako je Iohexol,
Lugoluv roztok (IKI), nebo roztoky i6di v methanolu a ethanolu (I12M, I12E).

Iohexol je latka pouzivana prevazné v mediciné pro zobrazovani in vivo. Podava se
nitrozilné pro studium srdce a cév nebo zaludecni sondou pro studium traviciho tstroji.

Lugoltv roztok, oznacovany jako IKI, je roztok jédu s jodidem draselnym. Kontrasto-
vani probiha po dobu nékolika hodin az dni a zavisi na velikosti a typu vzorku. Lugoltiv
roztok zvysuje absorpci ve svalech, mozku, nervové tkani, kryci tkéni (epitel), vazivové
tkani a zadrodecném listu u embryi (ektoderm).

Dalsi varianta je smichéani 1% jédu (Iz) ve 100% ethanolu nebo methanolu, tyto roztoky
se oznacuji I2E a I2M. Kontrastovani probiha nékolik hodin, kdy jsou vzorky nalozeny
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v prislusnych roztocich a po vyjmuti jsou promyty alkoholem. I2E a I12M kontrastuji
hlavné nervovou tkan, epitel, vazivové tkané a ektoderm [28].

2.3. Kyselina fosfowolframova

Kyselina fosfowolframova (PTA) je kontrastni latka, kterd je vyuzivana i v histologii. Op-
tické a elektronové mikroskopii vyuzivaji jeji schopnost zvysovat kontrast mezi mékkymi
a mineralizovanymi tkanémi. PTA se vaze na kolagen a dalsi proteiny [8, 9] a poskytuje
tak dostatecny absorpcni kontrast i pro rentgenové zareni. Chrupavka PTA nevaze a ab-
sorbuje méné zareni, proto ji vidime jako tmavé oblasti, které lze rozeznat diky svému
okoli, které je nakontrastovano a definuje jeji hranici (obrazek 2.1). Diky tomu byla PTA
shledana jako nejvhodnéjsi kontrastni ¢inidlo pro tcely zobrazovani chrupavky.

04mm -
[ ]

Obréazek 2.1: Tomograficky fez mysim embryem. Sipky ukazuji chrupavku v obli¢eji. P¥e-
vzato z [6].

Jeji vyhodou je dobra rozpustnost ve vodé i v alkoholu. Kontrastované vzorky jsou pak
velmi stabilni a kontrastovani vydrzi i nékolik mésicti pti spravné konzervaci pri snizené
teploté v alkoholovych roztozich, agarézovém gelu nebo pryskytici.

Nevyhodou je pomaly prunik do tkéani, ktery se pohybuje v fadech dnt az tydni
a omezena velikost vzorku. U vétsich vzorka PTA pronikne jen nékolik milimetrt a vnitini
¢ast zlstane nenakontrastovana [28].
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5y @ﬁ} 2
» | % A 3

Obrazek 2.2: Porovnani rtiznych kontrastnich ¢inidel na vzorku mysiho embrya zalitého
v pryskytici starého 12,5 dne a) Osmium b) J6d c¢) Kyselina fosfowolframova. Prevzato
a upraveno z [31].

2.4. Specialni techniky

Mezi specialni techniky patii latky, které umoznuji zobrazit pouze urcité struktury. Neni
tak nutna segmentace riznych anatomickych struktur a zkontrastnéna struktura je ihned
patrna. Nevyhodou muze byt, Ze struktura neni pozorovatelna v kontextu se svym okolim.

Prikladem takové latky je gallocyanin—chromalum, ktery dokaze zobrazit bunécnou
hustotu a jednotlivé bunky. Nevyhodou tohoto kontrastniho ¢inidla je ale slaby celkovy
kontrast [28].

V ramci zvysujici se potfeby zobrazovat mékké tkané se zacind vyskytovat rada latek
zameérenych na zobrazovani riznych urcitych typu tkané. Vétsinou se ale jedné o komercni
latky, a tak je v literatutfe obtizné dohledat pfesné mechanismy, jakym dochazi ke kon-
tratovani. Jednim z nich je latka Hexabrix. Tato latka se fadi mezi aniontova kontrastni
¢inidla a umoznuje zobrazit pouze chrupavku. Stejné jako u predeslého pripadu je ale
nevyhodou, ze chrupavka neni vidét v kontextu ostatnich struktur [32].

Dalsi metodou je podavani nanocastic do téla pacienta. Toho se vyuziva pro rtizné me-
dicinské tcely, jako je sledovani krevniho obéhu, zvyseni akumulace ¢astic v nadorech atd.
Tyto nanocastice se vyskytuji pod riznymi obchodnimi nazvy a jsou zalozeny vétsinou
na béazi kovi (zlato, zelezo, gadolinium, ale i kovy alkalickych zemin) [30].
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3. Tomografické meéreni

Tomograficka méreni byla realizovana v laboratori rentgenové poc¢itacové mikro a nanoto-
mografie CEITEC VUT v Brné na piistroji GE phoenix v|tome|x L 240'. Bylo naskeno-
vano nékolik mysich embryi riznych vyvojovych stadii. Konkrétné se jednalo o vyvojova
stadia 12,5, 13,5, 14,5, 15,5, 16,5 a 17,5 dne. Kromé nemutovanych stadii jsme méli k dis-
pozici i embrya mutovana. Velikost vzork se pohybovala v fadech milimetri.

Embrya byla pripravovana na Karolinskem institutu ve Stockholmu. Experiment byl
schvilen etickou komisi? a §védskou instituci pro pokusy na zvifatech®. Vzorky byly ze
Svédska posilany v PBS (phosphate buffer saline) do Ceské republiky a Rakouska, kde
probihala aplikace kontrastovacich latek na Masarykové univerzité v Brné a Lékarské
univerzité ve Vidni. Po ukonceni procesu kontrastovani byly vzorky prevezeny do tomo-
grafické laboratore, kde byl rentgenem zkontrolovan tcinek kontrastovani. Pokud bylo
kontrastovani dostatecné (obrazek 3.1) byla embrya pripravena k tomografickému méfent,
v opacném pripadé poslana zpét k prekontrastovani.

Optimalizaci méreni jsme dospéli k postupu, ktery je popsan nize.

3.1. Aplikace kontrastovacich latek

Protokol, podle kterého probihalo kontrastovani, byl modifikaci protokolu popsaném v [28].

Embrya byla po extrahovani uloZena v PBS s 4% formaldehydem na 24 hodin pii
teploté 4 °C. Vzorky poté byly oplachnuty PBS a dehydratovany vlozenim do ethanolovych
lazni se zvysSujici se koncentraci (30 %, 50 %, 70 %). V kazdé koncentraci byly vzorky
ponechany po dobu jednoho dne. Po vyjmuti z ethanolovych lazni byly vzorky umistény do
roztoku ethanol:methanol:voda v poméru 4:4:3 a déle do roztoku 80% a 90% methanolu.
V kazdé z téchto lazni byly ponechany 1 hodinu.

Optimalizaci bylo zjisténo, ze nejlepsiho kontrastu a proniknuti kontrastnich latek do
celého vzorku je dosazeno pii pouziti 0,7% roztoku PTA v 90% methanolu, ve kterém
byly vzorky kontrastovany po dobu 6 dnu a roztok byl kazdy den vymeénén za cerstvy.

Nésledné byly vzorky nazpét rehydratovany a to sérii methanolovych roztoku (90 %,
80 %, 70 %, 50 % a 30 %). Po vyjmuti byly vzorky oplachnuty destilovanou vodou.

Pred fixaci vzorki pro tomografické méteni byla embrya zkontrolovana porizenim rent-
genovych snimkt. V nékolika pripadech vzorky nebyly dostatecné nakontrastovany a PTA
nepronikla do celého vzorku (obrazek 3.1). Problémy s kontrastovanim se vyskytovaly
u vzorku, které byly pred pocatkem celého procesu zamrazeny, nebo u vétsich a mutova-
nych embryi. Diivodem muze byt tlustsi kuze, kvili ¢emu mély pak kontrastni latky horsi
propustnost celym vzorkem.

LGE Sensing & Inspection Technologies GmbH, Némecko
2Ethical Committee on Animal Experiments, Norra Djurforsoksetiska Namd
3The Swedish Animal Agency ‘s Provisions, Guidelines for Animal Experimentation

17



3. TOMOGRAFICKE MEREN]

(a) Nakontrastované embryo. (b) Nenakontrastované embryo.

Obréazek 3.1: Porovnani rentgenovych snimkt nakontrastovaného embrya s mutovanym
embryem, které se nepodarilo dostatecné nakontrastovat. Vyvojové stadium embryi je
15,5 dne.

Pokud jiz rentgenové snimky zobrazily nedostatecné kontrastovani, postupovalo se riz-
nymi zpusoby. Jednim z nich bylo zvyseni koncentrace PTA v roztoku 90% methanolu. Pri
tomto zpusobu je ale nebezpeci smrskavani kiuze (obrazek 3.2). To nemusi byt problémem
u studia vnitinich tkani jako jsou kosti nebo chrupavka, vzorek to vsak stale ovliviiuje.
Lepsim zpusobem se ukazalo opatrné odriznout hlavu od celého téla a PTA pak pronikla
snadnéji do tkani. Nevyhodou tohoto feseni je destrukce vzorku pro pripadné nasledujici
studium tkané v oblasti fezu.
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(a) Spravné zvolena koncentrace. (b) Poskozeni kuze.

Obrazek 3.2: Ukazka smrskavani kuze pii vysoké koncentraci PTA.

3.2. Priprava vzorku k méreni

Pro tuspésné tomografické méreni je dulezité spravné upevnéni vzorku na rotacni stil
mezi rentgenovou trubici a detektor. Je dulezité, aby se objekt pii méreni nepohyboval.
Kazdy mensi pohyb zapric¢ini nekvalitni data v podobé artefaktl a rozmazanych hran pri
tomografické rekonstrukci. U nékterych rekonstrukénich softwart existuji korekce na malé
pohyby vzork, ale i pfes to ma pohyb vyrazny vliv na kvalitu dat. Vzorek tedy musi byt
pevné zafixovan pomoci materidlu neabsorbujicich rentgenové zareni, musi byt umistén
v ose rotace a upevnén nad kovovymi ¢astmi skli¢idla, aby mohl rotovat ve velké blizkosti
rentgenové trubice.

V této praci bylo pro upevnéni vzorku pouzito zaliti vzorki do agarézového gelu, kte-
ry vznikd rozpusténim agardzového prasku v destilované vodé pri zvysené teploté a se
snizujici se teplotou tuhne. Vzorek je zalivan do plastové zkumavky, co nejmensiho pru-
meéru, aby se minimalizoval objem gelu okolo vzorku. Gel totiz v malé mite také absorbuje
rentgenové zareni a snizuje tak signal. Podrobnéji je fixace a upnuti vzorku zdivodnéna
ve 4. kapitole, kde byly zkoumany parametry ovliviiujici kvalitu méreni.

Zality vzorek v gelu a zkumavce byl upevnén silikonovou pistoli na tyc¢inku s karbo-
novymi vldkny, kterd méa vysokou pevnost a maly pramér, coz zajistuje stabilitu béhem
meéreni a moznost priblizit vzorek blizko ke zdroji rentgenového zateni. Vzorek se umis-
til do klimatizovaného pristroje minimalné po dobu 40 minut (obrézek 4.3) k vyrovnani
teploty zkumavky a pristroje, pri které probihalo méfeni. Ty¢inka byla poté upevnéna do
celisti skli¢idel mezi detektor a rentgenovou trubici. Upevnéni vzorku je zndzornéno na
obrazku 3.3.
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3.3. Realizace tomografického méreni

Tomografickd méfeni probéhla na pfistroji GE v|tome|x L 240 vybaveném nanotrubi-
ci s maximalnim vykonem 15W pri napéti 180kV a detektorem typu flat panel DXR
2048 x 2048 pixeli. Pro ziskani dostatecného signalu byla trubice nastavena na urychlo-
vaci napéti 60kV a proud 200 yA. Expozi¢ni doba byla 900 ms v kazdé z pozic pii otaceni
vzorku. Byly prumérovany vzdy 3 projekce v kazdé pozici (parametr average). Pocet takto
zprumeérovanych snimku byl uréen podle velikosti vzorku tak, aby nedochazelo k podvzor-
kovani a pohyboval se kolem 2000 snimki. Cistd doba samotného skenovani byla tedy
kolem 100 minut. Pred kazdym mérenim musela probéhnout kalibrace detektoru ke zlep-
seni kvality ziskanych dat a eliminaci mrtvych pixelt v detektoru. Zareni pred interakci
vzorkem prochazelo beryliovym okénkem rentgenové trubice a bylo filtrovano 0,2 mm
hliniku k odstranéni artefaktu tvrdnuti svazku. Voxelové rozliSeni vzorka bylo od 2um
do 7yum v zdvislosti na velikosti embrya. Usporddani pii méfeni v tomografu je zobrazeno
na obrazku 3.3.

Obrazek 3.3: Usporadani aparatury pro tomografické méreni. A — detektor; B — rentgenova
trubice; C — hlinikovy filtr; D — vzorek zality v agaru ve zkumavce; E — kovové sklicidlo.
Ptevzato z [6].
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3.4. ZPRACOVANI DAT

3.4. Zpracovani dat

Z potizenych rentgenovych projekci byly vytvoreny tomografické fezy v rekonstrukénim
softwaru datos|x?.

Vytvorené tezy byly pouzity ke tvorbé 3D modeli kombinaci tomografickych softwart
Avizo® a VG studio®. Detailné je zpracovan{ dat popséno v ¢lanku [6]. Nejprve probéhla
segmentace chrupavky v tomografickych rezech pomoci softwarovych nastroji pro manu-
alni segmentaci. Odsegmentovan byl priblizné kazdy 3.—10. fez v zavislosti na rozliseni
a Clenitosti modelu. Mezi témito Tezy byla pouzita interpolace, tzn. rovhomérné rozloze-
segmentace, ale na druhou stranu pridava nepfirozené nerovnosti na vysledném 3D mode-
lu chrupavky. Model byl tedy importovan do programu VG studio, kde byly tyto skoky
zhlazeny. Pti zhlazovani modelu byl tento proces kontrolovan v origindlnich CT datech,
aby nedoslo ke ztraté informace (ukdzka na obrazku 3.4). V programu VG studio pak
probéhla dalsi analyza modelii pomoci softwarovych nastroj.

Komerc¢ni tomografické softwary, jako je VG studio, se zaméruji spise na primyslové
problémy, kde jsou ostré hrany, zietelné hranice, pravidelné tvary atd., coz neni pripad
biologickych vzorkt. Z tohoto divodu byl vytvoren manudal pro zpracovani biologickych
(nepravidelnych) objektt manudlni segmentaci za pouziti téchto dvou softwart. Manudal
je prilozen v priloze této prace.

(a) Model vytvoreny manuélni segmentaci. (b) Nésledné zhlazeni modelu.

Obrézek 3.4: Odsegmentovany model lebky pred zhlazenim v porovnéni s modelem, ktery
byl jiz upraven pomoci funkce VG studio (smoothing). Mira pouziti néstroje byla hodnoce-
na vizualné na tomografickych rezech, kde hranici chrupavky prekryvala kontura modelu.
V levém dolnim rohu je ukazka dat na detailu vnitiniho ucha.

4GE Sensing & Inspection Technologies GmbH, Némecko
SFEI, USA
6Volume Graphics GmbH, Némecko
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4. Vybrané parametry ovlivinujici kva-
litu méreni

Pii tomografickém méfeni se vyskytuje mnoho parametrti, které ovliviuji kvalitu zis-
kanych dat. Néktera méreni musela byt opakovana, aby byla ziskana data dostacujici
pro tvorbu 3D modelu. Bylo zjisténo, ze se vzorek pri méreni pohybuje, a tak byla podrob-
néji zkoumana fixace vzorku a teplotni stabilita, kterd ovliviiuje nejen pohyb, ale i vlast-
nosti rentgenové trubice. Tomografické fezy poskytly potfebnou informaci pro manudlni
segmentaci, ale tento proces se zatim nepodarilo plné automatizovat. Proto byly dale
zkoumany parametry rentgenového zareni, a to velikost ohniska a rentgenové spektrum.

4.1. Fixace a upnuti vzorku

Jak jiz bylo zminéno vyse, spravné upnuti vzorku je klicové pro tspésné tomografické
méreni. Musi byt zajiSténa stabilita vzorku pfi rotaci pomoci materidlu s nizkou absorpci.
Pro optimalizaci pripravy vzorku ke skenovani bylo zkoumano vhodné urceni zkumavky,
jejtho materiadlu a koncentrace agarézového roztoku. I pres to, ze ma gel nizké absorpéni
vlastnosti, dil¢im cilem bylo zjistit, zda by mensi koncentrace gelu pomohla zlepsit kontrast
a snizit Sum.

Priprava gelu probiha tak, Ze se smicha agarézovy prasek s destilovanou vodou v po-
trebné koncentraci a zahteje se na teplotu kolem 80 °C. Pti ohfivani se prasek rozpusti,
vznikne roztok a jeho chladnutim vznikd pomérné pevny gel. V literatute [28, 31] se béz-
né uvadi 0,5% koncentrace agarézového roztoku ve vodé, pii které je zajisténa dostatecna
tuhost gelu pro stabilitu vzorku béhem tomografického skenovani. Po zméteni absorpce
riznych koncentraci na 2D rentgenovych snimcich se ale ukazalo, Ze samotnd koncent-
race agaru ma zanedbatelny vliv na absorpci a ibytek signalu je srovnatelny od 0,125%
do 2% koncentrace. Na obrazku 4.1 je rentgenova projekce gelu ve zkumavce pri ruznych
koncentraci a pod nim je analyza v programu ImageJ!, kterd ukazuje, Ze hodnota Sedi
znazornujici absorpci paprski je stejna pro vSechny koncentrace. U nejnizsi koncentrace
uz ale neni zajisténa dostateéna tuhost a pri tuhnuti gelu se zacaly objevovat bubliny.

I'National Institutes of Health, USA
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Obrazek 4.1: Absorpce pro rizné koncentrace agarézového gelu. Cervend Sipka ukazu-
je bublinu vzniklou pfi tuhnuti gelu nejnizsi koncentrace. Cervend ¢ara linii, kterd se
analyzovala. Na grafu je analyzovany profil, kde svisla ose znazornuje hodnotu Sedi 2D
rentgenovych snimki. Pro kazdou z koncentraci je pokles hodnoty stejny.

4.2. Teplotni stabilita

Dalsim parametrem, ktery muze ovlivnit vysledky méteni, je teplotni stabilita agarézového
gelu, do kterého se vzorek upeviuje, a jeho teplotni roztaznost. Priprava gelu probiha pri
zvysené teploté a aby se biologicky material neposkodil vysokou teplotou je vhodné pockat
urcitou dobu az klesne teplota roztoku a az pak vzorek zalit.

Ackoliv se zda, ze jiz po par minutdach po zaliti je gel stabilni, zpocatku se vyskytly
problémy s tomografickou rekonstrukei. Ukazalo se, Ze se vzorek pti skenovani pohybuje.
To bylo zjisténo rozdilem prvniho a posledniho snimku tomografického méreni. V idealnim
pripadé je vysledkem tohoto rozdilu sum. Pokud ale dojde k pohybu, rozdilem je obrys
vzorku, ktery se pohnul. Proto bylo provedeno méteni teploty gelu, a to jiz od zaliti
vzorku do gelu a béhem jeho chladnuti. Déle se zkoumala zména teploty béhem upinani
zkumavky se zalitym vzorkem silikonovou pistoli a pii samotném tomografickém méreni.

4.2.1. Tuhnuti gelu

Nejprve bylo zméteno chladnuti gelu od teploty 63 °C. Méreni probihalo v mistnosti o tep-
loté 24°C. Nez se gel ustalil na tuto hodnotu trvalo o néco vice nez 1 hodinu. Graf je na
obrazku 4.2. Vzorek se zalival pti teploté 50 °C.
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Obrazek 4.2: Casova zavislost teploty agarézového gelu po zaliti vzorku do zkumavky
standartni velikosti pouzivané k témto tcelim (objem gelu cca 2 cm?).

4.2.2. Upevnéni zkumavky silikonovou pistoli

Na upevnéni zkumavky se vzorkem ke karbonové tycince se ukazala nejvice vhodna siliko-
nova pistole. P1i chladnut{ silikonu je totiz mozné nastavit finalni polohu vzorku tak, aby
byl v ose rotace. V ramci experimentu zaméreného na studium teploty bylo ale zjisténo, ze
i kontakt roztaveného silikonu se zkumavkou zptisobuje vyrazné zvyseni teploty. Béhem
aplikace silikonu (a nastavovani spravné polohy) vzrostla teplota o 8°C.

Bezprostredné po nastaveni spravné polohy zkumavky vici karbonové tycince, byla
karbonova tyc¢inka umisténa do skli¢idla CT piistroje (obrazek 4.4). Pristroj je klimatizo-
vany na teplotu 22°C. Nez se ustélila tato hodnota, bylo nutné pockat 40 minut. Casova
zavislost teploty je na obrazku 4.3. Je nutno poznamenat, ze i pfi méreni vzorki, které
jsou jiz predem zalité v agardzovém gelu a jsou napiiklad uskladnény v lednicce, je nutné
pockat pred samotnym meérenim na vyrovnani teploty vzorku a pristroje.
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Obrazek 4.3: Casova zavislost teploty agarézového gelu po upevnéni zkumavky silikonovou
pistoli na plastovy drzak a jeho umisténi do klimatizovaného CT pristroje.

4.2.3. Teplota béhem tomografického méreni

Pri samotném tomografickém meéreni byla zkoumana nejen tepelna stabilita vzorku, ale
také rentgenové trubice. K dosazeni maximalniho geometrického zvétseni je totiz vzorek
umistén co nejbliz rentgenové trubici, ktera se béhem méreni znacné zahiiva. Jedno ¢idlo
zustalo tedy umisténé v agardzovém gelu a druhé bylo umisténo primo na rentgenovou
trubici (obrazek 4.4). Probéhlo méfeni pii stejnych parametrech, jako pri samotném tomo-
grafickém méteni vzorki. Byl tedy zachovan stejny proud, napéti, filtrace a doba méreni,
ktera se pohybuje kolem 90 minut.

Casova zavislost teploty je na obrazku 4.5. Po 90minutovém méfen{ vzrostla teplota
trubice z 22°C na 32°C. Teplota uvnitt zkumavky také stoupla, ale jiz ne tak vyrazné,
zvysila se o 3°C. Tento teplotni skok neni natolik velky, aby zptsobil rozehrati jiz ztuhlého
gelu. Je treba ale brat v ivahu teplotni roztaznost a to, ze pfi tomto experimentu byl za-
hifvan gel o objemu piiblizné 2 cm?®. Obecné se objem gelu lisf podle velikosti vzorku a pii
jeho vyrazném snizeni muze teplota vzrust vice. Pak je tedy vhodné uvazovat oddaleni
vzorku od trubice, nebo zajistit dodatecné chlazeni trubice.
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Obrazek 4.4: Fotografie méreni teplotni stability v prubéhu tomografického méreni. A —
teplotni ¢idlo zalité v 0,5% agar6zového gelu; B — teplotni ¢idlo umisténé na rentgenové
trubici; C — sonda pro zaznamenavani teploty.
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Obrazek 4.5: Casova zéavislost teploty trubice a agarézovém gelu pii tomografickém méfeni
po dobu 95 minut pii nastaveni 60kV a 200 pA.
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4.3. Parametry rentgenové trubice

4.3.1. Velikost ohniska

Velikost a vlastnosti ohniska? jsou dtleZitym parametrem, ktery je tfeba na zafizeni sle-
dovat z divodu ovliviiovani kvality obrazu. Nanofokusa¢ni trubice phoenix umoznuje na-
staveni ruzného urychlovaciho napéti, proudu a také velikosti ohniskové stopy (parametr
focus [22]). Tento parametr umoziuje zvolit 3 moznosti, na pristroji je vSak urcovan pou-
ze Cisly, méd 0 (big) — 3 (smallest). Tyto mddy se lisi nastavenim elektromagnetickych
cocek a clon v nanotrubici, které maji za cil zmensit fokusa¢ni stopu rentgenového svaz-
ku, ale zéroven limituji vykon trubice [34]. Volba téchto rezimu je vyrobcem doporucena
dle dosazeného voxelového rozliseni a pouzitého vykonu trubice. Cilem této kapitoly bylo
pokusit se ohnisko zmérit pti riznych vykonech a moédech trubice a sledovat vliv téchto
parametri na velikost ohniska.

Velikost ohniska byla urc¢ovana podle normy CSN EN 12543-5%. Tato norma speci-
fikuje méteni rozmért ohniska pomoci kvality a rozlisitelnosti obrazu na rentgenovém
snimku. Vyuziva se metody ostré hrany, kde se méri dvourozmérné rozlozeni intenzity,
coz charakterizuje vlastnosti ohniska.

Pri méfeni rozméru ohniska se urcuje geometrickd neostrost normovaného objektu
s vysokym geometrickym rozliSenim. Pro méreni byly pouzity draty z vysoce absorpéniho
materialu (99,95% wolfram) o pruméru dratu 1,0 mm umisténé do tvaru kiize ve stabilnim
ramu. V misté kiizeni odchylka nesméla dle norem presahovat +3°, coz bylo kontrolova-
no softwarové na porizenych 2D projekcich. Vyrobeny kiiz pred rentgenovou trubici je
na obrazku 4.6.

Zaznamenané projekce se pak vyhodnocuji pomoci softwarti pro zpracovani obrazu.
V obraze se analyzuji profily linii, jak ve sméru délky, tak sitky dratu. Uréi se body
pro 50% a 90 % (bod A a D v obrazku 4.7) celkového kontrastu, odkud se spocita rozmér
ohniska podle vztahu

|[EF|+ |GH]|
B TR
kde vzdélenosti tsecek |EF| a |GH| jsou zndzornény na obrazku 4.7 a M je geometrické
zvétseni. Kazdy rozmér ohniska je definovan délkou ve sméru osy rentgenky a jeho sitkou
v kolmém sméru. Jako velikost ohniska se urci vétsi z obou rozmér.

Wolframovy kiiz byl umistén co nejblize k okénku trubice (obrazek 4.6) a detektor
oddélen tak, aby geometrické zvétseni bylo 20-100 nasobné. Cim vétsi zvétseni, tim je
mozno métit mensi ohniska [33]. Po sérii méfeni s mensim zvétSenim nez 100 nebyla
ziskana dostatecna data a utlum intenzity na hrané byl prilis ostry. Z téchto dat nebylo
mozné spocitat ohnisko, nebot pixelové vzdalenosti pro 90 % a 50 % kontrastu byly témér
totozné. Bylo tedy zvoleno zvétseni 100 a rozmér linearniho pixelu 2 ym. Otadcenim kiizZe
ve sklicidlech bylo zajisténo, aby jeho rovina s osou rentgenky byla rovnobézna. Méreni
probihalo bez filtri s expoziéni dobou 750 ms.

d (4.1)

2Ohnisko je plocha na anodé rentgenky emitujici rentgenové zaieni pozorované méficim zafizenim [33].
3Nedestruktivni zkouseni — Charakteristiky ohniska priimyslovych rentgenovych zafizeni pro nede-
struktivni zkouseni — ¢ast 5: Méreni efektivni velikosti ohniska s mini a mikro ohniskem
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Obrézek 4.6: Experimentaln{ usporadani pii méteni velikosti ohniska podle CSN EN 12543-
5. A —otvor v trubici, odkud vychézeji rentgenové paprsky; B — kiiz z wolframovych dratkua
o prumeéru 1 mm.
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Obrazek 4.7: Vyhodnoceni dat pro urcéovani velikosti ohniska. Body B a C odpovidaji 50 %
celkového kontrastu. Body A a D 90 % kontrastu. Prevzato z [33].
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Meéreni ohniska bylo realizovano pro rtizné parametry pristroje. Porizené projekce by-
ly nasledovné analyzovany v programu ImageJ. Na obrazku 4.8 je rentgenova projekce,
na které je cervené vyznaceny analyzovany profil. V druhé ¢asti jsou vykresleny hodnoty
odstint Sedi v zavislosti na vzdalenosti, které se déle zpracovavaly v programu Excel?.
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Obrazek 4.8: Analyza projekce wolframového kiize v programu ImageJ.

Realizovana méreni byla modifikaci parametru pouzitych pfi tomografii embryi (60 kV,
200 pA, focus 0). Norma CSN EN 12543-5 nespecifikuje kalibraci piistroje a z toho divodu
byly porizeny i rentgenové projekce bez zkalibrovaného detektoru, aby bylo zjisténo, zda
ma i kalibrace samotného detektoru vliv na méfeni ohniska. Vysledky bez a s kalibraci
byly srovnatelné. Analyza méreni je zaznamenana v tabulce 4.1. Vysledky potvrdily, ze
¢im vetsi vykon zareni, tim je vétsi i velikost ohniska, coz snizuje pti daném usporadani
rozliseni [22].

Meéreni pri riznych modech a stejném vykonu byly srovnatelné. Vyrobce doporucuje
pouzivat pri nizsich vykonech vyssi médy trubice (1-3), pri stejném vykonu je ale zména
velikosti ohniska zanedbatelna.

Je nutno ale poznamenat, Ze celkovy spocitany rozmeér ohniska je ovlivnén funkei pre-
nosové charakteristiky detektoru [35]. Vypocitané hodnoty tedy mohou byt touto funkci
ovlivnény a absolutni hodnota je zavadéjici, lze je mezi sebou ale relativné porovnavat.
Vhodnéjsi metodou pro urcovani ohniska na digitalnim detektoru by mohlo byt experi-
mentalni méfeni normovanych objekt, které se pouzivaji i pro méteni realného, nikoliv
voxelového, rozliseni pristroje.

Tabulka 4.1: Méfeni ohniska pfi riznych nastavenich trubice.

UlkV] [I[uA] P I[W] Focus d, [nm] d, [nm]

Bez kalibrace: 60 200 12 0 80 80
S kalibraci: 60 200 12 0 80 60
60 200 12 1 60 60
60 200 12 2 60 60
60 200 12 3 60 60
30 200 6 0 80 80
120 200 24 0 120 120

“Microsoft Corporation, USA
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4.3.2. Filtrace rentgenového zareni

Filtrace rentgenového zareni se v pocitacové tomografii pouziva hlavné pro odstranéni
artefaktu tvrdnuti svazku, jak je popsano v kapitole 1.5.2. To, jaky filtr pouzit, zalezi na
materidlu anody a urychlovacim napéti. Pii spravné zvolené energii a typu filtru lze také
vyuzit absorpéni hrany a priblizit se spektrem monochromatickému zareni [15]. Pro simu-
laci rentgenového spektra byl pouZit program SpekCalc®. Tento program simuluje spektra
generované wolframovou anodou.

Pro prvni simulaci byl pouzit filtr 0,2 mm hliniku, ktery se pouzival pti tomografickém
meéreni embryi. Byla simulovana spektra s pouzitim a bez pouziti tohoto filtru. Urychlovaci
napéti bylo zvoleno 60 kV.

V dalsi simulaci byl pouzit filtr tantalu, ktery ma protonové ¢islo o 1 mensi nez mate-
rial anody wolfram. Absorp¢ni hrané K tantalu nalezi hodnota 67,41 keV [15], takze pii
urychlovacim napéti 60 kV byly utlumeny témér vsechny fotony. Pti blizsim priblizeni lze
pozorovat, ze Cast fotonii prosla, ale jejich intenzita je prilis mald pro dostatecny signal
pri tomografickém méreni. Simulovana spektra jsou na obrazku 4.9. Program neumoznuje
meénit hodnotu proudu, ktery ale v rentgenové trubici ménit lze a proto je intenzita zareni
vynesena v a.u.
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Obrézek 4.9: Porovnani spekter rentgenového zareni pii urychlovacim napéti 60 kV pfti rtiz-
nych filtracich. Na vodorovné ose je energie zareni v keV, na svislé intenzita zareni v a.u.

5Gavin Poludniowski a Phil Evans, The Institute of Cancer Research, Londyn, Velks Britdnie
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4. VYBRANE PARAMETRY OVLIVNUJICI KVALITU MERENI

Pro vyuziti K-hrany tantalu je nutné generovat zareni vyssi energie nez je tato hod-
nota. V nasledujici simulaci je pro ilustraci zvoleno maximalni mozné urychlovaci napéti
rentgenové trubice (180kV) a byl opét sledovan vliv stejnych filtra jako v predeslém pii-
padé. Pii tomto napéti nemél hlinikovy filtr témér zadny vliv na spektrum zareni, ale
projevil se vliv 0,2 mm tantalu a ze spektra byly castecné odstranény urcité intervaly
vlnovych délek. Utlum byl opét pomérné silny, pii sjednoceni rozsahu intenzit na svislé
ose lze pozorovat podobné hodnoty jako pri hlinikovém filtru pti nizsich energiich, kdy byl
experimentalné prokazan dostatecny signal pro tomografické méreni. Simulace spekter pri
urychlovacim napéti 180kV je na obrazku 4.10.

7.00E+07 7,00E+07
6,00E+07 6,00E+07
5,00E+07 5,00E+07
4,00E+07 4,00E+07
3,00E+07 3,00E+07
2,00E+07 [ 2,00E+07
1,00E+07 1,00E+07
0,00E+00 0,00E+00
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
7 ’ 7
(a) Zadny filtr. (b) 0,2 mm Al
7,00E+07
1,40E+07
6,00E+07
1,20E+07
5,00E+07
1,00E+07
4,00E+07
8,00E+06
3,00E+07 6,00E+06
2,00E+07 4,00E+06
1,00E+07 J 2 00E+06
0,00E+00 0,00E+00 J
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
(¢) 0,2 mm Ta. (d) 0,2 mm Ta priblizeni.

Obrazek 4.10: Porovnani spekter rentgenového zareni pri urychlovacim napéti 180 kV
pri ruznych filtracich. Na vodorovné ose je energie zareni v keV, na svislé intenzita za-
feni v a.u.

V ramci dalsi prace by tedy bylo vhodné poridit do laboratore tantalovy filtr a ovérit
tuto skutecnost i experimentélné, zda bude mit vliv na zlepseni kvality ziskanych dat.
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5. Vysledky

Aplikaci vyse uvedeného procesu byly vytvoreny 3D modely obli¢ejovych ¢asti mysich
embryi vyvojového stadia od 12,5 do 17,5 dne. U vyvojovych stadii 12,5 a 13,5 dne nebyla
v obli¢ejové casti vyvinuta chrupavka, ale mezenchymalni kondenzace, ktera se priblizné
od 14. dne preménuje na chrupavku. Ukazka odsegmentovaného chrupavéitého modelu
vyvojového stadia 15,5 dne v kontextu celé hlavy mysiho embrya je na obrazku 5.1.

Obrazek 5.1: Jeden z odsegmentovanych modelti lebky mysiho embrya v kontextu s celou
hlavou vzorku.

Na vytvorenych modelech byla provedena analyza tloustky stén (obrazek 5.2). Tyto
analyzy pomohly vyvojovym biologiim z Karolinského institutu k vysvétlovani mechanis-
mu, jakym dochazi ke zvétsovani a formovani chrupavky [4, 10].

Tato teorie byla potvrzovana na dalsich modelech, tentokrat mutovanych embryi. Na-
rusovani riznych receptort a signali vedlo k urcéitym drobnym zménam tvaru lebky i v 7a-
dech mikrometri (obrazek 5.3). Modely byly na sebe sesazovany pomoci softwarovych
funkei vyuzivajicich metody nejmensich ¢tverci a byla ménéna prisvitnost jednotlivych
modelt. Timto zptisobem tak byly porovnavany detaily mezi mutovanymi a nemutovany-
mi embryi (obrézek 5.4).
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5. VYSLEDKY

Tloustka st&ny [mm]
0,15

(a) Zékladni stadium. (b) Mutované embryo. (c) Mutované embryo.

Obrézek 5.3: Porovnani zékladniho vyvojového stadia s mutovanymi embryi.

Ziskand CT data byla nasledné srovnavana s daty z dalsich zarizenich, jako napf.
fluorescencni mikroskop, a umoznila vytvorit 3D mapy rastovych zén. Na datech z fluo-
rescenc¢niho mikroskopu byla vidét migrace jednotlivych bunék zptsobujicich rist a na 3D
modelech byly vyznaceny zony, kde probihd rist chrupavky nejrychleji a kde naopak nej-
pomaleji (obrazek 5.5).
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Obrazek 5.4: Srovnani odsegmentovanych modeli pomoci softwarovych nastroju. Zele-
na barva znazornuje mutované embryo v porovnani s nemutovanym embryem (rizova)
vyvojového stadia 15,5 dne.

Obrazek 5.5: Tvorba 3D modelu uzitim kombinace rentgenové pocitacové tomografie a flu-
orescencniho mikroskopu. Rozdilné barvy znazornuji rozdilné bunécné hustoty.
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5. VYSLEDKY

I pres to, ze existuje velké mnozstvi softwart slouzici k vizualizaci 3D modelti, drzet
realny model v ruce dava nové vyhledy védcim ke zkoumani a porozuméni mechanismtim
vytvarejicich chrupavku. Vybrané z vyslednych modeli byly vytisknuty na 3D tiskarné
ve spolupraci s vyzkumnym a vyvojovym centrem NETME a poskytnuty biologim z Ka-
rolinského institutu. Detaily této prace jsou shrnuty v ¢lanku [6], ktery je v piiloze této
prace.

Obrazek 5.6: Vytisknuty 3D model v porovnani s lidkou rukou. Pievzato z [6].
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6. Zavérecéna diskuze

V ramci této prace byly popsany zaklady rentgenové pocitacové tomografie a byla prove-
dena kratka resersni studie kontrastovacich latek pro rentgenové zareni. Je uveden postup
kontrastovani vzorku latkou PTA, ktera se ukazuje jako vhodny kontrastovaci agent nejen
pro zobrazovani chrupavky u mysich embryi, ale také dalsich tkani, jako jsou svaly, mozek,
jatra a dalsi organy. Je popsano nastaveni CT pristroje a postup pro nasledné zpracovani
dat manudlni segmentaci.

Dale je studovana termélni stabilita systému, kterd ma stézejni vliv na kvalitu vy-
slednych dat. Vysledky ukazaly, Ze je nutné umistit vzorek do CT pristroje minimalné
40 minut pred samotnym tomografickym meérenim z divodu teplotni stabilizace. Na za-
kladé tohoto experimentu byl modifikovan postup pfi pripravé vzorku. O t¢innosti celého
postupu jsme se presvédcili i na embryich dalsich zivoc¢ichii, konkrétné pri tomografickém
méreni kufecich embryi a mloki. Ukéazka odsegmentované chrupavky u mloka v jedné
z jeho koncetin je na obrazku 6.1.

Obrézek 6.1: Segmentace chrupavky mloka v horni koncetiné.

Zéaroven byly vytyceny dalsi mozné sméry vedouci ke zlepseni kvality ziskanych dat,
kterymi by se dalo zabyvat v nasledujici diplomové praci. Konkrétné sledovani velikosti oh-
niska a filtrace rentgenového zareni. Zde popsany postup je sice dostatecny pro vizualizaci
chrupavky mysich embryi, avSak stale se nam nepodarilo segmentaci automatizovat, k ce-
muz by mohlo prispét pravé zvyseni kvality dat a lepsi rozlisovaci schopnost. Automaticka
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6. ZAVERECNA DISKUZE

segmentace by pri rostoucim mnozstvi vzorkt vyrazné snizila ¢as potiebny ke tvorbé 3D
modell. Lepsiho rozliseni by se dalo také dosdhnout pti métfeni na sychrotronu nebo na-
noCT, kde jiz probéhlo nékolik méteni mysich embryi. Srovnani téchto technik je uvedeno
v ¢lanku v priloze.

Kombinace tomografie s dalsimi zobrazovacimi technikami se jiz osvédéila pti kom-
binaci s fluorescenénim mikroskopem pro mapovani ristovych zén (obrazek 5.5). Dale
navazujeme s kombinaci metodou spektrometrie laserem buzeného mikroplazmatu (LIBS)
slouzici k prvkové analyze [36].
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

a.u.
B

CAD
CEITEC

CT
DICOM

FDD
FOD

Io

Jo(E)

Me
PBS
Px
PTA
ROI
STL
VG
Vox

arbitrary unit (libovolna jednotka)
magneticka indukce [T]
computer-aided design (poéitacem podporované navrhovani)

Central European Institute of Technology (StFedoveropsky technologicky
institut)

computed tomography (pocitacova tomografie)

digital imaging and communications in medicine

energie [J]

elementarni naboj [1,602-1071° C]
focus-detector-distance (vzdalenost zdroje od detektoru) [m]
focus-object—distance (vzdalenost zdroje a objektu) [m]
redukovand Planckova konstanta [1,055-10734 J-s]
intenzita [W-m™?]

piivodn{ intenzita pred prichodem vzorkem [W-m™2|
spektralni hustota intenzity [W-m™]

magnification (zvétseni) [—]

hmotnost elektronu [9,109-1073! kg]

phosphate-buffered saline (fosfatovy pufr)

linearni velikost pixelu [m)]

phosphotungstic acid (kyselina fosfowolframova)

region of interest (oblast zajmu)

stereo litographic data format (stereolitograficky format)
volume graphics

linedrni velikost voxelu [m]|
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

VUT

44

Vysoké uceni technické
tloustka materidlu [m]
Lorentzuv faktor

absorp¢ni koeficient [m™?]



Seznam priloh

Manual ke zpracovani dat v tomografickych softwarech
o Popis manualni segmentace v softwaru Avizo.

o Nasledné zpracovani STL modelu v softwaru VG studio.

Clanek v casopise

o Use of micro computed-tomography and 3D printing for reverse engineering of mouse
embryo nasal capsule.

Clanek v konferenénim sborniku

o Industrial Tomography system for Answering Biological Issued: Development of the
Mouse Embryo Face.
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A. Manual ke zpracovani dat

Avizo
« Nacist tomografické fezy ve formatu DICOM: Open data > Oznacit vSechny snim-

ky > Read complete volume into memory.

o Nacteny objem dat se objevi v pravém panelu s priponou soubor.vol. Pro veskerou
praci s tomografickymi fezy je nutné mit oznacenou tuto polozku.

o Pravé tlacitko na soubor.vol > Orthoslice > Orientation (xy, xz, yz). Zobrazi se
ortoganlni Trezy pro lepsi orientaci v datech.

o Vyvoreni segmentacniho okna pro manualni segmentaci: Image segmentation > Edit
new label field.

o Manualni segmentace

— Nastavit kontrast na histogramu.

— Obtazeni vybrané oblasti pomoci softwarovych nastroju zobrazenych na obraz-
ku A.1. Brush - stétec, u kterého lze nastavovat sitka. 2D Lasso - umoznuje
obtahovat pouze hranici vétsi souvislé oblasti. Blow tool - nastroj vyuzivaji-
ci seminkové metody - segmentovand oblast se "rozléva”, dokud se nezarazi
o hranici (odlisny stupen sedi).

Toals a:] b:] C:]
& (£)e) A (@) &) 1]

Obrazek A.1: Pouzivané nastroje pro manualni segmentaci a) Brush b) 2D Lasso ¢) Blow
tool.

— Segmentace piiblizné jednoho snimku z péti. Cim vic se struktura méni, tim
hustéjsi segmentace. Zbytek interpolaci: ctrl + 1. Nasledna kontrola interpolo-
vanych snimk.

— Vytvoreni vysegmentované oblasti: Add selected voxels (stejnym zpusobem
i odecteni oblasti).

o Zobrazeni odsegmentované casti - zpét ze sesegmentacniho okna do okna Pools.
Pravé talcitko na soubor.labels: Display > Isosurface > Apply.



A. MANUAL KE ZPRACOVANI DAT

o Tvorba STL modelu po dokonceni segmentace modelu - pravé tlacitko soubor.labels:
Compute > Generate Surface > Apply. Nejprve probiha Smoothing labels, poté
Computing triangulation (zabere delsi dobu v zavislosti na velikosti modelu). Hotovy
objem se objevi v pravém panelu jako soubor.surf.

o Export STL modelu. Oznacit soubor.surf: File > Save Data As > zvolit priponu
STL.

VG studio

o Nacist 3D data do projektu jako DICOM kvli spravné vzajemné orientaci dat a STL
modelu: File > Import > Dicom image stack.

o Importovat STL jako polygon: File > Import > Polygon.
« Prevést polygon do ROI - funkce ROI from polygon/CAD.

o Pouzit funkci Smoothing ke zbaveni skoki mezi fezy zptisobené manualni segmentaci.
P1i pouzivani sily parametru kontrolovat v CT datech, zda se neztraci informace
(zluta cara ukazuje v jednom Fezu, jak moc se model zhladi).

Obrazek A.2: Nastaveni parametru Smoothing a jeho kontrola v CT datech.

e Po vytvoreni vyhovujictho ROI nasleduje vytvoreni povrchu Surface determination:

— Advanced mode - jako starting contour zvolit ROI, ktery ma byt determinovan
(Po urceni ROI prestane byt aktivni histogram).

ii



Surface Determination n

Press the finish button to finish the suface determination.

Material Mean Mazx Status
Background n/a n/a n/a n/a undefined
Object material n/a nia na n/a undefined
Define matenal by example area Automatic Surface Bdraction
-Status information
mouse_em... of volume-Wol. .. selected.
General ] Bdraction | Simplfication
Preset selection |
B Nommal ﬂ i~
__1 _lgl_l Surface definition
v/t dmate ¥ Use determined suface
Starting contour | ROl "mouse_embrya_smooth 20" " Gray value: |-' nn :I |
Starting contour healing ] Off -Bxtraction parameters
Search distance &[0z w20 Mode: [ Defaut =]|

M I Create triangle mesh
| Selsct an entry from the list... -] H ;I" -‘P?? Pﬁ [v¥ Create closed suface

| Mutti material _ﬂ Starting contour smoothing [voxel] |0 EI: [ Swap inner/outer areas
Edgethreshold [562172)]  Calculate | Edge void froxel] T | Resutt destination
) ] ) e ¥ Place in scene v Ewort
I~ Use starting contour for gradient [~ lherstive suface determination
I Auto limit earch distance T Oversampling
Finish | Cancel | Calculate
a) b)

Obrazek A.3: Doporucené nastaveni parametri a) Surface determination a b) Surface
extraction.

— Ezpert mode - zvolit Multi material a nastavit Edge threshold na nejvyssi moz-
nou hodnotu - takto se uréi primo hranice ROI a vytvotena plocha neni citliva
vici riznym odstinim sedi v C'T datech.

— Finish,

o K vyexportovani STL formata se pouzije funkce Surface extraction:

— Preset selection - urcuje hustotu vytvorené sité STL modelu; dostacujici je
volba Normal - velikost STL modelu se pak pohybuje radové ve stovkach MB
(zélezi na velikosti odsegmentovaného modelu).

— Place in scene - umisti model do projektu - vhodné k vytvareni dalsich obrazk,
videi...

— Export - umozni vyexportovat model jako STL - vhodné pro praci v dalsich
softwarech (GOM, Avizo...)

il



iv

A. MANUAL KE ZPRACOVANI DAT

e Pro dalsi praci s modelem umisténém ve Scene tree slouzi nastroje v horni listé,
zejména Tools > Polygon rendering

— General: Rendering settings - pro zménu priuhlednosti vytvoreného modelu je
tfeba zvolit moznost Raytracing renderer.

— Material: Zména barev modelu; Front face - vnéjsi barva; Back face - vnitini

barva - zac¢ina se projevovat pri zméné prihlednosti, pouzivani clipping plane
atd.
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ABsTrACT: Imaging of increasingly complex cartilage in vertebrate embryos is one of the key tasks
of developmental biology. This is especially important to study shape-organizing processes during
initial skeletal formation and growth. Advanced imaging techniques that are reflecting biologi-
cal needs give a powerful impulse to push the boundaries of biological visualization. Recently,
techniques for contrasting tissues and organs have improved considerably, extending traditional 2D
imaging approaches to 3D. X-ray micro computed tomography (uCT), which allows 3D imaging
of biological objects including their internal structures with a resolution in the micrometer range, in
combination with contrasting techniques seems to be the most suitable approach for non-destructive
imaging of embryonic developing cartilage. Despite there are many software-based ways for visual-
ization of 3D data sets, having a real solid model of the studied object might give novel opportunities
to fully understand the shape-organizing processes in the developing body. In this feasibility study
we demonstrated the full procedure of creating a real 3D object of mouse embryo nasal capsule, i.e.
the staining, the uCT scanning combined by the advanced data processing and the 3D printing.

Keyworbps: Computerized Tomography (CT) and Computed Radiography (CR); Image reconstruc-
tion in medical imaging; Multi-modality systems
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1 Introduction

Despite the long-standing investigation of craniofacial development, this process is still not fully
understood [1]. It is partially because of significant complexity of the structures in the head. These
structures play an important role for vital functions through the whole life. The primary research of
craniofacial development is often done on mouse embryos [2, 3]. Differences between the samples
are usually investigated at craniofacial parts. Typical size of the mouse embryo nasal capsule at
day 15 of embryonic development is in the range of few millimetres. There is a wide variety between
different developmental stages or mutations that are manifested by small differences in the shape
or thickness of the nasal capsule. In order to compare these fine details, high-resolution imaging
techniques are needed.

For decades imaging has relied on optical and then also on electron microscopy of histological
sections, which provides high resolution 2D data. Over time confocal microscopy enabled collection
of optical sections through thicker samples [4]. Episcopic fluorescence image capturing is another
technology for generating high-resolution 3D datasets. This method is based on capturing the
autofluorescence of each of the histological slices. However, all above mentioned technologies
are costly and time-consuming [5]. Optical projection tomography [6] is another approach for 3D
imaging, but it is rather limited by sample size. The same accounts for light sheet microscopy
(SPIM). Moreover, the sample preparation is rather complicated. Magnetic resonance imaging
(MRI) currently represents an universal tool for different needs of soft tissue morphology [7]. This
method uses magnetic field and radio waves in order to map various internal structures. MRI is
suitable for imaging soft tissues such as internal organs, but it does not provide sufficient resolution
for cartilage imaging [5].



One of the most convenient tools for imaging mouse embryonic samples from 12 to 17 days of
embryonic development is X-ray computed tomography [3]. It is the oldest tomography imaging
technique [8]. X-ray micro computed-tomography (uCT), i.e. X-ray computed-tomography with
high spatial-resolution down to 1 um, has the same principle as CT machines used for medical
scanning. The sample that is placed between the X-ray source and the detector is rotated by 360°
around its axis perpendicular to the line connecting the source and the detector. In every rotation
step a two dimensional projection is taken. The sequence of obtained projections is subsequently
processed by tomographic reconstruction based on inverse Radon transform [8]. In this way different
X-ray absorption at each sample point is visualized and the 3D volume map of object density is
created. Due to the cone shape of the X-ray beam, geometric magnification can be used to reach
high-resolution [8].

X-ray tomography imaging has been limited by low contrast of soft un-mineralized tissues.
Phase contrast can be the solution for enhancement of image quality of the X-ray projections [9].
However, this method is not much convenient for industrial and laboratory uCTs, where the image
reconstruction rely predominantly on absorption contrast. Phase contrast is more applicable for
monochromatic radiation used at synchrotrons [9, 10]. In the case of lab-based yuCT systems it is
necessary to use contrasting agents for increasing X-ray absorption of soft tissues. There are various
methods that are using contrasting agents for staining of biological samples [11]. Phosphotungstic
acid (PTA) was utilized as standard histological technique for light and electron microscopy due
to its capability to increase the contrast of soft versus mineralized tissues or different type of
soft tissues [12—14]. PTA also confers strong X-ray contrast when attached to the collagens and
fibrils [12, 13], and to various other proteins. It is considered to be suitable for visualizing soft
connective tissue in general [15]. Here we found that cartilage is stained significantly weaker in
comparison to surrounding tissue, therefore we took the advantage of that for discriminating and
outlining cartilage in yCT analysis.

Another step important for successful uCT is the mounting of the biological sample. It is crucial
to have the sample fixed appropriately during the uCT scanning. Even a minuscule movement
destroys the tomographic measurement and results in artefacts in the reconstructed tomographic
cross-sections. It happens if samples are floating in aqueous or alcohol surrounding. Minimization
of background can be reached by mounting the samples to hydrogels based on agarose, gelatine or
alginate and by mechanical fixation of samples in standard laboratory equipment, like plastic tubes
or polyimide tubes that are not very contrasting for X-rays.

If the contrast is sufficient, it is straightforward to visualize the 3D volume rendering of different
features of the sample using proper tomographic software. The differentiation of these features is
simply based on setting the appropriate gray values or gray value intervals in image histogram.
However, it is difficult to set threshold for cartilage. As it was mentioned above, the cartilage is
stained significantly weaker in comparison with surrounding tissue, so only its border is detectable
(figure 1). In this case, data processing cannot be fully automated yet, but using suitable software
tools enable relatively fast and precise manual segmentation of the craniofacial cartilage.

Here we present the whole process of reverse engineering of mouse embryo nasal capsule
including staining and tomographic measurement combined with the advanced data processing for
creating 3D model and its printing.



Figure 1. Reconstructed tomographic cross section of mouse embryo. Arrows show cartilage of nasal
capsule. The length of the scale bar is 0.4 mm.

2 Materials and methods

2.1 Preparation of samples for micro CT measurements, staining

Our staining protocol has been modified from protocol developed by Brian Metscher [15]. After
excision, the 15.5 days old C57BL strain mouse embryos were fixed with 4% formaldehyde in
phosphate buffer saline (PBS) for 24 hours at +4°C. Samples were then washed with PBS and
dehydrated by ethanol grade (30%, 50%, 70%), each concentration for 1 day.

We experimentally found out the best tissue contrast and penetration with PTA (10026-APO0,
Lach-Ner, Czech Republic) dissolved in 90% methanol (21190-11000, Ing. Petr Svec-PENTA,
Czech Republic). Therefore we transferred the samples from 70% ethanol (71250-11000, Ing. Petr
Svec-PENTA, Czech Republic) to ethanol-methanol-water mixture (4:4:3) and then into 80% and
90% methanol, each bath for 1 hour. After that, 0.7% PTA-methanol solution was used to stain the
samples for 6 days and exchanged every day with the fresh one.

The staining was followed by rehydration of the samples in methanol grade series (90%, 80%,
70%, 50% and 30%) to end up in sterile distilled water. After that, rehydrated embryos were
embedded in 0.5% agarose gel (A5304, Sigma-Aldrich) and placed in 1.5 ml polypropylene tubes
to avoid the movement artefacts during X-ray computer tomography scanning.

2.2 CT measurement and gathering data for 3D printing

The polypropylene tube was fixed on a plastic rod by a silicone gun. The rod was mounted in the
chuck which provides the position of the sample in rotation axis (figure 2). The uCT scanning
was performed using laboratory system GE Phoenix v|tome|x L 240 (GE Sensing & Inspection



Figure 2. Fixing the sample for uCT measurement. A — flat panel detector; B — X-ray tube; C —
aluminium filter; D — embryo embedded in agarose gel in the tube; E — chuck.

Technologies GmbH, Germany), equipped with a 180 kV/15 W maximum power nanofocus X-ray
tube and high contrast flat panel detector DXR250 with 2048 x 2048 pixel?, 200 x 200 um? pixel
size. The exposure time was 900 ms in every of the 2200 positions. The utilized acceleration
voltage and X-ray tube current were 60kV and 200 yA, respectively. The beam was filtered by
the beryllium window of the X-ray housing and by 0.2 mm of aluminium filter. The voxel size
of obtained volume was 5 um. The tomographic reconstruction was realized using 3D computed
tomography software GE phoenix datos|x 2.0 (GE Sensing & Inspection Technologies GmbH,
Germany). The data processing was realized in software VG Studio MAX 2.2 (Volume Graphics
GmbH, Germany). Segmentation of nasal capsule was completed manually (approx. 8 hours of
segmentation). The “smoothing” tool, with strength 20 was used to smooth the virtual 3D model
in order to get rid of inaccuracies.

2.3 Additive manufacturing — 3D printing

The Parts have been manufactured by ZPrinter 650 (Peak Solutions, U.S.A.). Building volume is
254 x 381 x 203 mm and layer thickness was established to 0.1016 mm. Color printing resolution in
x and y directions is 600 X 540 dots per inch (DPI) and the minimum feature size is also 0.1016 mm.
All data were adjusted in the 3D printing software ZPrint 7.15 (Peak Solutions, U.S.A.).

The STL data generated from puCT measurements were scaled 50 times directly in the 3D
printing software. Monochromatic green color, the same color that was used as a virtual color in
VG studio MAX 2.2 software, was chosen. The printer spread 716 layers of plaster based powder,
where each layer was bound by five Hewlett Packard print heads (CMYK binders + one Clear binder)
with the resolution of 600 x 540 DPI. After 6 hours and 15 minutes the printing was finished and
the printer dried up the part still surrounded by the powder in the building chamber. Dry part
was carefully removed from the powder by vacuumer and brush and depowdered by compressed
air in the post-processing unit. It was infiltrated by cyanoacrylate using drizzle method to give it
additional strength, durability, and color vibrancy.



Figure 3. The obtained data from the uCT measurement. The cross section in two perpendicular planes and
the 3D render of the whole 15.5 days old embryo. The length of the scale bar is 3 mm.

Figure 4. Comparison between automatic (yellow) and manual (green) segmentation. The length of the
scale bar is 0.5 mm.

3 Results

The overall procedure is demonstrated on a representative 15.5 days old mouse embryo stained by
PTA. The uCT measurement had a satisfactory contrast for the overall 3D render of the mouse
embryo (figure 3).

Gray value intervals for border of the cartilage was not sufficiently pronounced for automatic
segmentation (figure 4). The manual segmentation was realized in one direction across the sam-
ple, along the cross section shown in figures 1 and 5, denoted x, y in figure 5. Using manual
segmentation, a 3D model of a nasal capsule was created (figure 6).



Figure 5. Using the “smoothing” tool. Blue line — before the application of the tool, green line — after
the smoothing. The upper part shows the cross section y, z, perpendicular to the cross section x, y in which
the segmentation was realized. The smoothing was controlled in the cross section x, y (bottom image) by
comparing the segmented and smoothed data. The length of the scale bar is 0.35 mm.

Segmentation along one cross section caused disfluencies in the perpendicular cross section y,
z (figure 5). After the segmentation these visible distinct inaccuracies were smoothed and fluent
model was obtained. The smoothing parameter was optimized that way to preserve the small details.
This was controlled by comparison with the original tomographic cross sections x, y (figure 5 and 6).

The finished virtual 3D model was exported to STL format for 3D printing. The printed 3D
model is compared with the STL model in figure 7.

Figure 8 shows the comparison of the printed 3D model of an olfactory system with the human
hand.

4 Discussions and ongoing work

Even if the proper combination of different techniques may represent a breakthrough with clinical
significance, the use of advanced techniques in multi-disciplinary biological research is nowadays
still a challenge [16]. Using uCT, stereolitography computer-aided design (STL CAD) modeling
and matrix-assisted laser desorption-ionisation — time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF



Figure 6. Segmented models without smoothing (left) and with smoothing (right). The length of the scale
bar is 0.5 mm.

Figure 7. Comparison of the STL model (left) with the 50:1 upscaled model from 3D print (right). The
scale bar is 0.4 mm (left) and 2 cm (right).

Figure 8. Comparison of the object from 3D print with human hand.



Figure 9. Segmented parts of 17.5 days old mouse embryo by using uCT. A — brain with spinal cord; B —
cranium; C — upper jaw; D — lower jaw; E — upper limb; F — liver. The length of the scale bar is 4 mm.

MS) we recently confirmed the causative role of absorbable suture material in the pathogenesis of
hollow channel structures in some canine compound uroliths [17]. The straightforward combination
of uCT with 3D printing is however more common in medical practice [18-20]. In [18] the medical
uses of 3D printing are reviewed, with the main emphasis on surgical training, special surgical
planning and prosthetics applications. The overview of the main requirements for medical imaging
affected needs of additive manufacturing (AM) formerly known as rapid prototyping is reviewed
in [19]. Itis shown that successful clinical cases of AM rely heavily in multi-disciplinary approach,
i.e. on efficient collaboration between various disciplines, as operating surgeons, radiologists and
engineers. The review also intends to narrow the potential communication gap between radiologists
and engineers who work with projects involving AM by showcasing the overlap between the two
disciplines. The possibilities to apply 3D printers in veterinary medicine are explored and illustrated
in review [20]. It is stated that the increased use of this technology in human medicine together
with the decreasing cost are making 3D printing more affordable also for veterinary use.

Combining the uCT imaging, and 3D printing with tissue staining, the possibilities of reverse
engineering are very broad. Here we created the real 3D cartilage model of the 15.5 days old mouse
embryo to show that these techniques are suitable for demonstrating the complexity of biological
structures (figure 9).



Using 3D printers, the physical exploration is extending observation of the samples by viewing
from all sides, sensing surface roughness and wall thickness. Simple visualization of images on a
computer does not allow all of these qualities for research, demonstrations and educational purposes.

Definitely, it is not easy to orient in such sophisticated geometry using only imagination
even empowered by visualizing software. Researchers also may focus on developmental shape
transformations of spine, limbs etc. The inner ear with its complex structure could be another part
of the cartilaginous tissue suitable for such reverse engineering.

With sufficient resolution allowing the segmentation, one uCT scan lasts about 2 hours. The
relatively short scanning time gives an opportunity for creating entire real anatomical atlases or
databases allowing researchers to browse in different structures, mutants etc. In addition, after one
scan, objects can be printed in different scales or colors, which can also be used for educational
purposes [18]. 3D print is a rapidly evolving technology and several methods exists like STL, digital
light processing (DLP), laser sintering and laser melting, extrusion of thermoplastic material etc.
Using this technology it is affordable to make such a collection.

uCT also enables to display another soft tissues — liver, heart, gray matter i.e. brain and spinal
cord (figure 7). uCT so can complete other techniques that can image 3D structures (e.g. MRI,
optical projection tomography [18] or high resolution episcopic microscopy). Using the specific
advantages of each of these methods a complex and sophisticated 3D structure can be visualized
and subsequently printed on 3D printers.

5 Conclusions

Here we have demonstrated the comprehensive process of the reverse engineering of mouse embryo
nasal capsule. For this feasibility study a 15.5 days old mouse embryo was chosen as a representative
sample that was contrasted by phosphotungstic acid. It was shown that the combination of micro
computed-tomography with 3D printing brings new possibilities for exploring and understanding
the processes in craniofacial development. Combination of these two methods can be also useful
for various studies in developmental, comparative and quantitative biology.
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Abstract,

Understanding of some biological processes like a face development requires among others the high-resolution 3D imaging of
increasingly complex cartilage in verterate embryos. During the face development, cartilages are produced in a variety of shapes
and sizes making a convenient model system. X-ray computed microtomography (microCT) imaging is limited by the low
inherent contrast of non-mineralized tissues. Although X-ray contrast enhancement agents are used routinely in clinical
radiography, only a few techniques have appeared for imaging soft tissues in preserved animal specimens.

Here we present a feasibility study of three different tomographic systems for high resolution and high contrast imaging
of embryonic tissues. The industrial system equipped with flat-panel is compared with microCT system using synchrotron
radiation (SYRMEP beamline of Elettra, Italy) and laboratory-based micro/nano CT system (Rigaku, nano3DX) based on Mo-
target and CCD camera. The mouse embryos were stained by phosphotungstic acid which produced overall contrast and
differential tissue contrast. Furthermore, we demonstrate the utilisation of the standard industrial tools (wall thickness analysis
and 3D printing) which can help to understand the differences or similarities among of different mouse embryonic development
stages.

Keywords: industrial tomography, lab-based nanotomography, synchrotron-based microtomography, mouse embryo,
wall thickness analysis, 3D printing

1 Introduction

Most of the bones in the body are formed by the well-defined ossification mechanism of cartilage structures at the end of the
embryonic development. The research on cartilage development of the face is still an open topic [1]. One of the reasons is a
substantial complexity of the structures in the head, including highly dynamic processes of the cartilage and bone formation,
shaping and rearrangement. Bones and a few cartilage structures that remain till adulthood fulfill important functions through
the whole life together with determining the shape of face and head. Development of craniofacial parts is often studied using
mouse embryos as a model system [2, 3]. Differences in mutation phenotypes affecting the cartilage structures of nasal capsule
are investigated in embryos at 13-18 days of embryonic development. Between these developmental stages the size of mouse
embryos varies from 5 mm to 20 mm in average (Fig. 1). During the investigation of face development, high-resolution imaging
techniques are required for observing tiny details in transformation of a cartilage.
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Figure 1: Mouse embryos at days 13 (left) and 17 (right) of embryonic development.
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Optical, later electron microscopy has been used for imaging 2D histological sections for a long time. To meet the requirements
for more general high-resolution visualization of entire sample 3D imaging techniques have been developed. Optical microscopy
enables collection of optical sections through thicker samples via concocal or episcopic microscopy, even with time-lapse [4].
In confocal microscopy, a pinhole is placed at the confocal plane of the objective to eliminate out-of-focus light [5]. Episcopic
microscopy is based on autofluorescence of each tissue slice. However, these methods are costly and time-consuming [6]. Optical
projection tomography is able to produce high-resolution 3D image of speciemenstransparent to visible light, but only of the size
of several milimeters [7]. Magnetic resonance imaging is a well established method for imaging of morphology of soft tissues
[8]. The image is created by applying magnetic field and radio waves on the sample. This method is restricted by achievable
resolution, which is about 25 um [6]. X-ray computed microtomography (microCT) [9] has the potential to produce high
resolution 3D imaging in a non-destructive way also for opaque object. X-ray based tomographic imaging of soft tissues is
constrained by the low intrinsic X-ray absorption and lack of established contrast agents. Variety of contrast agents is used for
contrast enhancement of such tissues [10].

The choice of the optimal microCT device strongly depends on the field of application. High-resolution microCT is employed
in various industrial applications as well as in many fields of science. Many factors contribute to the final option, such as sample
size and composition, required spatial and contrast resolution, scanning volume and time, available time and resources etc. [11].
Conventional laboratory high-resolution industrial microCT systems require robust, stable devices which are able to hold big
and heavy samples. The large field of view is achieved by employing large area detectors such as flat panels (400 x 400 mm?).
The nature of samples often requires high-voltage X-ray sources tubes, which produce X-rays in a cone beam geometry, beam
with high penetration power. The cone beam allows high geometric magnification and/or enables large scanning volume. The
usse of such a machine is relatively easy, quick and cost-effective [11].

However, thanks to the technical improvement of tomographic components (X-ray tubes and detectors), lab-based CT systems
are able to reach even better resolution, which is nowdays hunderds nanometers. These devices are usualy called nanoCT
systems. They lose some advantages of bigger industrial systems like a large field of view and high energy X-ray spectrum, but
they found their place for biological specimens or light materials (polymers, composites and powders).

Synchrotron radiation-based microCT (SRmicroCT) [12] produces a high-intensity coherent nearly parallel X-ray beam with
energies from 5 keV up to energies of the order of 100 keV. High-flux beam provides excellent contrast resolution. The vertical
field of view is smaller than in industrial devices, and the spatial resolution is detectors-limited. The high resolution optics
coupled to CCD or CMOS cameras is typically employed. Either white-beam or monochromatic beam can be used for
SRmicroCT experiments. In case of monochromatic beam, the precise value of the energy can be chosen and therefore no beam
hardening artifacts appear [13]. A high spatial coherence of X-ray beam allows utilization of phase-contrast imaging techniques
[14].

Post-processing and analysis of acquired data isn’t less important. There is a variety of available softwares, which provide further
analysis of data. VG Studio MAX is a software focused on the industrial needs. It allows the quantitative analysis of internal
microstructure, such as pore or inclusion analysis, wall thickness analysis, coordinate measurements, fibre orientation analysis,
etc. These analyses are of much use in industry, but they also find their application in science [15].
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In this paper, we tested synchrotron radiation-based microCT, industrial microCT and laboratory nanoCT systems for the
imaging of the embryonic soft tissue. We discuss the advantages of all used CT systems and demonstrate that the industrial CT
system is an appropriate device for the development study of the cartilage tissue in a mouse embryo head. For this kind of
development study, we also show the usefulness of the common industrial techniques like a wall thickness analysis and 3D
printing.

2 Experimental details

2.1 Sample preparation

Embryos at 12.5, 13.5, 14.5 (E12.5, E13.5, E14.5) stages of embryonic development were stained and embedded in agarose
gel. Staining of the samples was based on modified protocol by Brian Metscher [16] and described in details elsewhere [17].

2.2 Measurements

The cartilage structures in the head of mice embryos in different evolution steps were studied. Mice embryos were scanned using
three different microCT devices. The resulting images were compared in order to determine the best one for further measurements
and analysis.

The experiment using synchrotron radiation was performed at SYRMEP (SYnchrotron Radiation for MEdical Physics) beamline
at the Elettra synchrotron radiation facility in Trieste, Italy. The horizontal acceptance covered by the front-end light-port is
7 mrad, that implies that beamline provides, at a distance of about 23 m from the source, a laminar section X-ray beam with an
useful area of about 160 x 5 mm?. In monochromatic configuration, a double Si(111) crystal system in Bragg configuration is
employed allowing to tune the X-ray energy in the range 8 keV -38 keV. In white beam mode, the scans were carried out with
an exposure time/projection of 1.2 s - 1.8 s and an angular step of 0.1° over a total scan angle of 180° or 360° depending on the
sample size. The voxel size of the reconstructed volume was in the range 2.0 pm - 2.8 pm. In monochromatic mode, energy of
X-rays was 9 keV and voxel size was 9 um. The reconstruction of the tomographic data was performed using a custom developed
software SYRMEP Tomo Project written in IDL® language.

The two other measurements were performed in X-ray micro and nano computed tomography laboratory in CEITEC BUT.

All the samples were scanned on a GE phoenix v|tome|x L240 device, equipped a 180 kV/15 W maximum power nanofocus X-
ray tube and high contrast flat panel detector DXR250 with 2048 x 2048 pixel> and 200 x 200 pum? pixel size. The microCT
scans were carried out at 60 kV - 65 kV acceleration voltage and 170 pA - 230 pA X-ray tube current, the exposure time was
750 ms — 1000 ms. The time of scanning of one sample was around 2 hours. The voxel size of obtained volume was in the range
of 4 um — 6.5 um depending on size of an embryo head. The tomographic reconstruction was realized using GE phoenix datos|x
2.0 3D computed tomography software.

The CT measurement of early stage embryo was performed on RIGAKU nano3DX device (Fig. 2). This machine is equipped
with 3300 x 2500 pixel? X-ray CCD camera and Mo rotatory target working at acerelation voltage of 50 kV and current 24 mA.
The optical head with 2.5x magnification was chosen to reach the field of view at 7 x 9 mm?2. Due to the low signal a bining 2
was set which determined the linear voxel size of the resulting CT data at 4.32 pm. The time of scanning was 1.8 hours with
exposure time of 7 s.
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Figure 2: Interior of RIGAKU nano3DX device.
2.3 Analysis of data

The cartilage tissue belonging into the olfactory system was segmented by drawing the mask in every slice of the stack.

A smoothing procedure was used to get rid of the steps from the “slice by slice” segmentation. The volumetric data of a
segmented mask were transformed to a polygonal mesh (STL file) which describes the outer boundary of the region. The
polygonal mesh, which consists of triangles, is a digital geometrical representation of the real object.

The wall thickness analysis was performed on polygonal model to show differences or similarities among thicknesses of the
cartilage tissue in different embryo development stages. This analysis within the VGStudio searches the opposite surface by
sending a measurement line orthogonal to the current surface. The surface area of the opposite surface is taken into account for
the end point of the measurement line is defined by a search cone. The search cone was set at 30°. The results are shown on the
polygonal mesh by a colour coded map.

2.4 3D print

Segmented olfactory cartilage in STL format was printed on ZPrinter 650 (Peak Solutions, USA) in 1:50 scale. The detailed
procedure of manufacturing of 3D models is described in [17].

3 Results and discussion

As the study of the face development is focused on the olfactory system cartilage, we chose the tomographic cross-section
including this part (see Fig. 3) for the quality data evaluation. The histograms of the all presented images were equalised to make
the best contrast for the cartilage tissue against the other soft tissue. The different embryonic stages were tested on each system
because of their different possibilities. The cartilage is not completely developed in younger stages of the embryo and instead of
it there is a mesenchymal condenstation. This tissue has a better staining ability but it is less distinguishable from the other tissue.
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c)

Figure 4: Comparison of microCT scans of heads of mice embryos from different systems — transversal views in the left column, details in the
right column. a) E13.5, GE phoenix v|tome[x L240, b) E12.5, RIGAKU nano3DX, c¢) E13.5, SYRMEP beamline, Elettra synchrotron,
monochromatic configuration. The mesenchymal condenstation is pointed by arrow.

e

a) b)
Figure 5: Comparison of microCT scans of heads of mice embryos from different systems — details of cartilages in transversal views of E14,5.

a) SYRMEDP beamline, Elettra synchrotron, white beam configuration, b) GE phoenix v|tome|x L240. The olfactory system cartilage is pointed
by arrow.

The measurement result of the industrial system (Fig. 4a, Fig. 5b) showed the high quality data. In CT data there are no visible
artifacts and cartilage is sufficiently distinguishable. Despite the cartilage is not properly stained the surroundings of soft tissue
is making it visible. This technique is represented by sufficient tungsten X-ray spectrum and large field of view. Therefore, the
scanning time was reasonable. The resolution which is around 1/1000 of the real diameter, is good enough for a subsequent
image processing.

The CT data from nanoCT station (Fig. 4b) are produced with low contrast and with scatter and beam hardening artifacts. This
is because of tungsten concentration inside of the soft tissue is too high for the Mo X-ray spectrum. A small field of view
(7 x 9 mm?) was applicable only for the smallest embryo. To reach a voxel resolution under 1 pm the sample would have to be
smaller than 1 mm in diameter.

Finally, one sample was scanned by SRmicroCT in monochromatic beam configuration (Fig. 4c) which allows phase contrast
imaging. This would be very helpful for differentiation of the cartilage or mesenchymal condensation. Nevertheless, at the
SYRMEP beamline the achievable spatial resolution with this configuration was comparable to the industrial system. That is
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why we decided to carry out a further phase-contrast SRmicroCT measurement with white beam configuration (Fig. 5a), which
showed more detail against the industrial system (Fig. 5b). The embryos got blue (Fig. 6), probably because of high-intensity
radiation, but appearently this didn’t affect the sample morphology at the level of spatial resolution used in this experiment.
Hovewer, this phenomenon will require deeper investigation.

Figure 6: Embryo after scanning in white beam.

When the CT data are already generated and cartilage system is segmented and transformed to the STL format it can be used for
other study. The wall thickness analysis (Fig. 7) can easily help to understand what mechanism is behind the growing of the face.
In addition, the segmented cartilage system can be printed in different scales or colors (Fig. 8). This can be helpful for
understanding of the model 3D morphology and educative purposes.

Wall thickness [mm]
0.10

Figure 7: Wall thickness analysis applied to the segmented nasal capsule of mouse embryo. Colors show different thickness on 3D model.
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Figure 8: The printed upscaled (50:1) model of olfactory system cartilage from the face of the embryo.

4 Conclusion

Three different microCT systems were tested for imaging the inner structure of mice embryos. The evolutation was focused on
the cartilage of the olfactory system. RIGAKU nano3DX device showed availability only for small samples. Their tungsten-
based staning is too strong to get good signal. Furthermore, the size of the mouse head doesn’t allow to reach significant better
resolution against other systems.

The data from industrial system GE in Laboratory of computed tomography CEITEC BUT and data from the SYRMEP beamline
of Elettra showed up to be complementary. With respect to comparable results with synchrotron data and accessibility of the
device, GE phoenix v|tome|x L240 is the most convenient system for visualization of cartilages of mouse embryos. On the other
hand, when the younger stages include the mesechynmal condestation the SRmicroCT is convenient due to the higher contrast
and spatial resolution thanks to the possibility to use phase contrast imaging.

Consequently, the nasal capsules of embryo’s heads were segmented. The wall thickness analysis in VG studio software was
applied to study the evolution of thickness of cartilage. The 3D models were exported to STL format and used to create a plastic
models on 3D printer for direct visualization.

Acknowledgements

This work this work was supported by CEITEC - Central European Institute of Technology (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).

JJ acknowledge the support by FNUSA-ICRC Project (No. CZ.1.05/1.1.00/02.0123) from the European Regional Development
Fund. JS and DP thanks to the NETME Centre, regional R&D centre built with the financial support from the Operational
Programme Research and Development for Innovations within the project NETME Centre (New Technologies for Mechanical
Engineering), Reg. No. CZ.1.05/2.1.00/01.0002 and, in the follow-up sustainability stage, supported through NETME CENTRE
PLUS (LO1202) by financial means from the Ministry of Education, Youth and Sports under the National Sustainability
Programme I.

References

[1]  B. Hallgrimsson, D.E. Lieberman, W. Liu, A.F. Ford-Hutchinson and F.R. Jirik, Epigenetic interactions and the
structure of phenotypic variation in the cranium, Evolution & Development, Vol 9, page 76-91, 2007.

[2] T.E. Parsons, E. Kristensen, L. Hornung, V.M. Diewert, S.K. Boyd, R.Z. German and B. Hallgrimsson, Phenotypic
variability and craniofacial dysmorphology: increased shape variance in a mouse model for cleft lip, Journal of
Anatomy, Vol. 212, page 135-143, 2008.

[3] K. Degenhardt, A.C. Wright, D. Horng, A. Padmanabhan and J. A. Epstein, Rapid three-dimensional phenotyping of
cardiovascular development in mouse embryo by micro-CT with iodine staining, Circulation Cardiovasculat Imaging,
Vol. 3, page 314-322, 2010.

[4] S. Nowotschin, A. Ferrer-Vaquer, A. K. Hadjantonakis, Imaging Mouse Development with Confocal Time-Lapse
Microscopy, Methods in enzymology, Vol. 476, page 351-377, 2010.

[5] J. Pawley, Handbook of biological confocal microscopy, Springer US, 2006.

[6] F.C.Norris, M.D. Wong, N.D.E. Greene, P.J. Scambler, T. Weaver, W.J. Weninger, T.J. Mohun, R.M. Henkelman and
M.F. Lythgo, A coming of age: advanced imaging technologies for characterising the developing mouse, Trends in
Genetics, Vol. 29, page 700-711, 2013.

www.3dct.at 8


http://www.3dct.at

6th Conference on Industrial Computed Tomography, Wels, Austria (iCT 2016)

[71 J. Sharpe, U. Ahlgren, P. Perry, B. Hill, A. Ross, J. Hecksher-Serensen, R. Baldock, D. Davidson, Optical Projection
Tomography as a Tool for 3D Microscopy and Gene Expression Studies, Science, Vol. 296, page 541-545, 2002.

[8] S. W.Ruffins, M. Martin, L. Keough, S. Truong, S. E. Fraser, R. E. Jacobs, R. Lansford, Digital three-dimensional atlas
of quail development using high-resolution MRI, Vol. 7, page 592-604, 2007.

[9]  J. Hsieh, Computed Tomography: Principles, Design, Artifacts, and Recent Advaneces, Wiley, 2009.

[10] B. D. Metscher, Micro-CT for comparative morphology: simple staining methods allow high contrast 3D imaging of
diverse non-mineralized animal tissues, BMC Physiology, Vol. 9, page 11-25, 2009.

[11] O. Brunke, Comparison between X-ray tube based and synchrotron radiation based nCT, 10" European Conference on
NDT, Moscow, June7-11, Spektr, 2010.

[12] U. Bonse, F. Busch, X-ray computed microtomography (uCT) using synchrotron radiation (SR), Progress in biophysics
and molecular biology, Vol. 65(1), page 133-169, 1996.

[13] O. Brunke, E. Neuser, A. Suppes, High Resolution Industrial CT Systems: Advances and Comparison with
Synchrotron-Based CT, International symposium on digital industrial radiology and computed tomography, 2011.

[14] A. Snigirev, I. Snigireva, V. Kohn, S. Kuznetsov, I. Schelokov, On the possibilities of x-ray phase contrast
microimaging by coherent high-energy synchrotron radiation, Review of scientific instruments, Vol. 66, page 5486,
1995.

[15] J. Kaiser, K. gtépénkové, T. Kofistkova, O. Sedo, G. Melnyk, M. Hartl, D Palousek and J. kucera, Determination of the
cause of selected canine urolith formation by advanced analytical methods, Jrounal of small animal practice, Vol. 52,
page 646-651, 2012.

[16] B. D., Metscher, MicroCT for Developmental Biology: A Versatile Tool for High-Contrast 3D Imaging at Histological
Resolutions, Developmental dynamics, Vol 238, page 632-640, 2009.

[17] M. Tesafovd, T. Zikmund, M. Kauckd, 1. Adameyko, J. Jaro$, D. Palousek, D. gkaroupka, J. Kaiser, Use of micro
computed-tomography and 3D printing for reverse engineering of mouse embryo nasal capsule, JINST, submitted.

www.3dct.at 9


http://www.3dct.at

