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Metody zlepSeni kontrastu pro vizualizaci mékkych tkani v
mikrotomografii

Souhrn

Studium anatomie zZivocichll bylo zpocatku doménou svételné mikroskopie a tvorby
histologickych preparati. Priprava téchto vzorkli byla velmi ¢asové narocna a vedla vzdy
k trvalé destrukci tkan€é. V prubéhu druhé poloviny 20. stoleti se zaCala rozvijet oblast
neinvazivnich zobrazovacich metod. Na podklad¢ rentgenového zafeni vznikla vypocetni
tomografie. Ta byla zpocatku ur¢ena piedevsim pro oblast humédnni mediciny. S postupem ¢asu
zacala byt tato metoda hojn¢ vyuzivana i v biologii.

Mikrotomografie je metoda, kterd z vypocetni tomografie vychazi, ale disponuje
podstatné vétsim rozliSenim az na urovni mikrometrid. Technologie postavené na principu
rentgenového zafeni dosahuji vybornych vysledkl pii vizualizaci mineralizovanych tkani
obratlovcl a chitinu u ¢lenovei. OvSem mékké tkané s nizsi relativni hustotou absorbuji
rentgenové zaieni podstatné méné, a proto je jejich vysledné zobrazeni vyrazné horsi.
Pro zvySeni kontrastu a tim zlepSeni vizualizace m¢kkych tkani se pouzivaji kontrastni latky
s obsahem tézkych kovii. Nejcastéji se jedna o kontrastni ¢inidla na bazi joédu (12) a kyselinu
fosfowolframovou (PTA).

V nasi studii jsme se zaméfili na moznosti vyuziti téchto barvicich latek ke zlepSeni
zobrazeni tkani u vodnich Zivocichil. Vybrali jsme 8 preparatii ze sbirky Katedry zoologie a
rybatstvi CZU. Jednalo se o 5 rybovitych obratlovct, 2 zastupce korys$t a jeden druh mékkyse.
Vzhledem k menS§im rozmérim exemplafi byly pouZity roztoky o nizkych koncentracich (1%
a 0,3% ). Preparaty byly barveny rizn¢ dlouhou dobu (6 h az 30 dnli). Zam¢étili jsme se téz
na volbu vhodného zptsobu fixace béhem skenovani, aby nedochézelo k nezddoucim pohybiim
vzorkd.

Nésledné jsme vyhodnocovali findlni kvalitu skenid v zdvislosti na délce barveni,
pouzité¢ kontrastni latce a nastaveni parametrii CT pfistroje. Porovnédvali jsme obé barvici
metody (I2E a PTA). Prokézali jsme, ze v ptipad¢ jodové kontrastni latky dochézi k dostate¢né
difuzi barviva do tkéni jiz béhem nékolika hodin (v naSem piipade 6 h). PTA vzhledem ke své
relativné vétsi molekule vyzaduje delsi Cas barveni, tzn. v rdmci dnl a 1épe az tydni.

Ze ziskanych dat jsme na zavér rekonstruovali trojrozmérné modely preparati.

Klic¢ova slova: vypocetni tomografie, metody barveni, morfologie, 3D zobrazovani



Contrast enhancement methods for soft tissue visualization
in microtomography

Summary

The study of animal anatomy was initially the domain of the light microscopy and the
formation of the histological preparates. The preparation of these samples was very time
consuming and always led to a permanent tissue destruction. During the second half of the 20th
century, the field of non-invasive imaging methods began to develop. Computed tomography
was created on the basis of X-rays. It was initially intended primarily for the field of human
medicine. Over time, this method began to be widely used in biology.

Microtomography is a method based on computed tomography, but it has a significantly
higher resolution at the level of micrometers. Technologies based on the principle of X-rays
achieve excellent results in the visualization of mineralized tissues in vertebrates and in the
visualization of chitin in arthropods. However, soft tissues with a lower relative density absorb
the X-rays significantly less, and therefore their resulting image is significantly worse. To
increase the contrast and thus to improve the visualization of soft tissues, the contrast agents
containing heavy metals are used. These are the most often used contrast agents based on iodine
(I2) and phosphotungstic acid (PTA).

In our study, we focused on the possibilities of using these agents to improve tissue
imaging in aquatic animals. We selected 8 specimens from the collection of the Department of
Zoology and Fisheries. There were 5 fish vertebrates, 2 representatives of crustaceans and one
species of mollusk. Due to the smaller dimensions of the specimens, solutions with low
concentrations (1% and 0.3%) were used. The slides were stained for various lengths of time
(6 h to 30 days). We also focused on choosing a suitable method of fixation during the scanning
process to avoid any unwanted movements of the samples.

Subsequently, we evaluated the final quality of the scans depending on the length of
staining, on the contrast of a medium used and on the settings of the CT instrument parameters.
We compared both staining methods (I2E and PTA). We demonstrated that in the case of an
iodine contrast agent, sufficient diffusion of the agent into the tissues occurs within a few hours
(in our case 6 hours). Due to its relatively larger molecule, PTA requires longer staining time,

counted in days or weeks. In the end we createded 3D specimen models from the data obtained.

Keywords: computed tomography, staining methods, morphology, 3D imaging
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1 Uvod

Studium anatomickych struktur bylo zpocatku postaveno pouze na vytvareni
histologickych preparatii a jejich nasledném studiu pod mikroskopem. Tento postup ovSem
vede k trvalé destrukci tkani, které jiz nemohou byt dale vyuzity k jinym studijnim tceltim.
Dalsi nevyhodou je zna¢né pracnost tohoto postupu. Béhem procesu dochézi také ke vzniku
nevratnych artefaktl, které mohou zplsobit vyznamné zkresleni anatomickych poméra
(Lesciotto et al. 2020). Histologické preparaty je mozné hodnotit pouze ve dvojdimenziondlnim
rozliSeni, chybi moznost rekonstrukce prostorovych modelt tkani.

Z tohoto divodu se pozornost védecké obce zaméfila na vyvoj modernéjSich
zobrazovacich metod, které by umoznily podrobné studium anatomie na mikroskopické trovni
pii zachovani celistvosti preparatu a jeho tkani.

Rentgenové zareni umoziuje zobrazeni tvrdych mineralizovanych tkani, jako je kost,
dentin, sklovina ¢i silnd chrupavka. Tyto tkdn¢ absorbuji nejvice rentgenového zafeni na rozdil
od mékkych tkanovych struktur s nizkou hustotou, kde je absorbce zareni minimalni (Gignac
& Kley 2018).

Vypocetni tomografie (CT) je metoda zalozend na rentgenovém zéfeni vyuzivajici
zobrazeni anatomickych struktur pomoci mnohocetnych fezli tkdnémi z riznych thla a jejich
naslednou digitalni trojrozmérnou rekonstrukci (du Plessis et al. 2017). Jedna se o jednu
z nejstarSich tomografickych metod, ktera byla vytvotena prvotné pro uc¢ely humanni mediciny
(Metscher 2009).

Mikrotomografie (microCT) je metoda postavend na principech vypocetni tomografie.
Na rozdil od humannich CT pfistroji zobrazuje objekty zivé 1 nezivé mnohdy o podstatné
mensich rozmérech, nez je lidské télo. Zatimco medicinské vypocetni tomografy dosahuji
maximalniho rozliSeni 70 um, priimyslové vyrabéna microCT disponuji obecné rozliSenim 5-
150 pm. Mikrotomografy pouzivané pro védecké ucely vSak dosahuji az rozliSeni 0,5 pm
(nanoCT). Tyto pfistroje s rozliSenim na submikronové urovni (nanoCT) jsou nékdy
oznacovany jako rentgenovd mikroskopie, protoze rozliSeni je podobné optickym
mikroskopim. U humanniho CT se zdroj rentgenového zareni a detektor pohybuji kolem
stacionarniho objektu, zatimco u pramyslového CT jsou zdroj rentgenového zareni a detektor
fixovany v jedné pozici a rotuje skenovany objekt (du Plessis et al. 2017).

Pro zlepSeni vizualizace mékkych tkani se pouzivaji kontrastni latky, které obsahuji
néktery z tézkych kovl. Tim se dosdhne zvySeni kontrastu téchto tkani a nasledné podstatné
lepsiho zobrazeni (Silva de Se et al. 2015). Nejcastéji pouzivand kontrastni ¢inidla jsou
zaloZena na bazi jodu, déle se pouziva kyselina fosfowolframova.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Vyuziti konkrétni barvici techniky zaloZzené na ucinku latek s obsahem jodu a wolframu
umoziuje zvysit kontrast a tim zlepsit vizualizaci mékkych tkani v mikrotomografii.



3 Literarni reSerse

V poslednich nékolika desitkach let dosSlo k vyznamnému rozvoji zobrazovacich metod,
které¢ umoziuji podrobné nahlédnout do anatomie sledovanych objekti, aniz by doslo k jejich
destrukci. Mezi tyto metody patii vypocetni tomografie (X-ray computed tomography, CT),
magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging, MRI), light sheet mikroskopie (light sheet
fluorescence microscopy, LSFM), selective plane illumination microscopy (SPIM,
mikroskopie vyuzivajici osvitu tenké vrstvy vzorku) a optical projection tomography (OPT).
Diky tomuto pokroku je mozné ptesnéji urcit velikost jednotlivych tvrdych, ale pfedevsim
mékkych tkéni, jejich vzajemny vztah a prostorou distribuci (Gignac & Kley 2018).

Tato prace se zaméfuje na moznosti vyuziti microCT (CT s rozliSovaci schopnosti
vramci mikrometri) a diceCT (diffusible iodine-based contrast-enhanced computed
tomography) pii1 zobrazeni mékkych tkani obratlovci, ale 1 nékterych bezobratlych zivocicht.

3.1 Historie vyuziti zobrazovacich metod v biologii

Na pocatku morfologického vyzkumu stéla klasicka svételna mikroskopie. K hodnoceni
tkani pod mikroskopem je nutné vytvofit histologické preparaty. Nejprve je nutné ziskat blok
tkané maximalni velikosti 1 cm?, ten se nasledné fixuje a zalévé nejcastéji do parafinu. Nasledné
se blocek kraji na mikrotonu na tenké fezy (Site 5-15 um). Preparaty je mozné dlouhodobé¢
uchovavat. Oviem tka je trvale poskozena a cely proces je znaéné pracny. Casové naroény
proces ptipravy a krajeni vzorkl predstavuje potencial pro vznik artefaktli, které mohou prekryt
nebo narusit tkan¢ a tkanové struktury. Miize dojit k roztrzeni, zlomeni nebo naopak skladani
tkané (Lesciotto et al. 2020).

Zobrazovaci metody naopak umozni podrobné zobrazit jednotlivé struktury a jejich
sloZzeni se zachovanim celistvosti tkané (Gignac et al. 2016). Vysledkem je série piesnych
anatomickych rekonstrukei, ze kterych lze nésledné¢ pomoci riznych pocitacovych programi
simulovat trojrozmérné rekonstrukce tkani. Preparat je tedy mozné pouzivat opakované a
dlouhodob¢ uchovavat. Ziskané scany lze vkladat do riiznych databazi, které jsou nasledné
pristupné Siroké védecké vetejnosti (Krings et al. 2017).

Vypocetni tomografie umoziluje pomoci rentgenového zafeni neinvazivné zobrazit
vnitini orgdny a tkan€. Jeji pocatky spadaji do 60. a 70. let 20. stoleti a jsou spojeny predevsim
s vyuzitim v humanni medicing. Prvni prototyp byl piedstaven 1. 10. 1971 v laboratotich EMI,
jeho autorem byl G. N. Housfield (Kalender 2006). V 80. letech 20. stoleti byla pfedstavena
dal$i mimotadné vyznamna zobrazovaci metoda, magneticka rezonance (Thornsten 2011).

Metody zaloZzené na rentgenovém zatfeni jako prosty rentgenovy snimek, vypocetni
tomografie (CT) a mikrotomografie (microCT, uCT) detailn¢ zobrazuji tvrdé mineralizované
tkané jako kosti, dentin a sklovinu (Mizutani & Suzuki 2012). Magneticka rezonance umoziuje
naopak podrobné zachytit mékké tkan€. SPIM (selective plane illumination microscopy) je
metoda vhodna k mnohahodinové dokumentaci s vysokym rozliSenim. Diky nizké fototoxicité
a vysoké rychlosti umoziluje napiiklad nepfetrzit¢ sniméani vyvoje embrya. OPT (optical
projection tomography) je vyuzivani k vizualizaci genové exprese (Gignac et al. 2016).

Mikroskopickd vypocetni tomografie neboli mikrotomografie (LCT, microCT) byla
vyvinuta na pocatku 80. let minulého stoleti. Je to trojrozmérnéd zobrazovaci metoda vyuzivajici
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rentgenové zareni. Jedna se o identickou metodu, jako je klasicka vypocetni tomografie. Rozdil
spociva v rozliSovaci schopnosti, kterd je u mikroCT podstatné vétsi az na urovni mensi nez 1
milimetr. Dal§im podstatnym rozdilem je omezena velikost sledovanych objektii. Od roku 1982
doslo k obrovskému nartstu vyuziti microCT technik. V roce 2009 dosahl pocet védeckych
publikacich vénovanych této tématice témét 1000. Existuji 3 urovné mikroskopické tomografie
dle schopnosti prostorového rozliSeni: mini-CT, micro-CT a nano-CT. Pro vSechny tyto metody
se vSak pouziva souhrnné oznaceni microCT. RozliSovaci schopnost mini-CT se pohybuje
v rozmezi 10° — 10* um, micro-CT 10*-10' um, nano-CT je schopné rozlisovat struktury mensi
nez 1 um (Ritman 2011). Mikrotomografie je metoda, kterou lze vyuZzit pro zobrazovani
nezivych preparat, ale téZ pro skenovani objektd zivych, tedy in vivo. Lze vytvaiet
longitudinalni studie, kde studovany objekt snimame opakované v pribéhu ¢asu (Broeckhoven
et al. 2016).

3.2 Magneticka rezonance

Princip nuklearni magnetické rezonance byl poprvé experimentalné popsan v roce 1946.
Oba autofii Bloch a Purcell ziskaly za tento vynalez v roce 1952 Nobelovu cenu za fyziku. Prvni
ptistroj pro klinické pouziti byl vyroben v roce 1980 v Nottingham a Aberdeen.

Atomové jadro se sklada z proton a neutroni a vykazuje kladny elektricky naboj.
Nektera atomova jadra (s lichym protonovym ¢islem), jako je atom vodiku 1H, ¢i jadro atomu
fosforu 31P, maji vlastnost zvanou spin. Spin (moment hybnosti) si lze pfedstavit jako rotaci
castice kolem vlastni osy. Jedna se o matematicky model, samotné jadro se netoc¢i v klasickém
vyznamu, ale jeho ¢asti vytvareji lokalni magnetické pole se severnimi a jiznimi poly a indukuji
tzv. magneticky moment (Grover et al. 2015).

Kromé¢ rotace vykonava jadro jesté dalsi pohyb, takzvanou precesi, coz je pohyb spinu
po plasti pomyslného kuzele. Lze sis jej predstavit jako pohyb rozto¢ené kaci. Kdyz umistime
sledovany ptredmét do silného magnetického pole pfistroje pro NMR, atomy vodiku se
zorientuji tak, aby jejich spin byl rovnobézny se siloCarami magnetického pole, a to ve dvou
moznych smérech - bud’ paralelné, nebo antiparaleln€. Antiparalelné¢ orientované atomy maji
vysSi energii nez ty paralelni. VSechny atomy pfitom neustale vykonavaji precesni pohyb, a to
o stejné frekvenci (vykonaji stejny pocet otacek za urcity Cas). Tato frekvence zavisi na sile
magnetického pole, kterému jsou atomy vystaveny a na druhu atomu, a lze ji vypocitat, nazyva
se Larmorova frekvence (Rosina et al. 2013).

V této fazi totiz pfistroj vysle do sledovaného objektu elektromagneticky impulz o stejné
frekvenci, jako mé precesni pohyb atomli vodiku. Pfi interakci dvou vInéni o stejné frekvenci
dochdzi k rezonanci — atomy vodiku absorbuji energii, ktera jejich precesni pohyb o néco
vychyli. ZjednodusSen¢ feceno tim pribylo antiparalelné postavenych atomu o vyssi energii na
ukor téch paralelnich. Navic vSechny atomy zacnou vykondvat diky elektromagnetickému
impulsu sviij precesni pohyb synchronné — zacnou obihat pomysiny kuzel ze stejné strany,
jejich spin je tedy v dany okamzik vychyleny na stejnou stranu a vznikne tak pficna
magnetizace (kolma na hlavni magnetické pole), kterou lze méfit. Kdyz impuls piestane
pusobit, atomy vodiku se zacnou vracet do ptivodniho postaveni a pfitom energii, kterou prve
absorbovaly, zase postupné emituji, mluvi se o fazi relaxace. A v této fazi nastava méteni. Méri
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se jednak cas, za jak dlouho se nadbytecné antiparalelni atomy vrati do paralelni polohy, coz se
projevi jako zmény v podélné magnetizaci (T1 relaxacni ¢as), a dal se méfi zmény v pficné
magnetizaci, za jak dlouho se atomy opét desynchronizuji v precesnim pohybu (T2 relaxaéni
¢as). To zavisi hlavné na slozeni okolni tkané, jak v ni na sebe molekuly vzajemné piisobi.
Ne¢kde se tak atomy zacnou o néco opozd’'ovat a nékde zrychlovat. Kontrastné tak mizeme
zobrazit tkan¢ obsahujici hodné tukt od tkani slozenych hlavné z vody. Ptiblizenim civky
do blizkosti rotujiciho magnetického momentu se v ni indukuje napéti, které je nasledné
méteno (Grover et al. 2015).

MRI Scannar Cutaway

Obr. 1 Schéma pfistroje pro magnetickou rezonanci (Tran 2012)

3.3 Dalsi zobrazovaci metody

Fluorescen¢ni mikrokopie svétlenych list (Light sheet fluorescence microscopy, LSFM)
funguje jako nedestruktivni mikrotom a mikroskop, ktery vyuziva rovinu svétla k optickému
fezu a vizualizaci tkdni na subcelularni urovni. Tato metoda je vhodnd k zobrazovani hluboko
ulozenych struktur v transparentnich tkanich, protoze tkané jsou vystaveny pouze tenké roviné
svétla (Santi 2011).
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Obr. 2 Schéma light sheet fluorescence microscob.y (Huisken & Stainier 2009)

Mikroskopie vyuzivajici osvitu tenké vrstvy vzorku (selective plane illumination
microscopy, SPIM) je jednou z metod mikroskopie svételnych listli. Je zaloZena
na prosvétlovani vzorku laserovym svazkem roztazenym pomoci cylindrické ¢ocky. Laserovy
paprsek probiha kolmo k umisténi detektoru (Huisken & Stainier 2009).

Opticka projekcéni tomografie (optical projection tomography, OPT) je opticky ekvivalent
retgenové vypocetni tomografie. Vzorky jsou ale misto rentgenovym zafenim prosvécovany
viditelnym svétlem. Vlozeny preparat je otacen postupné s malym tthlovym krokem v rozsahu
360° a pro kazdé natoCeni je ziskana projekce. Ze souboru obrazii projekci je algoritmem
filtrované zpétné projekce spocitdna vysledna 3D reprezentace preparatu (Rieckher et al. 2011).

3.4 Rentgenologické metody a jejich vyuziti v biologii

3.4.1 Rentgenové zareni

Rentgenové paprsky (star§Sim ndzvem paprsky X) jsou elektromagnetické ionizujici
zéfeni s vinovou délkou 10 — 1012 m. Jedna se o proud fotond, o energiich desitek az stovek
KeV. Pfirozenymi zdroji rentgenového zafeni jsou hlavné hvézdy. Rentgenové paprsky
vznikaji vSude tam, kde elektrony narazeji velkou rychlosti na piekdzku. Pii narazu elektrona
se proméni jejich kineticka energie z vétsi ¢asti na teplo a jen nepatrné mnozstvi v rentgenové
zateni. Cim vétsi je rychlost elektrond, tim jsou rentgenové paprsky pronikavéjsi (Martykanova
2007).

Rentgenové paprsky objevil Wilhelm Conrad Rontgen dne 8. listopadu 1895 ve své
laboratofi ve fyzikdlnim tstavu na Wirzburské univerzit¢ v Bavorsku. V té dobé zkoumal
katodové zéteni, coz je proud elektronli urychlenych elektrickym polem. Pii jejich dopadu
na anodu vznik4 zareni, které pronikd i neprihlednymi pfedméty. Vypozoroval, Ze emulze
fotografické desky zabalené do cCerného papiru aumisténé v blizkosti vybojové

13



trubice po vyvolani z€ernala. Nestalo se tak, pokud na desku polozil kovovy predmét. Timto
zpusobem Rontgen vytvofil prvni rentgenovy snimek ruky. Za své objevy obdrzel v roce 1901
Nobelovu cenu za fyziku (Glasser 1993).

3.4.2 Vypocetni tomografie

Termin tomografie byl poprvé pouzit ve 30. letech 20. stoleti. Znamend zobrazovani
ve formé fezi sledovanym objektem kolmych k ose rotace. Konvenéni tomogram je jeden fez
pacientovym télem ¢i sledovanym pfedmétem, ktery je umistén paralelné k filmu. Naslednou
rekonstrukei jednotlivych fezl z riznych smérti dochdzi k tvorbé 2D a nasledné i 3D obrazii
(Seeram 2015).

Rekonstrukéni programy obvykle generuji voxely (objemové pixely), které maji zcela
identickou velikost, a rozméry voxelil se automaticky vypocitavaji se stejnou presnosti jako
kalibrace zobrazovaciho systému. Numerickd hodnota vypoctena pro kazdy voxel je linearni
koeficient utlumu rentgenového zareni v odpovidajicim bod€ objemu vzorku. Vysledny 3D
scan je tedy jakasi trojrozmérnd matice hodnot jasu, kterd se rovnd souboru vyrovnanych
vSestrannéjSimi s rostouci sofistikovanosti a dostupnosti softwaru pro 3D prohliZeni,
manipulaci a analyzu (Metscher 2009).

Pti klasickém CT vySetfeni v humanni medicin€ je pacient uloZzen na posuvném lizku,
které postupné projizdi vysetfovacim kruhem CT pfistroje (gantry). Na jedné strané gantry je
umistén Sterbinovity zdroj rentgenového zafeni, tzv. rentgenka. Na opacné strané stojanu se
nachazi sada detektort (Kramme et al. 2011). U starSich pfistroji jsou detektory umistény
pfimo proti rentgence, jsou s ni pevné spojeny a spolecné s ni se pohybuji. U moderngjsich
tomografli jsou nepohyblivé detektory prstencité uspofadany kolem celého pacientova téla.
Matematickym vypoctem je urena vySe absorpce rentgenového zafeni, zobrazena v odstinech
Sedi (Navratil & Rosina 2019). Objekt je zobrazovan v transverzalni roving, kterd je kolma na
dlouhou osu téla.

Obr. 3: Vypocetni tomografie Fakultni nemocnice Motol

K urc¢eni rozsahu denzity (miry absorpce a rozptylu zafeni) v dané oblasti se pouzivaji
Hounsfieldovy jednotky (HU). V praxi mohou nabyvat Hounsfieldovy jednotky hodnot
od —1000 (vzduch), do +1000 (kompaktni kost). Pro diagnostické uziti a pro zobrazeni
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vysledného obrazu v odstinech Sedi na monitoru je tedy k dispozici cca 2000 ¢isel. Denzita je
spocitana v jednotlivych bodech tkéné€ a jeji hodnota je kvantifikovana tzv. Hounsfieldovou
stupnici na 4096 stupnid. Rozdily v denzité se zobrazuji na stupnici Sedi. Protoze lidskym okem
nelze rozliSit celou skalu denzit, pouzivaji se podintervaly, tzv. okna (napt. mékkotkanove,
kostni okno, plicni aj.).

Rentgenka

Detektory
Obr. 4 Princip vypocetni tomografie (Navratil & Rosina 2019)

Existuji 2 typy CT vySetfeni: konvecni (sekvenc¢ni, skokové) a helikdlni (spiralni) CT
(Peterova 2010). U konvecniho CT je v urcity okamzik scanovan pouze jeden fez. Rentgenka
a detektory rotuji o 360° nebo mén¢ stupnil, zatimco posuvny stil a pacient zlstavaji
ve stacionarni pozici. Tato metoda je Casové velmi narocnd. Spirdlni CT naopak vyrazné
zkracuje dobu vysetieni. Béhem scanovani se posuvny stlil s pacientem kontinualn¢ pohybuje
vnitikem gantry a rentgenka s detektory nepietrzité rotuji kolem pacienta. Pohyb rentgenovych
paprski kolem pacienta tak probiha po spirale. Vysledkem je zisk zna¢ného mnozstvi dat
behem kratkého Casového useku. Vysetfeni ovSem znamena pro pacienta vyssi radiacni zatéz
nez u konvencniho CT (Seeram 2015).

3.4.3 MicroCT

Mikrotomografie (microCT, pCT) je metoda vychazejici z vypocetni tomografie (CT) ¢i
vypocCetni axidlni tomografie (CAT). Je postavena na stejnych principech jako vypocetni
tomografie Siroce vyuzivana v huméanni mediciné (Metscher 2009, Singhal et al. 2013).
Primyslové vyrabéné CT pfistroje jsou uréeny k zobrazovani zivych i nezivych objektli mimo
medicinské ucely. Vzhledem k faktu, ze tyto objekty dosahuji mnohdy velmi malych rozmért,
bylo nutné docilit podstatné vétsiho rozliSeni az na irovni mikrometrii (micro-CT) a dokonce i
urovni mens$i nez 1 mikrometr (nano-CT). MicroCT se stavad Siroce rozSifenou metodou
v oblasti morfologického vyzkumu (Zikmund et al. 2018).

CT pro pramyslové ucely se lisi od pfistroji urCenych k medicinskému pouziti ve 3
zékladnich bodech. Medicinské CT ma uvniti ptistroje kruhovy otvor (gantry), kterym projizdi
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posuvny stlll s pacientem, rentgenka a detektory rotuji kolem pacienta. U primyslovych
pristroji je to opacné, zdroj rentgenového zafeni a detektory jsou pevné fixovany a pohybuje
se naopak sledovany vzorek. Toto uspotddani umoznuje dosdhnout vyssiho rozliSeni
pii zobrazovani zejména malych objekti. DaSim podstanym rozdilem je vyrazné vétsi
flexibilita v moznosti nastaveni napéti a elektrického proudu u microCT urcenych
pro prumyslové a védecké vyuziti v zavislosti na materidlovém slozeni vzorku. MicroCT
disponuje vys§im obrazovym rozliSenim nez medicinské CT, obvykle se pohybuje v rozmezi
5-150 pm. Vypocetni tomografy pro 1ékarské ucely dosahuji nejvétsiho rozliSeni na Grovni 70
pum (du Plessis et al. 2017).

Obr. 5 Schéma uspotfaddani microCT (du Plessis et al. 2017): A-zdroj rentgenového zareni; B-
stojan, kde je umistén scanovany objekt; C-detektory hodnotici mnozstvi dopadajiciho zafeni

Metody pro rekonstrukci 3D obrazii se déli do dvou zakladnich skupin: metody zalozené
na rekonstrukci ze sériovych fezl a scanovani celého objemu studovaného vzorku (Metscher
2009).

3.44 DiceCT

Rentgenové technologie vykazuji vynikajici vysledky pfi vizualizaci mineralizovanych
tkani obratlovci, jako je kost, dentin, sklovina, dale silna chrupavka a u ¢lenovci chitin. Tyto
tkdné nejvice absorbuji rentgenové zareni. Naopak mékké tkané s relativné nizkou hustotou
jako jsou jatra, ledviny, centralni a periferni nervovy systém absorbuji zafeni podstatné mén¢ a
proto je vysledné zobrazeni vyrazné horsi. Pro lepsi zachyceni mé&kkych tkani se pouzivaji
kontrastni latky, které obsahuji néktery z tézkych kovi, napiiklad oxid osmicely (OsO4),
kyselina fosfomolybdenova (PMA), kyselina fosfowolframovd (PTA) a jod (I2). Z tohoto
divodu byly zavedeny nové metody, jako je naptiklad diceCT (diffusible iodine-based contrast-
enhanced computed tomography).
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Obr. 6 Virtudlni fez my$im embryem. Srovnani barvicich technik pouZzivanych
pro mikrotomografii: Lugoliv roztok (IKI, Iodine-Potassium Iodide), fosfowolframova
kyselina (PTA, Phosphotungstic acid), osmium (Metscher 2009).

DiceCT vyuziva k lepSimu zobrazeni mékkych tkéni jodové kontrastni latky. Jod je méné
toxicky a soucasné i levnéjSi variantou nez napiiklad osmium. Rozpustény jod difunduje
hluboko do tkanég, kde jsou piirozené vazany tuky a sacharidy a tim zvySuje jejich radiodenzitu
(Gignac & Kley 2014). Stejn¢ jako magneticka rezonance (NMR, MRI), diceCT patii mezi
neinvazivni metody. Sledované vzorky zlstavaji neposkozeny narozdil od histologického
zpracovani preparatii. U takto oSetfenych preparatti 1ze dobie sledovat obsah lipidi v tkénich a
tim rozliSit myelinizované struktury od nemyelinizovanych, coz nabizi velky potencial
pro neuroanatomické studie. Napiiklad v mozku obratlovcll dokédzeme diky diceCT odlisit
myelinizované drahy od nemyelinizovaného kortexu, mozkovych jader a ganglii. Lze také
sledovat priib¢h jednotlivych nervii a vytvaret trojdimenzionalni simulace. Elementarni jod (12)
maé dobré vysledky pfi zobrazovani malych vzorkt do velikosti 1 cm?. Oviem u vétsich objekth
je nutné pouzit jiné kontrastni latky na bazi jodu s vétsi schopnosti penetrace do tkané. Jako
kontrastni ¢inidlo se pouziva jod ve formé¢ vodného jodidu draselného (aka, Lugoltiv roztok,
12KI) nebo alkoholicky jod (I2E a 12M), kde je jako rozpoustédlo pouzit ethanol nebo methanol
(Li et al. 2016; Gignac & Kley 2018).

Gignac et al. 2016 ve své praci porovnava studie 38 autord, kteti studovali pomoci diceCT
ruzné tkané rozmanitych druhti zivoc¢ichti. Jako kontrastni ¢inidlo byly pouzity vSechny vyse
uvedené formy jodovych barviv (12, 12KI, 12E, I12M). Délka barveni se vyrazné¢ liSila zejména
s ohledem na velikost vzorki. U malych vzorkt je difuzni dréha, kterou musi kontrastni ¢inidilo
urazit, aby proniklo do mekkych tkéni, podstatné kratsi.
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Mensi vzorky vyzaduji nizsi koncentrace 12K, I2E a I2M, stejn¢ jako kratsi doby barveni.
Kromé toho roztoky o vyssich koncentracich vytvareji vyssi osmoticky tlak, a proto jsou
rychleji absorbovany mékkymi tkanémi (Vickerton et al. 2013). Malé vzorky, jako je vétSina
bezobratlych a embrya obratlovcti, 1ze barvit pii nizkych koncentracich (tj. < 1% hmotn./obj.).
Vynikajici urovné kontrastu se dosahuje jiz pii barveni trvajicim nékolik hodin (pfes noc).
U vétsich vzorki, jako jsou post-embryondlni obratlovci, lze zvolit 2 pfistupy: nizké
koncentrace barviciho roztoku aplikované po dobu nckolika tydnii az mésicli, nebo vyssi
koncentrace barviciho roztoku (az ~ 10% hmotn./obj.) po kratsi dobu (tj. n€kolik tydnii; Gignac
& Kley, 2014).

Rychlejsi difuze a penetrace jodu do tkani mize zpisobit piebarveni preparatu s naslednym

niz§im rozliSeni jednotlivych tkdnim. Dochazi k rozmazéani tkanovych rozhrani a vysledny
obraz je podstatné¢ méné piehledny nez pii pouziti PTA (Lesciotto et al. 2020).
Rada autori uvadi, ze jodova kontrastni ¢inidla umoziiuji vyrazné zlepsit kontrast v kosterni
svaloving, pojivovych, srdecnich a cévnich tkanich (Degenhardt et al. 2010; Jeffery et al. 2011).
V ptipad¢é mozku, chrupavky a vice kolagennich struktur vsak jod dosahuje podstatné horSich
vysledkii (Metscher 2009; Tsai & Holliday 2011; Tahara & Larsson 2013; Lautenschlager et
al. 2014; Descamps et al. 2014; Disney et al. 2017; Krings et al. 2017). Kromé¢ toho, Ze nejsou
v pfipadé¢ jodovych kontrastnich latek zobrazeny vSechny tkdné stejné kvalitné, je
pravdépodobné nejvyznamnéj$i limitaci pouziti jodu jako c¢inidla zvySujiciho kontrast
pro microCT potencial pro silné smrsténi tkdn€ (Vickerton et al. 2013).
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Tab. 1 Priklady barvicich protokoli na bazi jodu u riznych autori

Autor Druh Stari Tkan Barvici Délka
roztok + barveni
koncentrace
% w/v

Baverstock | Mys$ Dospély Hlava 3,75% I2KI | 1 tyden

etal. 2013 jedinec

Hopkins et Potkan Dospély Sedaci nerv | 6% I2KI 48 h

al. 2015 jedinec

Metscher Mihule Juvenilni Ptedni Cast 1% I2E Ptes noc

2009 jedinec téla

Fernandez et | Zizala temna | Neuvedeno | Celé télo 10% I12KI 4+ 10 dni

al. 2014

Metscher Veslonos Novorozeny | Hlava 1% I2M Pies noc

2009 americky jedinec

Dougherty et | Plosticka Dospély Celé télo 1% 12E 4 dny

al. 2015 piehlizena jedinec

Pauwels et Prase domaci | Dospély Svalova a 43% KI 24 h

al. 2013 jedinec tukova tkan

3.4.5 Barveni pomoci kyseliny fosfowolframové

Kyselina fosfowolframova (PTA, phosphotungstic acid), je roztok obsahujici ionty
wolframu, o nichz je zndmo, Ze se vazou na fibrin a kolagen. PTA se v posledni dobé& pouziva
pro vysoce kontrastni zobrazovani hmyzu a embryonalnich tkani mysi a kufat v histologickych
rozliSenich za pouziti komercnich pCT systémt (Dullin et al. 2017). Ve srovnani s jodem je
PTA relativné velka molekula a jeji prostup tkdnémi je vyrazné pomalejsi proti jodovym
kontrastnim latkam. PTA proto vyzaduje delSi barvici protokoly, aby bylo mozné plné
proniknout do hlubSich tkanovych struktur a dosédhnout tak pozadované kvality zobrazeni
(Dunmore-Buyze et al. 2014, Lesciotto et al. 2020).

Prestoze bylo publikovano znacné mnoZzstvi praci vénujicich se zobrazovani tkani
za vyuziti PTA, nebyla dosud jasné€ stanovena doporucena délka barveni, neexistuje tedy zadny
univerzalni protokol, ktery byl nabizel jednozna¢ny postup. Doba barveni a postup se u riznych
autorti li§i. V navaznosti na Metscherovy publikované protokoly o barveni (Metscher 2009,
2011) byla PTA pouzita k vizualizaci struktur mékkych tkani na mikroCT obrazech riiznych
druhti a typi tkani, s vyuzitim mnoha riznych protokolt (Lesciotto et al. 2020).

Rada autort dospéla na zakladé svych vyzkumu ke stejnému zavéru, ze délka barveni
neni rozhodujicim faktorem, pokud dojde k dostatecné difuzi PTA do tkani (Nierenberger et al.
2015). Bylo vsak zvetejnéno nékolik podrobnosti, které by naznacovaly dobu potiebnou
k dostate¢nému proniknuti do tk&ni rdznych druht a vékovych skupin. Metscher (2011) ve své
praci prokazal, ze ani koncentrace barviciho roztoku PTA, ani koncentrace alkoholu nebyly
kritickou slozkou protokolu. Srovnani doporuc¢ené koncentrace Metschera 0,3% PTA v 70%
ethanolu se zvySenou koncentraci 0,6% PTA v 70% ethanolu nevedlo k signifikantnimu rozdilu
ve vizualizaci tkani. Stejné tak doba barveni pouze pies noc a po dobu 10 dnli v 0,3% roztoku
PTA nevykazovala rozdily ve finadlnim zobrazeni (Krings et al. 2017).
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Tab. 2 Srovnani postupii barveni p¥i pouZiti PTA u riiznych autori

Autor Druh Stari Tkan Barvici Délka

roztok barveni
Descamps et | Mysi embryo | Staii 14,5 Cele télo 2,5% PTAv |24h
al. 2014 dne demineralizo

vaném

vodném

roztoku
Balint et al. | Prase Neuvedeno | Vazya 10% Do 5 dnti
2016 Slachy hm./obj.

PTA ve vodé
Dullinetal. | Mys Dospély Srdce 0,7% PTA in | 6 dnil
2017 70% ethanol
Buytaert et Kralik 12 tydn Kosti, svaly, | 0,3% PTA Neuvedeno
al. 2014 nervy, tuk ve vodé
Krings etal. | Pulec Neuvedeno Cele télo 0,3% PTA v | Pfes noc
2017 70%

ethanolu
Smith etal. | Cmeldk 4 dny Hlava 0,5%PTA v | 1-9 dnt
2016 70%

ethanolu
Tesafova et | MySi embryo | Staii 15,5 Cele télo 0,7% PTA v | 6 dnil
al. 2016 dne 90%

methanolu

Ptestoze uvedené barvici protokoly v mikrotomografii maji nespocetné vyhody, lze 1 tyto
postupy do jisté miry povazovat za destruktivni. Napiiklad se obecné piedpoklada, ze barveni
kyselinou fosfowolframovou (PTA) neni zcela reverzibilni, a dokonce ani barveni na bazi jédu
nelze upln¢ odstranit. Na zaklad¢ téchto fakti musi byt peclivé zvazeno pouziti téchto barvicich
metod u dilezitych vzorkt, kde je jakékoli poSkozeni nezadouci. Dalsim diskutovanym bodem
jsou ucinky barvicich protokolli i skenovani na integritu genetické informace preparati a jejich
dal$i vyuziti v rdmci genetickych analyz. Ptestoze se zd4, Ze samotna mikrotomografie
neohrozuje strukturu DNA bunék, zlistava nadale znepokojujicim faktem jasné prokazana
souvislost mezi rentgenovym zafenim a poskozenim DNA (Sumner-Rooney et al. 2019).

3.4.6 Srovnani magnetické rezonance a microCT

Magneticka rezonance je v soucasné dob¢ preferovanou metodou pii studiu mékkych
tkani a je zlatym standardem v neuroekologii ryb. Umoziiuje vySetfovat i vétsi vzorky, coz je
vyhodné zejména tam, kde =z dhvodu velikosti studovaného objektu nelze pouzit
mikrotomografii. Bézn¢ pouzivana kontrastni Cinidla pii vySetfeni nuklearni magnetickou
rezonanci narozdil od diceCT nezpusobuji nezddouci smrSténi tkané a tudiz nedochazi
ke vzniku artefakti.

Na druhou stranu ovSem relativni nedostupnost, vysoké ndklady a casova naro¢nost MRI
mohou byt omezujicim faktorem zejména v pfipadé studii provadénych na velkém poctu
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vzorkd, ¢i na preparatech o malé velikosti, kde je vyzadovano vétsi rozliSeni zobrazovanych
anatomickych struktur. Proto je diceCT vhodnou alternativou pii studii mékkotkanovych
struktur u celé Skaly zivoc€icht, které jsou pro scanovani magnetickou rezonanci nevhodné.
Umoznuje podrobné zobrazeni nervového systému, jednotlivych casti mozku a jejich
prostorového usporadani (Camilieri-Asch et al. 2020).

3.5 Postup pri zpracovani vzorki, parametry scanovani

3.5.1 Priprava vzorku pred scanovanim

Mikrotomografie nevyzaduje zadnou nebo jen minimalni piipravu vzorku ptred vlastnim
scanovanim. Objekt béhem scanovani rotuje a je sniman z riznych thli. Ze ziskanych projekcei
se posléze hodnoti absorbce retgenového zafeni v jednotlivych bodech sledovaného objemu
(Metscher 2009). Z diivodu minimalizace vzniku artefaktii je nezbytné nutné studovany objekt
pevné fixovat v jedné pozici a zabranit tak nezddoucim pohybtim. Doporucuje se pouzivat riizné
fixacni nadoby dle tvaru a velikosti vzorku vyrobené z materialii o nizné denzité (napf. trubice
z lepenky, plastové lahve, sklenéné tyce). Vzorek s fixacni nddobou musi byt oddélen
od vysoce denzniho rota¢niho systému CT piistroje.

Je vhodné umistit vzorek do drzdku pod mirnym uhlem, aby se zabranilo paralelnimu
postaveni s rentgenovymi paprsky. V takovém piipad¢ totiz rentgenové paprsky nepronikaji
fadné¢ sledovanym objektem a dochazi ke vzniku nezaddoucich artefakti a nepiesnosti
v rozliSeni. Vysledny obraz mize byt rozmazany a tudiz nevhodny k analyze jednotlivych
struktur a jejich prostorového uspotradani.

(a) (b)

2cm ‘xv

Obr. 7 Fixace chameleona ve floristické péné s cilem minimalizace pohybti preparatu béhem
skenovani (du Plessis et al. 2017).

Postupné vysychani vzorku béhem pomérné dlouhé doby scanovani mtze také zptisobit
vznik artefakt. Tomu Ize zabranit pfedchozi dehydrataci vzorku (nedoporucuje se u malych a
kiehkych objektl), ¢i umisténim sledovaného objektu do kusu latky navlhéeného vodou,
ethanolem, formalinem nebo isopropanolem (du Plessis et al. 2017).
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3.5.2 Parametry skenovani

Napéti rentgenového zaieni velmi silné zavisi na typu a materialovém slozeni vzorku.
Optimalniho rozliSeni se obvykle dosahuje niz§imi hodnotami napéti. Pro biologické preparaty
se pouziva napéti v rozmezi 30 az 100 kV, pro mensi nerosty a lehké kovy 60 az 150 kV a
pro tézké kovy a velké nerosty 160 az 240 kV. Malé vzorky obecné vyzaduji nizké napéti (du
Plessis et al. 2017).

Jak jiz bylo fe€eno, objekt béhem skenovani rotuje. Doba skenovani je odvisla od poctu
projeket, ze kterych je exemplar snimén. Na kazdou projekci se vytvari vice snimkd, aby se
jejich zprimérovanim snizil Sum a nésledné zlepsila kvalita obrazu.

3.5.3 Smrstovani tkani, vznik artefakta

Smrsténi tkang je zplisobeno hlavné nizkym pH PTA v roztoku a vysokou osmolalitou
jodovych kontrastnich latek. Smr§tovani vzorkt je kritickym bodem, ktery je tieba eliminovat
nebo pfinejmensim minimalizovat, protoze vyznamné méni morfologii a integritu tkang, coz
znemoziuje spravnou strukturalni analyzu a nasledné modelovani. Ziskana data jsou zkreslena
anepfesna. Navic smr$tovani poskozuje vzorky, a proto nemohou byt nasledné pouzity v jinych
biologickych studiich (de Bournonville et al. 2019).
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4 Metodika

4.1 Vybér exemplait, zpusob fixace

V této praci jsme se zamé&fili na moznosti zobrazovani tkani nékolik zastupcii obratlovet
(ryboviti obratlovci), bezobratlych (korysi, mékkysi) pomoci mikrotomografie pii pouziti
jodové kotrastni latky (I12) a kyseliny fosfowolframové (PTA). Vybrali jsme 8 preparati ze
sbirky Katedry zoologie a rybatstvi Ceské zemédélské univerzity. Jednalo se o exemplafe
velikosti cca 1 — 10 cm. Z rybovitych obratlovcu byli pouziti tito zastupci: Gobio gobio,
Carnegiella sp., Proterorhinus sp., Cobitis laoensis, Salmo trutta. Z korysu byli do studie
zatazeni 2 druhy raki: Pacifastacus leniusculus a Orconectes limosus. M€kkysi byli zastoupeni
jednim druhem Sepiola sp.

Preparaty byly dlouhodobé uchovavané ve 4-8% formaldehydu. Exemplare bylo tfeba
ptevést do 70% roztoku ethanolu. Kvili nezddoucimu smrsténi tkané tento krok neni mozné
udélat piimo, proto vzorky prochazely ethanolovou fedici fadou. Formaldehyd byl promyt,
exemplafe jsme umistili do vody, poté do 20% ethanolu, 40% ethanolu a nakonec do 70%
ethanolu. Cely proces trval nékolik tydnd, jednotlivé faze predstavovaly zdrzeni asi 1-4 tydnd,
zaleZelo na velikosti vzorku.

\
O

A N O § O
Y : y

Obr. 8 Piiprava a barveni preparati
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4.1.1 Priprava kontrastnich ¢inidel

Pro ob& metody zlepSeni kontrastu (I2 i PTA) byl pouzit 1% roztok v 70% ethanolu.
Soucasné jsme vSak také zkouseli koncetrace nizsi, 0,3% PTA v 70% ethanolu, 0,3% 12 v 96%
ethanolu. Rada autorti ve svych pracich pouzivala riizné koncentrace barvivich roztoki a jak jiz
bylo zminéno vyse, neni stanoven jednoznacny doporuceny postup. Porovnévali jsme téz vliv
doby barveni preparatu na vyslednou kvalitu zobrazeni scanovanych objektii. Délka barveni se
pohybovala v rozmezi 1,5 h az do 25 dnt.

Chemikalie pro ptfipravu kontrastnich ¢inidel dodala spolecnost Penta chemicals s. r.0.
Po navdzeni materidlu pro dané roztoky probéhlo michdni na laboratorni michacce
do celkového rozpusténi barviva. Vzorky byly nasledné umistény do dostatecné velké plastové
nadoby a zality pfipravenym barvicim roztokem. Poté byly uchovavany za optimalnich
podminek po pozadovanou dobu barveni.

Obr. 9 Gobio gobio - barveni vzorku 1% roztokem 12

4.1.2 Scanovani, nastaveni a parametry microCT

Po obarveni jsme vzorky pfesunuli do zkumavek dle velikosti jednotlivych preparata.
Vzorky byly zality v €istém ethanolu o stejné koncentraci jako vlastni barvivo (tedy 70% a 90%
ethanol), aby nedochéazelo k vysychdni tkani a smr$téni preparatii. Dtlezitym bodem ptipravy
se stala volba vhodného fixa¢niho materialu, do které¢ho byly jednotlivé preparaty uchyceny,
aby pifi manipulaci a nasledném scanovani nedochazelo k nezadoucim pohybim vzorku
v nadobé¢. Po nékolika pokusech byla nakonec zvolena floristicka aranzovaci hmota.

Pro scanovani byl pouzit ptfistroj XT H 225 Nikon, ktery vlastni Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pirodnich zdroji Ceské zem&délské univerzity v Praze. Kazdy exemplaf byl
sniman v 720 projekcich, na kazdou projekci byly provedeny 4 snimky. Pouze preparat Sal/mo
trutta byl v kazdé projekci snimén 16x. Tyto snimky byly ndsledné zprimérovany, aby se
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odstranily nezddouci artefakty. Nastaveni energie paprsku se pohybovalo v rozmezi 60 - 85 kV,
intenzita proudu 92 - 175 pA asila v rozmezi 7,9 — 11,7 W.

—810)

Nikon |

XT H 225

Obr. 10 Mikrotomograf XT H 225 Nikon

Pro naslednou analyzu ziskanych dat a rekonstrukci trojrozmérnych projekei a modeli
byl pouzit komeréné dostupny softwarovy program Avizo.
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5 Vysledky

5.1 Preparaty barvené jodem

Obr. 11 Gobio gobio —nahledovy sken, barveni 1% I2 2 dny, nastaveni CT: 73 kV, 130 pA,
9,5W

Na obrazku ¢islo 12 je v n€kolika projekcich zachycen Orconectes limosus barveny
v 1% I2E po dobu 5 dnl. Na poslednim skenu vpravo dole je jeho trojrozmérny model
z lateralniho pohledu. Velmi podrobné je na jednotlivych fezech zobrazena svalovina a zaberni

oblouky. Dale mizeme pozorovat naptiklad travici trubici a mozkovy ganglion.

[ —

Obr. 12 Orconectes limosus - barveni 1% I2E po dobu 5 dnt, nahote vlevo frontalni fez,
vpravo transverzalni fez, dole vlevo sagitalni fez, vpravo dole trojrozmérny model z
lateralniho pohledu

Na dalSim obrazku €. 13 jsou nahledové skeny Cobitis laoensis barveném 25 dnii v jodu
pii nastaveni parametrti paprsku 67 kV, 173 pA, 11,6 W. Nasledujici obrazek pak zobrazuje
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finélni skeny v n¢kolika projekcich, véetné trojrozmérného modelu exempléte. Na jednotlivych
fezech lze identifikovat mozek, travici soustavu, srdce, zaberni systém, skelet, svalovinu a také
napiiklad Webertiv orgén.

Obr. 13 Cobitis laoensis - nahledové skeny, barveno 25 dnti I2E, parametry CT: 67 kV, 173
nA, 11,6 W

Obr. 14 Cobitis laoensis - transverzalni, sagitalni a frontalni projekce, na poslednim snimku
trojrozmérny model, barveni 25 dntl 12E, parametry CT: 67 kV, 173 pA, 11,6 W, lze rozlisit
nervovou soustavu, mozek, travici trubici, srdce, zabry, Webertiv organ a dalsi struktury.
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Preparat Salmo trutta jsme barvili nejdéle ze vSech exemplarti, t.j. po dobu 30 dnii v 1%
I2E. Nahledovy sken hlavy je zobrazen na obr. 15. Na nésledujicich obrazcich 16 a 17 jsou
zachyceny finalni skeny preparatu v nékolika projekcich. K dispozici jsou téz trojrozmérné
modely zobrazujici anatomické struktury hlavy. Tyto simulace byly vytvoieny v programu
Avizo. Béhem skenovani bylo provedeno 16 snimkt na kazdou projekci. Napéti rentgenového
paprsku bylo nastaveno na 60 kV, proud 151 pA asila 9,1 W.

Obr. 15 Salmo trutta - ndhledovy sken, barveni I2E po dobu 30 dnti
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Obr. 7 Salmo trutta - barveni I2E po dobu 30 dnii, 16 snim

D,

kl na projekci
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Na obrazku €. 18 je detail hlavy Salmo trutta v sagitalni projekci. Jedna se o identicky
preparat jako na ptedeslych obrazcich 15, 16 a 17. Preparat byl barven 30 dnti v jodu, na kazdou
projekci bylo provedeno 16 snimkti. Na uvedeném skenu jsou detailn€ zobrazeny struktury oka,
mozku, michy, travici trubice vcetn¢ jater. Dale jsou patrné Zabry, srdce, plynovy méchyt a
gonady. Jsou jasn¢ patrna rozhrani mezi jednotlivymi orgdnovymi soustavami, nedochazi
ke splyvani tkani vlivem difuze jodového Cinidla.

Obr. 18 Salmo trutta - detail hlavy, barveni I2E po dobu 30 dnti, 16 snimkt na projekci

Jediny zastupce mekkysu, Sepiola sp., byl barven v 1% I2E po dobu 6 h a nasledné 18
h. Nahledové skeny obou preparati jsou ke srovnani zobrazeny na obrazku ¢. 19. Vlevo je
nahledovy snimek ziskany po 6 h barveni, vpravo po 18 hodinach. Snimek vpravo je celkové
syt¢jsi, jednotlivé tkanové struktury jsou vykresleny detailnéji. To svéd¢i pro lepsi difuzi
barviva do tkéni, kterd vyzaduje ziejm¢e delsi ¢asovou piipravu nez 6 hodin pro dosazeni
kvalitni vizualizace vSech mékkotkanovych struktur. Definitivni skenovani proto bylo
provadéno az po 18 hodinéach barveni. Ukazka vyslednych finalnich skenti v riznych projekcich

je na obrazku ¢. 20. Opét je pfipojen i trojrozmerny model vytvoieny v programu Avizo.
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Obr. 19 Sepiola - ndhledové skeny, barveni I2E, vlevo po dobu 6 h, vpravo 18 h

V ptipad¢ trojrozmérného modelu Sepioly sp. si lze povSimnout urcitych artefaktt
v podobé mnohocetnych Sedych bodi, které jsou umistény v proximalni ¢asti snimku a tdhnou
se podél téla mekkyse. Jednd se o drobné rentgenkontrastni ¢éstice, které kontaminovaly
preparat umistény v nadobce v ethanolovém roztoku.
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Obr. 20 Sepiola - barveni I12E po dobu 18 h, 8 snimkii na projekei, na poslednim snimku vpravo
dole jsou ptitomny mnohocetné Sedé body jako artefakty zpisobené kontaminaci preparatu

Déle jsme se zaméftili také na vliv parametri skenovani na vyslednou kvalitu snimka.
Stejné preparaty jsme skenovali pfi odliSném napéti, sile a proudu rentgenového paprsku.
Ke srovnani uvadime 2 ptiklady na obrazku ¢. 21 a 22. Na kazdém obrazku jsou vzdy 2
nahledové skeny stejného vzorku ovSem snimané pfi jiném nastaveni skeneru. V obou
ptipadech neni patrny vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skeny. Snimky jsou ov§em velmi
tmavé, pfesycené barvivem a tim je snizena schopnost odlisit jednotlivé tkanové struktury.

Obr. 21 Cobitis laoensis - ndhledové skeny
Nabhote: barveni 12 po dobu 25 dnti, nastaveni CT: 75 kV, 94 pA, 7,1 W
Dole: barveni I2 po dobu 25 dnd, nastaveni CT: 62 kV, 146 pA, 9,1 W



Obr. 22 Proterorhinus - nadhledové skeny
Vlevo: barveni 12 po dobu 25 dnti, nastaveni CT: 62 kV, 146 uA, 9,1 W
Vpravo: barveni 12 po dobu 25 dnii, nastaveni CT: 67 kV, 173 pA, 11,6 W
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5.2 Preparaty barvené PTA

Obrazek €. 23 zachycuje raka druhu Pacifastacus leunisculus ve frontalni, transverzalni
a sagitalni projekci. Na poslednim snimku je opét vytvoren trojrozmérny model exemplare.
Preparat byl barven po dobu 5 dnti v PTA. Jiz na prvni pohled je patrné, Ze mékké tkan€ nejsou
prakticky viibec zobrazeny. Nelze diferencovat jednotlivé orgdnové soustavy, svalovina je jen
hrub¢ naznacena, zaberni systém neni patrny viibec.

Obr. 23 Pacifastacus leunisculus - barveni 0,3% PTA po dobu 5 dnti, opét frontalni,
transverzalni a sagitalni projekce, vpravo dole trojrozmérny model
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Exemplat Carnegiella sp. jsme barvili v 0,3% PTA po dobu 24 h (obr. 24). Vysledné
skeny jsou neostré az rozmazané. Pfi¢inou tohoto jevu ziejmé byl nechtény pohyb vzorku
béhem skenovani pfi nedostatecné fixaci preparatu. V tomto piipad¢ jsou dobie zobrazeny
predevsim tvrdé tkané, vizualizace meékkych tkani je minimdalni. Z toho vyplyva, ze PTA
vyzaduje k dosazeni lepSiho kontrastu del$i dobu barveni.

b 24 Carnegiella - barveno v PTA po dobu 24 h
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Preparat Rhodeus sp. byl také barven v 0,3% PTA, tentokrat po dobu 28 h (obr. 25).
Vizualizace mekkotkanovych struktur je lepsi nez v ptipadé Carnegiella sp. OvSem i zde by
mohl byt vysledny efekt kvalitn€j$i. Dobfe jsou zachyceny tvrdé kosténé struktury, dale také
zaberni systém, ale vnitini organy jsou pouze naznaceny.

Obr. 25 Rhodeus sp. - barveno PTA po dobu 28 h, 16 snimkt na projekci
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Na poslednim snimku €. 26 jsou zobrazeny 3 trojrozmérné simulace Rhodeus sp.
zhotovené v programu Avizo dle zadanych dat. Na kazdou projekci bylo béhem skenovani
zhotoveno 16 snimkd.

Obr. 26 Rhodeus sp. - barveno PTA po dobu 28 h, 16 snimkti na projekci, trojrozmérné fezy
vytvofené v programu Avizo
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5.3 SrovnanilI2 a PTA

Pokud srovname nahled zobrazeni hlavy Gobio gobio barvené 13 h v 1% 12 a 1% PTA
(obr. 27a a 27b), je patrné jiz na této urovni rychlejsi pronikani jodového barviva do preparatu,
protoze u tohoto scanu lze identifikovat i mékké tkanové struktury jako o¢ni bulby a nékteré
nervové struktury. Naopak CT nahledovy sken stejného exemplaie barven¢ho 13 h v 1% PTA
zobrazuje predevsim kosténé struktury.

Obr. 27 a) Gobio gobio - hlava, barveni 1% 12 13 h, nastaveni CT: 85 kV, 92 pA, 7,8 W
b) Gobio gobio - hlava, barveni 1% PTA 13 h, nastaveni CT: 85 kV, 92 uA, 7,8 W

wevr

PTA a 1% 12 po dobu 13 h (obr. 28). V piipadé jodové kontrastni latky je studovany preparat
podstatné sytéjsi, mekké tkan€¢ jsou mnohem vice nasyceny kontrastnim cinidlem nez
u obdobného preparatu pti pouziti PTA. PTA vyzaduje delsi ¢as barveni, aby doslo k dostatecné
difuzi barviva do tkani.
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Obr. 28 Gobio gobio - srovnani barveni v 0,3% PTA (nahote) s 1% 12 (dole) po dobu 13 h,
nastaveni CT: 85 kV, 92 uA, 7,8 W

Dalsi srovnani obou barvicich technik nabizi obrazek ¢. 29, ktery zachycuje nahledové
snimky 2 druhti rakli- vlevo Pacifastacus leunisculus barveny PTA po dobu 2 dnil a uprostied
Orconectes limosus barveny v 12E téZ po dobu 2 dnii. Zcela vpravo je zachycen ndhledovy sken
Orconectes limosus barveny v jodu po dobu 5 dnti. Je patrna rozdilna sytost a probarveni tkani.
Smérem doprava postupné stoupa sytost a vyssi mira kontrastu.

Obr. 29 a) Pacifastacus leunisculus - barveni 0,3% PTA po dobu 2 dnil
b) Orconectes limosus - barveni 1% I2E po dobu 2 dnli
¢) Orconectes limosus - barveni 1% I2E po dobu 5 dni
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Na obrazku €. 30 jsou pro srovnani jesté jednou zobrazeny ve stejnych projekcich skeny
ptibuznych druhti Orconectes limosus a Pacifastacus leunisculus, které byly barveny shodné
po dobu 5 dni, v ptipad¢ Orconectes limosus v 1% 12E, v ptipad¢ Pacifastacus leunisculus
v 0,3% PTA. Srovnani jednoznacné vychazi 1épe pro metodu barveni I2E. V ptipadé jodové
kontrastni latky se zda doba barveni 5 dnti jako dostacujici. Naopak u PTA po 5 dnech nedoslo
k dostatecné difuzi barviva do tkani, zobrazuji se proto pouze tvrdé struktury jako vnéjsi
exoskelet.

Obr. 30 V levé poloving obrazku Orconectes limosus barveny 5 dnti v 12E, vpravo
Pacifastacus leunisculus barveny 5 dnii v PTA
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6 Diskuze

Na zéklad¢ dostupné odborné literatury jsme ke zvySeni kontrastu zvolili 2 vyse
uvedené barvici metody (1% 12 v 70% roztoku ethanolu, 0,3% PTA v 70% a 96% roztoku
ethanolu). Pfestoze bylo publikovano zna¢né mnozstvi praci vénujicich se zobrazovani tkani
za vyuziti jodu i PTA, nebyla dosud jasné stanovena doporucend délka barveni, neexistuje tedy
zadny univerzalni protokol. Délka barveni a postup se u riiznych autorti lisi.

Metscher 2009 ve své praci uvadi, ze délka barveni neni kriticky faktor, pokud ma
kontrastni latka dostatek Casu proniknout do tkéni. Anorganicky jod v alkoholickém nebo
vodném roztoku rychle difunduje do fixovanych tkani a byl schopen obarvit vétSinu vzorka
za n¢kolik hodin nebo méné¢, ackoli obarveni se obvykle provadélo pies noc. V nasi praci jsme
barvili 1% I2E nékolik preparatti. Délka barveni se pohybovala od 6 h do 30 dnt.

Nejkratsi dobu byla barvena Sepiola sp., totiz 6 h a 18 h. Exemplat Gobio gobio byl
v jodovém roztoku naloZen po dobu 13 h a 2 dnti, Orconectes limosus po dobu 2 a 5 dnii, Cobitis
laoensis a Proterorhinus sp. shodné 25 dnt, preparat Salmo trutta byl barven nejdéle tzn. 30
dnt. Nasledné jsme porovnavali vysledny efekt délky barveni na kvalitu zobrazeni mékkych
tkani. Dospéli jsme k zavéru, ze skutecné stacilo nékolik hodin barveni, aby doslo k dostate¢né
difuzi barviva do tkani (v naSem ptipad¢ se jednalo o 6 h). Tento zavér byl ve shod¢€ i s mnoha
dalSimi autory (Gignac & Kley 2014, Gignac 2016).

PTA je ovSem ve srovnani s jodem vétsi molekula a jeji prostup tkanémi je vyrazné
pomalejsi, proto vyzaduje delsi barvici protokoly, aby bylo mozné plné€ proniknout do hlubsich
tkanovych struktur a dosdhnout tak pozadované kvality zobrazeni (Dunmore-Buyze et al. 2014,
Lesciotto et al. 2020). V naSem piipad¢ jsme barvili exemplat Gobio gobio v PTA po dobu 13
h, Carnegiella sp. byla barvena 28 h, Rhodeus sp. 28 h, Pacifastacus leunisculus 2 a 5 dnq.

Provedli jsme srovnani obou technik na preparatu Gobio gobio, ktery jsme barvili
po dobu 13 h obéma metodami (I2E i PTA). Vysledné skeny jsme porovnali a zjistili, ze finalni
vysledek je zcela odlisny (obr. 30, 31). Zatimco 13 h v piipadé jodové kontrastni latky zcela
stacilo k dostate¢né difuzi barviva do tkani, v piipadé PTA kontrastni ¢inidlo do mékkych tkani
prakticky viibec neproniklo. I tento nalez se tedy shodoval s udaji, které jsou uvadény v pracich
uvedenych autort.

Dale jsme se pokusili prokdzat, jaka je nejkrat$i nezbytnd doba barveni v pfipadé
protokolu zaloZzeném na 0,3% PTA, aby se stacily vSechny tkan¢ dostatecné nasytit barvivem.
Porovnavali jsme proto finalni skeny vySe uvedenych preparatti barvenych v PTA. V piipadée
Carnegiella sp., ktera byla barvena po dobu 24 h, se zobrazil pfedevSim kostény aparat a
paprscity systém ploutvi. Z mékkych tkani 1ze dobte diferencovat mozek a michu. Ostatni
organové struktury jsou pouze naznaceny. Preparat Rhodeus sp. byl v barvivu ulozen po dobu
28 h. V tomto piipadé je velmi detailné zobrazen zaberni aparat a obecné struktury hlavy,
vnitini télesné organy se zobrazuji méne syté. Vysledek je ovSem celkoveé vytéznéjsi nez
v ptipad¢ Carnegiella sp.

Pacifastacus leunisculus byl barven 2 a 5 dntli. Srovnavali jsme finalni skeny barvené
v PTA s ptibuznym druhem Orconectes limosus, ktery byl barven stejn¢ dlouho ovSem v I12E
(obr. 33). Vysledek byl velmi odlisny. Preparat barveny jodem dosahoval vysoké kvality, 1ze
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identifikovat vSechny vnitini orgdnové soustavy. U PTA se prakticky zobrazila jen vné&jsi
schranka a dal$i tvrdé struktury.

Piesnou délku barveni nezbytné nutnou k dosazeni kvalitni vizualizace mékkych tkani
u PTA se nam nepodafilo stanovit. Na zaklad¢ naSich vysledki bychom doporucili barvici
protokoly zalozené na PTA v délce nejméné nékolika dnti, 1épe n€kolika tydnti.

Du Plessis et al. 2017 doporucuje ve své praci pouzivat pro biologické vzorky napéti
vrozmezi 30 - 100 kV. Gignac et al. 2016 ve své praci porovnava studie 38 autorti, kteii
studovali pomoci diceCT tkdn€¢ rozmanitych zivoc¢isnych druhii rtizné velikosti. Hodnota
proudu v téchto pracich oscilovala od 43 do 500 pA. V naSem piipad€ se energie paprsku
pohybovala v rozmezi 60 - 85 kV, intenzita proudu 92 - 175 pA a sila v rozmezi 7,9 - 11,7 W.

Porovnavali jsme vliv odlisného nastaveni rentgenového paprsku na vyslednou kvalitu
zobrazeni u preparatu Cobitis laoensis, ktery byl barven 25 dntll jodovym kontrastnim ¢inidlem.
Signifikantni rozdil ovSem nebyl prokazan (obr. 21). Obdobny pokus jsme provedli v piipadé
exemplate Proterorhinus sp., ktery byl té€z barven po dobu 25 dnt jodem. V prvnim ptipadé
jsme pouzili nastaveni CT: 62 kV, 146 pA, 9,1 W, v druhém piipadé 67 kV, 173 puA, 11,6 W.
Vysledné skeny byly prakticky identické kvality.

Vzorky, které byly pouzity v nasi praci, dosahovaly pomérné¢ malych rozmérti cca do 10
cm velikosti (vyjma Salmo trutta), volili jsme proto nizké koncentrace kontrastnich latek. Vyssi
koncentrace barviciho roztoku a delsi doba barveni jsou moznosti pro zlepSeni kontrastu tkané,
ale Casto vedou ke zvySenému smrstovani tkdné a jejich potencialni deformaci (Degenhardt et
al. 2010; Descamps et al. 2014; Gignac & Kley 2014). Dullin et al. 2017 uvadéji, ze vyssi
rychlost difize a penetrace jodu mohou snizit ostrost obrazu tim, Ze zplsobi rozmazani
mezi tkanovymi rozhranimi. Naopak pozvolny pranik PTA diky své vétsi molekulové velikosti
muze piispét ke zlepSeni kontrastu na rozhranich mezi tkdnémi.

V nasi studii jsme nepozorovali zhorSenou kvalitu obrazu v piipad€¢ pouziti delSich
barvicich protokold zalozenych na jodu ani PTA. Delsi doba barveni byla naopak nezbytna
pro dosazeni dostate¢né difuze PTA do tkani. Nezaznamenali jsme ani vyznamné nezadouci
smr$téni tkani i jiné deformity. Pfi¢inou tohoto jevu bylo zfejmé pouziti ethanolového roztoku
o stejné koncentraci, ve kterém byly exemplafe umistény béhem skenovani. Tento faktor
zabranil vysychani tkani.
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7 Zavér

Tato prace byla zaméfena na moznosti vyuziti barvicich technik zalozenych na ucinku
latek s obsahem jodu a wolframu na zvySeni kontrastu a tim zlepSeni vizualizace mékkych tkani
v mikrotomografii. Na n&kolika preparatech ze sbirky Katedry zoologie a rybafstvi Ceské
zemede€lské univerzity v Praze ze skupiny rybovitych obratlovei, korySi a mékkyst byly
pouzity 2 barvici metody (1% 12 v ethanolovém roztoku, 1% a 0,3% PTA v ethanolovém
roztoku). Porovnavali jsme ob& metody, sledovali efekt délky barveni na vyslednou kvalitu
skentl, zjiStovali jsme téZ vliv parametrii skenovani na kvalitu zobrazeni findlnich skent.
Na zavér jsme v programu Avizo sestavovali trojrozmérné modely preparatu.

Prokazali jsme, ze kontrastni latky zalozené na bazi jodu, pronikaji do mékkych tkani
vyrazné rychleji nez kyselina fosfowolframova. K dostatecné difuzi barviva v naSem piipadé
stacilo 6 hodin. Pokud byla délka barveni prodlouzena, lehce se zvysila vysledna sytost tkani.
Tkan¢ se ale v urCity moment barvivem saturovaly a dal§i prodlouzeni barveni nem¢lo
vyznamny efekt. Nepozorovali jsme ani vyznamné smrsténi tkdné béhem delsich barvicich
protokolll a nasledném skenovani. Pfi¢inou bylo ziejmé pouziti alkoholového roztoku o stejné
koncentraci jako vlastni barvivo, ve kterém byly vzorky umistény bcéhem skenovani.
Nedochdézelo tak k nezddoucimu vysychani tkani.

Kyselina fosfowolframova mé vétsi molekulu a vyzaduje proto delsi barvici protokoly.
Proniké pomaleji do tkdni a je nutné barvit vzorky minimalné né¢kolik dni, 1épe tydna. S delsi
dobou barveni stoupala vysledna kvalita skenti.

Dale jsme sledovali vliv nastaveni parametr skenovani na vyslednou kvalitu obrazu.
Hodnoty napéti, proudu a vykonu jsme upravovali dle praci autortt uvedenych vyse.
Signifikantni rozdil ve vysledném zobrazeni jsme ovSem nepozorovali.

Pouziti kontrastnich latek na bazi jodu a wolframu ke zlepSeni vizualizace neni
ve védeckém svété nic nového, zejména anatomie hlodavci a mySich embryii byla timto
zpusobem dokonale prostudovana. V oblasti zoologie vodnich Zivocichii ale tolik studii dosud
provedeno nebylo. NaSe prace méla za cil rozsifit pouziti mikrotomografie a barvicich metod
ke zvySeni kontrastu a vizualizace pfedevsim v radmci studentské akademické obce.
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