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ABSTRAKT

Jednim z cila diplomové prace je porovnani moznosti dostupnych mikro-CT. Teoreticka ¢ast
se zabyva moznostmi barveni mékkych tkani a embryi z diivodu zvySeni kontrastu mikro-CT
snimkd u téchto tkani. Dale se zde popisuji zdroje zafeni a detektory dostupnych mikro-CT
systémil. V praxi bylo realizovano barveni embrya ve spolupraci s Ustavem embryologie a
histologie v Brné. Nasledné probéhlo skenovani na stanici v Brné na FSI, v Praze na CVUT a
synchrotronu Elettra v Italii. V praci jsou popsana méfeni embrya mysSi pomoci vySe
uvedenych zafizeni a vysledky porovnany. NejlepSich vysledkt bylo dosazeno na mikro-CT
v Brné, kde se vyuZiva rentgenova trubice a flat panel detektor. Tyto snimky se pouzily pro
segmentaci chrupavc€ité tkané cichového ustroji pomoci metody 3D region growing.
Z vyslednych dat byly vytvofeny 3D modely za ucelem porovnani s manualné
segmentovanym modelem. Poloautomatickou segmentaci se dosahuje méné piesnych

vysledkd, ale z hlediska ¢asové narocnosti je tato metoda vhodnéjsi.

KLICOVA SLOVA

mikro-CT, barveni, embryo, 3D nartstani oblasti, adaptivni prahovani, analyza obrazl

ABSTRACT

The aim of this semestral thesis is to compare the possibilities of available micro-CT systems.
Theoretic part of this thesis there deals with possibilities of staining soft tissues and embryos
because of enhancement the contrast of micro-CT images. Here follows a description of
sources X-ray and detectors of available micro-CT systems. In practice there was realized the
staining of embryo in cooperation with Department of histology and embryology in Brno.
Then followed a measuring on FSI in Brno, CVUT in Prague and synchrotron Elettra in Italy.
In semestral thesis are described of the thesis there are compared the micro-CT systems and
results of measuring embryos by means of presented systems and results are compared.The
best results were obtained on micro-CT in Brno, where X-ray tube and flat panel detector
were used. This images were used for a segmentation of cartilage olfactory system by means
of 3D region growing. From results they were created 3D models for comparison with a
manually segmented model. A less accurate results were obtain with the semi-automatic
segmentation but this method isn’t too time-consuming.
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Uvod

Prace se zabyva porovnanim moznosti dostupnych mikro-CT systému a realizaci
skenovani mekkych tkani s vyuzitim téchto zobrazovacich zafizeni. Mékké tkané ptirozené
nelze zobrazit pomoci absorpce rentgenového zareni. Ke zvysSeni kontrastu se uvadi nékolik
barvicich metod. Pro mikro-CT zobrazeni mékkych tkani se dosud nejvice vyuziva
anorganicky jod a kyselina fosfowolframova (PTA).

Pro meéteni byla k dispozici embrya laboratornich mysi riznych vyvojovych stadii.
UCelem méfeni tdchto biologickych vzorkti bylo pozdgjsi zkoumani vyvoje struktur
chrupavcité tkan€. Embrya se barvila pomoci PTA, protoze tato kyselina patii mezi osvédcené
vSestranné a silné kontrastni barvivo. Po nabarveni byla jednotlivda embrya umisténa
Vv plastovych trubic¢kach a zalita agarozovym gelem z diivodu fixace vzorku pti skenovani.

Tomografické meéteni se uskutecnilo v mikro-CT laboratofi na Fakulté strojniho
inzenyrstvi v Brng, v Praze na Ustavu technické a experimentalni fyziky CVUT a na
synchrotronu Elettra v Italii. V Praze i v Brn¢ se vyuziva jako zdroj rentgenového zateni
rentgenova trubice. Na synchrotronu je zdrojem synchrotronové zéateni, které produkuje
rentgenove paprsky ve sméru teCny pohybujicich se elektront. Jako detektory byly pro méfeni
pouzity flat panel v Brné, CCD detektor v Italii na synchrotronu a speciélni detektor rodiny
Medipix v Praze na CVUT. Na Obr. 1 se nachazi ukazka jiz zrekonstruovaného a graficky
upraveného ¢trnactidenniho embrya (E14), které bylo skenovano na mikro-CT stanici v Brné.

Nasledujici kapitoly se nejdiive vénuji metodam barveni meékkych tkani pro mikro-CT
a teoretickym popisem zdroju a detektorti vyuzitych pii skenovani. Déle je popsana realizace
méfeni na jednotlivych mikro-CT systémech spole¢né s prezentovanymi vysledky. Nejlepsi
vysledek je vybran pro segmentaci pomoci metody 3D region growing, z vyslednych dat

vytvofeny 3D modely a porovnany s referenénim manualné segmentovanym modelem.

Obr. 1: Zrekonstruované a graficky upravené embryo E14.
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1 Barveni mékkych tkani

Srovnavaci, funkéni a vyvojové studie tvaru zvifat vyzaduji pfesnou vizualizaci troj-
rozmérnych struktur. Pro nedestruktivni objemové zobrazovani meékkych tkani existuje
nékolik Siroce aplikovatelnych metod. Rentgenova mikrotomografie méa potencial produkovat
3D snimky malych biologickych vzorkd, ale jeji vSeobecné uziti pro nemineralizované tkané
je limitovano nizkym kontrastem mékkych tkani. Pro mikro-CT zobrazeni zvitecich mékkych
tkani je uvadéno nékolik barvicich metod. VSechny jsou zalozeny na principu, jak dostat do
tkani t€zké kovy, které pomahaji zvysit absorpéni vlastnosti tkani v rentgenografii. Dosud
nejvice Siroce vyuzivana kontrastni barviva jsou anorganicky jod a PTA (phosphotungstic
acid).

1.1 Metody barveni mékkych tkani

Anorganicky jod v alkoholovém ¢i vodném roztoku se dokaze rychle rozptylit do
fixovanych tkdni a je mozné barvit vétsi mnozstvi vzorkli v né€kolika hodinach nebo 1 méné¢.
Je osvédceny jako vSestranné a silné kontrastni barvivo.

PTA je podstatné vétsi molekula a pouzity roztok potiebuje inkubaci pfes noc, aby
pronikla vzorky 2-3 mm tenké a delsi dobu pro vétsi vzorky. PTA je znamy tim, Ze se tézce
vaze k riznym proteinim jako fibrin nebo kolagen a k pojivovym tkanim. Lze také pouzit
barveni pomoci PMA (phosphomolybdic acid), které se pouziva podobné jako PTA a i
vysledky vychazeji ptiblizné stejné.

Osmium tetroxid (osmium tetroxide) je bézné pouzivané barvivo pro mikro-CT
zobrazovani mekkych tkani. Vaze bunééné membrany a dalsi struktury bohaté na tuky, mezi
néz patii i nervy. Toto barvivo je nicméné velmi toxické, drahé na likvidaci a v alkoholu
nebarvi prili§ kvalitné. Stejné jako PTA pronikd tkdnémi pomalu, ale PTA je daleko méné
toxické, vice jednoduché pro pouzivani a vice efektivné barvi vzorky ulozené v alkoholu.
Barviva zalozena na anorganickém jodu a kyselin¢ fosfowolframové jsou mnohem méné
toxické nez osmium a produkuji vysoky kontrast rentgenovych snimkt riznych mékkych
tkani ve srovnani s osmiem.

Gallocyanin chromalum jako histologické barvivo pro bunécnd jadra poskytuje
kontrast pro rentgenové zafeni tkanim podle jejich pfirozenych bunéénych hustot. Celkové
poskytuje jasnéjsi kontrast mezi objektem a pozadim nez nenabarvené tkan¢, ale tento rozdil
neni dostatecny.

Kontrasty mékkych tkani embryi ziskané nékolika barvivy lze vidét na Obr. 1.
1. S pouzitim bézn¢ vyuzivaného doporu¢eného materialu alkoholu, ve kterém byly vsechny
vzorky skenovany, byla ziskana srovnatelna data absorpce pro rizné obarvené tkané. [1] [2]
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Obr. 1. 1: Kontrasty embrya ziskanych pomoci riznych barviv [2].

1.2 Barveni embryi pomoci PTA

Kbarveni mySich embryi pro mikro-CT byla vyuzita PTA neboli kyselina
fosfowolframova. Chemicky vzorec PTA je H3PW1204. Wolfram s vysokym atomovym
Cislem 74 patii mezi prechodné kovy, a tak ud€luje pfi navazani na biologické tkané velky
kontrast. PTA se se vaze na fibrin a kolagen, proteiny, které jsou vSudyptitomné v pojivovych
tkanich vsech ¢asti zvifecich organt.

Embrya mysi je tieba skladovat v pufrovaném formalinu (pufrovany formalin sodny),
které ptredchazi barveni pomoci PTA a mikro-CT zobrazovani. Umisténi embryi v EPTA
(roztok PTA v ethanolu) piimo z pufrovaného formalinu mize mit za nésledek popraskani
nékterych tkani kvili rychlé dehydrataci. Proto prvnim krokem musi byt vzdy postupna
dehydratace v ethanolu. Po této dehydrataci lze jednotliva mySi embrya ponofit do
piipraveného roztoku EPTA v malych utésnénych plastickych lahvickdch a ponechat tak
Vv barvivu nékolik dni. [2]

11



2 Mikro tomografie

Pocitacova tomografie miize byt vyuzivana k zachyceni vnitini struktury prostorovych
objektli pro ucely metrologie. Vyuziti technologie rentgenového zareni ve smyslu 2D
radiografickych snimkt uz je dlouho zavedenou soucasti lékaiské diagnostiky. Nositelé
Nobelovy ceny Allan McLeod Cormac a Newbold Hounsfield ucinili vyznamny piinos
v rozvoji 3D tomografického zpracovani pro lékarské vyuziti. Na zacatku roku 1990, zacala
byt rentgenova tomografie vice uzivana také pro zkoumani technickych pfedméti. Pracovni
dily byly kontrolovany pro jejich poéry, inkluze a chyb¢jici funkce. Poprvé bylo mozné
prohlédnout si vnitini strukturu pomoci nedestruktivni metody. Casem byly pro tyto nové
aplikace vyvinuty specialni pfistroje. Dosazend presnost, vrozsahu n¢kolika stovek
milimetrii, byla stdle velmi nizkd. Prvni rentgenovy pfistroj dostatecné piesnosti pro
pramyslové aplikace byl prezentovan na vefejnost roku 2005. Pfesnost je v rozmezi n¢kolika
mikront pro standardni aplikace az po mikrony pro pfesné méfeni. Na Obr. 2. 1 lze vidét
mikro-CT pfistroj.

Uziti rentgenové tomografie je zasadné odlisSné od medicinského CT. Za ucelem
ziskani radiografickych snimki z riznych sméri, se u lékatského CT otaéi zdroj zéfeni a
detektor kolem nepohyblivého pacienta. Pro primyslovou tomografii je vSak tato jednotka
stacionarni a objekt je otacen v draze paprsku. U primyslovych aplikaci neni problémem
expozice zafeni, takze mohou byt pouzity vétsi radiacni intenzity nez v medicinské oblasti. [6]

8]

Obr. 2. 1: Mikro-CT systém.
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2.1 Zdroje zareni

V praxi mize rentgenové zafeni vznikat bud’ dopadem urychleného elektronu na terc,

nebo zménou drahy relativistického elektronu u synchrotronu.

2.1.1 Mikroohniskové rentgenové zdroje

Rentgenové trubice funguji na zakladnim principu elektronovych paprski. Volné
elektrony jsou generovany zhavenou wolframovou katodou Vv oblasti vakua, urychleny
elektrickym polem generovanym napétim v rozmezi 10-100 keV. V rentgenové trubici tyto
elektrony narazi na kovovy povrch terée (anody). Rozsah frekvenci generovaného
polychromatického rentgenového zafeni zavisi na napéti mezi katodou a anodou trubice a na
materialu terCe. Zafeni z rentgenové trubice mize byt povazovano za proud fotond rtzné
frekvence.

Mikroohniskové zdroje funguji na stejném principu jak klasické trubice, ale jsou
konstrukéné odlisné. Svazek tepelnych elektron je tvarovan magnetickymi cockami a
fokusovan na ter¢ o priméru v fadu 1 pm. Velikost této stopy lze ovliviiovat napétim na
cockach. V praxi, je maximalni napéti podle typu trubice mezi 90 kV a 450 kV. Pokud jsou
méfeny Casti, které obsahuji kov, je vyZzadovano napéti vyssi. Mikroohniskové zdroje maji
oproti klasickym trubicim velkou prostorovou koherenci. Rentgenové zafeni zde generuje
pouze plocha, na kterou dopadaji elektrony.

Terce rentgenovych trubic jsou v zasadé déleny na reflexni a transmisni, viz Obr. 2. 2.
V reflexnim teréi jsou rentgenové paprsky ter¢em odrazené, coz poskytuje vétsi rozptyl tepla.
Je zde proto povolend vyssi energie a méteni v disledku toho muze probihat kratSi dobu.
Minimalni ohniskova velikost bodu, kterd mize byt dosazena reflexnim ter¢em, je nékolik
mikront. Takova velikost je pro bézné meéfeni dostacujici, protoze rozliSeni mensi nez 5 um
byva vyzadovano ziidka. U transmisnich ter¢i dochazi k jejich prosviceni rentgenovymi
paprsky, jejichZ rozptyl je tak uzsi nez u reflexnich ter¢i. Rentgenové trubice s transmisnimi
ter¢i maji vyhodu, ze produkuji mensi paprsky v praiméru (ohniskové body), a tak je dosazeno
vyssiho rozliseni. U reflexnich teréu zavisi jejich ohniskovy bod na nastaveni energie. Maly

R4
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Obr. 2. 2: (a) Reflexni ter¢, (b) Transmisni teré [8].

Rentgenové trubice jsou k dispozici jak v oteviené tak uzaviené podobé. V uzaviené
trubici se vakuum vytvoii pouze jednou a je potom udrzovano dlouhou dobu v hermeticky
tésnici vakuové komote. Uziti zaviené trubice ma vyznam pro napéti vyssi nez okolo 150 kV.
V tomto piipad¢, mize byt trubice vyuZita pro méteni n€kolik let bez udrzby. Pokud jednou
zivotnost vyrobku uplynula, kompletni trubice musi byt vyménéna. Rentgenové trubice
s ohniskovym bodem rozsahu mikrometri, u které je pouZivano napéti nad 150 kV, se fadi
obvykle k otevienym systémum. Povrch elektrod takovych trubic je tak velky, ze vyzaduji
pravidelnou udrzbu. Pro otevienou trubici, je vakuum tvofeno odd€lenou vakuovou pumpou
béhem cinnosti. Lze tak oteviit rentgenovou trubici za Uc¢elem obnoveni vakua pomoci
vakuové pumpy. Vzhledem Kk cené tdrzby otevienych systému a ceny nahrady pro uzavieny
systém, cena pro spravovani obou typu trubic je podobna.

Konstrukce rentgenové trubice je velmi komplexni. Kromé elektrod a terée, které uz
byly zminény, mé také velké mnozstvi soucédstek pro zaostfovani paprskd, elektrodového
topeni a dalSich funkci. Skrz vyZadovanou pifesnost méteni, hraje piedni roli teplota pii uziti
rentgenovych trubic v soufadnicovych méficich zafizenich. Protoze rentgenové trubice maji
obecné nizky stupeil ucinnosti, je zde pomérné velkd ztrata energie. Ta je odstranéna
z méficiho zatizeni vhodnym tekutym chladicim systémem. [3] [5] [8]

2.1.2 Synchrotronové zareni

Synchrotronni zafeni je elektromagnetické zafeni nabitych ¢astic 0 energiich n¢kolika

GeV. Castice, napt.elektrony, se pohybuji v akumulaénim prstenci a jsou urychleny
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magnetickym polem. Toto pole je jednotné v celé oblasti trajektorie ohybovych magneti.
Prostorové osciluje v tzv. viglerech a undulatorech. Produkované rentgenové zateni se
pohybuje ve sméru teCny na zaktivenou trajektorii elektronti v akumula¢nim prstenci. Okolo

prstence jsou umistény beamlajny. [3]

2.1.2.1 Vlastnosti synchrotronového zaieni

Synchrotronové zafeni vznika pii pohybu relativistické nabité Castice po zakiivené
draze. Zateni té€zSich Castic napf. protont je zanedbatelné ve srovnani se zafenim elektrond,
protoze ztrata energie ¢astice vyzarenim za jeden ob¢h je nepfimo umérna ¢tvrté mocniné jeji
hmoty. U nerelativistického elektronu je vyzafovano prakticky do vSech sméri
monochromatické zafeni s frekvenci ob¢hu. Elektromagneticky vzruch, ktery se §ifi kolem
relativistického elektronu, tvoti kuzel s 0sou te¢ny k obézné draze (orbitu). Tento kuzel ma
vrchol v misté, kde se vyskytuje elektron a otevira se ve sméru jeho pohybu. Cim vice se
rychlost elektronu bliZzi rychlosti svétla, tim je kuzel ostfej$i. Obihajici elektrony
v akumula¢nim prstenci tvofi shluky, takZze se synchrotronové zareni jevi jako pulsujici.
Elektrony pti obéhu osciluji kolem idealni kruhové drahy. Synchrotronové zareni, které se Sifi
z akumulacniho prstence, je celkem stabilni. Vlivem srazek elektrond s atomy plynu se vSak
pocet elektronil v orbitu postupné zmensuje.Ve spektru synchrotronového zafeni se objevuje
kromé& zékladni frekvence jesté¢ velké mnoZzstvi vysSich harmonickych. Se vzristajici energii
elektronu E se spektrum zateni roz§ifuje smérem ke kratSim vinovym délkam.

Jako jedna z charakteristik spektra synchrotronového zatfeni se uvadi charakteristicka
nebo také kriticka vinova délka se vzorcem:

Ac[nm] = 0,559 (R[m]/ E3[GeV] (2.1)
Této kritické vinové délce odpovida kriticka energie:
&c [eV] = 1240/ A [nm] (2.2)

Celkovy vyzateny vykon nad touto energii odpovida celkovému vyzarenému vykonu pod ni.
Mezi vlastnosti synchrotronového zatfeni tfeti generace patfi vysoka prostorova
koherence svazku, vysoka energie (6 GeV) elektrond produkujicich zateni a vysoka intenzita.
Svazek je vysilan do malého Ghlu, velikost elektronového paprsku v prifezu je mensi nez
<100 um a pokryva velkou cast elektromagnetického spektra. Paprsek je tedy velmi
intenzitni, homogenni, paralelni a po prichodu monochromatorem, monochromaticky.

V laboratorni tomografii se vyuziva relativng slaby, polychromaticky a divergentni. [3] [4]
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2.1.2.2 Casti synchrotronu

Synchrotron se skladd ze tfi hlavnich casti: linearniho wurychlovade, boosteru a
akumula¢niho prstence (tzv.storage ring), viz Obr. 2. 3. Elektrony emitovane elektronovym
urychlova¢em jsou nejdiive urychleny v linearnim urychlovaci na energii v fadech stovek
MeV a potom pieneseny do kruhového urychlovace (boosteru), kde dosahuji energie o stupni
6 bilionu eV (6 GeV) a piiblizuji se tak rychlosti svétla. Tyto vysokoenergeticke elektrony
jsou potom vneseny do velkého akumula¢niho prstence, kde obihaji ve vakuovém prostiedi o
konstantni energii po pomérné dlouhou dobu (hodin). Dodava se jim jen tolik energie, kolik
se ji vyzati. Tyto elektrony prochazi skrz rizné typy magneti, kde je vyzafovano
synchrotronové zareni. [19] [21]

akumulac¢ni prstenec

booster T o
linearni urychlovacé

Obr. 2. 3: Jednotlivé ¢asti synchrotronu.

Akumulaéni prstenec obsahuje vysoké vakuum, Fadové 133.1070 Pa. Sklada se z &asti
zakiivené a casti pfimé. V zakfivenych dochéazi pifi prichodu ¢éastic ohybovymi magnety
k emisi synchrotronového zafeni. V piimych jsou ¢astice urychlovany a jsou zde umistény
specidlni magnety ke korekci drahy elektronti.

1. Ohybové magnety

Hlavni funkci ohybovych magneti je ohybat elektrony do jejich ob&zné drahy. Jakmile
jsou elektrony odklonéné =z jejich rovné drahy, emituji synchrotronové zafeni
tangencialné na rovinu elektronovych paprski. Synchrotronové zafeni z ohybovych
magnetd pokryva Siroké a spojité spektrum, od vinovych délek tadu mikront po tézké

rentgenové zateni. Ukazka ohybového magnetu je vidét na Obr. 2. 4.
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2.

Obr. 2. 4: Ohybovy magnet.

Viglery a undulétory

Tyto magnety se nachazi v ptimé sekci akumula¢niho prstence. Oba typy magneti
jsou tvofeny dvéma fadami permanentnich magnetti, kde se vedle sebe stiida severni a
jizni pol. Je tak vytvoreno periodicky se ménici magnetické pole a elektrony zde
osciluji. Ve vigleru elektron vytvafi oscilace bud’ v roviné orbitu, nebo roviné na néj
kolmé. V undulatoru (interferenénim vigleru) se elektron periodicky vychyluje
s vét§im mnozstvim period v roviné nebo po Sroubovici. V undulatorech a viglerech
dochazi také k vyzafovani synchrotronového zafeni, které je vice intenzivni nez
paprsky zafeni z unduldtoru. Mezera mezi fadami magnetd muze byt zménéna za
ucelem zmény vinové délky zaieni. Undulator 1ze vidét na Obr. 2. 5.

Monochroméatory

Pro nékteré experimenty se pouziva tzv. bilé zatfeni, které¢ obsahuje vSechny vinové
délky. Cast&ji se viak pomoci monochromatoru vybira pouze uréita ast spektra. Pro
nizsi energie slouzi k monochromatizaci napt. optické miizky nebo filtry. U vysSich
energii se pouZivdA monochromator zaloZeny na difrakci zéafeni na specialné
upravenych monokrystalech.

Velké zdroje synchrotronového zafeni dosahuji energii nékolika GeV a proudu az

Vv

nékolika set mA. Synchrotron mize generovat rentgenové zafeni s vyS$$imi energiemi nez je
produkované z rentgenovych trubic. Po obvodu synchrotronu muze byt az nékolik desitek
vystupt tzv. beamlajni, kde se odebira synchrotronové zafeni pro uréité experimenty, viz
Obr. 2. 6. V soucasné dob¢ se synchrotron pouziva pouze k védeckym aplikacim kvuli jeho
vysoké cené. Vysokofrekvenéni synchrotronové zafeni mize byt pouZito pro prosviceni a
tomografii velmi velkych kovovych objektt. Pro nase méfeni byl vyuzit synchrotron Elettra
v Itélii. [19] [21]
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Obr. 2. 6: Ukazka beamlajnu synchrotronu.

2.2 Detektory zareni

Pro rentgenové zateni jsou k dispozici detektory linearni a plo$né viz Obr. 2. 7.
Linearni detektory zachycuji paprsky ve tvaru végjite tzv. fan beam tomografie a pro plosné
detektory se vyziva RTG zafeni tvaru kuzele, cone beam tomografie. Z geometrického
hlediska jsou linedrni senzory idealni. Synchronizovany pohyb zdroje zafeni a linearniho
senzoru muze zajistit, ze prifez roviny skrz objekt zlstane vzdy svisly na rotacni osu.
Nevyhodou této tomografie je, ze kazdy fez rovinou potiebuje byt zachycen individuadlné
v kazdé rotacni pozici. Méfeni je tak mnohem vice ¢asoveé naro¢né. Vyhodou je fadove nizsi
cena detektoru. Linearni detektory se vyuzivaji napfiklad v letiStnich bezpe¢nostnich
rentgenech pro kontrolu zavazadel, v celotélové kostni denzitometrii, ale jsou znamé i
systémy pro skiagrafii.

Vice vyuzivany jsou plosné detektory, které zachytavaji nékolik rovin méfeného
objektu nardz podle poctu fadkl senzoru. Mezi nevyhody patii, Ze fezy rovin objektu kromé
centralniho nejsou svislé na rota¢ni osu. Proto dochdzi k chybam méfeni béhem matematické
rekonstrukce objemovych dat, které musi byt korigovany.

Primyslova rentgenova tomografie bézné vyuziva plosné detektory se scintilatorem.
Scintilator pievadi rentgenové paprsky, které dopadly na senzor mikro-CT, na svétlo.
Vysokoenergetické fotony rentgenového zéafeni excituji ¢astice scintilaéniho materidlu pii
priuchodu scintilatorem. Tyto ¢astice potom emituji svétlo viditelného frekvenéniho spektra.
Je tak mozné vyuzit kiemik zalozeny na takovychto fotosenzitivnich &asticich k zaznamu
snimku.

Jednotlivé pixely plosnych senzorti nejsou stejné citlivé. Tyto rozdily jsou v praxi
automaticky eliminovany kalibraci senzoru svétlym a tmavym osvétlenim a aplikovanim
korekce pomoci softwaru. Typické plo$né senzory obsahuji okolo 1000 x 1000 nebo 2000 x
2000 pixeld. Rozméry pixelli maji mezi 50 a 400 um. Velikost senzoru urcuje nejveétsi mozny
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objekt, ktery mize byt zméfeny pii malém zvétSeni bez uziti rastrové tomografie. Pro stejny
uhel vyzaduje vétsi ploSny senzor veétSi meéftici zafizeni nez mens$i senzor. VEtsi senzor ma
proto vyznam pouze Vv piipadé, kdyz je vyZadovana velka plocha méfeni. Se stejnym poctem
pixeld poskytuje mensi senzor vyuzivajici mensi zavedeny prostor stejné rozliSeni jako vetsi
senzor s vétsim zavedenym prostorem. RozliSeni se muize zvétSit vyuzitim senzoru s vice
pixely nebo rastrovou tomografii.

Pro méfeni embryi mysi byl pouzit specidlni detektor v Praze, flat panel vyuzivajici
mikro-CT v Brn¢ a v Italii CCD detektor. [3] [5] [8]
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Obr. 2. 7: (a) Linearni detektor, (b) Plosny detektor

2.2.1 Flat panel

Flat panely neboli tzv. ploché detek¢ni panely patii mezi polovodi¢ové detektory a
poskytuji signaly pro ptimy digitalni RTG obraz. Sklada se z velkého poctu elementli- pixell
a jsou sestaveny do obrazové matice o rozmérech okolo 2000 x 2000 téchto pixelu. Flat
panely mohou vyuzivat bud’ pfimou, nebo neptimou konverzi rentgenového zateni viz Obr. 2.
8a, b.

Systémy s neptimou konverzi jsou zalozené na amofrnim kiemiku (a-Si) a vyuzivaji
pfevedeni rentgenového zéafeni na viditelné pomoci scintilacni vrstvy. Fotony X-zafeni
nejprve dopadaji na tuto scintilaéni vrstvu (nejvice se pouziva Csl), kde vznikaji zablesky
viditelného svétla. Detekce viditelného svétla nasledné probihda pomoci matice
polovodicovych fotodiod (vétSinou z a-Si), kde se vnitinim fotoefektem uvoliuje elektricky
naboj a svétlo je prevedeno na elektricky signal.

Flat panely s ptimou konverzi, které jsou zalozeny na amorfnim selenu (a-Se), pracuji
bez pomocného scintilatoru. Fotony X-zafeni dopadaji rovnou do polovodi¢ovych detktord,
kde se interakci uvoliiuji elektrické naboje a jsou tedy ptimo prevadény na elektricky signal.

Tyto typy flat panelll se zatim pouZzivaji méné Casto neZ systémy s nepfimou konverzi, avSak
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V budoucnosti se nejspiS uplatni vice. Konstruuji se také v menSich rozmérech (fadu
centimetri) s velmi velkou hustotou miniaturnich obrazovych pixeld, tedy i1 vysokym
rozliSenim.

U obou typtu flat panelii je elektricky signal sniman specidlni matici tranzistoru,
implantovanych technologii integrovanych obvodi v tenké vrstvé na sklenéném nosici.
Vzhledem k tomu, ze detektor obsahuje n¢kolik miliont pixeld, pro redukci poctu piivodi
k fototranzistorim se pouziva jejich uspofadani do matice, které je buzeno po sloupcich
s ¢tenim pomoci pienosu naboje (CCD) v fadcich. Snimani, tzv. read-out poskytuje tak
soufadnicové impulsy o poloze mista detekce fotonu X-zéafeni. Nasledné jsou tyto
soufadnicové impulsy pfevedeny analogové digitalnim konvertorem (ADC) do digitalni
formy do odpovidajicich mist obrazové matice.

Nevyhodou zobrazovact integrujicich naboj analogové je skute¢nost, Ze integruji
kromé uzite€ného signalu i Sum a hlavné tzv. temny proud. Temny proud je zpiisoben tzv.
prosakovanim (leakage) naboje ulozené¢ho v pamétovém kondenzatoru. Temny proud

omezuje maximalni pomér signalu k Sumu, jakého lze s t€émito zobrazovaci dosahnout. [23]
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Obr. 2. 8: Flat panel: (a) s nepfimou konverzi, (b) s ptimou konverzi [23].
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2.2.2 CCD detektor

CCD detektor (charge-coupled device) je Cip, ktery na zakladé fotoefektu pireménuje
energii dopadajiciho svétla na energii elektrického signalu. Zaklad tvoii desticka z Cistého
kifemiku uloZzeného nad kovovou elektrodou. Na spodni strané je kiemikovy polovodic¢
uzemnén, na druhé kryt vrstvou oxidu kiemicitého (SiO.), ktera se chova jako izolant viz Obr.
2.9.

q‘zfg:;‘é Y

o i i >
's.o, “171 : : ’7@0 : vystup
fﬁi ®gooq : o :

1
Obr. 2. 9: CCD detektor [22].

Nejdiive dopadaji fotony na atomy kiemiku. Na zdklad¢ fotoefektu je uvolnén ncktery
valen¢ni elektron z vazby kfemiku a vznika par elektron-dira. Takto uvolnéné elektrony
zachycuje kladné nabita elektroda nachazejici se pod kazdym pixelem a oddélena od kiemiku
izola¢ni vrstvou. Pocet uvolnénych elektronti je pfimo umérny intenzité dopadajiciho svétla.
V dalS§im kroku probiha ¢teni obrazu pixel po pixelu. Kladny naboj se postupné posouva
podél elektrod v kazdém sloupci pixell a elektrony se pfemist'uji z jednoho pixelu na druhy
viz Obr. 2. 10a. VSechny zachycené elektrony na c¢idlovém mikroprocesoru jsou takto
pteneseny k termindlu, kde vytvaii kontinualni signal viz Obr. 2. 10b. Vrcholy signélu
odpovidaji nejjasnéj$im pixeld, tzn. mistim, ze kterych se uvolnilo nejvice elektrond.

CCD detektor patii mezi moderni zafizeni, které ma Siroké uplatnéni v digitalnich
fotoaparatech, videokameréach nebo webkamerach. [22]

maskovaci paska télo CCD

(@) (b)

Obr. 2. 10: (a) ptemist'ovani elektront z jednoho pixelu na druhy
(b) pieneseni elektrond k terminalu [22].
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2.2.3 detektory rodiny Medipix

Detektory typu Medipix patii mezi hybridni polovodi¢ové kiemikové detektory. Vyvoj
téchto detektort se zapocal v devadesatych letech dvacédtého stoleti v ramci Medipix-
Collaboration ve vyzkumném centru CERN ve Svycarsku. Na vyvoji spolupracovalo celkem
16 univerzit a vyzkumné tymy po celé Evropé. Medipix1 se zacal pouzivat k vyzkumnym
ucelim v roce 1997, dalsi, vylepseny typ Medipix 2 v roce 2001. Nasledovala vylepSeni ve
form¢ detektoru Timepix a v roce 2006 zacal vyvoj Medipixu 3, ktery stale pokracuje.

Detektory pii1 pieméné rentgenového zareni na elektricky signdl vyuzivaji pfimé
konverze. Jednd se o digitalni zafizeni, které oproti jinym detektorum jako napt. CCD poditaji
jednotlivé fotony RTG zafeni. Obr. 2. 11 ukazuje potencial téchto detektorti. Je na ném
zobrazeno 153 vysokoenergetickych ¢asticovych drah leticich skrz teleskop obsahujici pul
milionu pixeld. Tento experiment oznaceny jako WA97 zroku 1995 slouzil za Ucelem
osvojeni hybridni pixelové technologie. Kazdy ¢erveny bod znaéi pixel zasazeny dréhou
fotonu. Nejsou zde obsazeny zadné falesné zasahy, takze obraz, vznikly za 1 mikrosekundu,

neobsahuje Sum. [20]

Obr. 2. 11: Princip detektoru Medipix [20].

Detektor se sklada z polovodi¢ového senzoru citlivécho na zéafeni a z Cipu
integrovaného obvodu obsahujiciho v kazdém pixelu ¢teci elektroniku. Ke ¢teci elektronice
patii zesilova¢, amplitudovy diskriminator a digitalni ¢ita¢. Cip &teci elektroniky a senzorovy
¢ip jsou vyrabény oddélené¢ metodou ,,bump bonding* Obr. 2. 12. Kazda z téchto dvou Casti
detektoru obsahuji maticové pole bodovych elektrod spojenych mechanicky a elektricky
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pomoci malych sférickych vazeb. Vazby jsou obvykle vyhotoveny z pajky nebo india
V priméru okolo 20 um. Diky moZznostem volby materialu je tento postup vhodny pro vice
aplikaci podle potiebné detekéni ucinnosti. GaAs nebo CdTe mize byt pouzito misto
ktemiku, ktery ma nizkou absorp¢ni G€innost pro rentgenové zafeni s energiemi vysSSimi nez
ptiblizné 20 keV.

Converter

— Detector chip

L : ~~ Bump-bonding|
A L c‘? r.’v EE‘K l X J‘

Readout chip
Obrazek €. 10: Pixelovy detektor v hybridnim uspofadani. Senzor pro detekei zareni (kiemik) je spojen

s vycitaci elektronikou typu CMOS pomoci technologie ,,Bumb-bonding™ [13].

Obr. 2. 12: Metoda ,,Bumb bonding™ [20].

Detektory typu Medipix se v riznych variantach pouZzivaji zatim jen pro vyzkumné
ucely. Do této rodiny detektorii patii Medipix1, Medipix2, Timepix a Medipix3.

2.2.3.1 Timepix

Detektor Timepix patii k novejSim ¢lenim rodiny Medipix a ma lepsi vlastnosti nez
jeho ptredchtdci. Sklad4 se z Cipu senzoru piipojeného technikou ,.bump-bonding* k Cipu
Steci elektroniky. Cip senzoru obvykle tvoii kiemik, mén& ¢asto GaAs nebo CdTe. Senzor
ma na zadni stran¢ umisténou jednu spolecnou elektrodu a na predni strané matici
ctvercovych elektrod, ktera obsahuje 256 x 256 c¢tvercovych pixelt s rozte¢i 55 um. Kazdy
pixel je zde pfipojen ke své vlastni elektronice. Detektor umozniuje nastaveni kazdého pixelu
do jednoho ze tfi reziml. Prvni rezim Medipix tzv. ¢ita¢ registruje pocet Castic zplisobujici
v detektoru ionizaci véts$i nez je prah nastaveny diskrimindtorem. Zde pracuje detektor stejné
jako Medipix2. Druhy rezim Timepix neboli ¢asova¢ zaznamenava Casovy interval mezi
detekci Castice a ptichodem vnégjsiho spoustéciho signalu. Posledni rezim TOT (Time over
treshold) dovoluje pfimé méteni energie detekovanych Castic v kazdém pixelu.

Pixelové detektory typu Timepix umoziuji zobrazovani drah €astic s rozliSenim aZ na
submikronove drovni a svysokou spolehlivosti. Diky rychlému sniméni obrazi dovoluji
sledovat i pomérné rychlé dé¢je s frekvenci az 100 Hz. Detektor Timepix Ize vidét na Obr. 2.
13. [20]
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voltage (~-100V)

Obr. 2. 13: Detektor Timepix [20].

3 Cile prace

Pro mikro-CT laboratof v Brné byla dodana laboratorni embrya mysi celkem 8
vyvojovych staddii od ctrnactidenniho (E14) aZ po postnatilni embryo (P). Embrya pro
laboratoi poskytla Karolinska instituce ve Stockholmu, Ustav fyziologie a farmakologie.
Predmétem vyzkumu je zkoumani vyvoje struktur chrupavcité tkané. Mezi chrupavcité tkané
patii napft. ¢ichovy systém nebo vnitini ucho. Z diivodu komplikovanosti struktury chrupavky
bylo potieba méfenim dosahnout co nejvétsiho rozliSeni a vysokého kontrastu.

Pro 3D vizualizaci takovych struktur se vyuZivd rentgenova pocitacova
mikrotomografie. Jednim z cilt diplomové prace je realizovat tomograficka méfeni embrya na
3 riznych tomografickych stanicich a nasledné porovnat vyhody a nevyhody jednotlivych
mikro-CT systému vzhledem k pozadavkim pro zobrazeni chrupav¢ité tkané embrya mysi a
stanovit nejvhodnéjs§i CT systém. Pro tomografické méfeni je nutné vzorky barvit latkou,
ktera zajisti kontrast mékkych tkani v rentgenovych snimcich. Méteni probehlo na mikro-CT
FSI v Bmé, CVUT v Praze a synchrotronu Elettra v Italii. Pro srovnani bylo pouzito embryo
El4.

Za ucelem zkoumani vyvoje chrupavky je tfeba strukturu chrupavky segmentovat a
vizualizovat ve 3D modelu. V softwaru Avizo byla provedena segmentace chrupavky
¢ichového systému, viz ~ Obr. 3. 1. Program ovS§em umoziiuje automatickou segmentaci.
Vlivem nedokonalého barveni, tomografickych artefaktli a pfedevsim morfologie chrupavcité
struktury byla segmentace provedena manualné. Tento manualni zasah je Casové velmi
naro¢ny, a proto je dal§im cilem navrhnout metodu pro automatickou segmentaci, popiipadé
algoritmus, ktery CT data pfedzpracuje a usnadni naslednou manudlni segmentaci. Manualné
segmentovany model vytvofeny v Avizu bude slouzit jako reference pro vysledky testovanych
segmentacnich technik.
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Obr. 3. 1: Model ¢ichového systému vytvoieny v Avizu.

3.1 Priprava vzorkiu

Ve spolupraci s Ustavem embryologie a histologie MUNI v Brné se barvila embrya
mysi celkem 8 vyvojovych stadii.

V prvni fazi se barvila a skenovala embrya E14, E16 a P. Pro fixaci vzorku a
optimalizaci barveni byla embrya ponofena na 4 hodiny do roztoku 4% PFA (kyselina
peroxymraven¢i) a nasledné fixovana v PBS, coz je fosfatovy pufr obsahujici chlorid sodny.
V dalsi fazi byly dodany embrya stadii E145 E155, E165, E175 a E185. Fixace se provadéla
nejdiive ve 4% PFA a oproti pfedchozimu méteni nasledovala dehydratace ethanolovou fadou
v 35-50-70% EtOH po dvou dnech a v 70% alkoholu byly poslany do Brna, kde prob&hlo
métfeni pomoci PTA. Pouze embryo E145 nebylo fixovano PFA, jen ethanolovou fadou. Na
Ustavu embryologie a histologie se realizovalo barveni pomoci PTA viz. kap. 1.2 Barveni
embryi pomoci PTA

Na Obr. 3. 2, Obr. 3. 3 a Obr. 3. 4 se nachazi jiz zrekonstruovana data po skenovani na
mikro-CT v Brné. Snimky jsou zobrazeny pomoci softwaru VG Studio. Na jednotlivych
obrazcich lze vidét, Ze pouze u E14 jsou vSechny struktury Gspé$né nabarvené. U vzorku E16
a P1 jsou nabarveny hlavné vnitini mékké tkang, které se dostaly do kontaktu s kyselinou
fosfowolframovou (na obrazcich jsou tyto oblasti oznadeny modrou Sipkou). Divoda
Spatného nabarveni muize byt vice: kratkd doba barveni, nebo Ze pii fixaci ethanolem a PFA
nebyly po celou dobu vSechny Céasti embrya dostate¢né ponotené uvnitf. Pii dehydrataci
ethanolem muze dochazet ke smrsténi vzork. Nékterd embrya se smrstila vice nez ostatni.
Pfi¢inou mohla byt vysoka koncentrace alkoholu nebo fixace ve formalinu. Obvykle dochézi

k vétsimu smrst'ovani u tkani s vyssim obsahem vody.
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5 mm

é embryo E14 (zobrazeno ve VG Studiu).

Obr. 3. 3: Zrekonstruované embryo E16
(na nenabarvené oblasti ukazuje modra Sipka).
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3.5 mm

Obr. 3. 4: Zrekonstruované embryo P1
(na nenabarvené oblasti ukazuje modra Sipka).

Po procesu barveni byly vzorky umistény do plastové trubi¢ky co nejmensiho
prameéru pro dosazeni co nejvétSiho rozliSeni. Plastova trubicka méné rozptyluje a absorbuje
zéfeni oproti sklenéné. Sklenénd byla pouzita pro métfeni na mikro-CT v Praze. Z vyse
zminénych divodu se s nejvetsi pravdépodobnosti dosahlo méné kvalitnich vysledki, nez se
predpokladalo. Pro naslednou mechanickou stabilizaci vzorku v piistroji pfi skenovani byl
pouzit 0,5 % agaroza gel, ktery ma nizkou absorpci rentgenového zateni. Pii skenovani se
vzorek umistil co nejblize k trubici za ucelem ziskani maximalniho zvétseni. Na Obr. 3. 5a se
nachazi nenabarvené embryo E14 v plastové trubiéce zalité agaroza gelem a na Obr. 3. 5b je

toto embryo nabarvené a umisténé ve sklenéné trubicce.

(b)

Obr. 3. 5: (a) Nenabarvené E14 v plastové trubiéce zalité agaroza gelem
(b) Nabarvené E14 ve sklenéné trubicce zalité agaroza gelem.
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3.2 Mikro-CT laborator v Brné

Vramci védeckého centra CEITEC vznikla v zaii 2012 na Ustavu strojniho
inzenyrstvi, FSI v Brn¢, laboratof rentgenové mikrotomografie GE vtomex L 240.
Vyzkumna skupina této laboratofe se zaméiuje na vyvoj a aplikace metod pocitacové
tomografie a na vizualizaci vnitini 3D struktury riznych vzorka s vysokym prostorovym
rozliSenim.

Pro méfeni lze vyuzit mikrofokusacni nebo nanofokusa¢ni rentgenovou trubici.
Nanofokusa¢ni mize dosdhnout maximalniho napéti 180 kV a vykonu 15 W. Mikrofokusacni
ma maximalni napéti 240kV a vykon 320 kW. Pfistroj umoziuje méfit jednotlivé vzorky od
desetin mm az po stovky mm v priméru. Vzorky mohou mit maximalni velikost 500 x 800
mm a hmotnost 50 kg. Typické rozliSeni byva ptiblizné 1/1000 priméru vzorku — dosahuje az
lum pro 1 mm vzorek. Dosazitelné voxelové rozliSeni je do 2 um pro 240kV mikrofokusacni
trubici a kolem 1 pm pro 180 kV nanofokusacni RTG trubici. RozliSeni a maximalni velikost
vzorku jsou limitovany mirou absorpce rentgenového zatreni. Detektor typu flat panel ma
aktivni oblast 2048 x 2048 pixeltu o velikosti 410 x 410 mm s dynamickym rozsahem 10 000 :
1.[9]

V mikro-CT laboratofi se skenovala v§echna embrya mysi, ktera byla barvena pomoci
PTA. K méfeni byla vyuzita nanofokusacni rentgenova trubice. Nastavené napéti trubice se
pro jednotliva embrya pohybovalo mezi 60 a 65 kV a elektricky proud v rozmezi 170 a 230
MA. Expozi¢ni Cas byl v intervalu 750 a 1000 ms. Ziskané voxelové rozlisSeni doséhlo 4 az 6,5
um v zavislosti na velikosti daného embrya. Tomograficka rekonstrukce byla realizovana
pomoci softwaru GE phoenix datos|x 2.0.

chrupavka cichového systému

Obr. 3. 6: Sagitalni fez naskenovaného ¢trnactidenniho embrya E14.
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Na Obr. 3. 6 se nachazi fez naskenovaného C(trnactidenniho embrya E14 po
rekonstrukci dat. Jsou zde kvalitné¢ zachycené detaily jednotlivych struktur a snimek
neobsahuje velké mnozstvi Sumu. Chrupavku lze na obrazku rozlisit. Nedochdzi u ni

k obarveni pomoci PTA, takze se jevi se na snimku Sedocerné.

3.3 Mikro-CT na CVUT v Praze

Ustav technické a experimentalni fyziky (UTEF) na CVUT v Praze se jiz dlouhou
dobu podili na vyzkumu detektort rodiny Medipix. V ramci spoluprace se zabyvaji prevazné
vyvojem detektoru Timepix a meéfenim rGznych vzorkii s vyuzitim tohoto detektoru.
Vhodnost detektoru nachéazi uplatnéni v riznych aplikacich, jako jsou rentgenové tomografie,
hadronové terapie nebo po upravé na neuronové citlivé detektory také pro neutronovou
tomografii.

Na UTEF se nachazi mikro-CT, pomoci néhoz Ize skenovat riizné biologické vzorky.
Pii zobrazovéani téchto vzorklli se zaznamenavad rozloZzeni intenzity zafeni pro urceni
kvantitativniho rozlozeni hmoty ve vzorku. Nové typy detektortit Medipix jsou schopny kromé
intenzity zachytit také energetické spektrum detekovaného zateni a lze tak ziskat i kvalitativni
informaci o materialovém slozeni vzorku. Detektor je chlazen na 10 nebo 0 °C. Napéti na
rentgence lze nastavit v rozmezi 20-29 kV a proud v rozsahu 0-250 pA. Expozi¢ni doba
snimku trva 1-100 s. Prah se voli fadové v keV. [20]

3.3.1 Méreni embryi

Pomoci detektorti rodiny Medipix lze zobrazovat i mékké tkané bez pouziti barvicich
technik. Z tohoto dtvodu se na mikro-CT Vv Praze realizovalo méfeni dvou stejné starych
embryi E14, jednoho nabarveného pomoci PTA a druhého nenabarveného.

Pro méfeni byla pouZita rentgenka umoznujici jak rezim nano- tak mikro-. Dosazitelny
vykon pro mikrofokusni trubici je 160 kV a vykon na ter¢i 10W. Maximalni velikost vzorku
zavisi na typu detektoru. Muze byt pouzit velkoplo$ny detektor S plochou az 14,3 x 14,2 cm.
Kompaktnéjsi vzorek s vysoce absorbujicimi kovy prosvitit nelze.

Vzorky byly umistény ve sklenéné trubicce o priméru 8 mm a zalité v agaroza gelu.
Kazdy pixel detektoru je svou vlastni analogovou elektronikou pfipojen k vlastnimu AD
prevodniku. Pied pouzitim detektoru musi byt proto provedena kalibrace pomoci hlinikovych
filtrt. Filtry jsou méfeny proto, aby byla experimentaln¢ urcena kiivka udavajici vztah mezi
méfenou intenzitou a tloustkou vybraného materidlu. Jedna se tedy o utlumovy zékon ptfimo
méfeny pro spektrum rentgenky a podminky experimentu. Lze tak ve ve vysledném snimku
pfevést kazdy pixel podle jeho individudlni kifivky z méfené intenzity na ekvivalentni
tlouStku materidlu. Vyhodou pievedeni je linearita hodnot pro tloustku materidlu oproti
intenzité. Nasledné 1ze tak automaticky odlisnou odezvu pixela a identifikovat vadné pixely.
Pro BH korekci je zapracovana interpolace vadnych pixelt, které byly identifikovany.
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Po kalibraci bylo realizovano skenovani embryi. Pro méfeni se vyuzilo mikrofokusni
nastaveni trubice. Pouzité napéti trubice se rovnalo 90 kV a proud terce 22 pA. Méfeny objekt
se nachézel 70 mm od zdroje objektu a vzdalenost zdroje, detektoru byla 300 mm. Pro velké
vzorky nebo velkd zvétSeni se pouziva méteni s vice detektory uspofadanymi v fadé. Méteni
jednoho embrya probihalo pomoci Ctyt takto uspofadanych detektort typu Timepix. Ke
zobrazeni celého embrya bylo nutné provést méfeni tfikrat po dil¢ich ¢astech. Na Obr. 3. 7
jsou ukazény radiografické snimky ve form¢ tzv. dlazdic, ziskané ze skenovani nabarveného
embrya. Jedna se o zobrazovaci mod, kdy jsou snimky vzorku tvofeny z vice
subakvizic. Pixely na detektoru, které maji slabsi citlivost, se koriguji pomoci flat field
korekce. Mezi jednotlivymi detektory se vsak nachadzi neucinna mista, kterd se na snimku
zobrazuji jako Cerné linie. Tyto artefakty nelze odstranit pomoci flat field korekce, ale je tfeba
pixely nahradit interpolaci ze sousednich pixelti. Na Obr. 3. 8 Ize vidét jednotlivé subakvizice
po zminénych korekcich. Prvni i druhd subakvizice vznikla ze 720 projekci s thlem otoceni
0,5° a akviziénim ¢asem 10 s. Pro ¢asovou naro¢nost méfeni je tieti subakvizice tvotfena
pouze ze 360 projekci s uhlem otodeni 1° a akvizi¢nim ¢asem 10 s. MéFeni se uskute¢nilo i
pro nenabarvené embryo, avSak na snimcich se nezobrazilo. Tato skutecnost byla s nejveétsi
pravdépodobnosti zplisobena tim, Ze ma agaroza gel stejnou absorpci zafeni jako tkan
nenabarveného embrya. Proto by muselo byt realizovano méteni bud’ s jinou fixaci nebo jen
nabarveného embrya.

|

Obr. 3. 7: Radiografické snimky embrya ve formé tzv. dlazdic.
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Obr. 3. 8: Korigovana data jednotlivych subakvizic E14.

Zrekonstruovana data embrya Ize vidét na Obr. 3. 9. Bylo dosazeno rozliseni 20 pm. Nizsi
kvalita dat je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobend vysokou absorpci a rozptylem zafeni
sklenénou trubickou, ve které bylo embryo umisténé. Dal§im divodem miiZze byt nedostatecné
kvalitni pocitatové piedzpracovani dat pted rekonstrukci. Obraz je zaSumény bez vétSich
detaild jednotlivych struktur. Chrupavku zde nejde rozlisit. LepSich vysledkti by Slo

dosahnout pouzitim plastovou trubickou nebo jinou fixaci vzorku.

Obr. 3. 9: Zrekonstruovana data nabarveného embrya E14.
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3.4 Synchrotron Elettra-Stanice Syrmep

Elettra je laboratot synchrotronového zafeni v Italii oteviend za ucelem vyzkumi
v raznych zakladnich a aplikovanych oborech. Hlavnim pfinosem vyzkumného centra jsou
dva zdroje zéfeni, elektronovy akumulacni prstenec Elettra a laser zalozeny na volnych
elektronech tzv. free-electron laser (FEL) FERMI. Elettra patii mezi synchrotrony 3.
Generace a je vyuzivana od fijna 1993. Poskytuje fotony o energiich v fadi nékolika desitek
keV. Nachazi se zde vice nez 30 experimentalnich stanic na 27 pracovnich stanic. Méfeni
embrya mysi probéhlo na pracovni stanici SYRMEP. [19]

3.4.1 Pracovni stanice SYRMEP

SYRMEP neboli Synchrotronové zafeni pro medicinskou fyziku (SYnchrotron
Radiation for MEdical Physics) ptedstavuje jednu z pracovnich stanic Elettry. Byla navrzena
v synchrotronu Trieste pro vyzkum v medicinské diagnostické radiologii s ¢aste¢nym zajmem
0 mamografii. Krom¢ toho, Zze v SYRMEPu mohou byt provadény medicinské diagnostické
experimenty, také je zde méfen velky pocéet vzorkii pomoci mikrotomografie z odvétvi
materialového vyzkumu, geologie, biomedicinského zobrazovani atd.

Pracovni stanice se nachazi ve vzdalenosti okolo 20 m od zdroje fotonu a je upraven
pro rentgenové zafeni vzorkl in vitro. Zdrojem zafeni je ohybovy magnet. Pracovni stanice
muze pracovat jak pomoci monochromatického, tak i ,bilého* svétla. Vyuzivani
monochromatickych a laminarnich paprskli umoznuje vylepSeni kvality snimkl a redukci
absorbované davky. Ve stanici SYRMEP se pouziva digitalni CCD detektor, ktery poskytuje
vysokokontrastni rozliSeni a velmi $iroky dynamicky rozsah.

Mikro-CT laboratof v Brné spolupracuje se synchrotronem Elettra na vyvoji
pokrocilych technik pocitacové tomografie. V fijnu bylo testovdno métfeni embrya mysi pro
srovnani kvality dat. Méfeni se realizovalo na vice embryich. Skenovala se pouze hlava
embrya, protoZe svazek paprskll ze synchrotronu je paralelni a tizky. Pro zobrazeni celé hlavy
se skenovani muselo realizovat ve dvou blocich. Méfeni jednoho embrya trvalo 4 hodiny.
Bylo dosazeno voxelového rozliseni 2 pm. Na Obr. 3. 10 Ize vidét embrya E145 a E155 po
uskutecnéni méteni na synchrotronu. U téchto 1 ostatnich zde méfenych embryi doslo ke
zmodréani, které bylo pravdépodobné zplsobeno vlivem silné intenzity synchrotronového

zafeni. [19]
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(@) (b)
Obr. 3. 10: Embrya po uskute¢néni méteni na synchrotronu: (a) E145, (b) E155.
Obr. 3. 11 a Obr. 3. 12 ukazuje vysledné snimky dat ze synchrotronu po korekcich na
artefakty méfeni. Na transverzalnim fezu jsou vidét ring artefakty, které se nevyskytuji na
zadnych  rekonstruovanych datech ostatnich mikro-CT systémt. Ring artefakty
vznikaji v centru osy otaceni. Diky vysokému rozliSeni 2um lze vidét velké detaily.

Viditelnost jednotlivych struktur vSak omezuje nizky kontrast snimki.

Obr. 3. 11: Sagitalni fez E14 po rekonstrukci a korekcich dat ze synchrotronu.

Obr. 3. 12: Transverzalni fez E14 po rekonstrukci a korekcich dat ze synchrotronu.
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4  Porovnani kvality ziskanych dat
z jednotlivych mikro-CT systému

Na synchrotronu Elettra se skenovala pouze hlava embrya, protoze svazek paprski je
paralelni a Gzky. Embryo bylo umisténo v plastové trubiéce, aby nedochazelo k tak velké
absorpci a rozptylu zafeni jako u sklenéné trubicky. Méfeni se muselo realizovat ve dvou
blocich, protoze tvarové vlastnosti svazku dovolovaly zachytit pouze ¢ast hlavy. Méteni hlavy
jednoho embrya trvalo 4 hodiny. U vSech embryi doslo ke zmodrani, které bylo
pravdépodobné zpusobeno vlivem silné intenzity synchrotronového zateni. Dalsi nevyhodou
synchrotronu je, ze se jedna o zafizeni malo dostupné a méfeni zde je velmi drahé. Ze
synchrotronu byla ziskana data s vysokym rozlisenim 2 pm. Na transverzalnim fezu Obr. 4.
1b se nachazi embryo E14 po rekonstrukci dat a po korekci kruhovych artefakti, které jsou i
ptresto viditelné. Histogramy uvedenych obrazka v této kapitole byly ekvalizovany pro
zvyseni kontrastu obrazku. Na piiéném fezu jsou vidét kruhové artefakty, které se nevyskytuji
na zadnych rekonstruovanych datech ostatnich mikro-CT systémil. Ring artefakty
vznikaji v kvuli razné citlivosti jednotlivych pixelt. Diky vysokému rozliSeni lze vidét velké
detaily. Nizky kontrast snimkt vSak omezuje viditelnost jednotlivych struktur. Chrupavcitou
tkan lze rozliSit méné nez z méteni CT laboratofi Brno, ale je vice viditelnd oproti snimku
ziskaného z laboratoie CVUT viz Obr. 4. 1 (a) a Obr. 4. 1(b).

chrupavka ¢ichového systému

chrupavka ¢ichového systému

(a) (b)

Obr. 4. 1: (a) Chrupavka v sagitalnim fezu hlavy embrya
(b) Chrupavka v transverzalnim fezu (data ze synchrotronu).
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Na mikro-CT systému v Praze byl realizovano skenovani celého embrya E14 na rozdil
od synchrotronu. Méieni probihalo pomoci Ctyt detektort Timepix uspotadanych v fad€. Pro
zobrazeni celého embrya bylo nutné provést méfeni ve tiech blocich. Rozbihavé rentgenové
zafeni z trubice oproti synchrotronovému zafeni umoziuje zachyceni vétsi Casti embrya.
Detektor Timepix se sklada z 256 x 256 ¢tvercovych pixelu s velikosti jednoho pixelu 55 x 55
um. Méfeni bylo ¢asové naro¢né, protoze jesté pied samotnym pouzitim detektoru musela byt
provedena kalibrace vSech pixeld. Kazdy pixel je totiz pfipojen ke své vlastni elektronice.
Vysledna data po rekonstrukci a korekcich lze vidét na Obr. 4. 2 (a) a Obr. 4. 2 (b). Data
obsahuji hodné Sumu a voxelové rozliSeni ma velikost pouze 20 um. V fezech nejsou
dostatecn¢ rozlisSitelné detaily. Oproti vyslednym snimkiim ze synchrotronu se na vyslednych
snimcich nenachazi kruhoveé artefakty. Nizsi kvalita dat je snejvétsi pravdépodobnosti
zpusobend vysokou absorpci a rozptylem zafeni sklenénou trubi¢kou, ve které bylo embryo
umisténé. Dal$im divodem mulze byt nedostate¢né kvalitni pocitacové piedzpracovéani dat
pted rekonstrukci. U zobrazené chrupavky nelze dostate¢né rozlisit hrany. Ke zlepSeni kvality
dat by byla potiebna filtrace dat, pfi které by vSak doslo ke ztraté detailti. Dostupnost mikro-
CT systému se specidlnim detektorem TimepiX je mnohem lep$i nez u synchrotronu, ale
vzhledem k cené detektoru (cca desitky miliont korun) ho Ize v ¢eské republice najit praveé
v laboratoii CVUT.

chrupavka ¢ichového systému

chrunavka ¢ichového svystému

(a) (b)
Obr. 4. 2: (a) Chrupavka v sagitalnim fezu hlavy embrya
(b) Chrupavka v transverzalnim fezu (data z mikro-CT v Praze).

V Brné na mikro-CT stanici probéhlo méfeni embrya pomoci flat panelu a rentgenové
trubice. Vhledem k velikosti flat panelu (2048 x 2048 pixeld s rozmérem jednoho pixelu 200

X 200 pm) a rozbihavému svazku rentgenového zafeni probehlo skenovani celého embrya
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najednou. M¢éfeni trvalo piiblizné jen 2 hodiny a oproti mé&feni v Praze se systém nemusel
pied experimentem kalibrovat. Na vyslednych zrekonstruovanych datech jsou kvalitné
zachycené detaily jednotlivych struktur a snimek témét neobsahuje Sum ani kruhové artefakty
viz nasledujici obrazky. Rozliseni pro embryo E14 dosahlo hodnoty 5 um a chrupav¢itou tkan
1ze dobfe rozlisit. Mikro-CT v Brn¢ je také ze vSech pouzitych systémt nejvice dostupné pro

méfeni vzorku.

chrupavka ¢ichového systému

chrupavka ¢ichového systému

(@) (b)

Obr. 4. 3: a) Chrupavka v sagitalnim fezu hlavy embrya
b) Chrupavka v transverzalnim fezu (data z mikro-CT v Brng).

Na nasledujicich obrdzcich Obr. 4. 4, Obr. 4. 5 a Obr. 4. 6 1ze vidét detail chrupavcité
tkané Cichového systému z dostupnych mikro-CT systémi. Nejlépe je chrupavka viditelna
na zrekonstruovanych datech v Brné. Ze synchrotronu byla ziskana data nejvétsiho rozliseni,
takze chrupavku jde také vidét. Pfes nizky kontrast a kruhové artefakty nedosahuji data tak
vysoke kvality jako z méfeni v Brné. Chrupavka ¢ichového systému z dat z Prahy je celkové
viditelna nejméné, protoze data obsahuji velké mnozstvi Sumu.

Z hlediska kvality vyslednych zrekonstruovanych dat, dostupnosti systému i rychlosti
méfeni byla pro naslednou segmentaci chrupavky vybrana data z mikro-CT stanice v Brng.
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chrupavka ¢ichového systému

0.45 mm

Obr. 4. 4: Detail chrupavky ¢ichového systému z Obr. 4. 1b
(data ze synchrotronu).

chrupavka ¢ichového systému

0.45 mm

Obr. 4. 5: Detail chrupavky ¢ichového systému z Obr. 4. 2b
(data z mikro-CT v Praze).
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chrupavka ¢ichového systému

Obr. 4. 6: Detail chrupavky ¢ichového systému z
(b)
Obr. 4. 3b
(data z mikro-CT v Brng).

Dalsi ¢ast prace se vénuje teoretickému rozboru piedzpracovani mikro-CT snimkd pro
segmentaci, pouzivanymi metodami segmentace a morfologickymi operacemi. Mikro-CT
snimky jsou nasledné vhodné pfedzpracovany a pro segmentaci chrupavcité tkané se aplikuje
metoda 3D region growing s vyuzitim adaptivniho prahovani. Vysledna data jsou upravena
pomoci morfologickych operaci a Vv programu Avizo vytvofen 3D model za tcelem
vizualizace chrupavky a porovnani s manualné segmentovanym modelem.
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5 Segmentace obrazu

Segmentace je proces rozdé€leni obrazu na neptekryvajici se oblasti, které odpovidaji
vysledném obrazu jsou vyznaCeny konkrétni hledané oblasti. Zna¢i se bud’ cely obsah
objektu, nebo lze vyznacit pouze jeho hranici. V medicinskych datech se segmentace pouziva
pro automatické rozpoznavani typt tkani, pro vizualizaci nebo 3D modelovani tkani ¢i kosti.
Segmentacni algoritmy lze rozdé€lit na regionové nebo hranové orientované segmentace a
segmentace na zakladé homogenity oblasti. K regionové orientovanym patii metoda déleni a
slucovani oblasti nebo nartistani oblasti. Mezi hranové orientované se fadi napt. Houghova
transformace. Prahovani spadd mezi metody, které segmentuji objekty podle homogenity
oblasti. [10][28]

Z mikro-CT laboratote v Brn¢ byly k dispozici mikro-CT snimky embrya mysi vice
vyvojovych stadii. S ohledem ke kvalité dat se pro testovani segmenta¢ni metody zvolilo
mutované 15,5 denni embryo, jehoz zrekonstruované snimky maji nejvyssi kontrast a obsahuji
mensi mnoZstvi Sumu. Chrupavcita tkan ctrnactidenniho embrya je segmentovana podle
vychoziho nastaveni algoritmu jen s mensimi Upravami nékterych parametrti algoritmu. Ke
zpracovani snimku se vyuziva programové prostiedi Matlab.

Pro Gspésnost segmentace je dulezita i kvalita vstupnich dat. Vysledky ziskané pomoci
segmentacni metody Region growing ovliviiuje zasadnim zplisobem $um a rozdil jasovych
hodnot mezi objektem a pozadim. Jelikoz snimky mutovaného i ¢étrnactidenniho embrya Sum
obsahuji a v ur¢itych mistech ma segmentovana chrupavcita tkan téméf stejné hodnoty jako

jeji okoli, prace se zabyva podrobnéj§im rozborem piedzpracovani dat.

5.1 Predzpracovani obrazu pro segmentaci

Ptedzpracovani obrazu znamena praci s obrazem bez predchozi znalosti o jeho obsahu
pro naslednou segmentaci. K zakladnim postupim patii vylepSeni kontrastu, potlaceni
nezadouciho $umu nebo zvyraznéni hran objektd. Spatna kvalita vstupnich dat muiZe
podstatné zhorsit vysledek segmentace. U vétSiny operaci, které se provadi u piedzpracovani,
vSak dochézi ke ztrat€ urcité informace. Odstranéni Sumu zplsobuje rozmazani tenkych hran.
Naopak pfi ostfeni obrazu, tedy zvyraznéni vyssich frekvenci, se zvySuje obrazovy Sum, ktery
je také vysokofrekvencni. Pro pifedzpracovani je proto potieba zvolit urcity kompromis. [10]

Ptedzpracovani se provadi pomoci tzv. operatorti, které umoziuji zobrazeni P
vstupniho obrazu f(X,y) na vystupni obraz g(x,y) podle nasledujici rovnice.

g(xy) = P(f(x,y)) [11] (5.1)

Operatory lze rozdélit na zakladé nékterych vlastnosti. Podle mnoZstvi bodii vstupniho
obrazu, které ovliviiuji jeden bod obrazu vystupniho, se d€li na bodové, lokélni nebo globalni
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viz Obr. 5. 1. Bodové maji vliv pouze na odpovidajici bod vstupniho a vystupniho obrazu, u
lokalnich je vystupni pixel vypocten navic pomoci nejbliz§iho okoli odpovidajiciho pixelu.
Pii vypoctu pixelu s vyuzitim globalniho operatoru, je kazdy pixel vystupniho obrazu
ovlivnén vSemi pixely vstupniho. K bodovym operatortim patii napt. transformace kontrastu
nebo pseudobarveni. Lokalni operatory umoziuji potlacit aditivni Gaussovsky Sum nebo

obraz zosttit. Mezi globalni patii Vinkova transformace a Fourierova transformace.[24]

- - B

vstup wystup vslup vystup vslup vystup

(@) (b) (©)

Obr. 5. 1: Pfedzpracovani pomoci operatort: (a) bodovy, (b) lokalni, (c) globalni. [24]

5.1.1 Transformace kontrastu

Transformace kontrastu znamena pievod stupiiti $edi vstupniho obrazu fix na stupné

Sedi obrazu vystupniho gix podle funkce N, viz nésledujici rovnice.

ik = N(fix) (5.2)

Tuto transformacni funkci lze vyjadiit pomoci funkéniho ptedpisu nebo tabulky LUT, kde
jsou uvedeny konkrétni hodnoty, na které maji byt stupné Sedi vstupniho obrazu prevedeny.
Mezi nejbéznéjsi transformace kontrastu patii ekvalizace histogramu, linearni transformace
pro vyuziti celé Skaly stupnii Sedi, transformace na negativ, exponencialni transformace a
Gama korekce. [] Tyto transformace jsou vyjadieny pomoci tzv. transformacnich funkci, které
vyjadiuji zavislost stupid Sedi vystupniho obrazu na stupnich Sedi obrazu vstupniho. Na Obr.
5. 2 Ize vidét ukazku transformacni funkce pro negativ. [11]

g‘h
1

Q 11

Obr. 5. 2: Transforma¢ni funkce pro negativ.
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Negativ

Negativ ptredstavuje pievraceni tmavych stupiit Sedi na svétlé a naopak. Pouziva se
zejména pro snazsi Citelnost nékterych struktur obrazu na zaklad¢ subjektivniho vnimani jasu.
Je charakterizovan nasledujici rovnici a jeho transformacni funkce ma tvar linearné klesajici
funkce. [10][11]

Jix =1— fix (5.3)

(@ (b)

Obr. 5. 3: Transformace na negativ: (a) original, (b) negativ.

Na Obr. 5. 3 se nachazi origindlni snimek a snimek transformovany na negativ. Podle
subjektivniho vnimani se jevi jako kontrastngjsi snimek lezici vlevo, protoze obsahuje vice
Cerné barvy a lezi na svétlém pozadi. Negativ neovliviiuje Sum ani celkovy kontrast, tedy neni
tieba této Gpravy pro naslednou segmentaci.

Ekvalizace histogramu a linearni transformace

Ekvalizace histogramu znamena vytvoieni obrazu o pfiblizné rovnomérném rozlozeni
jasu v histogramu. Nasledujici rovnice ukazuje princip této transformace.

hy = TEoan], (5.4)

kde hf predstavuje jednotlivé tiidy | histogramu h vystupniho obrazu g(x.y). Tyto tiidy se

vypocitaji postupnym souctem nekolika sousednich tfid histogramu vstupniho obrazu
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h£ . Aktualni suma nesmi byt vét$i nez vypocitana hodnota mn/q, kde m x n ur¢uje rozméry
vstupniho obrazu f(x,y) a g stupné Sedi. Transformaéni kiivka je ve tvaru schodovité
neklesajici funkce. V obrazu s celkové vysokym kontrastem ekvalizace umoziuje zvyraznit
Spatné rozpoznatelné detaily s niz§im kontrastem. [11]

Cilem linearni transformace kontrastu je vyuzit celou skalu stupni Sedi, aby byl
histogram obrazu v intervalu <0,1>. Oproti ekvalizaci nemusi byt stupné Sedi rovnomérné
zastoupeny. Vypocet linearni transformace znazorfiuje nasledujici rovnice.

fix—min(f)
max(f)—min(f)

Jik = (5.5)

Vyse uvedeny vzorec zajist'uje posun minimalni hodnoty na nulu, maximalni hodnoty na
jedni¢ku a linearniho rozmisténi ostatnich hodnot do tohoto intervalu. Na Obr. 5. 4 1ze vidét
snimek upraveny pomoci ekvalizace a linearni transformace. [24][25][26]

(@) (b)

Obr. 5. 4: Transformace snimku: (a) ekvalizace, (b) linearni transformace.

U linearni transformace nedoslo ve srovnani s originalnim snimkem Kk viditelné zméng.
Ekvalizace zvysila kontrast snimku i rozdil hodnot intenzit mezi chrupavkou a jejim okolim.
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Exponencialni transformace a gama korekce

Mezi nelinearni transformace patii exponencialni transformace a gama korekce.

Exponenciélni transformace je vyjadiena nasledujici rovnici.

Gik = blik, (5.6)

Vysledek metody je zavisly na pouzitém zakladu b. Pii pouziti zakladu v rozmezi <0,1> ma
transformacéni kiivka tvar konvexni a klesajici. S hodnotou koeficientu blizici se jednic¢ce
vypada vysledny obraz stale vice jako negativ, smérem k nule jsou jasoveé hodnoty oproti
negativu tmavsi. Vice se vak piiblizuji negativu nez originalu. Cim vice se hodnota zékladu
blizi k nule, tim vice je exponencialni. Pti zvySovani tohoto exponentu nad hodnotu jedna, je
vysledny snimek ve srovnani s origindlem tmavsi a transformacéni kiivka ma konvexni a
rostouci tvar. Pokud se pouzije zaklad vys$Si nez jedna, musi se vysledny obraz opét
normalizovat do intervalu <0,1>. Na Obr. 5. 5 1ze vidét vysledné snimky s pouzitim rizného
zakladu. [10][11][24]

(@) (b)

Obr. 5. 5 Exponencialni transformace s pouzitim zakladu: (a) b=15, (b) b=0,01.

Metodu Gama korekce Ize popsat nasledujici rovnici.

Gir= fir’ (5.7)

Parametr y obvykle nabyva hodnot v rozmezi <0,6; 2,5>. Pfi zvySovani parametru nad
hodnotu jedna se transformacni funkce stavd konvexni nelinedrni a vysledny snimek je

tmavsi. Naopak s hodnotou y niz$i nez jedna je funkce ¢im dal vice konkavni nelinearni a
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vysledny obraz svétlejsi nez original. Na obr. se nachazi vysledky gama korekce s pouzitim

parametru 0,7 a 2,5. Po aplikaci této metody neni potfebna normalizace obrazu.

(@ (b)
Obr. 5. 6: Gama korekce s hodnotou parametru: (a) y =0,7; (b) y =2,5.

5.1.2 Potlac¢eni Sumu

Sum se v praxi vyskytuje v kazdém obraze. Pro vybér metody k jeho odstranéni je
tteba znat charakteristiku konkrétniho Sumu. Obrazovy Sum Ize délit podle propojeni
S obrazem, dale podle amplitudy, prostorového rozloZzeni Sumu nebo spektralniho obsahu.
Propojeni s obrazem znamena, zda se v obraze nachazi Ssum aditivni nebo multiplikativni. Na
zéklad€¢ spektradlniho obsahu se rozliSuje Sum uzkopasmovy nebo Sirokopasmovy.
V digitalnim obraze se nejvice vyskytuje Gaussovsky Sum a impulsni Sum typu ,,stil a pepi*.

Gaussovsky Sum postihuje cely obraz. Ke kazdému pixelu v obraze je pfiétena
hodnota z normalniho rozlozeni, tedy se jedna o aditivni Sum s nulovou stfedni hodnotou.
Intenzity dosahuji hodnot podstatné nizSich neZ maximadlni intenzity obrazu. Jedni se o
Sirokopasmovy Sum, kde jsou vSechny frekvence stejné postiZzeny. Potlaceni takového Sumu je
zalozeno na prumérovani série obrazi stejné scény, struktury opakujici se v obrazu nebo
skupiny sousednich pixelli v obrazu. Dochazi tak ke snizeni rozptylu Gaussovského Sumu,
kde nulova stiedni hodnota ma tendenci se vykompenzovat. Pouzivaji se konvolu¢ni
prumérovaci masky, které jsou tvofeny matici prvki. Na kazdé pozici vstupniho obrazu se
vypocitava konvoluce konkrétniho pixelu s maskou. Jako pramérovaci masky maji bud’
vSechny prvky stejné velké, nebo se méni jejich centralni prvek. Masky pro redukci

Gaussovského sumu o rizné velikosti a vysledné snimky pfi pouziti téchto masek lze vidét
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v nasledujicich 3 rovnicich a na Obr. 5. 7a, b, c. Prvni dvé masky se nachazi
v normalizovaném tvaru, tzn. jsou vydéleny poétem prvkd, ktery obsahuji a nedochazi tak k
prudké zméng jasovych hodnot obrazu. [10][11]
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Obr. 5. 7: Odstranéni Gaussovského Sumu: (a) pomoci masky (5.8),
(b) pomoci masky (5.9), (c) pomoci masky (5.10).

Pii zachovani stejnych hodnot vSech prvkil primérovaci matice plati pravidlo, Ze se
zvySujicim se poctem prvkl této matice dochazi k vétsSimu vyhlazeni Sumu a rozostieni hran.
Druhd a tfeti pouzitd maska ma stejnou velikost, ale velikost centralniho prvku matice treti je
vEtsi oproti ostatnim prvkim stejné matice. Lze vidét, ze vyssi centralni prvek snizuje miru
pramérovani.

Impulzni Sum postihuje izolované pixely nebo skupiny pixelt. Jeho intenzity maji
vysoké hodnoty na rozdil od intenzit piivodniho obrazu, tedy se zobrazuji jako ¢erné nebo bilé
body. Odstranéni impulzniho Sumu lze dosahnout nalezenim postizeného pixelu a nahradit
Z okolnich pixell, které pravdépodobné Sum neobsahuji tzv. ,, detekce-ndhrada*. Jako dalsi
metoda se pouziva medianovy filtr zalozeny na tfidéni hodnot jasi skupin pixeld v obrazu.
K vypoctu pixelu vystupniho obrazu se pouziva lokalni okoli konkrétniho pixelu. Do
vystupniho obrazu se na pozici centralniho prvku vkladd median ze setiidénych pixeld. Sum
se pro vysoké hodnoty intenzit nachazi na okrajich setfidénych prvki. Odstranéni impulzniho
$umu pomoci medianového filtru lze vidét na Obr. 5. 8a, b. Cim vétsi je pouzitd maska, tim
dochazi k vétsimu vyhlazeni, ale i rozostieni dat. [10][11]
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Obr. 5. 8: Odstranéni impulzniho Sumu medianovym filtrem: (a) velikost masky 3x3, (b) velikost
masky 5x5.

5.1.3 Ostireni obrazu

Zostieni obrazu znamena zdliraznéni vysokych prostorovych frekvenci pomoci tzv.
diferen¢nich operatori. Hranu piedstavuje dostate¢né vysoka zména jasu v obrazu. S rychlejsi
zménou této hodnoty je hrana zfetelnéjsi a 1épe detekovatelna. Vyuziva se osteni odectenim
rozostfeného obrazu, pomoci lokélnich operatori nebo upravou spektra, kde se zvysi
zastoupeni vysokofrekvencnich slozek. [10]

Prvni metoda vyuziva odecteni rozostfeného obrazu od originalu pii ziskani obrazu se
zvyraznénymi hranami. Byla pouzita normalizovand primérovaci maska velikosti 8x8 se
stejnou velikosti vSech prvki. Pfiétenim takto upraveného obrazu k origindlu lze dostat
zostfeny obraz. Touto metodou ov§em dochazi ke zvétSeni podilu sumu vysledného obrazu ve
srovnani origindlem. Podil obraz/Sum se zvySuje umérné s velikosti rozostfeni pouZitého
obrazu. Vysledné snimky jednotlivych kroki 1ze vidét na Obr. 5. 9a, b, c, d.
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Obr. 5. 9: Ostfeni ode¢tenim rozostfeného obrazu: (a) rozostieny obraz, (b) detaily originalu, (c)
zostieny obraz, (d) pti¢teni zostteného obrazu k originalu.
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Za ucelem ostfeni pomoci lokdlnich operdtorti se vyuzivaji konvolu¢ni ostfici masky.
Priklad masek a vysledné snimky za pouziti téchto masek ukazuji nasledujici dvé rovnice a
Obr. 5. 10:a, b. Také touto metodou dochazi ke zhorseni podilu obraz/sum. [11]

-1 -1 -1 -1 -1 -1
[—1 9 —1] (5. 11) E[_l 10 —1] (5.12)
-1 -1 -1 -1 -1 -1

(a) (b)

Obr. 5. 10: Ostieni pomoci lokalnich operatora: (a) vyuZiti masky (5.11), (b) vyuZziti masky(5.12).

K ostieni obrazu lze pouzit Fourierovu transformaci pro pievod do frekvencni oblasti.
Hrany ptedstavuji vysoké frekvence v obrazu, takZe potlacenim koeficientd odpovidajicich
nizkym frekvencim se po zpétném pievodu do originalni oblasti ziskd obraz detaild. Sectenim
origindlu s detaily vznikne zostieny obraz. Na Obr. 5. 11a se nachazi originalni obraz
prevedeny do frekvencni oblasti s potlacenymi nizkymi frekvencemi a Obr. 5. 11b ukazuje

vysledny obraz po ptfevodu do originélni oblasti.
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Obr. 5. 11: Ostieni ve frekvenc¢ni oblasti: (a) potlaceni nizkych frekvenci originalu po pfevodu do
frekvencni oblasti, (b) vysledny snimek po ptevodu do originalni oblasti.

5.1.4 Cannyho detektor hran

Detektory hran transformuji Sedotonovy obraz na obraz binarni. Hrany ptedstavuji
mista obrazu, kde se rychle méni jas a ve vysledném binarnim obrazu jsou reprezentovany
bilymi pixely. Obvykle se vyuziva prvnich a druhych derivaci, u digitdlnich obrazt
aproximovanych jako prvni a druhé diference. U prvni derivace odpovida hrana lokalnimu
extrému a u druhé¢ se jedna o prichod nulou.

Cannyho detektor patii mezi pokrocilejsi detektory hran, ktery je méné citlivy na Sum.
Oproti jinym piistuptim se jedna o posloupnost vice kroku: filtruje se Sum pomoci Gaussianu,
detekuji hrany ve v8ech smérech, vypo¢ita gradientni obraz, atd. []

S ohledem na pouziti pfedzpracovanych obrazi pro metodu region growing, samotny
binarni obraz obsahujici hrany neni vhodny. Sectenim binarniho obrazu a vahovaného
originalu vSak vznikne opét Sedotonovy obraz, ktery ma zvyraznéné hrany a je tak vhodny pro
segmentacni metodu, viz nasledujici rovnice a Obr. 5. 12a, b. Vaha se originalnimu obrazu
ptidava, aby vynikly jeho hrany. [11]

ik = Wfi+b, (5.13)

kde w reprezentuje vahu originalniho obrazu, fix oznacuje originalni a b binarni obraz.
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Obr. 5. 12: Pouziti Cannyho detektoru: (a) binarni obraz s hranami, (b) vysledny obraz po seéteni
binarniho obrazu a vahovaného originalu.

5.2 Pouzivané metody segmentace CT snimkii

Segmentace CT snimkti pfedstavuje prvni krok pii tvorbé 3D modelu jednotlivych
struktur. Podle miry zasahu uzivatele ji lze rozd¢€lit na manualni, poloautomatickou nebo
automatickou. Manualni segmentace je cela realizovana uzivatelem. Algoritmy pii ni mohou
pomahat, ale samy segmentaci neprovadi. Poloautomatickd segmentace je vice nebo méné
uskute¢nénd automaticky a uzivatel pfi ni mlze nastavovat parametry segmentace. U
automatické segmentace algoritmus pracuje saim bez zasahu uZivatele. Nevyhodou manualni
segmentace je velkd Casovd narocnost, a proto byva snaha o jeji automatizaci. Pro
automatickou segmentaci je tfteba navrhnout vhodny algoritmus, ktery zafadi jednotlivé body
snimku do konkrétni tfidy. Existuje 2D segmentace, kdy algoritmus pracuje postupné na
jednotlivych snimcich nebo 3D segmentace vyuzivajici cely 3D prostor. 3D segmentace byva
pomalejsi, ale 1ze u ni dosdhnout vétsi presnosti.

O automatické segmentaci meékkych tkani CT snimkd je publikovano hodné
védeckych praci, ale segmentaci chrupavéité tkané se dosud mnoho védcti nezabyvalo. Casto
byvaji segmentovany jatra a plice, méné mozek, ledviny nebo srdce [12][13][14][15][16].
V ¢lanku [17] se popisuje metoda segmentace chrupavcité tkané kycle vétvenim svazku
(pruning). CT snimky byvaji obvykle segmentovany pomoci metody rozvodi, aktivnich
kontur, nartstani oblasti- seminkové metody nebo déleni a slu¢ovani oblasti. Nékdy se objekt
segmentuje také vyuzitim fuzzy klasifikace, vinkové transformace a Houghovy transformace.
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Pro segmentaci chrupavcité tkan¢ ¢ichového Ustroji se jevila jako vhodna seminkova metoda

narustani oblasti.

6 Narustani oblasti: seminkova metoda

Jako vhodna segmenta¢ni metoda se jevila pro segmentaci chrupavcité tkané metoda
narUstani oblasti neboli tzv. region growing. Nardstani oblasti patii k regionové orientovanym
segmenta¢nim piistupim, do kterych spada také metoda d€leni a sluCovani oblasti. Tyto
piistupy rozdéluji obraz do oblasti na zaklad¢ jejich homogenity.

Princip metody spociva v seskupovani pixeld do narGstajici oblasti podle
kterého zacind oblast nartstat. Tento pixel je vybran bud’ na zaklad¢ ptedchozi analyzy
obrazu, nebo mize byt zadan interaktivné uzivatelem. Nasledné¢ se kontroluji sousedni pixely
a podle kritéria homogenity je rozhodnuto, zda budou Kk nartstajici oblasti pfidany. Kritéria se
rozd€luji na statickd nebo dynamicka. Vzorec pro statické Kritérium vyjadiuje nésledujici
rovnice.

lps—pj| <T, (6. 1)

ps piedstavuje jas seminka, pj je jas aktualné testovaného pixelu a T odpovidad nastavenému
prahu. U statického kritéria se tedy porovnava parametr seminka s parametrem testovaného

pixelu. Pokud sousedni pixel vyhovuje podmince, stavd se soucdsti narlstajici

------

kritéria je vice. Lze porovnavat parametry testovaného pixelu a aktualni stfedni hodnoty
pixelt zafazenych do vysegmentované oblasti pa Nnebo naposledy piidaného pixelu pi, viz

nasledujici dvé rovnice.

i = Pal =T (6.3)

Dynamické kritérium umoZiuje postupnou zménu vstupnich parametri, takze lze
segmentovat i oblasti mén¢ homogenni. Na Obr. 6. 1a lze vidét vysledny snimek s pouzitim
statického kritéria a na Obr. 6. 1b pouziti dynamického kritéria. [10][11][28]
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Obr. 6. 1: Narustani oblasti s vyuzitim: (a) statického kritéria, (b) dynamického kritéria.

6.1 Implementace metody ve 3D

Metoda region growing byla implementovana do 3D s vyuzitim adaptivniho prahovani
neboli tzv. dynamického kritéria. Algoritmus byl vytvoien v programovém prostiedi Matlab.
Chrupavka ¢ichového ustroji obou testovanych embryi obsahuje pfiblizné 400 snimkd. Pro
nastaveni vhodnych parametrt je pouzivan pouze vzorek objemu dat mutovaného embrya. Na
Obr. 6. 2 a Obr. 6. 3 jsou vidét vyvojové diagramy pro hlavni program a podprogram, které
graficky zndzorniuji dtlezité kroky pouzitého algoritmu.

V prvnim kroku hlavniho programu dochdzi vZdy k nacteni jednoho konkrétniho
mikro-CT snimku obsahujiciho chrupavku ¢ichového ustroji. Z ného se pro dalsi upravy
vybere pouze samotna oblast chrupavcité tkan€. Vytez je nasledné vhodnym algoritmem
piedzpracovan a ulozen do ptedpfipraveného prostoru. Takto se postupné zpracuji i ostatni
snimky. V dalsim kroku se zobrazi prostfedni z ptedzpracovanych snimku a uZzivatel si voli
segmentované oblasti. Soutfadnice X, y a z vybranych bodi se ulozi do spolecné matice a pro
kazdy z nich je postupné volan podprogram s funkci region growing. Tato funkce se tedy
opakuje vicekrat podle poctu volenych bodii. Vysledny vysegmentovany obraz je v kone¢né
fazi upraven zvolenymi morfologickymi operacemi viz kapitola 7 Morfologické operace
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Nadteni a zobrazeni
mikro-CT snimku

Vhodné ptedzpracovani objemu dat
obsahujici chrupavcitou tkan ¢ichového
astroji

.....

prostfedniho fezu pro funkci Region
growing, ulozeni soufadnic x,y, z do
spole¢né matice

Postupné volani funkce Region growing

......

Postprocessing segmentovanych dat,
export do forméatu DICOM

Obr. 6. 2 Vyvojovy diagram hlavniho programu

Pro funkci region growing je piedpfipravena 3D maska, kterd ma stejnou velikost jako
objem ptedzpracovanych dat a uklada se do ni vysegmentovana chrupavcita tkan. Zpocatku
obsahuje nulové hodnoty. Pouze vSechny okrajové Casti jsou nastaveny na hodnotu jedna, aby

s ostatnimi body. Automaticky, bez pouziti prahovani, jsou k prvnimu zpracovavanému
pixelu pfidany ¢étyfi okolni body a nastaveny jako dalsi vychozi seminka. Zabrani se tak
pfipadnému okamzitému ukonceni segmentace v diisledku nehomogenit v obrazu. Témto
seedlim je nasledné na zdklad¢ adaptivniho prahovani vypocitan prah a podle jeho hodnoty se

rozhoduje o pifidani dalSiho bodu do vysegmentované oblasti. Vzdy se celkem kontroluji 3
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fezy pro jedno konkrétni seminko, ze stejného fezu Ctyii okolni body a ze sousednich fezu
bod se stejnymi soufadnicemi x,y jako seminko. Kontroluji se jen body, které jesté nebyly
testovany a jsou Vv masce oznaCeny hodnotou nula. Adaptivnimu prahovani se vénuje
samostatna kapitola Adaptivni prahovani. Pti splnéni podminky prahovani se konkrétni bod
ulozi do 3D masky s hodnotou 2, ktera znac¢i nastaveni bodu jako dalsiho vychoziho seminka.
Ptidané body se ukladaji do vektoru a v dalsim cyklu programu se prochazi vSechny tyto nova
seminka. Pokud neni splnéna podminka prahovani, bod se do masky ulozi s hodnotou jasu
jedna, aby nedoslo opét k jeho kontrole. Okrajové ¢asti 3D masky jsou nastaveny na hodnotu
1 jako testované body, protoZe na krajich nelze kontrolovat Ctyiokoli jednotlivych pixelt.
Funkce region growing je ukoncena, pokud se ve vektoru nenachdzi zadna dalsi seminka.

.....

pro segmentaci.

Zpracovani 1. pixelu

Postupné prochazeni vsech aktualnich
seminek ve vektoru

Nastaveni prahu pomoci adaptivniho
prahovani

Podminka pro ptidani sousednich pixelt
seminka do nariistajici oblasti na
zaklad¢ vypocitaného prahu

Zobrazeni
naruastajici oblasti
Vv 1 rezu

Obr. 6. 3 Vyvojovy diagram podprogramu: Region growing
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6.1.1 Adaptivni prahovani

Prah se urcuje pro kazdé seminko. V okoli konkrétniho seminka se naleznou pozice
bodu, které aktualné patfi do vysegmentované oblasti a z predzpracovaného obrazu se zjisti
intenzita bodi odpovidajicich soufadnic. Okoli je vymezeno étvercovou nebo obdélnikovou
oblasti o uréité velikosti a v zavislosti na volbé velikosti se méni vysledky segmentace.
Seminko se vzdy nachazi ptesné uprosted oblasti. Na zakladé zjisténych intenzit boda v okoli
se podle nasledujici rovnice vypocita prah.

p=u ¥ o [18] (6. 4)

kde p pifedstavuje prah, J stiedni hodnotu a ¢ smérodatnou odchylku. Stiedni hodnota je
definovana jako soucet vSech hodnot konkrétni proménné déleny poctem téchto hodnot a
smérodatna odchylka urcuje, jako moc jsou hodnoty rozptyleny ¢i odchyleny od jejich
praméru. U nastaveni prahu pro vysoké¢ intenzity je smérodatna odchylka pfictena a pro nizké
intenzity odeétena. Tomuto prahu je navic pro nizké i vysoké intenzity piidand tolerance
ptiblizné 1% z divodu lokalnich nehomogenit v obrazu. Na Obr. 6. 4a,b,c,d se nachazi
vysledky segmentace s po¢itanim prahu v okoli seminka o velikosti 7x7, 11x11, 17x17 a
39x39 pixeli. Volbou mensiho okoli pro pocitani prahu dochéazi k nastaveni méné ptisného
prahu, takze je vysegmentovand nejen chrupavc€itd tkan, ale i okoli. S pocitanim prahu
z vétsiho okoli je vypocitan ptisnéjsi prah a vysegmentovana pouze ¢ast chrupavky. Idealni je

volba okoli pro pocitani prahu velikosti 11x11.
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Obr. 6. 4: Vysledky segmentace s poc¢itanim prahu v okoli seedu o velikosti: (a) 7x7 pixeld, (b) 11x11
pixeld, (¢) 17x17 pixeld, (d) 39x39 pixeld.

V praxi je tieba zohlednit fakt, Zze v okrajich obrazu nemuze byt pocitan prah ze stejné
velkého okoli seminka jako uvniti obrazu. Proto se v algoritmu nachézi 8 podminek pro
vSechny okrajové Casti obrazu, viz Obr. 6. 5. Pokud lezi seminko v nékterém okraji, vypocita
se jeho vzdalenost od konkrétniho okraje, popf. od obou pii pozici seminka v rohu. Na
zéklad¢ vzdalenosti od okraje se mu piizptusobi velikost okoli, ze kterého je pocitan prah.
Uprostied obrazu a v okrajich kromé roht se tedy jedna o ¢tvercové okoli. V rozich se muze
pocitat prah z ¢étvercového i obdélnikového okoli podle pozice seedu. Okrajovym hodnotdm
prahu je ptikladana mensi vaha, proto je pro né nastavena niz$i tolerance prahovani. Pokud by
se okraje nepfizpusobily, v nékterych situacich by nemuselo dojit k ukonceni programu,

protoZe by mohla zlstat ve vektoru seminka.
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Obr. 6. 5: Schématické znazornéni okrajovych ¢asti obrazu (Seda barva) a ptizpisobeni
velikosti okoli podle pozic seedu (¢tverce, obdélniky s ¢ernou vyplni).

6.1.2 Nevhodnost rekurzivniho algoritmu na vétsi objem dat

Pro metodu region growing byl testovan rekurzivni algoritmus, ktery pracuje na principu
opakovaneého volani funkce. Pfi zpracovani vétsiho objemu dat v§ak dochazelo kvuli slozitosti
algoritmu Kk pfetizeni Matlabu a jeho ukonéeni. Proto je tento typ algoritmu vhodny pfedev§im
ve 2D. Pro 3D metodu byl pouzit cyklus while, pomoci kterého se opakuje urcita ¢ast kodu,
dokud neni splnéna dana podminka. Jedna se o itera¢ni algoritmus.
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7 Morfologické operace

Matematickd morfologie pracuje sobrazem jako smnozinou. Zaklad tvoii tzv.
strukturni element (maska), pomoci kterého se zpracovava zkoumany obraz. Tyto operace
mohou zjednodusit tvar objektu v obrazu, zvétsSit nebo zestihlit struktury, zjistit pocet objekta
atd. Pivodné se vyuzivaly pouze u binarnich obrazi, dnes se uplatiuji i pfi praci s obrazy

Sedotonovymi. [27]

7.1 Morfologie binarnich obrazi

U binarnich obrazii bil4 barva predstavuje objekt a ¢ernd pozadi. Mezi zékladni morfologické
operace patii eroze a dilatace.

Eroze

Pfi binarni erozi se vyuziva Minkowského rozdil, tedy prinik posunutych mnozin.
Jednotlivé posunuté obrazy lze vytvofit pomoci vektoru b obsahujiciho vektory posunu mezi
centrdlnim prvkem a vSemi aktivnimi prvky strukturniho elementu. Jedna verze vstupniho
obrazu tedy vznikne posunutim origindlniho obrazu na pozici strukturniho elementu opacnym
smérem nez prislusny prvek vektoru b. Prinikem souboru takto ziskanych obrazli vznikne

vysledny obraz. Definici binarni eroze vyjadiuje nasledujici rovnice.

Y=X eB= nbEBX—b (71)

kde X ptfedstavuje vstupni a Y vystupni obraz. V praxi plati, Ze pokud se pod vSemi aktivnimi
prvky strukturniho elementu vyskytuje hodnota 1, na pozici referen¢niho prvku strukturniho
elementu se ve vysledném obrazu zapiSe 1. Bindrni eroze se pouziva ke zjednoduseni objektu,
viz Obr. 7. 1a, b. [11][27][28]
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Obr. 7. 1: Morfologicka operace binarni eroze: (a) binarni obraz vysegmentované chrupavky pired
Upravou, (b) vysledny erodovany obraz.

Dilatace
Binarni dilatace pfedstavuje dudlni morfologickou transformaci k erozi. Vyuziva se
zde Minkowského soucet, tzn. sjednoceni souboru posunutych obrazi podle vektoru b podle
nasledujici rovnice.
Y=X® B= UppX_p (7.2)

Pokud se tedy alesponi pod jednim aktivnim prvkem strukturniho elementu vyskytuje 1, na
pozici referenniho prvku strukturniho elementu se zapiSe do vysledného obrazu 1. Binarni
dilatace se vyuziva ke zvétSeni objektu v obrazu nebo k vyplnéni mensich dér objektu, viz
Obr. 7. 2a, b. [11][27][28]
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Obr. 7. 2: Morfologicka operace binarni dilatace: (a) binarni obraz vysegmentované chrupavky pied
Upravou, (b) vysledny dilatovany obraz.

Otevreni a uzavieni

Operace otevieni znamena aplikaci eroze a nasledné dilatace, (X © B) @ B. Naopak
uzavieni tvofi posloupnost dilatace a nasledné eroze, (X @ B) © B. Vyhodou je, Ze tyto
operace na rozdil od eroze nebo dilatace neméni v priméru velikosti objektl. Dochéazi zde
pouze K filtraci malych objektt. Vzdy zalezi na pofadi operace, pfiCemz zasadni vliv na
vyhlazeni objekti ma operace prvni. Druhd slouzi pouze k pfiblizné restauraci velkych
objektt.

Otevieni oddé€luje objekty spojené Uzkou linii a odstraiiuje objekty mensSi, nez
strukturni element. V praxi lze pouzit pouze jednu operaci pro erozi a naslednou dilataci.
Pokud jsou pod vSemi aktivnimi prvky strukturniho elementu jednicky, do vystupniho obrazu
se vlozi hodnota 1 pod vSechny prvky strukturniho elementu viz Obr. 7. 3a.

Uzavieni naopak spojuje objekty lezici blizko u sebe a vyplnuje malé diry. Dilataci a
naslednou erozi lze také vyjadfit pouze jednou matematickou operaci. Pokud jsou pod vSemi
prvky strukturniho elementu nuly, jsou vSechny tyto prvky ve vysledném obrazu nastaveny na
hodnotu 0. U vsech ostatnich ptipadl se pod tyto prvky zapiSe hodnota 1 viz Obr. 7. 3b.
[11][27][28]
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Obr. 7. 3: Morfologické operace: (a) otevieni, (b) uzavieni.

Top hats a Bottom-hats transformace

Transformace Top-hats znamena odecteni obrazu ziskaného operaci otevieni od
puvodniho obrazu a Bottom-hats naopak obrazu ziskaného operaci uzavteni od ptivodniho
obrazu.[11]

7.2 Morfologie Sedotonovych obrazii

Morfologické operace 1ze zobecnit 1 pro Sedotonové obrazy, kde je piivodni
Sedotdénovy obraz pteveden na soubor binarnich obrazli. Priinikem dvou Sedotonovych
obrazti vznika obraz, jehoZ pixely jsou vypocteny operaci minimum z odpovidajicich pixelt
vstupnich obrazii. Ke sjednoceni dochazi pomoci operace maximum. V praxi dilatace
Sedotdénovych obrazii rozsifuje svétlé ¢asti obrazu a eroze je zmensuje. Vice informaci Ize
nalézt v [29].
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8 Hodnoceni vysledku segmentace

V rdmci této kapitoly jsou zobrazeny a hodnoceny vysledky pro vzorek objemu dat a
nasledné je metoda 3D region growing roz$ifena i na celou chrupavcitou tkan. Pro nastaveni
vhodnych parametri je pouzito mutované embryo. Chrupavdcita tkan ¢trnactidenniho embrya
je segmentované podle vychoziho nastaveni algoritmu jen s mensimi upravami nékterych

parametrq.

8.1 Porovnani vysledki pro vzorek dat

K testovani metody bylo pouZzito mutované 15,5 denni embryo, protoze jednotlive
mikro-CT snimky obsahuji méné¢ Sumu nez 14 denni embryo a jsou vice kontrastni. Pro
vhodné nastaveni parametrii postacil menSi pocet snimki. VSechny vysledky, které jsou
zobrazeny v této podkapitole, predstavuji prostiedni fez z testovaného objemu 50 snimki.

8.1.1 Porovnani na zakladé predzpracovani

Na nésledujicim obrézku Obr.8. 1 se nachazi vysegmentovana chrupavka originalniho
snimku bez jakéhokoli pfedzpracovani. Lze vidét, neobsahuje celou chrupavku, protoze

originalni snimek je zaSumény.

Obr.8. 1: vysledek segmentace bez predzpracovani
originalniho snimku
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Pii pouziti medianového filtru vSak dochazi k segmentaci nejen chrupavky, ale i
jinych struktur z divodu rozostieni hran. Pfesnéji vychazi segmentace pomoci medianového
filtru o velikosti masky 3x3, protoze dochazi k mensimu rozostfeni viz Obr.8. 2a,b a kapitola

5.1.2 Potladeni Sumu

(a) (b)
Obr.8. 2: Vysledek segmentace s pouzitim medianového filtru: (a) velikost masky 3x3, (b) velikost
masky 5x5.

Na Obr.8. 3a,b lze vidét vysledky primérovani pomoci konvolu¢nich masek. Lépe dopadla
segmentace vyuzitim normalizované masky velikosti 3x3 se vSemi prvky stejnymi z rovnice
(5.8) nebo masky 5x5 s prostiednim prvkem vys$§im viz rovnice (5.10) Pouzitim medianového
filtru velikosti 3x3 a nasledné primérovaci masky z rovnice (5. 8) se piesnost segmentace o
stupen zhorsi, protoZe dochazi k vétsimu rozostreni hran.

Podle vysledki 1ze usoudit, Ze samotna filtrace Sumu pro segmentaci nestaci. Je tfteba

pouzit 1 jiné metody, napf. upravu kontrastu nebo zvyraznéni hran.
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(c) (d)

Obr.8. 3: Vysledek segmentace s pouzitim pramérovaci masky: (a) velikosti 3x3 podle rovnice (5.8),
(b) velikosti 5x5 podle rovnice (5.9), (c) velikosti 5x5 podle rovnice (5.10), (d) velikosti 3x3 a
nasledné medianovy filtr 3x3.

Kapitola 5.1.1 Transformace kontrastu se mimo jiné zabyva Upravou kontrastu pomoci
exponencialni transformace a gama korekce. U pouziti exponencidlni transformace se

zékladem vys$S§im nez jedna se rozsah jasovych hodnot posouva smérem k niz§im hodnotam.

Vysledny snimek ptsobi tmavéji a celkové dochazi ke snizeni kontrastu v obrazu. Lepsi
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Vv .

kontrast se posouva smérem k vysSim intenzitdm. Chrupavcita tkan a jeji okoli neobsahuje
jasové hodnoty tak vysoké, takze dochézi spise ke sniZzeni kontrastu, coz je patrné z vysledka
segmentace na Obr.8. 4.

(©)

Obr.8. 4: Vysledek segmentace s pouzitim exponencialni transformace o z&kladu: (a) b=2, (b) b=4, (c)
b=6.
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U gama korekce dochazi s koeficientem y vys$sim nez jedna ke zvySeni kontrastu v oblasti
vysokych intenzit. Pokud je tento koeficient niz§i neZ jedna, kontrast se zvysi v oblasti
nizkych intenzit. U chrupavéité tkané a jeho okoli dochazi v obou piipadech ke snizeni
kontrastu. Vysledna segmentace se tedy s koeficientem vys$$im nez 1 postupné zhorSuje a
s jeho hodnotou nizsi neZ jedna se smérem k nule je segmentace také méné piesna viz Obr.8.
5a,b,c,d.

(c) (d)
Obr.8. 5: Vysledek segmentace s pouzitim gama korekce: (a) y=0,5; (b) y=0,6; (c) y=1,5; (d) y=2,5.
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Pouzitim ekvalizace doslo k velkému zaSuméni, takze se nevysegmentovala témct
zadna oblast chrupavky. Filtraci se vysledek zlepsil, ale celkové se ekvalizace ukazala jako
nevhodna metoda pro region growing viz Obr.8. 6. Srovnateln¢ vysla segmentace za pouziti
metod ostfeni obrazu, tedy pomoci lokalnich masek, odectenim rozostfeného obrazu a

potlacenim nizkych frekvenci ve frekvencnim spektru.

(@) (b)

Obr.8. 6: Vysledek segmentace s pouzitim: (a) ekvalizace, (b) ekvalizace a nasledné medianové
filtrace s velikosti masky 3x3.

Nejlepsi vysledky segmentace na zakladé ptedzpracovani obrazi se ziskaly vyuzitim
Cannyho detektoru hran viz kapitola 5.1.4 Cannyho detektor hranNejdiive byly snimky
rozostfené pomoci normalizované konvoluéni masky velikosti 5x5 se v8emi prvky stejnymi a
medianovym filtrem 5x5 za Gcelem vétSiho vyhlazeni obrazu. Kontrast byl zvySen pro vyssi i
postupné pfic¢teny k odpovidajicim binarnim obrazim s hranami, které vznikly pomoci
Cannyho detektoru hran viz Obr.8. 7a. Na Obr.8. 7 a,b 1ze vidét rozdil mezi pouzitim vySe
uvedeného predzpracovani a stejného piedzpracovani jen bez pouziti Cannyho detektoru.

68



(©)

Obr.8. 7: Vyuziti Cannyho detektoru hran: (a) ptedzpracovany snimek, (b) segmentace bez Cannyho
detektoru, (c) segmentace s Cannyho detektorem.

8.1.2 Porovnani na zakladé adaptivniho prahovani

Z kapitoly Adaptivni prahovani vyplyva, Ze idealni okoli pro pocitani adaptivniho
prahu je velikost 11x11. K samotnému vypocitanému adaptivnimu prahu je vzdy pfipoctena
tolerance piiblizné 1%. Bez této tolerance by byl vzdy prdh moc pfisny a doSlo by
k segmentaci jen nékolika bodl chrupavky. K niz§im intenzitdm je tolerance odectena a dale

v

V textu oznacena jako dolni mez a naopak u vysSich intenzit je pfictena a oznacena jako horni
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mez. Velky vliv tolerance je patrny z obrObr.8. 8 a Obr.8. 9. Pro snimky pfedzpracované
pomoci Cannyho detektoru a uprav popsanych vySe vychazi dolni prah v priméru 0,42 a
horni 0,41. Pfi zméné tolerance pro horni i dolni mez jen o nékolik tisicin dochazi k velkému
ovlivnéni vysledku segmentace. Pro segmentaci chrupavcité tkané byla zvolena horni i dolni
mez 0, 0065.

(@) (b)
d_mez 0,004

i Y

{

(©)

Obr.8. 8: Vliv tolerance na adaptivni prahovani (horni mez=0,0065): (a) dolni mez=0,004, (b) dolni
mez=0,0065, (c) dolni mez=0,007.
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Obr.8. 9: Vliv tolerance na adaptivni prahovani (dolni mez=0,0065): (a) horni mez=0,004, (b) horni
mez=0,0065, (c) horni mez=0,0009.
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8.1.3 Porovnani na zakladé morfologickych operaci

Z morfologickych operaci se jevi jako nejvhodnéjsi pouziti metody uzavieni, protoze
neméni velikosti objektu viz kapitola 7 Morfologické operace. Tato operace zaroven odstrani
malé diry v objektu. Obr.8. 10a piedstavuje masku, kde hodnoty 0 oznacuji pozadi, 1
testované¢ body, nezafazené do vysegmentované oblasti a 2 vysegmentovanou oblast
chrupav¢ité tkan¢é. Na Obr.8. 10b se nachazi binarni obraz vytvofeny z této masky, v némz
puvodni hodnoty 0 a 1 pfedstavuji nulu a hodnota 2 jedni¢ku. Vysledny obraz po operaci
uzavieni ukazuje Obr.8. 10c. Protoze obsahuje velké mnozstvi dér, byla na néj aplikovana
dilatace viz Obr.8. 10d.

Nejlepsi vysledek vSak vySel po pievedeni masky na binarni, kde 1 ptedstavuje
puvodni hodnota 1 a 2 viz Obr.8. 1la. Doslo tak ke zmenSeni vétSich dér na mensi a
odstranéni mensSich dér a zvétSeni chrupavky z kazdé strany o jeden pixel. Pro nasledné
odstranéni zmensenych dér byla pouZita operace uzavieni. Vysledek této operace ukazuje
Obr.8. 11b. Za ucelem zachovani pruhlednosti chrupavky se tento vysledek vynasobil
s originalnim snimkem viz Obr.8. 11c.
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(c) (d)

Obr.8. 10: Pievedeni puvodni masky na binarni (hodnoty 2 zménény na 1): (a) puvodni maska, (b)
binarni maska, (c) aplikace uzavieni pouzita na binarni masku, (d) nésledna aplikace dilatace.

(@) (b)
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Obr.8. 11: Pievedeni ptivodni masky na binarni (hodnoty 1 a 2 zménény na 1): (a) binarni maska, (b)
aplikace uzavteni na binarni masku, (c) nasledné vynasobeni s originalnim snimkem.

8.2 Rozsireni algoritmu na vétsi objem dat

Pfi pouziti 3D region growing na vétSi objem dat dochazi pfimou Umérou
k rozsifovani chyb do okoli. Algoritmus byl postupné testovan na 50, 100, 150, 200, 250 a
300 snimcich. Srovnani jednoho vybraného fezu takto testované metody lze vidét na Obr.8.
12. Nejlépe dopadla segmentace 50 snimk, 1 kdyz nékteré vysledné snimky neobsahuji celou

chrupavku. Segmentaci 250 a 300 snimkt nelze chrupavcitou tkan témér rozlisit.

(@) (b)
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Obr.8. 12: Testovani 3D region growing na: (a) 50 snimkd, (b) 100 snimk, (c) 150 snimkd, (d), 200
snimki, (e) 250 snimk, (f) 300 snimka.

Za ucelem zabranéni akumulace chyb do okoli byl vytvoien zplisob zpracovani vSech
pottebnych snimkii po ¢astech. 3D metodou se vzdy segmentuje urCity pocet snimkd,
mezivysledek se ulozi do vétsiho predptipraveného prostoru a v dalsim kroku se zpracovava
stejny pocet snimkii. Takto jsou postupné segmentovany a uloZzeny vSechny potiebné snimky.
Uzivateli se v kazdém cyklu nacte prostfedni ze zpracovdvanych snimkii a zvoli si iniciacni
body pro metodu region growing. Je tieba zajistit, aby nezistaly mezi jednotlivymi vysledky
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bil¢ krajni fezy a byly segmentovany vSechny snimky. Z tohoto diivodu se vV kazdém kroku
zpracovavaji i 2 posledni snimky, které byly pouzity v kroku piedchozim.

Vyse popsany zpusob 3D metody byl aplikovan pro segmentaci snimkt po 10, 20, 30,
40 a 50. Vysledky jsou zobrazeny jako 3D modely pomoci programu ImageJ a hodnocena
piresnost segmentace, iz nasledujici kapitola.

9 Vytvoreni a hodnoceni 3D modelu

K vytvoteni 3D modelu lze pouzit specialni softwary napt. VG Studio, Avizo nebo
Image J. Jednotlivé modely manualné¢ segmentované chrupavky cichového ustroji byly
vytvofeny v Avizu a poloautomaticky segmentované chrupavky v programu ImageJ. Na
nésledujicich obrédzcich se nachazeji ukazky téchto modell pfiblizné stejného thlu natoceni.
Zobrazeni modelt i pro jiné thly Ize najit v obrazové piiloze diplomové prace.

Na Obr. 9. 1 se nachazi vysledné modely mutovaného 15,5 denniho embrya. Manualné
segmentovany model je podle ocekavani nejpfesnéjsi, ale segmentace trvala cca. 20
pracovnich hodin. Poloautomaticka segmentace jednoho modelu zabrala pfiblizné¢ 2 hodiny a
metody region growing segmentovat urcité mnozstvi snimkti embrya. Pfesnost vyslednych
modeli ovliviiuje, po kolika snimcich byla chrupavka segmentovana. Cim méné snimki se
segmentovalo najednou, tim vysel vysledek ptesngji. Kvalita segmentace je také ovlivnéna
7 bodu u mutovaného embrya, ale pfi segmentaci po 10 snimcich je vhodné nastaveni vice
bodi. Na Obr. 9. la se chrupavka zpracovavala po 10 snimcich a uzivatel si volil 12

.....

.....

P 4

.....

protoze chrupavka je uzS8i. Zobrazeni jednotlivych modeld piedstavuje Obr. 9. 2. U
vysledného modelu, ktery se zpracovaval po 10 snimcich se, podobné jako u mutovaného
embrya, nékteré oblasti chrupavky nevysegmentovaly. Z tohoto diivodu i kvili vétsi ¢asové

naro¢nosti, je vhodnéjsi zpracovani po 20 nebo 30 snimcich.
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(©) (d)

(€) ()

Obr. 9. 1: Zobrazeni vyslednych 3D modell mutovaného embrya: (a) manualné¢ segmentovany
referen¢ni model, (b) segmentace po 10 snimcich, (c¢) segmentace po 20 snimcich, (d) segmentace po
30 snimcich, (e) segmentace po 40 snimcich, (f) segmentace po 50 snimcich.
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Obr. 9. 2: Zobrazeni vyslednych 3D modeli étrnactidenniho embrya: (a) manualné segmentovany
referen¢ni model, (b) segmentace po 10 snimcich, (c) segmentace po 20 snimcich, (d) segmentace po
30 snimcich, (e) segmentace po 40 snimcich, (f) segmentace po 50 snimcich.
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10 Zaveér

Jednim z cilt diplomové prace byla realizace tomografickych méfeni laboratorniho
embrya mysi na dostupnych mikro-CT stanicich a nasledné porovnani vyhod a nevyhod
jednotlivych systéml vzhledem k pozadavkiim pro zobrazeni chrupavcité tkdné embrya. Pro
mikro-CT laboratot v Brné¢ byla dodana laboratorni embrya mysi vice vyvojovych stadii. Za
ucelem srovnani mikro-CT systému bylo pouzito ¢trnactidenni embryo E14.

Barveni embrya pomoci PTA se uskutednilo ve spolupraci spolupraci s Ustavem
embryologie a histologie MUNI v Brné. Embryo E16 a postnatilni embryo P1 nebyla
dostate¢né kvalitné nabarvena. Doslo k obarveni hlavné vnitfnich mekkych tkani, které se
dostaly do kontaktu s kyselinou fosfowolframovou. Divodem $patného nabarveni mohla byt
bud’ kratka doba barveni nebo nedostate¢né ponoieni embrya v ethanolu nebo PFA. Také u
nékterych vzorkl doslo ke smrsténi pravdépodobné kviili pouziti vysoké koncentrace etanolu.
Po nabarveni embryi pomoci PTA byly vzorky umistény do plastové trubi¢ky co nejmensiho
praméru pro dosazeni co nejvétSiho rozliSeni. Plastova trubicka ve srovnani se sklen¢nou
méné rozptyluje a absorbuje zafeni. Sklenéna trubic¢ka byla pouzita pfi méfeni na mikro-CT
V Praze. Pravé z diivodu vyssSiho rozptylu a absorpce se s nejvetsi pravdépodobnosti dosahlo
méné kvalitnich vysledk, nez se ptedpokladalo. Pro mechanickou stabilizaci vzorku
V piistroji pii skenovani byl pouzit 0,5 % agaroza gel, ktery ma nizkou absorpci rentgenového
zéfeni. Pfi skenovani se vzorek umistil co nejblize k trubici za Ucelem ziskani co nejvétsiho
zvétseni.

Skenovani embrya E14 probéhlo v laboratofi mikro-CT Brno, CVUT v Praze a na
synchrotronu Elettra v Italii. Na synchrotronu Elettra se skenovala pouze hlava embrya,
protoZe svazek paprski je paralelni a tzky. Mé&feni se muselo realizovat ve dvou blocich,
protoze vlastnosti paprsku dovolovaly zachytit pouze ¢ast hlavy. V Praze bylo pro méteni
embrya pouzito 4 detektord spojenych do jedné fady. Ke zobrazeni celého embrya bylo vSak
nutné provést mefeni ve tiech blocich. V Brné€ probéhlo skenovéni celého embrya najednou a
méteni bylo také nejméné ¢asové narocné. Na synchrotronu se dosahlo rozliSeni 2 um, coz je
nejvice ze vSech pouzitych systémui. Vyslednd data vSak po rekonstrukci a korekcich na
artefakty obsahuji nizky kontrast a kruhové artefakty. Na snimcich z méteni v Brné a v Praze
se kruhové artefakty nevyskytuji, ale data z Prahy obsahuji velké mnozstvi Sumu. V Brné bylo
dosazeno rozliSeni 5 um pro embryo E14 a jednotlivé struktury vetné chrupavcité tkané lze
dobfe rozlisit. Nejméné dostupné a nejdrazsi bylo méteni na synchrotronu.

Z hlediska kvality vyslednych zrekonstruovanych dat, dostupnosti systému i rychlosti
méfeni byla pro naslednou segmentaci chrupavky v rdmci diplomové préce vybrana data
z mikro-CT stanice v Brné. Hlavnim cilem v ramci diplomové préace bylo navrhnout metodu
pro automatickou segmentaci chrupavky, poptipadé algoritmus, ktery CT data piedzpracuje a
usnadni néaslednou manualni segmentaci. Jako reference slouzil manualné vytvoreny 3D
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model pomoci softwaru Avizo. Pro segmentaci chrupavcité tkané ¢ichového ustroji se jevila
jako vhodna metoda 3D region growing s vyuzitim adaptivniho prahovani. Za G¢elem piesné
segmentace je dilezité predzpracovani vstupnich dat. Prace se predzpracovani vénuje
podrobnéji, protoze segmentovand chrupavéita tkan ma v nékterych mistech témeét stejné
hodnoty jako jeji okoli. Nejlepsi vysledky segmentace na zakladé pfedzpracovani obrazi se
ziskaly vyuzitim Cannyho detektoru hran. Binarni obrazy obsahujici hrany byly pfi¢teny
k rozosttenym snimkim S vylepSenym kontrastem. Témto rozostienym Sedotonovym
snimkiim byla nastavena jen uré¢ita vaha, aby vynikly hrany v obrazu. Pro nastaveni vhodnych
parametri byl pouzit vzorek objemu dat mutovaného embrya a segmentace chrupavky
¢trnactidenniho embrya byla realizovana s pozménénim jen nékterych parametru.

Adaptivni préh podle rovnice (6.4) se pocital z ur¢itého okoli seminka s ptidanou
toleranci pfiblizné 1 %. Zvolenim malého okoli se vypocital tolerantnéjsi prah a z velkého
okoli byl naopak piisny. Nejvhodngjsi se ukazala velikost okoli 11x11 pixeld.
Z morfologickych operaci byla na vysegmentované snimky pouzita metoda uzavieni, protoze
se sni neméni velikost objektu a dochéazi k odstranéni mensich dér uvniti objektu. Pied
aplikaci této operace byly pfevedeny jasové hodnoty v masce na binarni. Pro zmenseni
vétsich dér byly na hodnotu jedna nastaveny i body, které nesplnily podminku prahovani, ale
byly kontrolované. Doslo tak ke zvétSeni chrupavéité tkané z kazdé strany o jeden pixel.
Nasledn¢ se na binarni masku aplikovala metoda uzavieni. Za G¢elem zachovani prihlednosti
chrupavky se vysledné snimky vynasobily s originalnimi daty.

Pouzitim metody 3D region growing na vé&tsi objem dat dochédzi pfimou tmérou
k akumulaci chyb do okoli. Za u€elem zabranéni rozsiteni chyb byl algoritmus upraven pro
zpracovani potfebného mnozstvi snimkti po ¢astech. Mezivysledky se ukladaji do predem
snimkii. Tento zpisob metody byl aplikovan pro segmentaci snimka po 10, 20, 30, 40 a 50 a
z vyslednych vysegmentovanych dat vytvoreny 3D modely v programu ImageJ. Na Obr. 9. 1
se nachézi vysledné modely mutovaného 15,5 denniho embrya a na Obr. 9. 2 modely
&trnactidenniho embrya. Cim méné snimki bylo najednou segmentovano, tim vysel vysledek
segmentovanym modelem lze vidét, Ze poloautomatickou segmentaci vznikly méné piesné,
ale pouzitelné vysledky. Manualni segmentace chrupavky ¢ichového tstroji jednoho embrya
zabrala piiblizn¢ 20 hodin a poloautomaticka segmentace jen cca. 2 hodiny. Dalsi vylepSeni
segmentace by mohlo byt realizovdno interpolaci mezi nékterymi snimky, protoze
zpracovanim po ¢astech na sebe jednotlivé mezivysledky presné nenavazuji.
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Seznam symbolu, veliin a zkratek

PTA
SYRMEP
PFA
EPTA
UTEF
MUNI
FSI
CVUT
CERN
E14 (E16)

P1

kyselina fosfowolframovéa

Synchrotronové zareni pro medicinskou fyziku (beamline)
kyselina peroxomravenci

roztok ethanolu v PTA

Ustav technické a experimentalni fyziky

Masarykova univerzita

Fakulta strojniho inzenyrstvi

Ceské vysoké uéeni technické

Evropskéa organizace pro jaderny vyzkum

¢trnactidenni (Sestnactidenni) embryo

postnatalni embryo
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