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

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

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

Summary

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

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

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

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

V Centru inovativni mikroskopie na Fakulté strojniho inzenyrstvi Vysokého uceni
technického v Brné byl vyvinut novy unikatni koherenci fizeny digitalni holograficky mik-
roskop. Nedilnou soucasti tohoto systému je pocitacové zpracovani hologramu a néasledné
zpracovani obrazu navazané faze. Tento mikroskop nachazi uplatnéni v biologii ke sle-
dovani zivych bunék neinvazivnim zptisobem. Studium bunék je zaloZeno na extrakci
morfologickych a fazovych parametri bunky. Avsak deformace fazového obrazu nedovo-
luje bunky analyzovat. Tato deformace miize byt disledkem optickych aberaci komponent
mikroskopu, ale i samotného predmétu pozorovani. V dlouhodobych experimentech navic
dochazi ke zméné deformace vlivem nestability mikroskopu a podminek méfeni. Ve vétsiné
védeckych publikaci, které se zabyvaji kompenzaci deformace, je korekce fazového obrazu
feSena matematicky v ramci zpracovani obrazu po dokonceni experimentu. Tyto metody
nesplnuji pozadavky, které jsou kladeny na bunécné pozorovani realizované na digitalnim
holografickém mikroskopu. Tyto skutecnosti byly impulzem pro vytvoreni nového algo-
ritmu, ktery by fesil kompenzaci deformace fazovych obrazt automaticky a zaroven online
v rezimu ¢asosbérného snimani. Do algoritmu byla také zakomponovana automaticka seg-
mentace bunék, aby bylo mozné fidit probihajici experiment na zakladé zmén parametri
charakterizujicich nitrobunécnou aktivitu burnky.

Dalsi ¢ast dizertacni prace se zabyva zpracovanim dat rentgenové pocitacové tomogra-
fie, s kterou jsem se seznamil v ramci studijni stdze na Queen Mary University of London.
Pocitacova tomografie s vysokym rozliSenim je stale vice pouzivanou technikou pro 3D
studium mikroarchitektury kosti. Nasim hlavnim tkolem bylo provést rentgenovou poci-
tacovou tomografii a naslednou analyzu krysich kosti. Vysledky analyzy byly soucasti pro-
jektu zkoumajiciho vliv riznych 1é¢iv na rist kosti. Zkoumaéani téchto vlivii bylo zaméreno
na mikrostrukturu krysi stehenni kosti v oblasti distalni metafyzy, kterd podstupuje nej-
drastic¢téjsi remodela¢ni zmeény. Zakladnim principem remodela¢niho mechanismu dlouhé
kosti je formovani nebo resorpce povrchu kosti, kterym se udrzuje proporcionalni tvar
dlouhé kosti. Velky potencial pro méreni remodelac¢nich zmén kortikalni kosti vlivem po-
déavanych léc¢iv byl shledan v pouziti nedestruktivné ziskanych tomografickych dat. Proto
byla vyvinuta novd metoda méfeni vzdalenosti vnitiniho a vnéjstho povrchu kosti, na
kterych by néasledné bylo mozné pozorovat morfologické rozdily napti¢ experimentalnimi
skupinami. V ramci této metody byla zaroven vyresena interpretace vysledkt a standar-
dizace kosti v tomografickych datech. Dale jsme se v této praci zaméfili na hodnoceni
struktury cévnich kanalkt kortikalni kosti. Pro tento ucel byly vybrané segmenty kosti
nameéteny s lepsim voxelovym rozlisenim nez ptivodni CT data kosti.
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2. Digitalni holograficka mikroskopie

Transmisni digitalni holograficka mikroskopie je Siroce pouzivany nastroj pro studium
a analyzu chovani zivych bunék v redlném case prostiednictvim kvantitativniho fazového
zobrazeni [1]. Pfednosti této techniky je pozorovani bunék bez toxického efektu na jejich
zZivot.

2.1. Fazové zobrazeni

Kvantitativni fazové obrazy mohou byt interpretovany jako distribuce suché hmoty bunék
(proteiny, cukry, tuky). Pozorovani a méfeni dynamiky suché hmoty umoziiuji pfistup
k rozhodujicim informacim pro vyzkum nitrobunéénych procesii.

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

Studium chovani bunky je zaloZeno na extrakci dynamickych dat buiky z ¢asosbérné
a morfometrické parametry. Ackoliv tato data mohou byt pocitana v ramci zpracovani
obrazu po ukonceni experimentu, je vyhodnéjsi pocitat je v pritbéhu sniméni. Diky tomu
lze pribéh experimentu ovliviiovat a ridit; napf. upravou snimaci frekvence na zakladé
pohybu nebo zmény tvaru burnky, posunovanim stolku nebo v pifipadé bunék kultivovanych
v prutokovych komiirkach je mozné ménit médium ve specifickém stadiu jejich zivota.

2.1.1. Experimentalni stanoveni vyvoje deformace faze

Cilem tohoto experimentu bylo stanovit zménu deformace faze béhem dlouhodobého
méfeni a ovéfit moznou zavislost na méritelnych veli¢inach jako jsou teplota a vlhkost
vzduchu. Vyvoj deformace je sledovan na koeficientech polynomu 3. stupné (vyraz 2.1),
ktery je prolozen hodnotami kazdého fazového obrazu.

Ps(z,y) = ago+ a10T + ao1y + agox® + a1 2y + agey® + azor® + ag 2y + arxy® +agsy® (2.1)

Meéfeni bylo realizovano na mikroskopu CCHM [2] v mistnosti klimatizované na pokojovou
teplotu. Méfeni probihalo od 13:55 do 11:25 nésledujiciho dne (21,5 hodin). Snimky byly
pofizovany po 5 min a soucasné v téchto intervalech byla mérena teplota a vlhkost vzduchu
v okoli mikroskopu. Do referen¢ni i predmétové vétve byly vlozeny komtrky s médiem,
aby byly simulovany podminky nejblizsi skute¢cnému métreni bunék.
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Hodnoty vybranych koeficient® polynomu byly vyneseny v ¢asové zavislosti do grafu.
Grafy koeficientt ukazuji, ze béhem experimentu dochazi k vyrazné zméné deformace
taze.

Vizuélni kontrolou vyvoje koeficientu agy (Obr. 2.1) s vyvojem vlhkosti (Obr.2.2) byl
zjistén podobny klesajici trend, ktery mé shodny nartst hodnot v intervalech [0, 1] hod a
[20,21] hod. Pro urc¢eni zavislosti mezi obéma veli¢inami byl pouzit Pearsontv koeficient
korelace r,. Koeficient korelace ukézal, ze mezi vlhkosti a koeficentem a existuje pozitivni
vztah.
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Obrazek 2.1: Graf ¢asové zavislosti vlhkosti.
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Obrazek 2.2: Graf casové zavislosti absolutniho ¢lenu polynomu ag.

2.2. Cile prace

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

2.3. Princip dynamického zpracovani fazovych obrazu

Navrzeny algoritmus je slozen ze zpracovani prvniho fazového obrazu a zpracovani na-
slednych fazovych obrazi (dynamické zpracovani). Zpracovani prvniho fazového obrazu
vyzaduje asistenci lidského operatora a néasledujici obrazy jsou zpracovavany automaticky.
Prvni fazovy obraz tak mtze byt oznacen jako referenc¢ni obraz, na kterém probéhne nasta-
veni parametri pro automatické zpracovani. Tento obraz nemusi byt zarazen do vysledné
série fazovych obrazt.

2.3.1. Struc¢ny popis algoritmu

Procedura kompenzujici deformace je zalozena na odecitani plochy, ktera popisuje tvar
deformace fazového obrazu. Tato plocha je urcena z hodnot nebunéénych oblasti. V prv-
nim obraze jsou tyto oblasti specifikovany manualné operatorem. V ostatnich obrazech
série jsou vymaskovany pomoci fuzzy prahovani. Aby bylo mozné proces prahovani apliko-
vat, je nutné alespor ¢astecné eliminovat deformaci. Toto je provedeno odec¢tenim plochy
popisujici deformace faze v predchozim fazovém obrazu. Procedura sledovani bunék je
zalozena na identifikaci jadra burky s pomoci tézisté jadra v pfedchozim fazovém obrazu.
Jadra jsou jednoznac¢né separovatelna od pozadi a maji kompaktnéjsi tvar oproti télu
burky.

2.3.2. Zpracovani prvniho fazového obrazu

Prvnim tkolem operatora je vyznacit v obraze nebunécné oblasti pro kompenzaci defor-
mace pozadi obrazu [3]. Hodnotami téchto oblasti je prolozen polynom 3. stupné pomoci
metody nejmensich ¢tverct. Kompenzacni plocha Py (pole stejnych rozmért jako fazovy
obraz) je vygenerovana z predpisu polynomiélni funkce a nasledné odectena od fazového
obrazu ®,. Kompenzovany fazovy obraz ®..m,,o je dale pouzit k urceni parametrt pro
automatické zpracovani.

Prvnim parametrem je konstanta c, s pomoci které je pocitan prah tcgrr » pro kazdy
fazovy obraz. Tento préh je pouzit pro maskovani nebunééné oblasti (pozadi) obrazu. Pro
tyto ucely je pouzita fuzzy maska, kterou je klasifikovano, zda bod fazového obrazu patii
do nebunécéné oblasti. Koncept fuzzy masky F'(z,y;t) je rozsifeni binarni masky.

1 if |[Ap(x,y)] < 0,9t
F(z,y;t)=¢ 0 if |[Ap(x,y)| > 1,5t (2.2)
|Ap(ay)|—1.5¢ .
— ST jinak,

kde Ap(x,y) = o(x,y) — u a p(x,y) je thzova hodnota v bodé (z, y) a p je primérnd
hodnota faze z hodnot nebunécné oblasti. Parametry 0,9 a 1,5 byly empiricky urceny
na zakladé experimentt s bunkami.

Hodnota prahu je pocitana pravé pomoci zminéné konstanty ¢ vyrazem

tCELLU = CO, (23)
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kde o je standardni odchylka fazovych hodnot obrazu ®.,,,0 z oblasti vybranych ope-
ratorem. Konstantou ¢ se hodnota prahu dostane nad troven Sumu pozadi. Vyraz 2.3 je
pouzit také pro vypocet prahu tcgrr , v nasledujicich fazovych obrazech.

Dalsim neznamym parametrem je hodnota typcr, ktera je pouzita k prahovani kom-
penzovaného fazového obrazu. Vysledkem je binarni maska urcujici oblasti jadra bunék
v obraze.

Poslednim tkolem operatora je vybér pozorované bunky. Vybér je proveden v masce
jader Myycr o, kterd byla vygenerovana v predchozim kroku. Oblasti reprezentujici jadra
jsou pfed vybérem segmentovany vyuzitim In-place algoritmu [4] a z obrazu jsou od-
stranény malé oblasti, které nepredstavuji jadra bunék. Z vybrané oblasti je vypocitano

Vv

2.3.3. Dynamické zpracovani dalSich fazovych obrazua

Zpracovani vsech nasledujicich fazovych obrazii pokracuje v automatickém rezimu podle
algoritmu, ktery je zobrazen na schématu (Obr. 2.3) pro n-ty navdzany fazovy obraz
ze série. Tento algoritmus je v této kapitole popsan pro zpracovani druhého fazového
obrazu ®;. Pro zpracovani tohoto obrazu jsou pouzity hodnoty Mpggo, ¢, tnvcrn, co
vygenerované v prvinim fazovém obraze. Algoritmus zpracovani druhého fazového obrazu
koresponduje se schématem (Obr. 2.3) pro index n = 1.

I. Maskovani nebunéénych oblasti

Nejdrive je pro eliminaci deformace pozadi pouzita kompenzac¢ni plocha vygenerovana
pro kompenzaci deformace predchoziho obrazu. Kompenzovany fazovy obraz @7, je
vytvoren odectenim plochy Fy od piivodniho obrazu navazané faze ®,. Potom je poc¢itana
nova hodnota prahu tcprr1 ze vSech bodu @, 1, ve kterych je maska Mpgo rovna 1.
Hodnota tcrrr 1 je pouZita pro fuzzy prahovani kompenzovaného fazového obrazu @7, 4
podle vyrazu (2.2). Vystupem prahovani je nova maska Mp 1, kterd specifikuje nebunééné
oblasti v obraze ®;.

Dtivodem k zavedeni fuzzy masky bylo snizeni citlivosti vysledku na vypocet prahu.
Jak je zobrazeno na obrazku 2.4, krajni ¢asti bunky mohou byt velmi tenké. Vzhledem
k tomu, Ze pozadi neni perfektné rovinné, a to ani po eliminaci deformace sniZzovani prahu
mezi bunkou a pozadim, vede prahovani k nespravné klasifikaci velké ¢asti pozadi jako
bunécéné oblasti. S pomoci fuzzy masky je mozné pouzit bezpecnou hodnotu prahu a
nastavit jen nizsi fuzzy prah. Je-li ¢ast pozadi identifikovana jako buinka, timto zptisobem
dostanou odpovidajici body nizkou hodnotu pritazeni k burtice, takze toto Spatné chovani
nebude mit silny efekt na vypocet kompenzacni plochy.

II. Vypocet kompenzacni plochy

V navézaném fazovém obrazu ®; maska Mp; 1 urcuje body, kterymi je prolozena polyno-
mialni funkce dvou proménnych. Funkce je spocitana prostiednictvim metody vazenych
nejmensich ¢tvercil, kde hodnoty fuzzy masky jsou pouzity jako vahové faktory. Hodnoty
polynomidlni funkce jsou zaznamenany do pole hodnot (kompenzaéni plocha P), které
ma stejné rozméry jako ptvodni fazovy obraz.
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Obrazek 2.3: Schéma dynamického zpracovani n-tého navazaného fazového obrazu. Index
n — 1 znaci obraz vytvofeny pro zpracovani predchoziho fazového obrazu série. ®comp
znaci fazovy obraz kompenzovany plochou popisujici deformace predchoziho obrazu.
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Obrazek 2.4: Profil bunky s odlisnym maskovanim znézornén na experimentalnich datech.

I11. Kompenzace deformace

Kompenzacni plocha P, je odectena od fazového obrazu ®;. Vysledkem rozdilu je kom-
penzovany fazovy obraz ®..,,1. Za Gcelem zlepSeni vysledku kompenzace je mozné im-
plementovat kroky I., II., III. na kazdy zpracovavany obraz opakované. To znamena, ze
kompenzacni procedura je aplikovana znovu na kompenzovany fazovy obraz.

IV. Identifikace jader a vypocet

Maska jader Myycr 1 je vytvorena z fazového obrazu ®.um,1 prahovanim pomoci hod-
noty tyycr. Oblasti jader jsou v masce nasledné segmentovany a nebunécné oblasti jsou
z masky odstranény. V takto upravené masce je oblast jadra pozorované bunky identifi-

YV

Vv

vana vzhledem k pohybu nebo zménam tvaru bunky.

V. Generovani masky pro pozorovanou burtiku

Maska bunék Mecgrr 1 je vytvorena jako binarni maska podle rovnice s pouzitim prahu
tcprr 1 na kompenzovany fazovy obraz ®.,,,1. Na masce je provedena segmentace stej-
nym zpusobem, jak bylo popsano na konci kapitoly 2.3.2. Oblast obsahujici bod cg; je
oblast pozorované buniky a vSechny hodnoty v masce jsou vynulovany s vyjimkou vybrané
oblasti.

VI. Extrakce faze pozorované bunky

Maska bunék je aplikovana na kompenzovany fazovy obraz ®.,,1. Vysledkem je fazovy
obraz ®cgrr 1, jehoz hodnoty jsou nulové, kromé hodnot pozorované bunky. Jakakoliv
dalsi matematicka procedura aplikovana na tento obraz je vztazena pouze na pozorovanou
bunku. Lze tak velice snadno ziskat parametry charakterizujici bunky.
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2.3.4. Experimentalni vysledky

Pro experiment byly pouzity krysi rakovinné burtiky, plnym oznacenim LW13K2 (nddorové
embryonalni fibroblasty). Méfeni bylo realizovano na CCHM mikroskopu [2]. Hologramy
bunék byly nepfetrzité snimany po dobu 18 hodin s frekvenci 3 hologramy za minutu.
Z hologramu byla provedena rekonstrukce fazového obrazu [5]. Na tento obraz byl apli-
kovan navazovaci algoritmus. Navazané fazové obrazy byly zpracovany podle navrzeného
dynamického algoritmu.

0.5

—_ [rad]”

Obrazek 2.5: Zpracovani fazového obrazu z 15. hodiny experimentu: (a) navazany fa-
zovy obraz ®o7o9, (c) kompenzovany fazovy obraz ®.omyp 2700 @ (€) fazovy obraz sledované
bunky ®cgpr 2700 Métitko v téchto obrazech predstavuje vzdéalenost 20 um. 3D vizu-
alizace jednotlivych obrazi jsou zobrazeny v (b), (d), (f). Barevna skala ukazuje fazi
v radiadnech.

Pribéh zpracovani fazového obrazu dle navrzeného dynamického algoritmu je uké-
zén na obraze z 15. hodiny experimentu (Obr. 2.5). Fuzzy maska pozadi (Obr. 2.6(a))
urcujici nebunééné oblasti v ptivodnim fazovém obrazu je vyuzita k fitovani polynomialni
funkce 3. fadu (Obr. 2.6(c)). Okrajum butiky a nékterym ¢astem obrazu je pfifazena nizsi
prislusnost k nebunécné oblasti a maji tak mensi vliv na vypocet polynomialni funkce.
Na obrazku 2.6(b) je zobrazena maska jader spolu a kompenzovanym obrazem pomoci
transparentni hladiny. Bily kiizek v obraze znaci pozici tézisté identifikujiciho sledovanou
bunku, ktera byla vybrdna na zac¢atku experimentu. Oblast identifikované buniky (zluta
oblast) je nasledné pouzita pro segmentaci fazovych hodnot buriky. Vysledek segmentace
butiky je zobrazen na obr. 2.5(e).
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[rad]

Obréazek 2.6: Vygenerovana data pouzita pro zpracovani fazového obrazu ®q709 (Obr. 2.5).
(a) Fuzzy maska pozadi Mpg 2700, (b) kompenzovany fazovy obraz zobrazen spolu s mas-

YV

plocha Py7g9 a (d) 3D vizualizace kompenza¢ni plochy.

Tti fazové obrazy byly vybrany z celé casosbérné série pro demonstraci funkénosti
automatického rezimu algoritmu. V téchto obrazech se pozorovana burka (spodni burka
na obr. 2.7a) pohybuje a méni tvar.

5 hod. 8 hod. 12 hod.

(d) (e) (f)

s | #

Obréazek 2.7: (a-c) Navézané fazové obrazy v riznych ¢asech experimentu, (d-f) fazové
obrazy sledované buriky, odpovidajici obraztim (a-c), zpracované navrzenym dynamickym
algoritmem. Méritko v obrazech predstavuje vzdalenost 20 pm.
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—12 hod

8 hod

—5 hod

Vv

sekundovych intervalech béhem 7 hodin. Zobrazené méritko predstavuje 10 pm.

Na takto zpracovanych obrazech lze piimo hodnotit morfologii sledované bunky. Po-
hyb bunky v 7 hodinovém intervalu experimentu je zaznamenan na obrazku 2.8 pomoci

Vv

3. Rentgenova pocitacova
mikrotomografie

Pocitacova tomografie s vysokym rozlisenim je stale vice pouzivanou technikou pro 3D stu-
dium mikroarchitektury kosti a pro kvantifikaci objemového podilu kosti.

3.1. Vyvoj kosti

Nezbytnou soucasti ristu kosti je remodelace. Tento proces predstavuje postupny me-
chanismus prestavby kosti, ktery udrzuje konstantni tvar, proporce a pomér kosti béhem
rastu. Jak kost roste do délky prirtistanim na jejich koncich, starsi ¢asti kosti jsou pre-
mistovany do jinych relativnich pozic. Premisténi téchto oblasti s sebou pfinasi odpovi-
dajici zmény v jeji velikosti, tvaru a také posunu v ose v kazdé oblasti. Proces remode-
lace zahrnuje formovani kosti na urcitém povrchu doplnéné o resorpcéni odstranéni kosti
na opacném povrchu. Metafyza dlouhé kosti ma trychtyrovity tvar, nebo-li “V* konfi-
guraci [7]. Kost v této oblasti musi byt postupné redukovana v pruméru do té doby,
nez se nasledné premisti do tizkého tvaru diafyzy. Rist v této oblasti je zafizen depozici
endostalniho povrchu a resorpci periostalniho povrchu (Obr. 3.1).

K vysetfeni remodela¢niho mechanismu jsou pouzivany fluorescencni latky, které jsou
zaClenény piimo do oblasti, jez prochazi kalcifikaci (zvapenaténim). Hladiny zaclenéni
jsou vizualizovany pomoci fluorescenéni mikroskopie (Obr. 3.2). Méfenim vzdéalenosti mezi
hladinami je ziskdna informace o ristu kosti béhem urcitého ¢asového intervalu.

11
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3.2. Analyza CT dat koncetin laboratornich krys

3.2.1. Oznacdeni vzorku

Predmétem pozorovani byly samci krysy Lewis vazici 209 4+ 15 gramt. V prvni sku-
piné (kontrolni skupina) byly krysy ponechany nelécené. Ostatnim bylo od prvniho dne
peroralné aplikovano 1é¢ivo Vehicle nebo 1é¢ivo Prednisolon v davkach 1, 3, 10, 30 nebo
100 mg/kg. Déle v textu bude experimentalni skupina kosti 1é¢enych latkou Prednisolon

znacena jako Pred. V pfipadé vyjadieni koncentrace latky Prednisolon je vyuzito sym-
bolu ”7@”.

Obrazek 3.1: Endostélni (a) a periostalni (b) povrch krysi stehenni kosti v oblasti meta-
fyzy. Medialni polovina vzorku zbavena mékké tkané vyluhovanim je zobrazena pomoci
elektronového mikroskopu ZEISS EVO MA10 (autor obrazki A. Boyde).

S

Periostalni

povrch

Endostdlni

povrch

I <

J

Obrazek 3.2: Priklad dvojitého znaceni v ¢asti pficného fezu metafyzy stehenni kosti.
Hladina tetracyklinu (zelen€), kalceinu (Cervené). Snimek je porizen konfokalnim mikro-
skopem Leica SP2.

12
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3.2.2. Standardni hodnoceni kostni mikrostruktury

Pro vyhodnoceni mikrostruktury stehennich kosti byla analyzovana trabekularni a kor-
tikalni morfologie kosti pouzitim pocitacové tomografie podle smérnic hodnoceni kostni
mikrostruktury u hlodavct [8].

Analyza kortikalni kosti

Pro srovnani morfologie kortikalni kosti experimentalnich skupin byly vybrany t¥i tomo-
grafické fezy ve 20 %, 30 % a 40 % totalni délky stehenni kosti od distdlniho konce.
Hodnoty délek stehennich kosti byly ziskany z radiografickych obrazt méfenych pomoci
pristroje Faxitron. Vybrané tomografické fezy byly analyzovany pomoci nastroje BonelJ
(rozsifeni softwaru ImageJ). Pro kazdou kost byla v téchto fezech vypocitdna plocha
maximalni tloustka, primérné tloustka a standardni odchylka tloustky. Tyto parametry
byly silné ovlivnény naklonem kosti v tomografickych datech a mira resorpce periostalniho
povrchu ovlivnila hodnoty obvodu vnéjsiho povrchu.

Analyza trabekularni kosti

Zakladni morfometrickymi ukazately jsou hodnoty objemu kosti a totalniho objemu ana-
lyzované oblasti. Pomér téchto dvou veli¢in se nazyva objemovy podil kosti. Tloustka
trabekul je poc¢itana jako primérnad hodnota vSech primeért kouli vepsanych do trameécki
kosti. Poslednim ziskanym parametrem je konektivita, ktera byla vyvinuta pro charakte-
rizaci redundance spojeni trabekul.

@ (b)

Obrazek 3.3: Definice sférickych oblasti v epifyze distalni stehenni kosti: (a) 3D model
distalniho konce kosti, (b) vizualizace sférickych oblasti pomoci virtudlniho fezu epifyzy.

Trabekularni kost v epifyze distalni stehenni kosti rozhodné podstupuje vyznamné
mechanické zatizeni béhem pohybové funkce koncetiny, ale tyto oblasti jsou v publikacich
obecné prehlizeny. V tomto pfipadé nelze aplikovat manualni kresleni polygonalni oblasti
kvili komplikovanému tvaru epifyzy, ktera je navic propletena ¢astmi rustové ploténky.
Proto byl navrzen postup extrahovani sférickych oblasti (Obr. 3.3), které byly nasledné
analyzovany.

13



3.3. CILE PRACE
3.3. Cile prace

Zakladnim principem rastu dlouhé kosti jsou remodela¢ni mechanismy periostalniho a
endostalniho povrchu kosti. Zda je povrch kosti formovan nebo resorbovan lze jednoduse
rozliSit pomoci standardnich zobrazovacich metod. Pro kvantifikaci pfirtistku nové kosti
se vyuziva fluorescen¢nich metod, které jsou zaloZeny na méfeni vzdalenosti dvou fluo-
rescen¢nich hladin, u nichz je znam c¢asovy odstup. Na zakladé rozdilti experimentalnich
skupin lze néasledné rozhodnout o vlivu podavanych latek na riist kosti. Nevyhodou to-
hoto pfistupu je méreni pouze ve vyrezanych tenkych sekcich, u kterych jsou velké naroky
na mechanickou pripravu jejich povrchu. Fluorescen¢ni hladiny lze také detekovat pouze
v oblastech, kde se kost formuje nebo je v klidu. V oblastech kosti podléhajicich resorp-
¢nimu procesu jsou hladiny pfirozené odstranény (Obr. 3.2).

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

3.4. Novy pristup ke studiu kosti na CT datech

3.4.1. Standardizace CT dat distalni poloviny stehenni kosti

Biologické vzorky je obecné naro¢né upnout do tomografické stanice tak, aby byla za-
jisténa jeho definovana poloha a vzorek byl zaroven drzen v lazni konzervacni latky. Ptes-
toze byla pouzivana standardni procedura upinani kosti koncetin do drzaku tomografické
stanice, v tomografickych datech byly nalezeny velké variace polohy kosti. Standardizace
tomografickych dat je tedy nezbytna ke srovnani vysledkt naslednych analyz.

Princip standardizace je zaloZen na transformaci 3D matice tomografickych dat. Trans-
formace je slozena z tii elementarnich rota¢nich matic. Dva thly rotace jsou vypocitany
z pozice osy kosti viici ose z souradného systému. Osa kosti je definovana pfimym télem
diafyzy stehenni kosti. A tfeti tihel je specifikovan pozici distalnich kondyli vii¢i hrané
obrazu.

Realizace transformaci:

i. transformace obsahujici dvé rotace R.(«) a R, (),

ii. méfeni posledniho thlu v v projekci vsech fezti do roviny zy,

iii. transformace obsahujici tfi rotace R, (a), Ry (3) a R.(7),
kde R.(7) a R, (a) rotace kolem osy z o thel v, resp. tthel a. R, () rotace kolem osy y o
thel . Pro pfevzorkovani bodl v ramci transformace je pouzita trilinedrni interpolace.

3.4.2. Automatické odstranéni obrazu trabekularni kosti

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

14
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I. Prahovani
Kazdy 2D obraz je prahovan k segmentaci kostniho materialu od pozadi. Prahovanim
vznikne binarni obraz (obr. 3.5(a)). Pro vSechny obrazy je pouzita konstantni prahovaci
hodnota.

Obrazek 3.4: Objemovy render CT dat stehenni krysi kosti vizualizovany pomoci softwaru
Drishti. Stehenni kost je virtualné ufiznuta v XY roviné originalniho CT data setu. Diafyza
kosti je dostatecné ptima, aby byla popséna piimkou (znézornéno bilou ¢arou).

II. Segmentace kortikalni kosti
V binarnim obraze jsou segmentovany spojité oblasti. Pro kazdou oblast je vypocitan
plosny obsah a je vybrana nejvétsi oblast. Kortikalni kost mé vzdy nejvétsi plochu v pric-
nych fezech diafyzy kosti. Timto zptisobem jsou z obrazu odstranény vsechny kostni ¢asti,
které nejsou v prislusném fezu spojeny s kortikalni kosti, napiiklad ¢éska, ilomky kosti a
nékteré trabekuly (obr. 3.5(b)).

II1. Filtrovani
Na binarni data je nésledné pouzit 3D medién filtr (obr. 3.5(c)), tzn. kazdy voxel ve filtro-
vanych datech obsahuje hodnotu medidnu binarnich dat kulového okoli (jadra) o urcitém
priméru. Pro primér jadra bylo pouzito experimentalné ovérenych 40 voxelt.

(a) (b) (c)

Obréazek 3.5: Postupné zpracovani pro odstranéni trabekulérni kosti ukazuje: (a) bindrni
obraz fezu distalni stehenni kosti vygenerované pomoci prahovéni, (b) segmentovanou
kortikalni kost jako nejvétsi spojitou oblast, (c) vysledek 3D medidanového filtrovani.
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3.4. NOVY PRISTUP KE STUDIU KOSTI NA nCT DATECH

3.4.3. Mapovani kortexu: méreni vzdalenosti povrchu stény kosti
od centralni podélné osy
V névaznosti na predchozi zpracovani byla vyvinuta metoda, ktera méri vzdalenosti vniti-

niho a vnéjsiho povrchu kosti od centralni osy. Hodnoty vzdalenosti jsou ulozeny do 2D ob-
razkd nazvanych mapy.

0° , 180° 360°
I T

[
n

PD

8 mm

(a) {b) (c)

Obréazek 3.6: Metoda mapovéni kortikalni kosti. (a) Pozice n-tého pti¢ného fezu, ktery je
zpracovan automatickou procedurou odstranéni traberkularni kosti (b). Na tomto fezu je
ilustrovano mé¥eni vzdalenosti (PD) od osy O k vnéjsimu povrchu pod thlem «, jehoz
hodnota je zaznamenana do mapy (c).

Po urceni podélné osy kosti a standardizaci CT dat jsou v kazdém pficném fezu n
analyzovaného objemu méreny vzdalenosti vnitiniho a vnéjsitho povrchu kortikalni kosti
od podélné osy s jednostupriovym thlovym rozlisenim (Obr. 3.6). Vysledky jsou ukladany
do mapy, ve které je na vertikalni ose znaceno ¢islo fezu a na horizontalni ose je tihel
méteni (0° az 360°).

7 téchto dat mohou byt vygenerovany tii zakladni typy map, a to jmenovité mapa
vzdalenosti vnéjsiho povrchu, mapa vzdalenosti vnitiniho povrchu a mapa rozdili téchto
dvou, tj. tloustka kury kosti. Pro kazdy typ mapy byla navrZena specidlni barevna pa-
leta. Rozdily kosti jednotlivych zvitat nebo rozdily kosti mezi experimentalnimi skupinami
mohou byt zkoumany pouzitim jednoduchych aritmetickych operaci téchto map. Hodnoty
vnitfnich nebo vnéjsich map jsou primérovany mezi kostmi v rdmci skupiny k vygenero-
vani priimérné kosti reprezentujici danou experimentalni skupinu. Odectenim téchto map
jsou ziskany odlisnosti mezi jednotlivymi skupinami.
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3. RENTGENOVA POCITACOVA MIKROTOMOGRAFIE
3.5. Vysledky

Morfologické analyzy v uzivatelsky definovanych oblastech

Vysledky analyzy kortikalni kosti a trabekularni kosti ukazuji vyznamny vliv obou po-
dévanych 1é¢iv na velikost a stavbu kosti. Lé¢ivo Prednisolon (v dévce 100 mg/kg) ma
u vSech pocitanych morfologickych parametri silnéjsi vliv nez lécivo Vehicle. Z provede-
nych analyz lze konstatovat, Ze vSechna léc¢iva zptisobuji mensi délku stehenni kosti, mensi
prutez kortikalni kosti i jeji tloustku oproti kostem z kontrolni skupiny. Tento jev je zfejmé
kompenzovan vétsi hustotou vnitini struktury kosti, kterou lze pozorovat na objemovém
podilu kosti a hustoté konektivity trabekularni kosti.

Poprvé byla provedena analyza epifyzy trabekularni kosti na oblastech specifikovanych
kulovou sférou v medialnim, laterdlnim kondylu a mezi nimi (inter). Vysledky morfolo-
gickych parametri nepotvrdily vyznamné zmény v zavislosti na davce 1é¢iva Prednisolon
(Obr. 3.7) s vyjimkou hustoty konektivity trabekularni struktury. Hustota konektivity ma
zvysSujici se charakter v zavislosti na vétsi davce 1éciva.

Objemovy podil kosti (epifyza) Pramérna tloustka trabekul (epifyza) Hustota konektivity (epifyza)
0.12+ 80+
O lat O lat O lat
T med O med F med
0.31 2 inter 0.114 <y inter 701 < inter
T £ 0191 E
g o2 g g:m z o 60
z 2 0.091 % E
A—t—TDT T2 o
50
0.14 0.081
T T T 0.07 T - . 40 . . .
1 10 100 1 10 100 1 10 100
Davka Prednisolon [mg/kg] Dévka Prednisolon [mg/kg] Davka Prednisolon [mg/kg]

Obrazek 3.7: Vybrané morfologické parametry trabekularni kosti v oblasti epifyzy.

Vyleps$ené rendrovani

Pomoci vygenerované masky kortikalni kosti (sekce 3.4.2) byla vizualizovana ¢ast ste-
henni kosti. Maska segmentuje vnitini a vnéjsi ¢ast kosti, coz umoznuje jednu z nich
odstranit nebo ji prifadit rtizné transparentni vlastnosti. Odstranénim kortikalni kosti
s vyjimkou transparentniho endostalniho povrchu je zobrazena trabekularni struktura
kosti. Na obrazku 3.8 jsou touto metodou zpracovany analyzované segmenty kosti z kazdé
experimentalni skupiny.

Mapovani povrchu

Mapy jsou formalni reprezentaci vzdalenosti povrchu kortikalni kosti od osy piimé casti
distalni kosti. Odectenim vnitini mapy od vnéjsi je vyprodukovana mapa tloustky korti-
kalni kosti celého segmentu. Na obrazku 3.9 jsou ziejmé rozdily tloustek kosti z kontrol-
ni skupiny a skupiny Pred@100. Zprtimeérované mapy v ramci experimentalnich skupin
jsou odecteny pro zobrazeni odlisnosti mezi skupinami (Obr. 3.10). Zaznamenané rozdily
ukazuji podél celého analyzovaného segmentu kulatéjsi tvar kosti ze skupiny Pred@100.
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3.5. VYSLEDKY

(a)

(b)

(c)

miedialni strana distilni strana

Obrazek 3.8: Vizualizace vnitiniho prostoru analyzovaného segmentu stehenni kosti z me-
dialniho a distalniho pohledu (pomoci softwaru Drishti). Cervenou barvou jsou zobrazeny
oblasti pripojeni trabekul k endostalnimu povrchu kosti. K zobrazeni rozdila byly vybrany
reprezentanti skupiny (a) kontrolni (b) Vehicle (c) Pred@100.

Vyrazné cervené tmavé pruhy v oblasti lateralni a medialni jsou pfesné témi misty, které
predstavuji vrcholy trojuhelnikového profilu kontrolované skupiny.

Systémy kortikalnich kanalku

Na segment ze stfedni oblasti diafyzy byla aplikovana analjza pért v ramci softwaru
VG Studio. Barevna vizualizace detekovanych objektd odhalila dva velké komplexy ka-
nalka. Tyto systémy (vyznacené Cervené) se u kontrolované kosti nachézi v anteriorni a
posteriorni oblasti (Obr. 3.12), naopak u kosti lé¢ené Pred@100 v laterdlni a medidlni
oblasti. S ohledem na dosazené voxelové rozliseni 1ze ostatni kanalky zobrazené modfe
nebo zelené oznacit za nespojené a odseparované od téchto dvou velkych siti.

Aby bylo mozné zhodnotit, zda jsou kanalky po obvodu kosti rozmistény rovnomeérné,
byla analyza pért aplikovana na oblasti ve ¢tyfech hlavnich smérech kosti. V pfipadé
kontrolni kosti se vétsi koncentrace kanalki nachazi na posteriorni a anteriorni oblasti
3.11(c), naopak u kosti lé¢ené Prednisolon na laterdlni a medidlni oblasti.
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3. RENTGENOVA POCITACOVA MIKROTOMOGRAFIE
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Obréazek 3.9: Mapa tloustky kortikalni kosti ziskané odec¢tenim mapy vzdéalenosti endo-
stalniho a periostalniho povrchu kosti: (a) z kontrolni skupiny, (b) ze skupiny Pred@100.
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Obrazek 3.10: Mapa rozdili vzdalenosti endostalniho povrchu mezi kontrolni skupinou a
skupinou lécenou latkou Pred@100. Vlevo jsou uvedeny interpretace rozdili na pficnych
fezech od shora 0 mm, 4 mm a 8 mm délky analyzovaného segmentu.
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Obrazek 3.11: Vizualizace systémil kortikalnich kanalkd distalni ¢asti levé stehenni kosti
z kontrolni skupiny. (a) Objemové rendrovani oblasti zkoumané analyzou péri, (b) zob-
razeni detekovanych systémti barevné kédovanych podle objemové velikosti, (c¢) pohled z
proximalniho sméru.

ant

med B

N,
Nt

51
{h) ]

12 mm

med

Obrazek 3.12: Hustota kortikalnich kanalkt v hlavnich smérech levé stehenni kosti z kont-
rolni skupiny. (a) Proximéalni pohled na analyzovanou ¢ast stehenni kosti o vysce ptiblizné
1,4 mm, (b) vyznaceni jednotlivych segmentii (zelené oblasti) a sméra (modré Sipky), ze
kterych byly segmenty zobrazeny, (c) axonometricky pohled na segmenty.

4. Zavér

V dizertac¢ni praci jsem se zabyval zpracovanim, vizualizaci a interpretaci dat biolo-
gickych experimentt v digitalni holografické mikroskopii a rentgenové pocitacové tomo-
grafii. Prace je rozdélena do dvou ¢asti dle jednotlivych zobrazovacich technik. V obou
oblastech je vénovana jedna kapitola biologickému pozadi problematiky k osvétleni pod-
staty pozadavkl na zpracovani dat. Na zakladé téchto pozadavki byly pro kazdou oblast
stanoveny cile prace.
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Prvni ¢ast je zamérena na zpracovani kvantitativniho fazového obrazu z digitalniho ho-
lografického mikroskopu, ktery je vhodnym néstrojem pro neinvazivni pozorovani zivych
bunék. Navrh nového algoritmu pro zpracovani fazovych obrazii bunék spliuje vsechny
stanovené cile. Algoritmus pracuje automaticky v rezimu casosbérného sniméani, je neza-
visly na volbé objektivii mikroskopu, fesi mozny fazovy posun mezi sousednimi snimky a
automaticky segmentuje zvolenou bunku. Popsany algoritmus je jiz implementovan v soft-
waru koherenci tizeného holografického mikroskopu nové generace. Princip zpracovani
fazovych obrazt byl publikovan v ¢asopise Journal of Microscopy. Metoda zpracovani fa-
zovych obrazti miize byt pouzita pro rizné typy bunék, nejen rakovinnych. Budouci vyvoj
algoritmu by se mél ubirat smérem k presnéjsimu urceni hranice bunky, ktera hraje roli
pii optickém vazeni bunky.

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