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Úvod 

Výpočetní tomografie (Computed Tomography, CT) je zobrazovací metoda, která 

vyuţívá rentgenové záření k neinvazivnímu zobrazení vnitřní struktury zkoumaného 

objektu. Rozlišení výpočetní tomografie se pohybuje v řádech stovek mikrometrů. 

Největší vyuţití CT našlo v humánní medicíně, kde v dnešní době patří mezi 

standardní zobrazovací vyšetření.  

Mikrovýpočetní tomografie (Micro-Computed Tomography, Micro-CT, mikro-CT) 

pracuje na stejném principu jako klasická výpočetní tomografie. Rozdíl je v rozlišení, 

které je výrazně větší (v řádech jednotek mikrometru), a také ve velikosti 

zkoumaného objektu, která je naopak výrazně menší (v řádech jednotek centimetrů).  

Mikro-CT je široce uţíváno v průmyslu ke zkoumání kvality materiálů, dále také 

v archeologii ke studiu materiálů historických předmětů. V posledních letech si však 

našlo cestu i do biomedicínského výzkumu. 

Mikro-CT umoţňuje studium biologických vzorků s rozlišením srovnatelným s 

rozlišením světelného mikroskopu a to bez nutnosti prokrajování vzorků a tudíţ 

jejich zničení. Díky této výhodě mohou být vzorky zkoumány opakovaně, 

v kombinaci několika různých metod. Ideálním postupem je studium makrostruktury 

vzorku, následně vyšetření v mikro-CT a dále např. vyšetření pomocí 

imunohistochemie, nebo klasické histologie pod světelným mikroskopem. 

Při zobrazování předmětu v mikro-CT prochází rentgenové paprsky zkoumaným 

objektem a foton-senzitivní detektory následně detekují záření, které objektem 

prošlo. Během snímání jsou pořízeny stovky dvojrozměrných řezů z mnoha úhlů 

kolem objektu. Výsledkem snímání je dataset 2D řezů v jasně definovaných 

paralelních rovinách. Získaná data jsou uloţena v počítači, kde je moţné jednotlivé 

snímky prohlíţet, dále je moţné z nich vytvořit 3D rekonstrukci a provést post-

produkci. 

Vzhledem k principu fungování mikro-CT se nejlépe zobrazují struktury s vysokým 

protonovým číslem (kosti, zuby, apod.). Právě tato vlastnost je největší limitací 

mikro-CT při zobrazování měkkých tkání jako jsou svaly nebo nervy. Různé měkké 
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tkáně se v absorpci rentgenového záření příliš neliší, mají nízký vnitřní kontrast a 

tudíţ je ve výsledném snímku nelze příliš rozlišit. Proto je nutné při zobrazování 

měkkých tkání v mikro-CT kontrast zvýšit. Nejjednodušší metodou je vyuţití 

přirozeného kontrastu v rámci zkoumaného orgánu, například v plicích mezi 

dýchacími cestami a plicním parenchymem. Další moţností jsou fixační činidla, jako 

je například jodid draselný nebo fosfowolframová kyselina. Pro zobrazení cévního 

řečiště je poté nutná aplikace intravaskulární kontrastní látky, nejčastěji jodu či 

nanočástic zlata. Ţádná metoda však není dokonalá. Některé metody jsou příliš 

sloţité, jiné jsou extrémně drahé, nebo jsou pro ţivé tkáně naprosto nevhodné pro 

svoji toxicitu.  

Tato komentovaná dizertační práce se zabývá problematikou zobrazení měkkých 

tkání v mikro-CT a klade si za cíl představit metodu zlepšení kontrastu měkkých 

tkání při zobrazování v mikro-CT.   
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1. Princip mikro-CT 

Mikrovýpočetní tomografie pracuje na stejném principu jako klasická výpočetní 

tomografie, kterou v sedmdesátých letech dvacátého století představil Hounsfield 

(Hounsfield 1973; 1976; 1978). Samotné mikro-CT bylo představeno v osmdesátých 

letech jako reakce na potřebu zobrazování vzorků ve vyšším rozlišení (Feldkamp et 

al. 1984). Nynější mikro-CT jsou navrţené k zobrazování objektů v řádech několika 

mikrometrů (Ritman 2004). K tomu je však nutné, aby zkoumaný objekt měl 

rozměry pouze v řádech centimetrů (Gregor et al. 2012). Základem přístroje je 

rentgenka, která emituje kuţelovitý paprsek rentgenového záření, které pod různými 

úhly prochází zkoumaným objektem (Badea et al. 2008a). Fotosenzitivní detektory 

poté detekují záření, které nebylo absorbováno a objektem prošlo. Výsledkem je 

následně dataset stovek aţ tisíců dvojrozměrných projekcí, které jsou pomocí 

počítačového softwaru zpracovány a převedeny do podoby trojrozměrné tomografie, 

případně celého trojrozměrného objektu (Hutchinson et al. 2017b). 

1.1. Rentgenové záření 

Rentgenové záření je elektromagnetické ionizující záření o vlnových délkách 

v rozsahu 10
-8

 – 10
-12

m. Vzniká přirozeně ve vesmíru, například z hvězd, nebo uměle 

v rentgenové lampě. Podle vlnové délky můţeme rentgenové záření dělit na měkké, 

které má niţší energii a vlnovou délku mezi 10
-8

 – 10
-10

m, a tvrdé o vlnové délce   

10
-10

 – 10
-12

m, které má energii vyšší. Dále rentgenové záření dělíme podle vzniku na 

brzdné a charakteristické (Navrátil a Rosina 2019). 

Brzdné rentgenové záření vzniká prudkým zabrzděním záporně nabitého elektronu, 

vylétajícího z katody, v okolí kladných atomových jader materiálu anody. Působením 

coulombických sil dochází ke změně trajektorie letu elektronů a zároveň ke sníţení 

jejich kinetické energie. Změna kinetické energie elektronu se vyzáří ve formě 

fotonu rentgenového záření. Brzdné rentgenové záření má spojité spektrum, protoţe 

následkem různých interakcí elektronů s obaly atomů došlo ke ztrátě jejich energie a 

tudíţ se do silového pole jádra se dostávají elektrony o různé energii (obr. 1). 

Energie brzdného záření závisí na energii letících elektronů, která je daná napětím 

mezi katodou a anodou v rentgenové lampě, čím vyšší je napětí, tím větší je energie 

rentgenového záření. 
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Charakteristické rentgenové záření vzniká při deexcitaci vybuzených elektronů 

anody do jejich původního stavu. Elektrony emitované z katody letí k anodě, na 

kterou dopadají, a předávají svoji energii elektronům v obalech atomů anody. 

Elektrony jsou díky předané energii buď excitovány, nebo ionizovány. Při sestupu 

elektronů do niţší energetické hladiny, ať uţ jako návrat excitovaného elektronu do 

základní hladiny, či jako zaplnění místa po chybějícím ionizovaném elektronu 

elektronem z vyšší energetické hladiny, dochází k vyzáření přebytečné energie ve 

formě fotonu rentgenového záření. Charakteristické rentgenové záření má čárové 

spektrum, které je dané stále stejným energetickým rozdílem mezi jednotlivými 

hladinami (obr. 1). Tento rozdíl určuje vlnovou délku záření, vzniká tedy pouze 

rentgenové záření o určitých vlnových délkách. Energie charakteristického záření 

závisí pouze na materiálu anody. Čím vyšší má materiál anody protonové číslo, tím 

je energie rentgenového záření vyšší. 

 

Obr. 1: Energetické spektrum RTG záření 

 

Zdroj: Navrátil a Rosina, 2019 
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1.2. Rentgenová lampa 

Zdrojem rentgenového záření v mikro-CT je rentgenová lampa, neboli rentgenka, 

která je tvořená trubicí s vakuem, dále wolframovou katodou, která má tvar spirály a 

je zdrojem elektronů, a anodou. Anodu v mikro-CT nejčastěji tvoří terčík z wolframu 

s ohniskem o velikosti do 50 mikrometrů. Anoda pracuje s napětím v rozmezí 20-100 

kV a proudem v rozmezí mezi 50-1000 mikroampérů (Clark a Badea 2014). Díky 

ţhavícímu transformátoru se termoemisí uvolní z katody mrak elektronů, které jsou 

napětím mezi katodou a anodou přitahovány k anodě, na kterou dopadají, konkrétně 

na její dopadové ohnisko, které je skloněno o 10-19° ve směru letících elektronů. 

Díky tomuto sklonu má ploška (termické ohnisko), na kterou elektrony dopadají, tvar 

obdeníku, který je menší neţ dopadové ohnisko. Ploška, ze které vystupuje 

rentgenové záření, se nazývá optické ohnisko a je projekcí termického ohniska ve 

směru centrálního rentgenového paprsku. Centrální paprsek rentgenku opouští skrz 

okénko. Během tohoto procesu je anoda značně tepelně zatíţená, a proto musí být 

náleţitě chlazena. Anoda v mikro-CT je běţně chlazená vzduchem. 

 

Obr. 2: Rentgenová lampa (A-anoda, K-katoda, O-okénko, CP-centrální paprsek, 

OO-optické okénko, TO-termické okénko) 

 

Zdroj: Navrátil a Rosina, 2019 
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1.3. Detektor 

Klíčovou součástkou mikro-CT je detektor, který můţe být v současnosti dvojího 

typu.  

Prvním, starším a více pouţívaným typem, jsou detektory CCDs (Charge-Coupled 

Devices) a CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor). Jedná se o 

scintilační detektory, které konvertují dopadající rentgenové záření na viditelné 

světlo, které je v polovodičové diodě následně transformováno na elektrický signál. 

Tento elektrický signál je úměrný celkové energii všech absorbovaných fotonů, proto 

jsou také zatíţené vznikem velkého mnoţství šumu, nicméně hlavním omezením je, 

ţe nedokáţou určit jednotlivé vlnové délky rentgenového záření, které na ně dopadlo 

(Ritman 2004; Kim et al. 2013; Clark a Badea 2014).   

 

Obr. 3 Schéma scintilačního detektoru 

 

Zdroj: Willemink et al., 2018 

 

Druhým typem detektorů jsou spektrální detektory PCXD (Photon Counting X-ray 

Detectors). Jedná se o přímé detektory, které mění ionizující záření přímo na 

elektrický signál. Principem je interakce dopadajícího fotonu ionizujícího záření na 

detekční element. Detektory jsou tedy schopné určit počet dopadajících fotonů za 

určitý časový interval. Výhodou těchto detektorů je redukce šumu a schopnost určit 

jednotlivé vlnové délky dopadajícího ionizujícího záření. Díky schopnosti odlišit 

jednotlivá kvanta dopadajícího záření dokáţou tyto detektory přesněji určit vlastnosti 
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materiálu, kterým záření prošlo. Nevýhodou zůstává cena detektorů a také jejich 

omezená velikost (Ren et al. 2018; Dudak et al. 2015; Willemink et al. 2018).  

 

Obr. 3 Schéma Photon-Counting detektoru 

 

Zdroj: Willemink et al., 2018 

 

1.4. Konstrukce mikro-CT 

V současnosti existují dva typy konstrukce či geometrie pro systémy mikro-CT, a to 

buď systém s rotujícím vzorkem, nebo systém s rotující gantry. 

První typ je široce vyuţíván v systémech pro zobrazování ex-vivo vzorků, kde je 

gantry stacionární a vzorek rotuje kolem vlastní osy. Tento typ je nevhodný pro 

studium ţivých objektů, hlavně kvůli vertikálnímu uloţení zkoumaného vzorku. 

Naopak u tohoto typu je jednodušší změnit vzdálenost vzorku od rentgenky a tím 

docílit změny zvětšení (Schambach et al. 2010).  
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Obr. 4 Schéma konstrukce mikro-CT se systémem rotujícího vzorku 

 
Zdroj: Autorem upravený obrázek z publikace Dudak et al., 2014 

 

Druhý typ je vyuţíván pro studium vzorků in-vivo, kde gantry rotuje kolem centrální 

osy, zatímco vzorek je stacionárně uloţený mezi rentgenkou a detektorem. Tento typ 

je vhodný pro studium zvířat, která jsou umístěna v horizontální pozici. Změna 

zvětšení je v tomto případě sloţitější kvůli změně geometrie v gantry (Badea et al. 

2005). 

 

Obr. 5 Schéma konstrukce mikro-CT se systémem rotující gantry 

 
Zdroj: Autorem upravený obrázek z publikace Dudak et al., 2014 
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2. Přehled problematiky 

Mikro-CT se záhy po svém uvedení začalo pouţívat v průmyslu pro kontrolu kvality 

vyrobených materiálů. Jedná se hlavně o detekci mikrotrhlin, výpočtu porózity 

materiálů nebo analýzu polymerů (du Plessis et al. 2016; 2015; Maire a Withers 

2014; Salvo et al. 2003). Dále si tato technologie našla cestu i do archeologie 

k nedestruktivní analýze vnitřní struktury artefaktů či k detekci vrstev nátěru na 

historických obrazech (SÉGuin 1990; Doi et al. 2013).  

Nejširší vyuţití však mikro-CT našlo v biomedicínském výzkumu. Vzhledem 

k principu technologie začal výzkum u mineralizovaných tkání – kostí a zubů. U 

těchto vzorků není třeba pouţít ţádné kontrastní látky a je tedy moţné je snímat 

nativně. Práce se zabývají hlavně anatomií kostí, hustotou kostní hmoty, remodelací 

a regenerací kostí, případně se soustřeďují na osteoporózu a léčbu fraktur (Chou et 

al. 2007; Kapadia et al. 1998; Ding et al. 1999; O’Neill et al. 2012; Borah et al. 

2001). Ve výzkumu zubů je mikro-CT vyuţíváno ještě více. Jedná se hlavně o 

výzkum zubních implantátů, zubních kanálků, vývoje zubů či zobrazení poruch 

alveolárního výběţku (Hutchinson et al. 2017a; Nakashima et al. 2018; Rani et al. 

2018; Swain a Xue 2009).  

Další výzkum se poté posunul k zobrazování vnitřních orgánů, a to ex-vivo i in-vivo.  

Zobrazení měkkých tkání jakými jsou svaly, cévy, tuk nebo nervová tkáň v mikro-

CT je však obtíţné, protoţe na rozdíl od kostí či zubů, jsou sloţeny z prvků s nízkým 

atomovým číslem, a tudíţ málo pohlcují rentgenové záření. Navíc rozdíl v míře 

pohlcování rentgenového záření je mezi jednotlivými strukturami měkkých tkání 

minimální a ve výsledných snímcích mezi nimi není dostatečný kontrast. Mají 

takzvaně nízký vnitřní kontrast. Proto je nutné pro jejich zobrazení pouţít kontrastní 

látky, a to buď ex-vivo, kdy je vzorek do kontrastní látky ponořen, nebo in-vivo, kdy 

je kontrastní látka vstříknuta do cévního systému experimentálního zvířete, nejčastěji 

laboratorní myši. 

Kontrastní látky pro pouţití v mikro-CT jsou vyvíjeny od počátku vyuţívání této 

technologie. Liší se různou afinitou k různým tkáním, různými metodami 

rozpouštění, cenou, toxicitou nebo také dobou nutné expozice a eliminace 
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(Descamps et al. 2014). Bez rozdílu zkoumané měkké tkáně by měla být ideální 

kontrastní látka snadno pouţitelná, dostupná a měla by rovnoměrně pronikat i 

tlustými vrstvami tkáně (Pauwels et al. 2013).  

Nejpouţívanější kontrastní látky vychází z anorganického jodového základu, patří 

sem hlavně Lugolův roztok (I2KI), který se velmi dobře váţe na svalová vlákna a 

pojivové tkáně, dále pak nízkoosmolární Omnipaque
TM

 (iohexol), která se vyuţívá 

v humánní medicíně, nebo jód rozpuštěný v etanolu či metanolu (Gignac a Kley 

2014; Jeffery et al. 2011). Další skupinou kontrastních látek jsou fosfowolframová 

kyselina a fosfomolybdenová kyselina, které v současnosti patří mezi 

nejpouţívanější kontrastní látky v pre-klinickém výzkumu (Mizutani a Suzuki 2012). 

Fosfowolframová kyselina je snadno dostupné a minimálně toxické činidlo, které 

však velmi pomalu penetruje tkáněmi. Pro dostatečnou penetraci vzorku, který má 

tloušťku 2-3mm je nutná inkubace minimálně přes noc (Chaffey 2001; Metscher 

2009a). Fosfomolybdenová kyselina, která také pomalu penetruje tkáněmi, je málo 

toxická sloučenina, která výborně zvyšuje kontrast měkkých tkání, nicméně doba 

fixace se počítá na dny, aţ týdny. Nevýhodou těchto kyselin je značná změna objemu 

fixovaných vzorků, kdy dochází ke značnému zmenšování, a také jejich protokol 

fixace, který je sloţitý a vyţaduje zkušeného laboratorního pracovníka (Descamps et 

al. 2014; Balint et al. 2016).  

Vysoce účinnými kontrastními látkami jsou také osmium tetraoxid a chlorid rtuťnatý, 

které jsou však vysoce toxické.  Osmium tetraoxid je konvenční fixační činidlo pro 

elektronovou mikroskopii, principem fixace je navázání osmia na membránové 

lipidy buněk, avšak bez určité specifity. Je to navíc velice drahé činidlo, které špatně 

penetruje tkáněmi a nelze pouţít u vzorků, které byly fixovány v jakémkoliv 

alkoholovém roztoku (Johnson et al. 2006; Metscher 2009a; 2009b; Mizutani a 

Suzuki 2012). 

Mezi intravaskulární kontrastní látky patří hlavně jiţ zmíněné jodové látky, jako jsou 

Omnipaque
TM

 či Fenestra
TM

, které jsou však pro vyuţití na zvířecím modelu 

nevhodné, protoţe v cévním systému cirkulují v dostatečné koncentraci pouze 

v řádech sekund aţ minut. Například v případě laboratorních myší jsou z cévního 

systému odvedeny v průběhu sekund (Lin et al. 2008). Další skupinou jsou 

intravaskulární kontrastní látky zaloţené na nanočásticích kovů, například zlata nebo 
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bismutu. Mezi nejvyuţívanější patři Aurovist
TM

, který obsahuje nanočástice zlata, 

jeho velkou výhodou je schopnost projít celým kapilárním řečištěm ve velmi vysoké 

koncentraci, navíc zlato výborně pohlcuje rentgenové paprsky a tudíţ jsou, i ze 

zkušenosti autora, výsledné angiografie vysoce detailní a přesné. Oproti jodovým 

kontrastním látkám je jeho retence v cévním systému laboratorních zvířat v řádech 

hodin aţ desítek hodin. Nevýhodou této kontrastní látky je jednak cena (Willekens et 

al. 2009), ale i výrazné potlačení signálu z ostatních tkání, tudíţ nelze zkoumat cévní 

systém v topografických souvislostech. Všechny tyto látky jsou primárně určeny pro 

in-vivo studium cévního systému. 

Cévní systém je moţné v mikro-CT také zobrazit ex-vivo, a to pomocí pryskyřic a 

silikonů. Nejvhodnějším zástupcem je silikon Microfil
TM

, který obsahuje částice 

olova. Microfil
TM

 má nízkou viskozitu a volně prochází celým cévním systémem. 

Díky svým hydrofobním vlastnostem neprochází z cév do tkání (Ghanavati et al. 

2014; Kwon et al. 1998a; 1998b; Bentley et al. 2002; Zagorchev et al. 2010). Díky 

obsahu olova jsou cévy dobře viditelné, nicméně jejich signál následně potlačuje 

zobrazení ostatních struktur. Alternativou je poté Neoprene latex
TM

, který má 

obdobné vlastnosti, ale neobsahuje olovo (Oses et al. 2009). Při pouţití pryskyřice 

Biodur
TM

 či Mercox
TM

 je moţné provést nástřik cévního systému zkoumaného 

vzorku a následně vytvořit korozivní preparát. Tento odlitek cévního systému je poté 

moţné zkoumat v mikro-CT (Jirik et al. 2016). Nevýhodou je samozřejmě zničení 

původního vzorku. 

Aplikace kontrastních látek je nyní nejvíce vyuţívaná ve výzkumu 

kardiovaskulárního systému. Degenhardt a Wong studují vývoj kardiovaskulárního 

systému na myších embryích (Degenhardt et al. 2010; Wong et al. 2013). U 

dospělých jedinců se nejčastěji zkoumá ateroskleróza koronárních i periferních tepen 

– její rozvoj i léčebné moţnosti (Clauss et al. 2006). Výzkum samotného srdce je 

závislý na gatovacím systému, kdy skenování probíhá v cyklech podle EKG. Díky 

kardio mikro-CT je moţné sledovat ejekční frakci, jednotlivé objemy srdečních 

oddílů i jednotlivých cyklů, dále je moţné zobrazit papilární svaly i remodelaci 

srdeční svaloviny po infarktu myokardu (Badea et al. 2005; Detombe et al. 2008; 

Drangova et al. 2007; Nahrendorf et al. 2007; Badea et al. 2008b). Výzkum cévního 

systému je realizován hlavně in-vivo vstříknutím kontrastní látky, od zkoumání ex-
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vivo pomocí korozivních preparátů, které vznikají nástřikem cévního systému 

polymerem, např. Biodur
TM

 nebo Microfil
TM

, se jiţ upouští (Clauss et al. 2006; 

Ghanavati et al. 2014). 

Výzkum plic je v mnohém jednodušší neţ u ostatních měkkých tkání, protoţe lze 

vyuţít přirozeného kontrastu mezi vzduchem v plicích a okolní tkání. Naopak in-

vivo zobrazování plic je mnohem náročnější kvůli vysoké frekvenci dýchacích 

pohybů laboratorní myši. Kdyţ pomineme studium cévního systému plic, tak se 

výzkum soustředí hlavně na animální modely onemocnění plic, jako je emfyzém, 

plicní fibróza, chronická obstrukční plicní nemoc nebo tumory plic. Mikro-CT je zde 

vhodnou modalitou pro dlouhodobé studium vývoje onemocnění (Gammon et al. 

2014; Vande Velde et al. 2016; Shofer et al. 2007; Ford et al. 2020). Parameswaran 

pouţívá impregnaci stříbrem, aby zobrazil alveoly a jejich tenkou stěnu, následně tak 

kvantifikoval dechový objem alveolů (Parameswaran et al. 2009). Zajímavostí je 

pouţití Xenonu jako in-vivo inhalační kontrastní látky k zobrazení vnitřní struktury 

plic hlodavců (Lam et al. 2007). Plíce jsou také zkoumané z hlediska srovnání 

s klasickou histologií, kdy se zavedl nový termín – virtuální histologie. Díky dobře 

zvolené kontrastní látce, nejčastěji se jedná o fosfomolybdenovou kyselinu, a metodě 

fázového kontrastu snímání v mikro-CT se daří dosáhnout zobrazení přesnějších 

anatomických struktur neţ u konvenční histologie (Albers et al. 2018). 

V současné době se výzkum centrálního nervového systému (CNS) těší velké 

popularitě. Pro samotné zobrazení struktur CNS se běţně pouţívá magnetická 

rezonance (MRI), případně mikro-magnetická rezonance (mikro-MRI) (Kovacevic et 

al. 2005). Její výhoda spočívá v mnohem lepším rozlišení bílé a šedé hmoty 

mozkové, nicméně i mikro-CT nachází v tomto odvětví výzkumu své uplatnění, a to 

zejména díky větší dostupnosti a niţší pořizovací ceně i provozním nákladům. 

Nejčastěji se jedná o studium tumorů mozku na animálních modelech, hlavně gliomů 

(Engelhorn et al. 2009; de Crespigny et al. 2008). 3D zobrazení zdravého mozku 

animálního modelu provádí například Zikmund (Zikmund et al. 2018) nebo Takeda 

(Takeda et al. 2013). Tomografické řezy mozkem myši porovnává s histologickými 

řezy Saito (Saito a Murase 2012). Další studie se zaměřují na detekci ischémie 

v mozku animálního modelu (Erjavec 2013; Hayasaka et al. 2012). Řezy lidského 

mozku fixovaného v 10% formaldehydu zkoumá Mizutani. Podařilo se mu zobrazit 
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kapilární síť a také pyramidovou vrstvu neokortexu (Mizutani et al. 2008). Girard a 

Choi vyuţívají mikro-CT ke zkoumání cévní mozkové malformace na animálním 

modelu (Girard et al. 2016; Choi et al. 2017). Mikro-CT se také vyuţívá pro výzkum 

v oblasti periferního nervového systému, například Hopkins studoval regeneraci 

periferních nervů na animálním modelu na titanových bioimplantabilních vodičích. 

Následně v mikro-CT analyzoval růst poraněných periferních nervů podél těchto 

vodičů (Hopkins et al. 2015).  

Zobrazení parenchymatózních orgánů jako jsou ledviny, játra nebo slezina se stalo 

rutinní záleţitostí. Shirai například zobrazuje vnitřní strukturu myších ledvin 

fixovaných v etanolu za pouţití snímání pomocí fázového kontrastu (Shirai et al. 

2014). Perrien zase pomocí microfilu zkoumá volumometrii cévního systému ledviny 

myši (Perrien et al. 2016). Missbach-Guenter se zabývají výše popsanou virtuální 

histologií pomocí mikro-CT, kdy myší ledviny fixují ve fosfowolframové kyselině a 

vytvářejí sérii řezů, která svou kvalitou snese srovnání s konvenční histologií 

(Missbach-Guentner et al. 2018).  

Kromě kontrastních látek je moţné zlepšit zobrazení měkkých tkání v mikro-CT také 

pomocí metody fázového kontrastu. Rentgenové záření je elektromagnetické vlnění, 

u kterého při průchodu zkoumaným objektem dochází ke změně jeho amplitudy a 

k fázovému posunu vlnění. A právě tento fázový posun můţeme detektovat a 

následně vyhodnocovat. Fázový posun má aţ 1000x větší senzitivitu neţ absorpce 

rentgenového záření nízkoprotonovými prvky (Takeda et al. 2013; 1995; 2000).  

Kromě laboratorního a pre-klinického výzkum se mikro-CT také vyuţívá 

v klinickém výzkumu. V ortopedii se například zkoumají explantované jamky 

z náhrad ramenního kloubu, kde se sleduje oděr materiálu (Kurdziel et al. 2018). 

Zubní lékařství vyuţívá mikro-CT ke zhodnocení kvality kostí pro implantaci 

zubních implantátů (Vasconcelos et al. 2016). V  chirurgii prsní ţlázy se testuje 

zavedení mikro-CT k peroperačnímu zhodnocení tumorů po prs záchovných 

operacích (Sarraj et al. 2015; Tang et al. 2013; 2016). V soudním lékařství našlo 

vyuţití v zobrazení střelných a bodných ran (Rutty et al. 2013; Fais et al. 2015). 

Moţnosti vyuţití mikro-CT v klinické praxi se s klesající cenou přístroje a naopak se 

zvyšujícím rozlišením a dostupností kontrastních látek neustále rozšiřují.  
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3. Cíle dizertační práce 

Cílem dizertační práce je vytvořit levnou a jednoduchou metodu ex-vivo fixace 

měkkých tkání pro zobrazení v modifikovaném mikro-CT MARS (Medipix All 

Resolution System).  

Jednotlivé dílčí cíle jsou následující: 

1. modifikovat přístroj mikro-CT MARS 

2. porovnat různé typy fixace srdce a plic animálního modelu v etanolu jako 

kontrastního činidla pro zobrazení v mikro-CT 

3. zobrazit vnitřní strukturu zdravého mozku animálního modelu fixovaného ex-

vivo v etanolu v mikro-CT a popsat zobrazené struktury 
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4. Metodika 

4.1. Modifikovaný mikro-CT přístroj MARS 

Výzkum byl prováděn na přístroji mikro-CT Medipix All Resolution System 

(MARS), který byl vyvinut Univerzitou v Canterbury na Novém Zélandu. Pro 

potřeby výzkumu byl však přístroj výrazně modifikován. 

Konstrukce přístroje zůstala stejná, jedná se o typ, kde jsou detektor a rentgenka 

umístěny v jedné gantry, která rotuje kolem stacionárního vzorku. 

Původní rentgenka byla nahrazena rentgenovou lampou KEVEX
TM

 PXS-11 

s provozním napětím 40-70 kV a s 30 µm ohniskem.  

Mikro-CT bylo osazeno novým PCXD detektorem Timepix Quad s rozměry 2,8 x 

2,8 cm, který je sloţen ze čtyř čipů o celkové ploše 512 x 512 pixelů. Takto 

modifikované mikro-CT dosahuje prostorového rozlišení 30 µm. 

Konstrukce gantry umoţňuje snímat objekty, které jsou v dlouhé ose delší neţ 2,8 cm 

a to tím, ţe se vzorek snímá např. ve třech sub-akvizicích, kdy se vzorek posune o 

délku detektoru a výsledné sub-akvizice se poté spojí do jednoho snímku.  

Zvětšení je realizováno změnou vzdálenosti rentgenky od vzorku a dosahuje od 1,25 

k 2x zvětšení. 

Přístroj je schopný pořizovat jednak tomografie s následnou 3D rekonstrukcí, ale 

také takzvané mikroradiografie. Jedná se o 2D sumační projekci, jejíchţ pořízení trvá 

v řádech sekund. Mikroradiografie je vhodná jako prvotní sken zkoumaného objektu 

k určení například oblasti zájmu (Region of Interest, ROI).  
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Obr. 6 Fotografie modifikovaného mikro-CT MARS 

Zdroj: Dudak et al., 2014 
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4.2. Skladba dizertační práce 

Dizertační práce vychází z pěti publikovaných impaktovaných monotematicky 

zaměřených publikací. První tři publikace jsou technického rázu a vznikly pod 

„taktovkou― inţenýrů z Ústavu technické a experimentální fyziky, České vysoké 

učení technické (ÚTEF ČVUT) v Praze a Fakulty biomedicínského inţenýrství, 

České vysoké učení technické (FBMI ČVUT).  

Zbylé dvě publikace se zabývají zkoumáním biologických vzorků a vznikly primárně 

pod vedením pracovníků 3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy (3. LF UK).  

Výsledkem úzké spolupráce lékařů a inţenýrů je soubor vědeckých prací, které 

zahrnují modifikaci původního mikro-CT přístroje, vývoj drţáků pro vzorky a 

následně výzkum a vývoj nových protokolů pro zobrazování měkkých tkání v mikro-

CT. 
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5. Publikace 

Kapitola shrnuje pět impaktovaných publikací, na kterých autor pracoval a je uveden 

jako spoluautor, nebo je prvním autorem. Ke kaţdé publikaci je sepsán komentář 

shrnující klíčové body publikace. Originály článků jsou přiloţeny.  

 

5.1. X-ray micro-CT scanner for small animal imaging 

based on Timepix detector technology 

Citace:  DUDÁK, Jan; ŢEMLIČKA, Jan; KREJČÍ, František; POLANSKÝ, 

Štěpán; JAKUBEK, Jan; MRZÍLKOVÁ, Jana; PATZELT, Matěj; TRNKA, Jan. X-

ray micro-CT scanner for small animal imaging based on Timepix detector 

technology. Nuclear Instruments & Methods in Physics Research Section A - 

Accelerators Spectrometers Detectors and Associated Equipment. 2015, 774(11), 81-

86. ISSN 0168-9002. DOI: 10.1016/j.nima.2014.10.076. IF: 1.316/2013. 

 

5.1.1. Úvod a metodika 

Cílem publikace bylo přepracovat a upravit originální mikro-CT MARS a vybavit ho 

detektorem Timepix Quad a otestovat jeho schopnost snímat a zobrazit měkké tkáně. 

Původní mikro-CT MARS bylo nově osazeno rentgenkou KEVEX
TM

 PXS-11 

s provozním napětím 40-70 kV a s 30 µm ohniskem a polovodičovým photon 

counting (foton-počítajícím) detektorem Timepix Quad s rozměry 2,8 x 2,8cm, který 

je sloţen ze čtyř čipů o celkové ploše 512 x 512 pixelů. Systém byl otestovaný na 

plastovém fantomu, který simuloval měkké tkáně, skládal se ze čtyř dutin, první byla 

naplněna vodou, ta simulovala svalovou tkáň, další byla naplněná voskem, pro 

simulaci nervové tkáně, třetí byla naplněná olejem, který simuloval tukovou tkáň, 

čtvrtá byla naplněná vzduchem. Poté byl přístroj testován na reálných vzorcích, a to 

na vzorku hlavy hada a na čili papričce. V rámci studie byly zavedeny dva typy 

snímání. Prvním byla takzvaná mikroradiografie, coţ je prostý 2D snímek. Vzniká 

jako sumační snímek z jedné projekce. Jedná se o velice rychlé snímání, které 

umoţňuje rychlou inspekci daného objektu a následně rozhodnutí o oblasti zájmu pro 
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druhý typ snímání – tomografii s následnou 3D rekonstrukcí, která je časově 

mnohem náročnější. 

5.1.2. Výsledky, diskuze a závěr 

Úspěšně se podařilo přebudovat mikro-CT MARS a osadit ho novými komponenty, 

zejména foton-počítajícím detektorem Timepix. Takto sestavené mikro-CT disponuje 

rozlišením cca 30 µm. Přístroj byl následně úspěšně otestován pro zobrazování 

měkkých tkání, nejdříve na fantomu a poté na reálných měkkých tkáních. 

Nevýhodou modifikovaného mikro-CT MARS jsou malé rozměry Timepix Quad 

detektoru. Pro velké vzorky, které rozměry přesahují rozměry detektoru, byl proto 

vytvořen systém, kdy gantry umoţňuje posunutí vzorku o rozměr detektoru. Vzorek 

je tak snímán postupně v několika subakvizicích, které jsou následně spojeny v jeden 

objekt. Tento přístup lze aplikovat při vytváření 2D snímků (mikroradiografií), tak i 

u klasických tomografií. 
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5.2. Evaluation of sample holders designed for long 

lasting X-ray micro-tomographic scans of ex-vivo 

soft tissue samples  

Citace:  DUDÁK, Jan; ŢEMLIČKA, Jan; KREJČÍ, František; KARCH, Jakub; 

PATZELT, Matěj; ZACH, PETR; SÝKORA, VIKTOR, MRZÍLKOVÁ, Jana. 

Evaluation of sample holders designed for long-lasting X-ray micro-tomographic 

scans of ex-vivo soft tissue samples. Journal of Instrumentation  2016, 11(03), 

C03005-C03005. ISSN 1748-0221. DOI: 10.1088/1748-0221/11/03/C03005. IF: 

1.399/2015. 

5.2.1. Úvod a metodika 

Snímání měkkých tkání v mikro-CT za účelem tomografického zobrazení s vysokým 

rozlišením trvá dle velikosti vzorku desítky minut. Během této doby musí být vzorek 

dobře zafixován, aby nedošlo ke vzniku artefaktů. Zároveň se však vzorek během 

snímání zahřívá, vypařuje se a mění objem a tvar. Cílem této práce bylo vytvořit 

drţáky na vzorky pro mikro-CT MARS, které by udrţely dostatečnou vlhkost kolem 

snímaného vzorku, tak aby nedošlo k jeho strukturálním změnám během snímání. 

Pro tyto účely byl vyvinut drţák z injekční stříkačky, jejíţ vnitřní prostor byl 

částečně rozdělen na dva, ve větším prostoru byl umístěn vzorek, menší slouţil jako 

rezervoár tekutiny, v tomto případě etanolu. Ten se postupně během snímání 

vypařoval a udrţoval vnitřní atmosféru s dostatečnou vlhkostí. Účinnost navrţeného 

drţáku byla ověřena sérií testů, kdy se vzorek umístil do výše představeného drţáku 

a snímal po dobu 60 minut, stejný typ vzorku se poté snímal v původním otevřeném 

drţáku a výsledky byly porovnány. Pro pořizování 2D snímků byl vytvořen speciální 

drţák, který umoţňuje snímat jednu projekci na vzorky o velikosti aţ 40x150 mm.  

5.2.2. Výsledky, diskuze a závěr 

Snímání vzorku plic laboratorních myší jasně ukázalo sníţené zmenšování vzorku 

v dvojkomorovém drţáku v porovnání s otevřeným drţákem. Kromě srovnání tvaru a 

zmenšování objemu vzorku bylo také provedeno srovnání kvality výsledných 

tomografií. V případě otevřeného drţáku se na tomografiích vyskytlo větší mnoţství 

arfetaktů, jako například rozmazané okraje nebo pruhy. Vytvořený drţák je vhodný 

pro udrţení stability vzorku během snímání v mikro-CT po dobu desítek minut. 
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5.3. High-contrast X-ray microradiography and 

micro-CT of ex-vivo soft tissue murine organs 

utilizing ethanol fixation and large area photon-

counting detector 

Citace:  DUDÁK, Jan; ŢEMLIČKA, Jan; KARCH, Jakub; PATZELT, Matěj; 

MRZÍLKOVÁ, Jana; ZACH, Petr; HERMANOVÁ, Zuzana; KVACEK, Jiří; 

KREJČÍ, František. High-contrast X-ray microradiography and micro-CT of ex-vivo 

soft tissue murine organs utilizing ethanol fixation and large area photon-counting 

detektor. Scientific Reports. 2016, 6, e30385;1-9. ISSN 2045-2322. DOI: 

10.1038/srep30385 IF: 5.228/2015. 

 

5.3.1. Úvod a metodika 

Zobrazování měkkých tkání v mikro-CT vyţaduje ve většině případů pouţití 

kontrastní látky. Tyto látky jsou však často velmi nákladné, náročné na pouţití, 

toxické a také ve většině případů poškodí vzorek, tak, ţe jej nelze znovu pouţít v jiné 

vyšetřovací metodě. Cílem této práce bylo otestovat nově vytvořenou metodu 

etanolové fixace měkkých tkání pro zobrazení v mikro-CT osazeném foton-

počítajícím detektorem a zjistit optimální nastavení přístroje pro snímání těchto 

vzorků. V práci byly pouţity orgány geneticky upravených myší C57BL/6J – srdce, 

plíce, mozek, játra a ledviny, které byly fixovány v 50%, 97% etanolu a ve vzestupné 

řadě koncentrací (50-97%) etanolu. Vzorky byly následně snímány po 24, 72, 168 a 

336 hodinách. Vzniklé snímky byly následně porovnány se snímky nativních orgánů. 

5.3.2. Výsledky, diskuze a závěr 

Všechny vzorky fixované v etanolu vykázaly zvýšení kontrastu v porovnání 

s nativními vzorky. Díky účinnému zpevnění vzorků a rychlému vypařování etanol 

umoţňuje stabilizaci vnitřní struktury vzorků a tím komory, cévy, bronchy, kalichy a 

další dutiny nekolabují a vyplňují se vzduchem. Díky tomu bylo moţné detekovat 

přirozený kontrast mezi vzduchem a tkání. Z předběţných snímání vyšlo, ţe 

k největšímu zvýšení kontrastu došlo u fixace ve vzestupné řadě koncentrací etanolu 

po dobu 168 hodin. Metodika, porovnání časů fixace a koncentrací jsou popsány 

dále.
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5.4. Ethanol fixation method for heart and lung 

imaging in micro-CT  

Citace:  PATZELT, Matěj; MRZÍLKOVÁ, Jana; DUDÁK, Jan; KREJČÍ, 

František; ŢEMLIČKA, Jan; KARCH, Jakub; MUSIL, Vladimír; ROSINA, Jozef; 

SÝKORA, Viktor; HOREHLEĎOVÁ, Barbora; ZACH, Petr. Ethanol fixation 

method for heart and lung imaging in micro-CT. Japanese Journal of Radiology. 

2019, 37(6), 500-510. ISSN 1867-1071. DOI: 10.1007/s11604-019-00830-6. IF: 

1.5/2018. 

5.4.1. Úvod a metodika 

Zobrazení měkkých tkání v mikro-CT je náročné hlavně z důvodu jejich nízkého 

vnitřního kontrastu. Pro zvýšení jejich kontrastu bylo během posledních let vyvinuto 

velké mnoţství kontrastních látek. Ty jsou však velmi často drahé, náročné na 

přípravu či odborný personál, časově náročné nebo dokonce toxické. Cílem této 

studie bylo vytvořit metodiku jednoduché a levné fixace ex-vivo měkkých tkání 

etanolem a výsledky porovnat s nativními kontrolami. Jako vhodné fixační činidlo 

byl zvolen etanol. Ve studii bylo pouţito 30 geneticky modifikovaných myší 

C57BL/6, kterým byly posmrtně odebrány plíce a srdce. Pro fixaci v etanolu byly 

vytvořeny tři protokoly – fixace v 97% etanolu, 50% etanolu a ve vzestupné řadě 

etanolu o koncentracích 25%, 50%, 75% a 97%, kdy v kaţdé lázni byl vzorek 

fixován po dobu 12 hodin. Srdce a plíce ze tří myší promyté ve fyziologickém 

roztoku slouţily jako nativní kontroly. Vzorky byly snímány po 72, 168 a 336 

hodinách fixace a kaţdý vzorek byl snímán pouze jednou. Před snímáním se na 40 

minut nechal kaţdý vzorek při pokojové teplotě vyschnout, tak aby v dutých 

systémech vzorků nezůstala ţádaná kapalina. Dostatečné vyschnutí se ukázalo jako 

klíčové, tak aby se všechen etanol vypařil a dutiny zůstaly naplněné vzduchem a bylo 

moţné vyuţít přirozeného kontrastu mezi vzduchem a tkání. Všechny vzorky byly 

během snímání umístěny v dvojkomorovém drţáku, který byl popsán v předchozí 

publikaci. Pro snímání byly pouţity dva protokoly – jednodušší protokol, jehoţ 

výsledkem byly 2D snímky - mikroradiografie vzniklé sumací, druhým protokolem 

bylo klasické tomografické zobrazení s následnou 3D rekonstrukcí. Po snímání byly 

vzorky dále zpracovány histologicky a vzniklé řezy byly barveny Heatoxylin-Eosin a 

Weigert van Gieson. Dále se ve studii zkoumal vliv etanolu na objem vzorku, kdy při 
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fixaci v etanolu dochází k nevyhnutelnému smršťování vzorku. Před a po fixaci byly 

měřeny rozměry vzorků a také jejich objem. Zvýšení kontrastu bylo měřeno 

výpočtem relativního rozdílu kontrastu s výsledným kontrastním číslem (Pauwels et 

al. 2013), pro subjektivní hodnocení snímků byla pouţita Likertova škála.  

5.4.2. Výsledky, diskuze a závěr 

Etanol funguje jako skvělé fixační činidlo, ţádný ze zkoumaných orgánů nejevil 

známky hniloby či rozpadu. V případě srdce všechny 2D snímky (mikroradiografie) 

srdcí fixovaných v etanolu zobrazily více detailů vnitřní struktury neţ snímky 

nativních srdcí, konkrétně se jednalo o svalová vlákna, levou a pravou komoru, levé 

a pravé ouško a jejich trámčitá svalovina či papilární svaly. Topografie a následná 

3D rekonstrukce dále zobrazila srdeční chlopně, šlašinky, svalové trámce a jimi 

vytvořený srdeční vír. U fixace srdce v 97% etanolu bylo pozorováno výrazné 

ztvrdnutí vzorků, u dvou vzorků se dokonce objevily ruptury. Nejlepšího zobrazení 

detailů vnitřní struktury srdce bylo dosaţeno po fixaci po dobu 168 hodin.  U fixace 

srdce v 50% etanolu byly vzorky výrazně měkčí neţ při fixaci v 97%, také nebyly 

zpozorovány ţádné ruptury. Nicméně zobrazení detailů vnitřní struktury 

nedosahovalo kvalit 97% fixace, a to ani po dvoutýdenní fixaci. V případě fixace 

srdce ve vzestupné řadě koncentrací etanolu bylo pozorováno ztvrdnutí vzorků 

podobné jako u 97% etanolu, nicméně nebyly pozorovány ţádné ruptury. Zvýšení 

kontrastu se jiţ po 72hodinách vyrovnala nejlepším výsledkům 97% etanolu, po 168 

hodinové fixaci bylo zvýšení kontrastu nejlepší v rámci všech sledovaných 

koncentrací. Při srovnání tomografie s histologickým řezem, bylo na tomografii 

dokonce patrné více struktur neţ na histologickém preparátu. 

V případě plic snímky nativních vzorků zobrazily, díky přirozenému kontrastu 

vzduch-tkáň, část vnitřní struktury – tracheu, primární bronchus a jeho první dělení.  

Mikroradiografie vzorků fixované v etanolu však zobrazily vnitřní struktury plic 

podstatně lépe. Zobrazeny byly navíc lobární bronchy a alveoly. Tomografie a 

následná 3D rekonstrukce dále zobrazila karinu průdušnice, okraje jednotlivých 

laloků a lalůčků a periferní větvení bronchů. Při fixaci v 97% byly účinky etanolu na 

vzorek téměř identické jako na vzorek srdce, nejlepších výsledků bylo dosaţeno po 

168 hodinové fixaci. U fixace plic v 50% etanolu došlo k výraznému zvýšení 

kontrastu aţ po 168, respektive po 336 hodinové fixaci, nicméně ani dvoutýdenní 
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fixace nedosáhla zvýšení kontrastu lepšího neţ u 97% etanolu. Výhodou fixace 

v 50% etanolu bylo, stejně jako u srdce, menší ztvrdnutí vzorků a nepřítomnost 

ruptur. V případě fixace plic ve vzestupné řadě koncentrací etanolu bylo pozorováno 

ztvrdnutí vzorků podobné jako u 97% etanolu, nicméně nebyly pozorovány ţádné 

ruptury. Nejlepší zvýšení kontrastu bylo dosaţeno po 336 hodinové fixaci. Při 

srovnání tomografie s histologickým řezem, bylo na tomografii patrné více struktur 

neţ na histologickém preparátu.  

Etanolová metoda fixace ex-vivo měkkých tkání je levná a jednoduchá metoda, která 

můţe být pouţita jednak jako fixační činidlo měkkých tkání, tak i jako kontrastní 

látka. Velkou výhodou této metody je, ţe neničí vzorky a ty jsou tudíţ dále 

k dispozici k dalším vyšetřením, jako je klasická histologie či imunohistochemie. 

Další nespornou výhodou je její jednoduchost, není k ní potřeba speciálně 

proškolený personál a navíc lze pouţít i v případě klinického výzkumu, kdy stačí 

například chirurgovi, aby daný vzorek vloţit do zkumavky s etanolem a zapsal čas. 

Další výzkum bude probíhat se zaměřením na sníţení doby fixace vzorků.  

 

Obr. 7 Mikroradiografie srdce myši. Srdce bylo fixováno ve vzestupné řadě 

koncentrací etanolu po dobu 168 hodin. 

 



 54 

 

Obr. 8 Mikroradiografie srdce myši. Porovnání nativního srdce (vlevo) s fixovanými 

srdci. A – srdce fixovaná v 97% etanolu, B – srdce fixovaná v 50% etanolu, C – 

srdce fixovaná ve vzestupné řadě koncentrací etanolu 
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Obr. 9 Srovnání tomografie a klasické histologie u srdce fixovaného ve vzestupné 

řadě koncentrací etanolu. A, C – 3D rekonstrukce, B – klasická histologie, barvení 

Hematoxylin-eosin. 
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Obr. 10 Mikroradiografie plic myši. Plíce byly fixovány ve vzestupné řadě 

koncentrací etanolu po dobu 336 hodin. 
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Obr. 11 Mikroradiografie plic myši. Porovnání nativních plic (vlevo) s fixovanými 

plícemi. A – plíce fixované v 97% etanolu, B – plíce fixované v 50% etanolu, C – 

plíce fixované ve vzestupné řadě koncentrací etanolu 
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Obr. 12 Srovnání tomografie a klasické histologie u plic myši fixovaných ve 

vzestupné řadě koncentrací etanolu. A, C – 3D rekonstrukce, B – klasická histologie, 

barvení Weigert van Gieson. 
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5.5. Imaging of Mouse Brain Fixated in Ethanol in 

Micro-CT  

Citace:  MRZÍLKOVÁ, Jana; PATZELT, Matěj; GALLINA, Pasquale; 

WURST, Zdeněk; ŠEREMETA, Martin; DUDÁK, Jan; KREJČÍ, František; 

ŢEMLIČKA, Jan; MUSIL, Vladimír; KARCH, Jakub; ROSINA, Jozef; ZACH, Petr. 

Imaging of Mouse Brain Fixated in Ethanol in Micro-CT. BioMed Research 

International. 2019, 2019, 1-7. ISSN 2314-6133. DOI: 10.1155/2019/2054262. IF: 

2.197/2018. 

5.5.1. Úvod a metodika 

Pro experimentální zobrazení centrální nervové soustavy je nejvhodnější mikro- 

magnetická rezonance, která je však velmi nákladná a v porovnání s mikro-CT má 

také horší rozlišení. Limitací mikro-CT je na druhou stranu nízký vnitřní kontrast 

mezi strukturami CNS. Cílem této práce bylo otestovat etanolovou fixační metodu na 

zdravém myším mozku ex-vivo a na vzniklých snímcích popsat co nejvíce klinicky 

důleţitých anatomických struktur. Ve studii bylo pouţito 5 mozků geneticky 

modifikovaných myší C57BL/6, které byly fixované dle protokolu vzestupné řady 

etanolové koncentrace, popsané v předchozí publikaci. Vzorky byly snímané po 168 

hodin fixace a vzniklé tomografie byly následně srovnány s jiţ existujícími atlasy 

mozku myši a jednotlivé anatomické struktury byly popsány. 

5.5.2. Výsledky, diskuze a závěr 

V pěti koronárních, čtyřech sagitálních a třech horizontálních řezech bylo 

identifikováno celkově 42 struktur bílé hmoty a 53 struktur šedé hmoty. Koronární 

řezy byly vedeny v úrovni přední komisury, ventrální části dorzálního gyrus 

dentatus, dorzální části dorzálního gyrus dentatus a v úrovni mozkového kmene. 

Sagitální řezy byly vedeny v úrovni pallidum internum, kaudoputamen, laterálního 

septa a medálního septa. Horizontální řezy byly vedeny v horní části 

paraventrikálárních jader thalamu, v úrovni přední hypotalamické oblasti a v dolní 

části paraventrikulárních jader thalamu. Podařilo se identifikovat i velmi malé 

struktury bílé hmoty – medální lemniscus, stria terminalis nebo cingulum. 

V porovnání s mikro-MRI je mikro-CT levnější a dostupnější zařízení s jednodušším 

protokolem pouţití kontrastních látek a vyšším rozlišením.  
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Díky výzkumu zdravého mozku mohou na tuto práci navázat další práce zaměřené 

na patologie mozku, například studie na animálních modelech tumorů mozku, 

ischemických příhod či traumatech. Tato studie jasně prokázala, ţe mikro-CT 

v kombinaci s etanolovou metodou fixace je vhodné pro ex-vivo studium animálního 

mozku. 
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6. Závěry 

Zobrazování měkkých tkání v mikro-CT je problematické z důvodu jejich velmi 

nízkého vnitřního kontrastu a pro kvalitní zobrazení jejich vnitřní struktury je tedy 

nutné pouţít kontrastní látky. Ty jsou však velmi často příliš drahé, komplikované, 

toxické a také často znehodnotí vzorek pro další diagnostické metody. Celosvětový 

výzkum v oblasti zobrazování měkkých tkání in-vivo a ex-vivo v mikro-CT se 

zaměřuje na hledání ideální kontrastní látky. Taková látka by měla být snadno 

pouţitelná, dostupná a měla by rovnoměrně pronikat i tlustými vrstvami tkáně 

(Pauwels et al. 2013).  

Pro získání kvalitních tomografií je nezbytný kvalitní mikro-CT přístroj. V rámci 

spolupráce ve Specializované laboratoři experimentálního zobrazování 3. LF UK, 

ÚTEF ČVUT a FBMI ČVUT byl přepracován původní mikrotomograf MARS na 

zařízení schopné kvalitního zobrazení měkkých tkání. Srdcem modifikovaného 

přístroje se stal photon-counting detektor Timepix Quad s rozměry 2,8x2,8 cm, který 

vyniká schopností úspěšně potlačovat šum. 

V práci byl vytvořen protokol pro fixaci měkkých tkání pro ex-vivo snímání v mikro-

CT. Konkrétně se jednalo o myší srdce a plíce, které byly po explantaci okamţitě 

fixovány v etanolu. Jako nejlepší protokol vyšla fixace ve vzestupné řadě koncentrací 

etanolu 25%, 50%, 75% a 97%, kdy v kaţdé lázni byl vzorek uchován po dobu 12 

hodin. Vzorky srdce byly poté snímány za 168 hodin, v případě plic po 336 

hodinách. Klíčovým krokem je nutnost nechat vzorky před snímáním vyschnout po 

dobu 40 minut při pokojové teplotě. Díky tomuto jednoduchému kroku dochází 

k vypaření etanolu ze všech dutin zkoumaného orgánu, které nekolabují a jsou 

následně vyplněné vzduchem. Při snímání je ve vnitřních strukturách orgánu 

primárně detekovaný kontrast vzduch-tkáň. 

Pro další klinický výzkum v oblasti neurověd byla etanolová metoda aplikována na 

zobrazení ex-vivo zdravého myšího mozku v mikro-CT. V klinicky zajímavých 

oblastech mozku se provedly koronární, sagitální a horizontální řezy, na kterých bylo 

celkově identifikováno a popsáno 42 struktur bílé hmoty a 53 šedé hmoty mozkové. 
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Detailní zobrazení struktur zdravého mozku animálního modelu pomocí mikro-CT je 

klíčové pro další studium CNS na animálním modelu v preklinickém výzkumu. 

Výstupy této dizertační práce prokázaly, ţe etanolová fixační metoda ex-vivo 

měkkých tkání je levná, jednoduchá a efektivní kontrastní látka pro zobrazování 

těchto tkání v mikro-CT. Díky své jednoduchosti není potřeba k fixaci vzorků 

speciálně vyškolený personál, a tak můţe být etanolová metoda aplikována ve 

spolupráci s kliniky v klinickém výzkumu. Zkoumané tkáně je následně moţné 

podrobit dalšímu zkoumání, například klasické histologii. 
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Souhrn 

Rentgenové snímkování je neinvazivní zobrazovací technika pro zobrazení vnitřní 

struktury zkoumaného objektu. V posledních letech získává na popularitě 

zobrazování biologických vzorků v mikro-CT. Nevýhodou této techniky je sníţená 

schopnost zobrazovat měkké tkáně jako jsou například svaly, tuková tkáň nebo 

nervová tkáň, pro jejich nízký vnitřní kontrast. Cílem této práce bylo upravit 

komerční mikro-CT MARS, tak aby bylo schopné kvalitně zobrazovat měkké tkáně a 

vytvořit protokol jednoduché a levné fixace ex-vivo měkkých tkání pro zobrazování 

v mikro-CT. 

V práci bylo pouţito modifikované mikro-CT MARS osazené photon counting 

detektorem Timepix Quad s rozlišením 30µm. Mikro-CT bylo následně otestováno 

na fantomu i reálných měkkých tkáních. Pro snímání ex-vivo měkkých tkání 

v mikro-CT byla vyvinuta etanolová metoda fixace. Srdce a plíce laboratorních myší 

byly fixovány buď v 97% etanolu, 50% etanolu nebo ve vzestupné řadě koncentrací 

etanolu. Vzorky byly snímané buď po 72 hodinách, 168 hodinách, nebo po 336 

hodinách. Výsledné snímky byly porovnány navzájem a se snímky nativních vzorků. 

Dále byla tato metoda fixace vyzkoušena na zdravých mozcích laboratorních myší za 

účelem zhodnocení přínosu zobrazování mozku v mikro-CT ve výzkumu centrálního 

nervového systému. 

Modifikované mikro-CT bylo úspěšně vyzkoušeno pro zobrazování měkkých tkání 

ex-vivo. V případě vyvinuté etanolové metody bylo nejlepších výsledků dosaţeno u 

vzorku srdce po 168 hodinách fixace ve vzestupné řadě koncentrací etanolu, u plic 

po fixaci po dobu 336 hodin, také ve vzestupné řadě koncentrací etanolu. Při snímání 

mozku se podařilo zobrazit klinicky významných 42 struktur bílé hmoty a 53 struktur 

šedé hmoty. 

V práci bylo prokázáno, ţe modifikované mikro-CT MARS je vhodné pro kvalitní 

zobrazování měkkých tkání. Etanolová metoda fixace měkkých tkání je levná a 

jednoduchá metoda zvýšení vnitřního kontrastu měkkých tkání, která mimo jiné 

umoţňuje rozlišení klinicky významných struktur šedé a bílé hmoty mozku 

laboratorní myši.  
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Summary 

X-ray radiography is a noninvasive imaging technique for a visualization of internal 

structures of investigated samples. In past years, imaging of biological samples in a 

micro-CT is gaining in popularity. The disadvantage of this technology is a low 

ability to display soft tissues like muscles, fat tissue or nerves due to their low 

intrinsic contrast. The aim of this study was to modify a conventional micro-CT 

MARS in order to improve the scanning of the soft tissues and to create a protocol 

for simple and cheap fixation of ex-vivo soft tissues for micro-CT scanning.  

In the study, a modified micro-CT MARS was used together with a photon-counting 

detector Timepix Quad with the resolution 30µm. The micro-CT was afterward 

tested on the phantom and also on the real soft tissues. For scanning soft tissues in 

the micro-CT, the ethanol fixation method was invented. Hearts and lungs from 

laboratory mice were either fixated in 97%, 50% ethanol solution or in a series of 

ascending ethanol concentrations. Images were acquired after 72, 168 and 336 hours. 

The resulting images were compared among themselves and with the native 

specimens. This fixation method was also used in scanning healthy mice brains in 

order to evaluate the contribution of displaying of a brain in a micro-CT in the 

research of the central nervous system.  

The modified micro-CT machine was successfully tested for displaying ex-vivo soft 

tissues. As for the ethanol method, the best results were obtained in case of a heart 

after 168 hours of fixation in a series of ascending ethanol concentrations and in case 

of lungs after 336 hours. In scans of the brain, it was possible to visualize 42 

clinically important structures of white matter and 53 structures of grey matter. 

In this study, it was proven, that the modified micro-CT MARS is suitable for high-

quality scanning of ex-vivo soft tissues. The ethanol method of fixation of soft 

tissues is a cheap and simple method for increasing intrinsic contrast in soft tissues 

and therefore allows distinguishing clinically important structures of white and grey 

matter in the brain of a laboratory mouse. 
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Seznam použitých zkratek 

3.  LF  3. lékařská fakulta 

CCDs  Charge-Coupled Devices 

CMOS  Complementary Metal Oxide Semiconductor 

CNS Centrální nervový systém 

CT Computed Tomography (Výpočetní tomografie) 

ČVUT  České vysoké učení technické 

FBMI  Fakulta biomedicínského inţenýrství 

MARS Medipix All Resolution System 

MRI Magnetic Resonance Imaging (Magnetická rezonance) 

Mikro-CT Micro-Computed tomography (Mikro-výpočetní tomografie) 

Mikro-MRI Micro-Magnetic Resonance Imaging (Mikro-magnetická 

rezonance) 

PCXD  Photon Counting X-ray Detectors (Foton-počítající detektory 

rentgenového záření) 

ROI  Region of Interest (Oblast zájmu) 

UK Univerzita Karlova 

ÚTEF  Ústav technické a experimentální fyziky  
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