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Mikroradiografie biologickych
objektii pixelovymi detektory

Metoda zobrazovani pomoci rentgenového zareni, ktera poskytuje nastroj ke
studiu vnitinich struktur i Zivych biologickych vzorku a materiély, je znama jiz
fadu let. Techniky zobrazovani rentgenovym zaifenim vsak za posledni obdobi
prodélaly velky vyvoj (Ziva 2007, 6: 285-288). Dobfe znamé filmové zobrazo-
vaci systémy jsou postupné nahrazoviny novymi digitalnimi technologiemi.
V dnesni dobé jsou to zejména systémy zalozené na rentgenech s mikroohniskem
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novymi filmy nahradily velkokapacitni pevné disky a diskova pole s digital-

nimi obrazovymi daty.

Rentgenova transmisni radiografie je zalo-
Zena na Gtlumu rentgenového zafeni pii
priichodu latkou (obr. 2). Cast zateni po-
hlcuje zobrazovany material a tak vzniké
latentni radiograficky obraz, ktery je za-
chycen vhodnym zobrazovacim detekto-
rem. Obréazek pofizeny detektorem se na-
zyva radiograficky snimek.

Digitalni pixelové detektory Flat panel
a Medipix2

Flat panel (pouzivany od r. 1995) je obra-
zovy detektor rentgenového zafeni. Skla-
dé se ze dvou ¢asti — z luminoforu a dio-
dového pole s elektronikou. Luminofor
prevadi rentgenové zéareni na svétlo, kte-
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ré je detekovédno diodovym polem a pie-
vedeno na elektricky signédl. Témto de-
tektorim je spole¢ny zptsob akumulace
obréazki. Signal zachyceny kazdym obra-
zovym pixelem je integrovan v analogové
paméti (kapacité). Analogova pamét je
v8ak Casové nestabilni a doba integrace
(expozice) je proto omezena.

Zcela odlisného zpisobu integrace se
vyuziva v pixelovych polovodi¢ovych de-
tektorech, jako jsou detektory Medipix.
Signél ziskany detekci rentgenového za-
fen{ je v kazdém pixelu digitalizovan oka-
mzité a integrace obrdzku probiha v digi-
talni paméti, kterd je bezeztratova. Doba
expozice u téchto detektorti neni omeze-

1 Experimentalni uspofddani métici
aparatury s rentgenem Feinfocus, pixelo-
vym detektorem Medipix2, pfesnym
polohovacim systémem a drzakem pro
biologické vzorky. Toto sestaveni umoz-
nuje az 50x zvétSeni pri velikosti ohnis-
ka 1 um

2 Utlum rentgenového zéafeni p¥i pri-
chodu vzorkem

3 Uspofadani aparatury s bodovym
zdrojem zafeni umoziuje vyuZit rozbiha-
vosti svazku k vytvoreni zvétseného
obrazku zkoumaného objektu na plose
detektoru. Orig. J. Dammera a F. Weydy

na, coZ umoziiuje dosdhnout libovolné
vysokého odstupu signédlu od $umu, a tim
ziskat vysokou kvalitu snimki. (Detektor
Medipix byl vyvinut v letech 1995-2001
v rdmci Medipix-Collaboration ve vy-
zkumném tstavu CERN ve Svycarsku ve
spolupréci se 17 univerzitami a vyzkum-
nymi tymy. Na tomto projektu se jiz dlou-
hou dobu tisp&$né podili Ustav technické
a experimentalni fyziky CVUT v Praze;
vice na http://portal.lf1.cuni.cz/autor-158-
-jiri-dammer.)

Meérici aparatura pro rentgenovou
mikroradiografii

Rentgenova mikroradiografie vyuziva geo-
metrického zvétseni obrazu objektu, které
je umoznéno pouzitim bodového zdroje
rentgenového zateni (obr. 3). (Jako zdroj
rentgenového zatfeni lze pouZit i urychlo-
vac¢ ¢astic Synchrotron. Velkou vyhodou
je, Ze zafeni je monochromatické a lze
volit jeho energii. Tento urychlovac se
pouzivé k materidlovému a biologickému
vyzkumu ve specidlnich laboratofich;
http://www.synchrotron.cz; http://www.
esrf.eu.) Bodovym zdrojem je v piipadé
mikroradiografické aparatury UTEF rent-
genka Hamamatsu s wolframovou anodou,
rozmérem vyzafovaciho bodu o velikosti
5 um, pracovnim napétim 5-90 kV a prou-
dem 10-240 uA, nebo rentgenka FeinFo-
cus s wolframovou, médénou ¢i molyb-
denovou anodou (anody lze podle potieby
ménit, volba zavisi na typu zobrazovaného
materidlu), kterd ma velikost ohniska men-
51 neZ 1 um, pracovni napéti 10-140 kv
a proud 10-1 000 uA. Vétsiho rozliseni 1ze
doséhnout u rentgenu FeinFocus, a to kvi-
li malému rozméru vyzatfovaciho bodu
(obr. 4). Jako zobrazovac¢ pouzivame de-
tektor Medipix2, jehoz detekéni prah lze
nastavit od 5 kV vyse (Jakiibek a kol. 2008).
Cely systém pro rentgenovou mikroradio-
grafii je popsédn na obr. 1. (Jsou dostupné
i komeré¢ni systémy pro mikroradiografii,
kde se jako zobrazovaci jednotky nejcas-
téji pouzivaji Flat panely. Napt. Skyscan
vyrébi a vyviji zafizeni pro trojrozmérné
zobrazovani. Pfistroje jsou schopny nede-
struktivné zobrazovat i Zivé organismy;
http://www.skyscan.be.) Doba expozice
jednoho snimku je od 100 ms aZ po sekun-
dy podle typu objektu, pracovni vzdale-
nosti, parametrt svazku a nastaveni de-
tektoru. Kvalitu radiografickych snimka
vyrazné ovliviiuje tzv. tvrdnuti spektra
svazku. To je zpusobeno tim, Ze vSechny
energie ve zkoumaném vzorku nejsou
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utlumeny stejné. Nizs{ energie rentgeno-
vého zafeni jsou absorbovany vice, vyssi
méné. Abychom mohli naméfend data
spravné korigovat, kalibrujeme kazdy pi-
xel detektoru na rizné drovné tvrdnuti
spektra svazku pomoci absorp¢nich félif
z hlinfku ¢&i plastu (Jaktibek 2007).

Zobrazovani biologickych objekti
Na konkrétnich ptikladech bychom chté-
li ukdzat vyzkum biologickych vzorkd,
které touto technikou zpracovévame.
Metodu rentgenové transmisni radio-
grafie pouzivame rutinné pro studium jed-
notlivych stadii klinénky jirovcové (Came-
raria ohridella). V ramci projektu MSMT
se zabyvame urc¢itymi aspekty biologie
tohoto druhu a jeho parazitoidt. Pro ten-
to tcel potifebujeme dlouhodobé sledovat
skryty vyvoj klinének v listech spolehli-
vou nedestruktivni technikou, ktera za-
jisti neposkozeni biologickych objektd
a jejich vizualizaci i v méné prihledném
prostfedi, jakym jsou tfeba listové miny
star§ich larev vyplnéné zcasti trusem.
Doposud jsme méli k dispozici infracer-
venou digitalni fotografii (Weyda 2007),
kterd je dost efektivni jak pro studium
vyvojovych stadii klinénky Zijicich skry-
té v listech (obr. 6, 7), tak pro determinaci
parazitovanych kukel klinének (obr. 8).
V piipadé parazitovanych kukel klinének
vyjmutych z listu je infracervené fotogra-
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fie rychlou a pomérné spolehlivou meto-
dou (obr. 10) a mortalita larev i kukel je p¥i
této metodé minimélni. Situaci si mtiZeme
ovéfit i na vzorcich pripravenych pro rast-
rovaci elektronovy mikroskop (obr. 11).
Tato technika, ktera ndm poskytuje jasny
a ostry obraz, je vSak destruktivni — vzhle-
dem ke specifické pripravé objektt pro
elektronovou mikroskopii nemutiZzeme tak-
to pripraveny objekt uz nikdy vratit ne-
poskozeny zpét do experimentu.
Rentgenova mikroradiografie dopliiuje
infracervenou fotografii, ale co se tyce
vizualizace, jde jesté dal. Dava jasné a kon-
trastni obrazy i tam, kde jiné techniky se-
lhavaji. Tak napf. diapauzni kukly zapie-
dené uvnitf listu specifickym zdmotkem,
které si snovaci stadia larvy klinénky
vytvori pred zakuklenim, maji takové op-
tické vlastnosti, Ze infracervena fotografie
zde d4vé velmi chabé vysledky. Rentge-
nova mikroradiografie zobrazuje tuto si-
tuaci velmi dobfe. Stejné tak dava vybor-
né vysledky v pfipadé parazitovanych
kukel s vyskytem larev nebo kukel para-
zitoidu (obr. 1 a 2 na 3. str. obalky). Velkou
prednosti rentgenové mikroradiografie je,
Ze nam umoziiuje studovat nejen statické
situace, ale pomoci videozdznamu s niz-
kou frekvenci snimanych obrazt (2 fps)
zaznamenava i dynamické procesy jako
napf. pohyb larvy klinénky v miné (obr. 9).
Mitizeme tak studovat chovan{ larev kli-
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4 Objekty zobrazené pomoci rentgenky
s vétsim ohniskem jsou obtiZnéji rozpo-
znatelné nez p¥i pouziti rentgenky

s mensi vyzarovaci skvrnou (vpravo).
Je-li vyzafovaci skvrna vétsi, je rentgeno-
vé zafeni emitovéano z vétsi plochy, na
zobrazovaném objektu dochézi ke vzniku
stind a obraz na detektoru bude vice roz-
mazéan. Cim mensi je vyzafovaci skvrna,
tim mensi je i tento nezadouci efekt. Pro-
storova rozlisovaci schopnost méfici apa-
ratury je limitovana velikosti vyzafovaci
skvrny (ohniska). Orig. J. Dammer a F.
Weyda

5 Laboratorni my$ — mikroradiograficky
snimek pofizeny obrazovym detektorem
typu Flat panel, zpracovany vybranym
procesem obrazové analyzy v programu
ACC Image Structure and Object Analy-
ser v.6.1.

6 Listjirovce s minou vytvofenou lar-
vou klinénky jirovcové (Cameraria ohri-
della) prosviceny lampou s viditelnym
svétlem

7 Stejny list prosviceny infracervenou
lampou, fotografovano v infracerveném
modu s IR filtrem 850 nm

8 Petriho miska s kuklami klinénky
jirovcové — prosvétleno a fotografovano
v infracerveném svétle. Dvé kukly ve
stfedu obrazku obsahuji kukly parazi-
toida
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nénky ve vykrojcich listu v delsich ¢aso-
vych intervalech (Dammer a kol. 2008)
a také napf. chovéni parazitoidd uvnitf
kukel klinénky. Obr. 3 na 3. str. obalky
ukazuje sekvenci snimkt (pokryva inter-
val dvé sekundy) dokumentujici netypic-
ké opousténi kukly klinénky vylihlym do-
spélcem parazitoida (pravdépodobné rod
Pnigalio) stylem pozadu.

Rentgenovou mikroradiografii lze vy-
uzit ke studiu rtznych skupin ¢lenovci
(u termitt ji pouzili Hanus a kol. 2007),
i obratlovct (obr. 5). Zvlastni kapitolou je
aplikace rentgenového zafeni na fosilie.
Prohlédli jsme celou fadu hmyzich fosilii
v jantaru (baltsky jantar i mnohem mladsi
kop4l) a ackoli vysledny obraz neni ideal-
ni (pomérné nizky kontrast), dokéaze zobra-
zit mnohé tézko dostupné struktury scho-
vané v zakrytu nebo uvnitf téla.

Béhem rentgenovani rtiznych biologic-
kych vzorkti jsme ziskali fadu praktickych
zkuSenosti. Jednou z nich je, Ze zalezi na
obsahu vody ve studovaném objektu, pro-
toZe voda ve vzorku tlumi rentgenové zéte-
nf vice neZ ve vzorcich vysusenych. (Bio-
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logicky vzorek, ktery bude obsahovat dvé
oddélené struktury — napt. vodu a vzduch
—bude na radiografickém snimku zobrazen
nasledovné: ¢ast obsahujici jenom vodu
bude zobrazena bile — nejvétsi itlum zate-
ni, ¢ast obsahujici vzduch ¢erné — nejmen-
§{ ttlum, a ¢ésti obsahujici vodu i vzduch
v Sedych trovnich — rozdilny Gtlum zate-
ni.) Na radiografickém snimku rozezname
vice detaild, bude-li obsahovat vice struk-
tur, které maji odlisné absorp¢ni vlastnos-
ti rentgenového zatfeni. Obecné plati, Ze
¢im vyssi je atomové ¢&islo prvku ve vzor-
ku, tim je rentgenové zafeni absorbovano
vice. Ve skute¢nosti ale kvalita vysledné-
ho obrazu zavisi na mnoha faktorech.
Jistym handicapem zobrazovéni rentge-
novou mikroradiografii s ¢ipem Medipix2
je jeho stéle jesté pomérné maléd detekéni
plocha. MiZe se stat, Ze dosahneme mi-
kroskopického rozliseni, ale velikost toho-
to ¢ipu ndm neumozni ho plné vyuzit.
Existuji vSak moZnosti, jak tuto situaci ele-
gantné zlepsit. Jednou z nich je vyuziti
panoramatické fotografie (v biologii skla-
dani obrazti) v ptipadé statickych vzorkt
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(obr. na 1. str. obalky). Vyuziti vypocetni
techniky na ,,postprocessing” je ostatné
nedilnou soucésti prace s mikrorentgeno-
vym obrazem. Vyhodnymi postupy jsou
lokélni ekvalizace, adaptivni filtry, dekon-
voluce, Fourierova transformace a dalsi
postupy obrazové analyzy. Velmi se ndm
osvédcil program ACC Image Structure
and Object Analyser v.6.1. Samostatnou
kapitolou jsou techniky 3D zobrazeni.
Postupy obrazové analyzy nam tfeba zvy-
razni malo postfehnutelné detaily v obraze.
Jako piiklad uvedeme zvyraznéni struktu-
ry o¢niho aparatu zlatohlavka Eudicella
smithi (obr. 12).

Zvlastni kapitolou je také vypocetni mi-
krotomografie, ktera se stala dalezitym
objevem na poli rentgenového zobrazova-
ni. Principem této metody je, Ze se pod
mnoha thly pofidi jednotlivé projekce
vzorku a z nich se pomoci vhodného algo-
ritmu vytvoii trojrozmérny model zkou-
maného objektu (obr. 4 na 3. str. obalky).
Pocitacova mikrotomografie neagresivnim
zpusobem zobrazuje vnitfni strukturu
zkoumanych objektd a umozniuje ukézat
i jednotlivé fezy v rovinach x, y, z podle
vlastniho vybéru (obr. 5 na 3. str. obalky).

Zavér

Vyzkum provedeny na jednotlivych biolo-
gickych objektech ukézal, zZe kromé bézné
pouzivanych technik vhodnych k zobra-
zeni malych organismii lze ke studiu vniti-
ni struktury vzorkt pouZit rentgenové
zateni a pixelové detektory Medipix2.
Mezi hlavni vyhody této metody patfi neo-
mezeny dynamicky rozsah, a tedy i kon-
trast a vysoké prostorové rozliseni. To je
limitovano pouze velikosti ohniska rent-
genky. Tato technika zobrazeni{ poskytuje
témeéf okamzitou informaci o vnitini struk-
tufe vzorku. MtiZeme provadét studium
v redlném case, které umoziuje preziti
biologickych objektt.

Vyzkum byl podporen grantem 1P04LA211
(CERN) a grantem zédkladniho vyzkumu
Centrum Projekt LCO6041, vyzkumnym pro-
gramem 6840770040 a 2B06005 (MSMT).

9 Pfednosti rentgenové mikroradiogra-
fie je, Ze umoziiuje studovat nejen static-
ké situace, ale i dynamické procesy
pomoci videozdznamu s nizkou frekven-
ci snimanych obrazt. Videosekvence
pohybu larvy klinénky jirovcové uvnitf
miny listu. Zaznamenéno mikroradiogra-
fickou aparaturou s rentgenem FeinFo-
cus s wolframovou anodou a detektorem
Medipix2. Frekvence zdznamu dva
obrazky za sekundu

10 Parazitované kukly klinénky v infra-
Cerveném svétle — jedna kukla parazitoi-
da opousti kuklu klinénky

11 Kukla parazitoida (nahote) izolova-
né z kukly klinénky (dole) v rastrovacim
elektronovém mikroskopu (pravdépo-
dobné rod Pnigalio)

12 SloZené oko zlatohlavka Eudicella
smithi. Vlevo obraz ziskany pomoci rent-
genové mikroradiografie detektorem
Medipix2. Vpravo obraz zpracovany
vybranym procesem obrazové analyzy
(Statistical Image Enhancement) odhaluji-
ci mozaikovou strukturu sloZeného oka.
Vsechny snimky J. Dammera a F. Weydy
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