
Stereologické hodnocení tkání a biomateriálů 
s vláknitou a trámčitou stavbou – překryv mezi 

optickou mikroskopií a mikro-CT 
Zbyněk Tonar, Miroslav Jiřík, Tereza Kubíková, Martin Bartoš, Jana Horáková, 

David Lukáš, Tomáš Suchý, Pavla Sauerová, Marie Hubálek Kalbáčová 
Ústav histologie a embryologie a Laboratoř kvantitativní histologie Biomedicínského centra 
Lékařská fakulta Univerzity Karlovy v Plzni 

www.biomedic-plzen.cz 

Bioimplantologie 2017, Brno 



Spolupráce a inspirace: 

• Technická univerzita v Liberci  
– Katedra netkaných textilií a nanovlákenných materiálů 

• Ústav struktury a mechaniky hornin AV ČR, v.v.i.  
– Oddělení kompozitních a uhlíkových materiálů 

• Ústav experimentální medicíny AV ČR, v.v.i 
– Oddělení tkáňového inženýrství 

• 1. lékařská fakulta Univerzity Karlovy v Praze a 
Všeobecná fakultní nemocnice v Praze 

– Stomatologická klinika 
• Biomedicínské centrum, Lékařská fakulta 

Univerzity Karlovy v Plzni 
– Laboratoř studia interakcí buněk s materiálem 
– Laboratoř nádorové léčby a regenerace tkáně 

 

projekty:  
AZV 15-25813A 
NPU LO10503  



Odkud pocházíme a kde pracujeme 
Ústav histologie a embryologie a Biomedicínské centrum LF UK v 
Plzni 

    Laboratoř kvantitativní histologie 



Zpracování tvrdých tkání 



Měkké tkáně - parafinové řezy, 
imunohistochemie 



Základní strategie: Unbiased stereology 
Randomizace orientace a víceúrovňové systematické a 
nestranné vzorkování při  
• odběru orgánů a bločků 
• výběru histologických řezů a mikroskopických zorných polí 
 
 
Složení vzorků je vizualizováno 
• přehlednými metodami  
• imunohistochemicky 
 
 
 
Stereologie: Popis 3D objektů na základě studia 2D řezů 
• počítání mikroskopických objektů (disektor, frakcionátor) 
• odhady a měření délek, ploch, objemů 
• hodnocení hustoty mikrocév 
• plošné a objemové podíly vícefázových struktur 
• tortuozita vláknitých struktur 
• shlukování objektů  

Popis složení 
vzorků pomocí 
spojitých 
kvantitativních 
proměnných 



Objem a rovnoměrnost distribuce novotvořené kosti v 
experimentálním defektu 

Příklady řešených výzkumných otázek 







Diferenciace hyalinní chrupavky v 
osteochondrálním defektu 



Oseointegrace nanostrukturovaných titanových 
implantátů u zvířecích modelů 



 



Kvalita jizvy břišní stěny při aplikaci 
nanovlákenné síťky 



Co histologie „umí říci“ a co ne 
• kvalita a kvantita mikroanatomického složení 
• buněčný fenotyp 
• zastoupení buněk a složek mezibuněčné hmoty 
• přestavba tkáně oproti původnímu stavu, „historie“ 

vzorku 
• rozmístění útvarů, buněk, matrix, antigenů… na 

vhodně orientovaných řezech v měřítku 1 µm-103µm 
(×homogenizace u biochemických vyšetření) 
 

• × 3D informace v omezené míře (cf. mikro-CT) 
• × vysvětlení mechanismů změn na buněčné úrovni 
 paralelně biochemická (molek. biol.) analýza 

• × extrapolace strukturálního obrazu do 
mechanických vlastností  paralelně 
biomechanické testování 



Výhody µ-CT 
 • nativně 3D  minimální 
vzorkovací chyba 

• obejde histologické artefakty 
– teplota 
– rozpouštědla 
– smrštění 
– demineralizace 
– ztráta materiálu řezáním a 

krájením...) 
 

2012 



mikro-CT jako slibná metoda pro posouzení 
in vivo degradace biomateriálu? 

? 
doba degradace 



• objemové podíly vláken i porozit jsou bezesporné 
• CAVE: měření povrchů a délek silně závisí na 

způsobu segmentace 
• Návrh: provést analýzu citlivosti a doporučit 

nejvhodnější postup 
 
Ponaučení: U některých charakteristik nemáme „zlatý 
standard“ ani kalibrační nástroje! 

Mikro-CT: kritické shrnutí možností 
kvantifikace 

status: September 2016 
location: Herbertov   
 



 



Mikro-CT, rozlišení 0,5 µm 



Mikro-CT – vizualizace textilie i porozity 

 

structure thickness color-coded 



Mikro-CT 
• vyžaduje binarizaci 
• běžná morfometrie ve 2D i 3D 
• charakteristiky celku i jednotlivých objektů v něm 
• an/izotropie (míra 3D symetrie, analýza preferenčních 

orientací) 
• konektivita (redundance spojek bránících rozpadu na 

samostatné objekty) pomocí Euler-Poincarého čísla 
χ  = Σ (connected components) – Σ(bridges, „handles“, loops) + Σ (holes, voids) 

• analýza porozit 
• uplatnění stereologie v analýze µ-CT obrazů 

 



Mikro-CT – automatická kvantifikace 
pomocí SW QuantAn 

analýza citlivosti 

http://mjirik.github.io/quantan/ 

manuální validace - Wilcoxon n.s. 



 



Mikro-CT – interaktivní kvantifikace ve 
stereologickém software Ellipse 

• jiné techniky binarizace a skeletonizace 
Měření binárního obrazu 
ROI volume:  1e+006 
Volume:  334953 
Surface area:  198346 
Length:  5503.67 
Euler characteristics:  -647 

Skeleton binárního obrazu 
: Thresh, Skeletonization3D 10, 20; 
ResampleGeom1D 5 
Total length:  16310.7 
Total curvature:  2231.46 radians 
No. of branchings:  1022 
No. of ends:  362 
Euler characteristics:  -416 



 



Rozměry hodnocené veličiny a 
stereologické sondy 



Problémy s délkou – interaktivní měření 
• binární obraz je silně ovlivněn kontaktem 

vláken 
• záporná 3D Eulerova charakteristika se 

projeví podceněním odhadu délky, který se 
počítá z 2D Eulerových charakteristik ve 3 
kolmých rovinách 

• ×přístup založený na skeletonizaci naopak 
nadhodnocuje délku o nadbytečné spojky 
 

• různými druhy filtrace lze před binarizací 
získat výrazně větší a kladnou Eulerovu 
charakteristiku a odhad délky ze zvýší 

• ×skeletonizací a vyhlazením dostáváme pak 
o něco kratší délku 



Software Teigen  
https://mjirik.github.io/teigen/ 

 



Flowchart – generátor neprotínajících se 
válců a koulí 
vstupní parametry 
• počet objektů 
• objemový podíl 
• distribuce průměrů 

válců/koulí 
• distribuce délek válců 
• profily intenzit uvnitř/na 

okraji objektů 
• izotropie/anizotropie 
• rozlišení 
• gaussovské rozostření 
• parametrický generátor 

náhodného šumu 
• počty iterací 
• seed 
• ... 

 
 

save 

load 
YAML 
konfigurační 
soubor 

generate skeleton 

data, graphs, tables, histograms 

generate 
and save 
volumetric 
data 

• micro-CT 
SW 

• ImageJ 
• interaktivní 

stereologie 
• ... 



 



 



 



 



 



Izotropie a anizotropie 

 



Izotropie a anizotropie 

 



 



Míra shody při použití různých SW a metod 
  volume (mm3)  relative error surface (mm2) relative error 
known (analytic 
geometry) 4105593.235 - 436448.9461 - 
calculated 
(Teigen 
triangulation) 4029915 1.84 433681 0.63 
estimated using 
FiJi 3D Manager 
(ImageJ) 4405818 7.31 453426 3.89 
estimated using 
pointgrid in 
Ellipse SW 4388875 6.90 - - 
estimated using 
thresholding in 
Ellipse SW 4390000 6.95 470919 7.90 
estimated using 
Bruker micro-CT 
SW 4271889 4.05 486237 11.41 

relative percent error =100*|(value-estimate)/value| 



Analytické počítání povrchů a objemů 
geometrických primitiv vs. numerická 
traingulace komplikovaných tvarů 

 



 

Wilcoxon matched pairs test p<0.001 



 

Wilcoxon matched pairs test p<0.001 



 



Distribuce průměrů realistická, ale zaplnění 
prostoru dosud nedostižné... 
• zadání: průměr vláken 

tubular PLC:    
• Min 0,91 um 
• Max 14,05 um 
• Průměr 5,4 um 
• SD 2,1 um 
• Medián 5,5 um 

zaplnění prostoru cca 80 % 

• simulace 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

zaplnění prostoru 6,03 %  
 
 



Práce pokračuje... 

• generátor kolidujících a větvených struktur 
• problém s vyšším zaplněním prostoru 

srovnatelným s reálnými materiály 
• generátor porozit 
• ukazatel průběhu  
• dávkové zpracování 



nutno provést analýzu citlivosti 

? 



Shrnutí – software Teigen 
• nezávislý na platformě 
• volně dostupný pro nekomerční použití 
• s analyticky počítaným i verifikovaným 

numerickým odhadem objemů, povrchů a délek 
• bude následovat  

– implementace dalších generátorů 
• kolidující objekty s vlivem vzájemných kontaktů, větvení 
• porozity 

– analýza citlivosti 
– popis doporučených postupů pro minimalizaci chyb při 

segmentaci dat v mikro-CT 
– nalezení a popis rizikových postupů ohrožujících validitu 

vyhodnocování obrazových dat v mikro-CT 
 
 

  
 
 
 
 



Děkuji Vám za pozornost! 
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