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Kunnskap for en bedre verden



Forord

Denne bacheloroppgaven er skrevet som en avsluttende del av Bioingenigrutdanningen ved
det naturvitenskapelige fakultet, Norges teknisk- naturvitenskapelige Universitet (NTNU).
Oppgaven er gitt av Postdoktor Anne Berit Johnsen og Senioringenigr Ragnhild Rasbjargen
ved forskningsgruppen Cardiac Exercise Research Group (CERG), ved Institutt for
sirkulasjon og bildediagnostikk, Det medisinske fakultet, NTNU. Formalet med oppgaven er &
optimalisere en metode for kvantifisering av infarktstgrrelse i rottehjerter, og ble utfart i
perioden 11.03.19 til 20.05.19 ved Hjerte- og lungesenteret, St. Olavs hospital.

Det rettes en stor takk til CERG for en hyggelig velkomst og mulighet til 1an av laboratorier
og kontorplasser. En spesiell stor takk til veilederne Anne Berit Johnsen og Ragnhild
Rashjargen for utmerket engasjement, bade rundt det praktiske og skriftlige arbeidet som har
formet denne oppgaven. En stor takk rettes til daglig leder Bjgrnar Sporsheim ved Cellular &
Molecular Imaging Core facility (CMIC), NTNU, for datateknisk hjelp til bildetaking. En stor
takk til Fagansvarlig bioingenigr Lili Bavre ved Avdeling for Patologi, St. Olavs hospital for
hjelp til spesialfarging av histologiske snitt. En siste takk rettes til prosessveileder Randi

Anny Utne Holt, for tilbakemeldinger under skriveprosessen.

Trondheim, 2019
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Sammendrag

Blant pasienter som overlever hjerteinfarkt og utvikler hjertesvikt, er det arlig mange dedsfall
knyttet til arytmier. Selv om behandling av arytmier er kjent, er det lite kunnskap om hvordan
det kan forebygges. Forskningsmiljget Cardiac Exercise Research Group (CERG) pa NTNU
gnsker & gke kunnskap om trening hos sviktpasienter med arytmier, og bruker derfor
dyremodeller for & se pA mekanismene til arytmier. Hensikten med denne oppgaven var a

optimalisere en metode for a kvantifisere infarktstarrelse hos rottehjerter.

Etter preparering av hjertevev fra rotter ble det tatt bilder av histologiske snitt farget med
spesialfargen Massons’s Trichrome for kollagene fibre. Bildene ble analysert i et dataprogram
kalt Fiji. Det ble utarbeidet og optimalisert to metoder for kvantifisering av infarktstarrelse i
rottehjertene, Color Threshold og Polygon Selections. Polygon Selections ble kun brukt til
maling av infarktstarrelse, mens Color Threshold ble brukt til bade areal-, lengde- og

tykkelsesmalinger.

Protokoller for Fiji-metodene Color Threshold og Polygon Selections ble det endelige
resultatet, i tillegg til estimering av infarktstarrelse. Protokollene ble brukt for & analysere
infarktstarrelse oppgitt som radata, og ble videre brukt til & visualisere infarktsterrelsene i

grafer for a fa en forstaelse av infarktets utbredelse, form og starrelse.

Fiji metoden Color Threshold var best egnet da den ga flere muligheter for a standardisere
optimalisering av denne metoden, noe som gjorde den mindre subjektiv. For a fa et bedre
statistisk grunnlag angaende resultatvurderinger, er det ngdvendig a analysere flere

rottehjerter.



Abstract

Among patients who survive heart attacks and develop heart failure, there are many deaths
annually associated with arrhythmias. Although the treatment of arrhythmias is known, there
is little knowledge about how it can be prevented. The research community Cardiac Exercise
Research Group (CERG) at NTNU wants to increase knowledge about the training of heart
failure patients with arrhythmias, and therefore uses animal models to look at the mechanisms
of arrhythmias. The purpose of this task was to optimize a method for quantifying infarct size

in rat hearts.

After preparation of rat heart tissues, histological sections were stained with the special color
method Massons's Trichrome for collagen fibers and were then imaged. The images were
analyzed in a computer program called Fiji. Two methods for quantifying infarct size in the
rat hearts, Color Threshold and Polygon Selections were developed and optimized. Polygon
Selections were used only for infarct size measurement, while Color Threshold was used for

both area, length and thickness measurements.

Protocols for the Fiji methods Color Threshold and Polygon Selections became the final result
in addition to estimating infarct size. The protocols were used to analyze infarct size given as
raw data and were further used to visualize infarct sizes in graphs to gain an understanding of

the infarct's extent, shape and size.
The Fiji method Color Threshold was best suited as it provided more opportunities to

standardize the optimization of this method, making it less subjective. In order to obtain a

better statistical basis for performance assessments, it is necessary to analyze many rat hearts.
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1.  Innledning
Cardiac Exercise Research Group (CERG) er en forskningsgruppe ved NTNU i Trondheim

som studerer hjerte- og livsstilsrelaterte sykdommer, for & preve a finne egnet trening til
nevnte sykdommer — som en erstatter for medisin. Forskningsgruppen ble etablert i januar
2008, og ledes av Professor Ulrik Wislgff (1) (2).

Hjerte- og karsykdommer forarsaker mange dedsfall arlig, og kommer oftest som en
konsekvens av svikt i hjertet forarsaket av hjerteinfarkt, altsa myokardialt infarkt (M1). Blant
de pasientene som overlever Ml er det fortsatt mange dgdsfall knyttet til
hjerterytmeforstyrrelser (arytmier), da M1 gker risikoen for det. | dag er det kjent hvordan
arytmier kan behandles, men det er lite kunnskap om hvordan det kan forebygges. Det har
blitt vist sveert gode effekter av utholdenhetstrening pa prognose og livskvalitet hos
hjertesviktpasienter. CERG har vist at utholdenhetstrening reverserer skadelige effekter i
hjertet etter infarkt (3) (4). Forskningsmiljget gnsker videre a gke kunnskap om trening hos

sviktpasienter med arytmier.

Kunnskap om hjertesykdom fra dyrestudier er ikke direkte overfgrbart til hjertesykdom hos
menneske, likevel vil det gi en grunnforstaelse som senere kan bli bekreftet ved kliniske
studier (5). Ved a bruke en veletablert treningsmodell hos rotter med hjertesvikt gnskes det a
kartlegge hvordan utholdenhetstrening pavirker induserbarheten av arytmier (6)

Malet med denne bacheloroppgaven er a kvantifisere infarktstarrelse hos rottehjerter. Det er
viktig at rotter som inkluderes i studien har infarkter som er sa store at det utvikles hjertesvikt.

1.1 Hjertets Anatomi
Oversiden av hjertet (base) har binding til store blodkar. Den nederste delen av hjertet ender i

en oval spiss (apex), vendt mot kroppens venstre side (7). Rundt hele hjertet er det to tynne
hinner som tilsammen utgjer perikard. Venstre og hgyre side av hjertet er skilt av en tykk
vegg som kalles septum, mens atriene og ventriklene er skilt av en plate som kalles anulus
fibrosus. Mellom atriene og ventriklene er det hjerteklaffer som sgrger for en
enveisventilering der blodstrammen styres i riktig retning. Atriene som mottar blod far det
viderefares til tilhgrende ventrikler, er relativt tynne i forhold til ventriklene som pumper blod

mot hgyere motstand i det systemiske kretslgp.

Hjerteveggen bestar av tre lag; endokard, myokard og epikard. Endokard omslutter innsiden

av hjertetveggen, og epikard utsiden. Myokard bestar av hjertemuskelceller, altsa myocytter



bundet sammen med innskuddsplater. Disse koblingene mellom myocyttene er viktig for rask
spredning av elektrisk signal ved kontraksjon. Dette elektriske signalet starter i sinusknuten i
hayre forkammer. Signalet brer seg deretter utover atriene, sa gjennom
atrioventrikulerknuten, his-bunten og purkinjefibrer far det brer seg raskt gjennom
ventriklene som vist i figur 1. Dette systemet forer til synkron og kraftig kontraksjon i en frisk
hjertemuskel (8) (9) (10).

Hisbunten

Sinusknuten

Atnoventrikulaer-
knuten

RA = Hoyre atrium

RV = Heyre ventrikkel
LA = Venstre atrium
LV = Venstre ventrikkel

Figur 1: Skisse over hjertets inndelinger, og ledningssystemet som sprer
elektrisk signal fra Sinusknuten, via atrioventriukulaer-knuten, His-bunten og
gjennom purkinjefibrene. Hentet fra: http://www.telma.no/wp-
content/uploads/2018/02/TELMA-hjertets-anatomi-og-fysiologi.pdf

Hjertemuskelen trenger kontinuerlig tilfarsel av oksygen for nydannelse av ATP samtidig som
ATP blir brukt under kontraksjon (8). Dette skjer ved at hjertet forsynes med blod via

kranspulsarer, som mottar blodet fra aorta og omgir hjertet gjennom epikard (11).

1.1.1 Hjertets kretslgp
Hjertet er en muskel som pumper blodet rundt i kroppen, og sammen med blodkar utgjar

sirkulasjonssystemet, det kardiovaskulere systemet. Hjertets hgyre side styrer oksygenfattig
blod, og venstre side farer oksygenrikt blod. Blod fra hagyre ventrikkel (RV) sendes til
lungene via den pulmonzre arterie, der O2 0og CO2 konsentrasjoner justeres under
gassutveksling i lungekretslgpet. Venstre atrium (LA), mottar dette oksygenrike blodet og
pumper det ut via venstre ventrikkel (LV) og gjennom hovedpulsaren (aorta) til alle
kroppsvev i systemkretslgpet. Dette kretslgpet ender i hgyre atrium (RA), hvor oksygenfattig

blod returnerer som vist i figur 2 (8).


http://www.telma.no/wp-content/uploads/2018/02/TELMA-hjertets-anatomi-og-fysiologi.pdf
http://www.telma.no/wp-content/uploads/2018/02/TELMA-hjertets-anatomi-og-fysiologi.pdf
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Figur 2: Oversikt over hjertets forkamre og hjertekamre, der
oksygenfattig blod (blG) og oksygenrikt blod (r@d) strammer gjennom
hjertet. Modifisert fra: https://nhi.no/kroppen-
var/funksjoner/endringer-av-sirkulasjonen-til-det-nyfodte-barnet/.

Hjertets arbeid deles hovedsakelig inn i to faser, systolen og diastolen. Systolen er
kontraksjon der oksygenrikt blod fra LV pumpes ut i kroppsvevet, og blod fra RV pumper
oksygenfattig blod til lunger. Diastolen er hvilefasen, der blodet renner passivt inn i

ventriklene fra atriene (9).

1.2 Hjertesvikt/infarkt/patologi

| Norge er det omtrent 80.000-100.000 personer som har hjertesvikt, noe som utgjer 1-2% av
befolkningen, der ca. 10% av disse er over 75 &r (12). Arsaken til minst 5% av alle akutte
sykehusinnleggelser i medisinsk avdeling, er hjertesvikt (13). De respektive verdiene er
gkende, og iskemisk hjertesykdom eller hypertensjon er de vanligste arsakene til hjertesvikt,
da 75% av hjertesvikt skyldes dette (12). Hjertesvikt kan oppsta akutt, som for eksempel etter
M1, eller s& kan det vaere en mer tiltagende prosess som utvikler seg over et lengre tidsrom.

Generelt er M1 hovedarsaken til at hjertesvikt oppstar (14).

Etter M1 vil det utsatte omradet med myocytter ta skade i form av nekrose, pa grunn av
oksygenmangel i vevet. Cellemembranene gdelegges, og blant annet kjemiske forbindelser
lekker ut i vevet. Dette vil starte en akutt betennelsesreaksjon i vevet, hvor granulocytter vil
stramme til og fjerne de nekrotiske cellene og vevet. Etter M1 med pafglgende
betennelsesreaksjon, vil hjertevevet som har blitt skadet av infarktet etter en tid bli erstattet av
fast bindevev (15). Fast bindevev bestar nesten helt og holdent av kollagene fibre (16).


https://nhi.no/kroppen-var/funksjoner/endringer-av-sirkulasjonen-til-det-nyfodte-barnet/
https://nhi.no/kroppen-var/funksjoner/endringer-av-sirkulasjonen-til-det-nyfodte-barnet/

M1 pavirker hovedsakelig den venstre ventrikulaere muskelen (17). Dersom infarktet er sa
stort at hjertesvikt utvikles, vil ventrikkelen miste evne til a kontrahere normalt, og evnen til &
pumpe nok blod ut i kretslgpet reduseres. Et tydelig tegn pa hjertesvikt er at ventrikkelen
dilateres, og veggen blir tynn og svak (18). Ejeksjonsfraksjon (EF) er et mal pa pumpeevne og
beskriver prosentandel av ventrikkelens fyllingsvolum som pumpes ut ved hvert hjerteslag.
Ved hjertesvikt er EF normalt under 40% (19).

Endret strukturelle og elektrofysiologiske egenskaper i hjertevevet etter M, er en av
hovedarsakene til hjerterytmeforstyrrelser som for eksempel den dgdelige

arytmien ventrikkelflimmer. Dette fordi endringer i de tidligere friske myocyttene og
tilstedevaerelse av arrvev forarsaker at den elektriske impulsen ikke spres synkront, og i riktig

retning gjennom hjertemuskelen (6).

1.3 Hjertehistologi
Hjerteveggen bestar mest av myokard, samt annet bindevev av ulike fibre (elastiske og

kollagene fibre). Histologi av hjertemuskulatur viser tydelig det mikroskopiske karakteristiske
utseende, med tverrstripete celler jevnt fordelt med lysere og markere omrader. Myocyttene er
bundet i endene som likner et nettverk (20).Ved bruk av 10x objektiv vil ikke selve
myocyttene vere sa tydelige, men et helhetlig bilde av hjertet vises (19). Hjertets base har
uregelmessig form, da det har mange forbindelser med store blodkar (7).

Arrvev i infarktomradet hos MI-hjerter bestar av fast bindevev og inneholder mest kollagene
fibre. | Fast uregelmessige bundet bindevev ser de kollagene fibrene litt rotete ut i mikroskop
da de peker i ulike retninger, som kan vare vanskeligere a se i bade lengde, - og tverrsnitt. |
infarktomrade av hjertets histologi, er det tydelige kollagene fiberbunter (20) (21). I tillegg er
den ytterste perikardhinnen forsterket med en fibrgs bindevevshinne, og endokard inneholder

ogsa bindevev samt endotel (8) (9).

1.4 Masson’s Trichrome spesialfargemetode
Masson’s Trichrome spesialfargemetode er en syre/base-kjemisk metode, hvor det brukes tre

ulike fargestoffer som vil differensiere vevet, som i dette tilfellet er hjertet. Mindre porgst vev
farges av det minste fargemolekylet, og nar et fargestoff med starre molekylstarrelse trenger
inn i vevet, vil det erstatte det minste molekylet (22). De tre fargestoffene som brukes er 1)
Weigert’s hematoksylin, jernhematoksylin, 2) Biebrich Scarlet Acid Fuchsin og 3) Anilin bla
(23). Protokoll for fargemetoden ligger som vedlegg 1.



Farst brukes en lgsning kalt Bouin’s lgsning, som vil fungere som et bindingsmiddel mellom
fargestoffene og de aktuelle vevskomponentene. Weigert's hematoksylin er et
kationsfargestoff og vil derfor binde seg til anioner i vevet, som finnes i fosfatgruppene i
cellekjernene (24). Cellekjernene farges markebrune. Selv om Weigert's hematoksylin er et
kationfargestoff, sa vil ikke kjernene avfarges av anionfargestoffene som brukes senere. Dette

fordi Weigert’s hematoksylin er resistent mot avfargingen (23).

Biebrich Scarlet Acid Fuchsin, er som det fremkommer av navnet, et anionfargestoff. Denne
fargen vil derfor binde seg til vevskomponenter med kationer, som er cytoplasma,

erytrocytter, myocytter og kollagen (24). Disse komponentene vil farges rgde.

Videre brukes en syre kalt Phosphomolybdic Acid, som vil avfarge de kollagene fibrene slik
at de ikke lenger er rgde av Biebrich Scarlet Acid Fuchsin. Deretter kan den siste
fargelgsningen brukes, anionfargestoffet anilin-bla. Dette fargestoffet vil farge de kollagene
fibrene bla. Helt til slutt brukes det 1% eddiksyre, som har som hensikt & differensiere de
ulike vevskomponentene (23). Pa den maten kan en ved hjelp av mikroskopi klare a se hvor
stor del av hjertet som har tatt skade av infarktet. Dette fordi det skadde vevet, som har
utviklet seg til bindevev med mye kollagene fibre, vil farges blatt mens det friske vevet vil i

all hovedsak farges radt.

1.5EVOS FL Auto 2
EVOS FL Auto 2 er et fullt automatisert, hayopplaselig bildetakingssystem som er koblet til

en datamaskin. Instrumentet er produsert av Thermo Fisher Scientific (25).

For denne oppgaven er EVOS2 det mest hensiktsmessige instrumentet a bruke, av flere
arsaker. Farst og fremst er det et veldig letthandterlig instrument med minimal opplearingstid,
noe som er gunstig under et relativt kort prosjekt som en bachelor. Videre har en de samme
mulighetene til forstarrelse og justering som pa et vanlig mikroskop, da instrumentet har et
revolverfeste med alt fra 4x-40x objektiv og manuell innstilling av fokus. Pa denne maten far
en velge hvor detaljerte bildene skal veere, enten det er et oversiktsbilde eller et bilde ned pa
celleniva. Det er mulig & lagre innstillingene en har brukt i bildene som en protokoll, slik at
om det skal tas flere bilder ved en senere anledning, kan den tidligere protokollen apnes. Pa
den maten unngas det & matte gjere nye innstillinger hver gang instrumentet benyttes til den

samme oppgaven.

Til slutt er det to arsaker til valg av instrument som veier tyngre enn de nevnte over, og det er

hvordan bildene blir tatt og bildehandtering fer bildeanalysering. EVOS?2 tillater skanning av



det snskede omradet som er valgt ut, ved at instrumentet tar mange sma bilder som til slutt
settes sammen til et helhetlig bilde. Nar denne filen lagres har en tilgang til bade det store,
helhetlige bildet samt de sma bildene som blir brukt til & sy sammen det store bildet. Dette er
hensiktsmessig dersom en skulle gnske & ga inn pa veldig sma detaljer. Det benyttes ogsa Z-
stabling; en funksjon som tar en serie med bilder langs Z-aksen, som kombinert til en
stablingsprojeksjon vil gi starre dybdeskarphet i bildene (25). Nar det gjelder
bildeanalyseringen ble EVOS2 mest hensiktsmessig a benytte, da programmet som blir
benyttet til kvantifisering av infarktstgrrelse godtar TIFF-format, noe EVOS2-bildene blir
lagret som. Pa den maten unngas det & matte konvertere filene i et annet format.

1.6 ImageJ - Fiji
ImageJ er et behandlingsprogram for bilder, laget opprinnelig for & kunne analysere
vitenskapelige bilder pa ulike mater (26). Programmet er enkelt & ta i bruk, da det kan brukes
som bade en applikasjon pa internett eller som et nedlastet program pa gnsket datamaskin
(27). Fiji er en distribusjon av ImageJ, med mange programvareutvidelser som skal gjere

analysering av vitenskapelige bilder enda lettere (28).

For kvantifisering av infarktstgrrelse pa rottehjerter er ImageJ, med versjonen Fiji, det mest
optimale programmet & benytte seg av. Arsakene til dette er blant annet at det er lett
tilgjengelig; det kan nedlastes pa egen datamaskin og brukes hvor som helst, uten & matte ha
tilgang til internett, i tillegg til at det er brukervennlig og lett handterbart. Programmet tilbyr
mange ulike verktay for bildeanalysering, som blant annet & manuelt eller automatisk markere
omrader for & differensiere de ulike fargene som er i omradet, slik at en kan male for
eksempel areal, lengde, vinkel og bildene kan beskjzres etc. For & kunne ha virkelige mal og
verdier pa parametere som lengde og areal, sa ma det vaere mulighet for romlig kalibrering,
noe Fiji tilbyr. Pa den maten kan en velge a fa ut analyseresultater som lengde i mikrometer

(um) eller millimeter (mm), alt ettersom hva som er gnskelig (27).



1.7 Studiedesign

Sham inactive = e
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Figur 3: Enkel Flowchart over studiedesign, som viser de tre randomiserte gruppene; Sham, MI-Sedat og MI-Trent giennom
prosjektet "Kan trening forebygge eller redusere Mi-induserte arytmier?" hos CERG. Det siste leddet "Histology" omhandler
denne oppgaven.

Det overordnede prosjektet “Kan trening forebygge eller redusere MI-induserte arytmier?”’
hos CERG, har et studiedesign som bestar av flere ledd som vist i figur 3. Disse leddene er

som falger:

1. Induksjon av hjerteinfarkt — Det settes et sting rundt som avsngrer venstre kranspulsare, se
figur 4. Dette farer til at en del av hjertemuskelen ikke far blodtilfersel, og dermed
nekrose og pafelgende iskemi. Rotter med store infarkt (EF<40%) utvikler hjertesvikt
etter 4 uker (19).

2. Ekkokardiografi — For & undersgke om rottene har utviklet hjertesvikt etter 4 uker
undersgkes hjerte ved hjelp av ekkokardiografi. Dette gjgres mens rottene er i anestesi.
Hjertets evne til & kontrahere bestemmes, og utfra disse tallene kan EF estimeres (3).

3. Randomisering — Dyr med EF< 40% randomiseres til en treningsgruppe (MI-Trent) eller
en gruppe som ikke trener (MI-Sedat). I tillegg er det en kontrollgruppe med friske rotter
(Sham), som har veert gjennom samme operasjon som infarktdyrene, men venstre
kranspulsare ble ikke avsnart.

4. VO2 Maks test— For a fa et mal pa rottenes kondisjon ble det testet VO2-maks pa alle
gruppene (Sham, MI-Sedat, MI-Trent) fer og etter treningsperioden. Rottene lgper i et
lukket kammer som er koblet til sensorer for maling av Oz og CO; (29).



HI-trening — Hayintensitetstrening er en aerob intervalltrening. Rottene i MI-Trent
gruppen gjennomfarer 4x10 intervaller pa 85-95% av VO2max, med 2 minutters aktiv
pause mellom hvert drag pa 50% av VOzmax (29) (30).

In vivo pacing — Induksjon av ventrikuleere arytmier utfgres in vivo ved hjelp av elektrisk
stimulering i hjerte. P4 denne maten kan en studere om terskelen for arytmier gkes ved
intensiv trening (6).

Ex vivo — Elektrofysiologiske malinger utfares ex vivo for a studere om det er forskjeller i
elektrisk aktivitet i et trent infarkthjerte i forhold til et hjerte som ikke har hatt intensiv
trening (6).

Histologi — Kvantifisering av infarktstarrelse i histologiske snitt av rottehjerter. Hjertene
kuttes i flere deler som fikseres, fremfares, stapes i parafin, snittes og spesialfarges for

bildene analyseres i et dataprogram (6).

Figur 4: Skjematisk diagram over M-
induksjon. 1 viser infarktsomradet, og 2
viser ligering av venstre kranspulsdre.
Hentet fra
https.//www.jove.com/video/2464/acute-

myocardial-infarction-in-rats

1.8 Mal for oppgaven

Hovedmalet med oppgaven er a optimalisere kvantifisering av infarktstarrelse i rottehjerter.

Delmal:

1
2
3.
4

Studere korrelasjon mellom ekkokardiografisk EF og histologisk infarktstarrelse.
Beskrivelse av infarktet (lengde, tykkelse, og hvor infarkt ligger i myokard)
Sammenligning av veggtykkelse mellom MI-induserte og Sham-rottehjerter.

Undersgke forskjell mellom to metoder utfart av to personer.


https://www.jove.com/video/2464/acute-myocardial-infarction-in-rats
https://www.jove.com/video/2464/acute-myocardial-infarction-in-rats

2.  Materiale og metode

Som en del av studiedesignet «Kan trening forebygge eller redusere MI-induserte arytmier?»
hos CERG, tilhgrer denne metode-beskrivelsen det siste leddet i studiedesignet, altsa

«Histologi»-leddet.

For kvantifisering av infarktstarrelse i rottehjerter, og for senere analysering av forskjeller
mellom de tre ulike randomiserte gruppene av rotter (MI-Sedat, MI-Trent, og Sham) med tre
rotter per gruppe, krevde prosessen flere preanalytiske trinn. Denne prosessen omhandler
hovedsakelig standardisering, som sammen med bildeanalysering representerer

optimalisering. Den preanalytiske prosessen hadde flere trinn, som beskrevet under 2.1.

2.1Preparering av vev
Kutting av hjertet

Alle hjertene ble veid pa analysevekt, og deretter lagt pa millimeter-ark for bildetaking. Dette
for & dokumentere rottehjertene, samt den makroskopiske sterrelsen pa Ml i forhold til friskt
vev. Protokoll for preparering av hjertetvev ble modifisert fra Valentin J, et. al (2016) (31).
Denne protokollen har flere trinn, der farste punktet forklarer handtering av hjertet etter uttak.
Hjertet ble lagt i tyrodelasning (fysiologisk lgsning). Dette ble utfart pa alle rottehjertene far

vevet ble levert til videre preparering.

Neste steg var kutting av hjertet for videre histologisk undersgkelse. Farst ble LA og RA
kuttet av ved hjelp av en pinsett og kirurgisksaks. Deretter ble hjertet lagt pa langs i en
akrylform (figur 5), med infarktomradet pekende oppover, og 2 mm fra apex ble kuttet av ved
hjelp av et knivblad. Apex og atriebitene ble hurtigfryst i flytende nitrogen far de ble lagt
videre i -80 °C fryser for oppbevaring til senere undersgkelser. Deretter ble akrylformen med
hjertet fryst i -20 °C i 40-45 minutter. Nar hjertet legges til frys i akrylformen opprettholder
den hjertets naturlige form uten at hjertet far en flat side. Akrylformen tillater knivblad &

trenge igjennom med 1 mm lengdes mellomrom for hvert knivblad.

Etter frysing ble rottehjertet kuttet i 3 mm deler slik at flere sjikt i hele hjertet ble analysert
senere for infarktstgrrelse (figur 5). Delene ble lgftet med en pinsett, og lagt i kassetter med
basesiden ned. Dette for standardisering av metoden, der alle histologiske snitt senere viser
samme omrader i hvert hjerte. Det ble da endt opp med 4-6 hjertedeler for hvert rottehjerte,

avhengig av hjertets starrelse. Alle kassettene ble merket med ID, dato og nummer fra 1-6



avhengig av hvor mange kassetter det var. Nummer 1 representerte hjertedelen naermest apex,

og siste nummer for hjertedelen av hjertets base som vist i figur 6.

Nr. 4
Nr.3
Nr. 2

Nr.1

APEX

l

Figur 5: Studentbilde av akrylform med knivblad, under kutting
av et rottehjerte preparering av vev. Modifisert fra:

https://es.dreamstime.com/stock-de-ilustraci%C3%B3n-

Figur 6: Skisse over hvordan rottehjertet kuttes under

1%C3%ADnea-humana-trabajo-del-dibujo-del-
coraz%C3%B3n-image56626558

Kassettene ble lagt i formalin (ca. ei uke), og alt arbeid med formalin ble utfert i avtrekkskap.
Bruk av formalin er en kjemisk fikseringsmetode, og forbereder vevet til senere histologisk
farging ved at det biologiske materialet er bevart og vevet er mer mottakeliggjort for farge.

Etter fikseringsprosessen ble kassettene levert til fremfering og innstgping i parafin (32).

Fremfgaring og innstgping i parafin

Omtrent 20 kassetter av gangen ble levert til histologilaboratorium ved CMIC, og lagt i
fremfgrings-maskin (ThermoFisher Excelsior AS) over natt. Fremfgringsprosessen er
dehydrering av vevet, slik at det tilslutt kan impregneres med parafin. Dehydrering skjer ved
at vevet utsettes for stigende konsentrasjon av etanol, da det igjen er blandbart med

TissueClear (TC) som er et bindeledd mellom etanol og parafin (33).

Etter fremfaring ble vevet innstgpt i parafin ved hjelp av en innstgpningsovn (Leica EG1160).
Vevsbhiten ble lagt i flytende parafin og avkjelt slik at vevet ble innkapslet i parafin og klar til
videre behandling. Vevsbiten ble konsekvent stgpt inn med base-siden ned, pa samme mate

som de var blitt orientert i kassettene.
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Snitting

Parafinblokkene med hjertevevet var na klar for snitting ved hjelp av en mikrotom (Leica
RM2234). 1-6 vevsblokker per hjerte ble snittet av gangen, i riktig rekkefglge. Snittene ble
trimmet med 10um til hele vevsbiten ble med i snittet. Det ble snittet 4 um tykke snitt.
Objektglassene ble merket med ID, dato, fargemetode, Al eller B1 og initialer som i figur 7.
Hvert hjerte hadde to objektglass, A og B, der snittene var plassert i riktig rekkefglge. A star
for «Apex», da de snittene pa dette objektglasset er naermest apex, og B for «base» da snittene
her er neermest hjertets base. Objektglassene ble kalt A1, A2 osv. og B1, B2 osv. ettersom det
ble laget flere paralleller som en sikkerhet. Snittene ble lufttgrket over natt og oppbevart i
romtemperatur frem til de ble levert til Avdeling for Patologi ved St. Olavs Hospital etter
avtale, for spesialfarging med Massons Trichrome (Artisan Link instrument, vedlegg 2). Etter
farging ble snittene montert med dekkglass, ved bruk av monteringsmiddelet Tissue Mount.
Ved bildetaking i neste steg, var det ngdvendig a flytte dekkglasset inntil skrivefeltet av
tekniske arsaker ved bruk av instrumentet EVOS2. Etter dekkglasset ble forskjgvet, ble

snittene inkubert i varmeskap (60°C) i 10 min.

ID Al ID Bl
Dato Dato

Fargemetode MTC Fargemetode MTC
Initialer Initialer

n
B1-4

w

Figur 7: lllustrasjon av merking, og snitt-orientering pd objektglass. Bl
stjerne indikerer at infarktomrddet i hvert snitt (rgd ring) peker i samme
retning.

2.2 Bildetaking
Etter farging av snittene ble det tatt bilder av de. Her stod det mellom 2 ulike skanning-

instrumenter, Hamamatsu Nanozoomer S360 og EVOS2. Hamamatsu er en skanner som
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brukes hos St. Olavs hospital ved Avdeling for Patologi, den samme avdelingen som farget de
histologiske snittene i denne oppgaven, og EVOS2 er en skanner som kan lanes hos CMIC.
Etter mye uttesting ble det bestemt at Hamamatsu ikke egnet seg til denne oppgaven, da
filstarrelse og filtype var uegnet. Det ble derfor gatt videre med EVOS2, se vedlegg 3 for
utarbeidet fremgangsmate. Snittene ble skannet i lgpet av flere dager, og lagret pa ekstern
harddisk.

2.3 Bildeanalysering
Etter bildetaking ble infarktstarrelse pa snittene analysert ved hjelp av Fiji. Her ble ogsa 2

alternativer vurdert, ImageJ med distribusjonen Fiji og QuPath. Begge er dataprogrammer
som kunne nedlastes pa egen datamaskin. Det ble gjort utallige utpravinger for a finne det
programmet som egnet seg mest, og for denne oppgaven falt valget pa Fiji da QuPath ikke

klarte & apne filene.

Ettersom oppgaven gikk ut pa a optimalisere en metode for & kvantifisere infarktstarrelse pa
rottehjerter, inkluderte det malinger som areal, tykkelse og epikardial og endokardial lengde
av MI. For malinger som kun gikk pa areal av M1 ble det utarbeidet to ulike metoder, hvor de
resterende lengdemalingene som er nevnt over kun ble gjort pa én mate. Se underkapittel
3.1.1.

Color Threshold-metoden setter en terskel pa lysstyrke for a differensiere friskt vev og
infarktvev, mens Polygon Selections-metoden benytter punktmarkeringer. Color Threshold
ble benyttet pa alle snittene fra MI-Sedat og MI-Trent, og Polygon Selections ble kun benyttet
pa snitt nr. 3, altsa de snittene som kom fra kutt nr. 3, hos begge MI-gruppene, se figur 6. Hos
Sham-gruppen ble det kun gjort malinger pa LV frivegg-tykkelse.

Far analyseringen matte RV bli beskaret bort fra alle bildene, da det ikke skulle veere med i
analyseringen. Dette ble utfgrt av en og samme person. Videre ble det farste hjertet (MI-Sedat
1) analysert av to personer. De resterende 8 rottehjertene ble analysert av begge personene
med 4 hjerter hver. Alle malingene ble lagret i et regneark i Excel for videre bearbeidelse av
resultatene. |1 Color Threshold-metoden er LV-arealet hele snittet (etter RV ble beskaret),
inkludert infarktomradet. | Polygon Selections er total LV hele snittet (etter RV ble beskaret),

inkludert infarktomrade og lumen.
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3. Resultater

Hensikten med oppgaven var a optimalisere en metode for kvantifisering av infarktstgrrelse i
rottehjerter. Dette ble gjort ved a standardisere alle ledd i prosessen av metoden, fra og med
preparering av vev til bildetaking og bildeanalysering. Det ble utarbeid Fiji-protokoller, som

senere ble brukt til a kvantifisere infarktstgrrelse oppgitt som radata og grafer.

| protokoll 3.1.1 benyttes Color Threshold for kvantifisering av infarktstarrelse, mens i
protokoll 3.1.2 benyttes Polygon Selections. | tillegg til protokollene, er det oppnadd
resultater fra kvantifisering av infarktsterrelse hos MI-Trent og MI-Sedat. Protokollen for
bildetaking (EVOS?2) er lagt som vedlegg 3, da dette kun ble brukt til & na bildeanalyserings-
leddet, og ikke er et optimalisert resultat av metoden.

3.1Fiji
Under bildeanalysering ble protokoller for to metoder utarbeidet og testet i Fiji-programmet;
Color Threshold og Polygon Selections. Dette ble ansett som et ngdvendig steg i

optimalisering av metoden, da det var gnsket a finne ut hvilken metode som var best egnet.

3.1.1 Protokoll: Color Threshold
Protokoll for kvantifisering av infarktstgrrelse ved hjelp av Fiji; Color Threshold metode.

Forutsetningen for & bruke denne metoden, er at bildene er tatt ved hjelp av instrumentet
EVOS2 med 10x objektiv. Se vedlegg 3.

For & kunne benytte programmet optimalt har det blitt laget en Fiji-makro som klargjar
bildedataene (34). Makroen kalibrerer pikselstarrelsen i um og skalerer ned bildefilene uten at
de fysiske dimensjonene forandres. Makroen setter altsa scalebar korrekt (pikselstgrrelsen) og

skalerer bildene til 20% (0.2) av originalen.

For & kunne gjare dette ma det lages to fil-mapper (kalt for eksempel: EVOS2 Input og
EVOS2 Output). De originale TIFF-filene overfares til input-mappen far programmet apnes.

1. Apne programmet ImageJ (Fiji)

2. Velg “Process” fra hovedmenyen — “Batch” — “Macro”. Det vil nd komme opp et
nytt vindu, kalt “Batch Process”. Trykk pa “Input” og velg EVOS2 input-mappen som
ble opprettet tidligere. Repeter prosessen for output; trykk pa “Output” og velg
EVOS2 Output-mappen. Kopier makro-beskrivelsen under, og lim den inn i “Batch
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Process”-tekstfeltet. Trykk deretter “Process”. De komprimerte bildene ligger na i

Output-mappen, og er Klare til analysering.

//Scales a stitched image from EVOS 2 where 10x objective and brightfield (color
camera) was used.
/IBjernar Sporsheim, CMIC, 05.04.2019

run("Set Scale...", "distance=703 known=500 pixel=1 unit=pum");

run("Scale...”, "x=0.2 y=0.2 interpolation=Bilinear average create");

3. Dra bildet du skal bruke fra Output-mappen over til Fiji. Et nytt vindu av bildet vil
komme opp. Skisser rundt hele LV ved hjelp av “Polygon Selections” fra
verktgylinjen, som vist i figur 8. Velg “Edit” fra hovedmenyen — “Clear Outside”.
Hele bildet utenom LV vil bli svart. Velg deretter “Flood Fill Tool” fra verktaylinjen,
som vist i figur 9, og trykk pa det svarte omradet pa bildet. Hele bakgrunnen vil na bli
hvit, og bildet kan benyttes til neste punkt. Dette for at ikke andre elementer enn LV

skal tas med i analyseringen.

Figur 8: LV i rottehjerte markert ved hjelp av polygon selections
(gul linje), for & klippe ut RV som utelukkes til videre analysering.
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B (Fiilsusimage) &= = |

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojo||o| 4[N Al| )| 0|0 ofsufw] 7| /8 |~

Flood Fill Toal Click here to search

Figur 9: Bilde av verktaylinjen i Fiji, med «Flood Fill Tool» valgt til hayre.

4. Velg “Image” fra hovedmenyen — “Adjust” — “Color Threshold”. Et nytt vindu vil
komme opp, med tre felt kalt “Hue”, “Saturation” og “Brightness”. Se figur 10. Den
overste rullegardinen under “Brightness” dras helt til venstre (0), og den nederste
rullegardinen nesten helt til hgyre (eksempelvis 254). Hele hjertet er na markert og
farget redt. Trykk “Select”, slik at hjertets omriss markeres med en gul linje. Velg
“Analyze” fra hovedmenyen — “Measure”, og et nytt vindu vil da komme opp, se
figur 11. Arealet av hele det markerte omradet i hjerte vil da oppgis i pm?.

Obs! Verdien pa «Brightness» (254) kan variere noe fra hjerte til hjerte.

Results

|Area [Mean  |Min [Max |

oraee | 1 46939212.459 143393 6 253

D

| »|=ss

T

Saturation Figur 11: «Results» fanen i Fiji, med arealmaling oppgitt i pm2.

¥ Pass

Kl »lo
« | »]2ss
Brightness
¥ Pass
4] | »|=07
« Lo ]2ss
Thresholding method: |Default vI I
Threshold color:  |Red vl

Color space: IHSB vl

[+ Dark background

Original | Filtered Select Sample I

Stack Macro Help

Figur 10: Color Threshold fanen i Fiji, med de tre feltene «Hue»,
«Saturation», og «Brightness».
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5. Gdé tilbake til “Color Threshold”, og sett den gverste rullegardinen under “Hue” pé
130, og den nederste rullegardinen pa 190 som vist i figur 12. Dette for & fa med alle
nyanser av bla. Sett “Threshold color” til “Black”, dette for at det skal bli lettere a
skille det markerte omradet fra det friske, rade vevet. Juster deretter den gverste
rullegardinen under “Saturation” til hele infarktomrédet er markert svart. Ved & trykke

pa “Original” eller “Filtered” kan du skifte mellom det opprinnelige bildet og det

markerte omradet. Dette for & lettere kunne se om alt det nekrotiske vevet er markert.

Trykk deretter “Analyze” fra hovedmenyen — “Measure” for 4 f& opp arealet av

infarktomradet.

Obs! «Brightness» verdiene under punkt 4 skal ikke endres pa, innad i ett snitt.

11642.96x11870.55 Aum (3274x3338); RGB; 42MB =
o

O OfE @] A «J: 8 Ala |00 wsufur o] 4] o) l>>I
Fiji Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52i; Java 1.8.0_202 [64-bit]; Click here to search

Saturation
Pass

0

255
Brightness

160

255

Thresholding method:  Default B

Threshold color:  Black
Color space: HSB B
Dark background

Original Filtered Select Sample

Stack Macro Help

Figur 12: Skjermbilde av fanen «Threshold Color», der rullegardinene under «Huex-feltet er valgt til 130 og 190, slik at
infarktsomradet pa snittet er markert svart.

Resultatverdiene av arealet for LV og MI-omradet kan benyttes til videre beregning av

infarktstarrelse (%), ved bruk av formel 1.

Ml,omrade (areal)
LV (areal)

Infarktstgrrelse (%) = * 100 (Formel 1)
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6. For lengdemalinger, benyttes «Straight, *segmented* or freehand lines, or arrows»
ved a hagyreklikke pa den fra verktaylinjen for & velge «Segmented Lines». Se figur
13. Marker sa epikardial-lengde ved a klikke langs ytre omriss av infarktet, og avslutt
med hgyreklikk som i figur 14. Trykk deretter “Analyze” fra hovedmenyen —
“Measure” for & fa opp lengdemalinger. Repeter dette for endokardial-lengdemaling
av infarktet i snittet, som vist i figur 15. For maling av MI-tykkelse og eventuelt
friveggtykkelse, benyttes samme teknikk ved a klikke pa startpunktet, og avslutt med

hayreklikk etter en rett linje, som illustrert i figur 16. Flere paralleller kan tas

enkeltvis.

et image) S I - =

File Edit Image_Process Analyze Plugins Window Help
Qo|x|ofi 4[N A% |@|0] mjsjur o) s|a] |»

Straight, *segmented® or freehand lines, or arrows (right click to switch)  Click here to search

Figur 13: Bilde av verktaylinjen i Fiji, der «Straight, *Segmented* or freehand lines, or arrows» er valgt femte rute fra
venstre.

Figur 14: Epikardial-lengde av Ml i rottehjerte Figur 15: Endokardial-lengde av Ml i
snitt er markert (gul linje med ruter langs) i Fiji. rottehjertesnitt er markert (gul linje med ruter
langs) i Fiji.
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Figur 16: lllustrasjon av parallelimdlinger av Mli-tykkelse i rottehjertesnitt.

3.1.2 Protokoll: Polygon Selections
Kvantifisering av Infarktstarrelse ved hjelp av Fiji; Polygon Selections metode.

Forutsetning for & bruke denne metoden, er at de mikroskopiske bildene er tatt med EVOS2-

instrumentet med 10x objektiv. Se vedlegg 3.

For & kunne benytte programmet optimalt, har det blitt laget en Fiji-makro som klargjer
bildedataene (34). Makroen kalibrerer pikselstarrelsen i um og skalerer ned bildefilene uten at
de fysiske dimensjonene forandres. Makroen setter altsa scalebar korrekt (pikselstgrrelsen) og

skalerer bildene til 20% (0.2) av originalen.

For & kunne gjare dette ma det lages to fil-mapper (kalt feks: EVOS2 Input og EVOS2

Output). De originale TIFF-filene overfares til input-mappen far programmet apnes.

1. Apne programmet ImageJ (Fiji)

2. Velg “Process” fra hovedmenyen — “Batch” — “Macro”. Det vil nd komme opp et
nytt vindu, kalt “Batch Process”. Trykk pa “Input” og velg EVOS2 input-mappen som
ble opprettet tidligere. Repeter prosessen for output; trykk pd “Output” og velg
EVOS2 Output-mappen. Kopier makro-beskrivelsen under, og lim den inn i “Batch
Process”-tekstfeltet. Trykk deretter “Process”. De komprimerte bildene ligger né i

Output-mappen, og er Klare til analysering.
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//Scales a stitched image from EVOS 2 where 10x objective and brightfield (color
camera) was used.

/[Bjgrnar Sporsheim, CMIC, 05.04.2019

run("Set Scale..."”, "distance=703 known=500 pixel=1 unit=pm");

run("Scale...”, "x=0.2 y=0.2 interpolation=Bilinear average create");

3. Dra bildet du skal bruke fra Output-mappen over til Fiji. Et nytt vindu av bildet vil
komme opp. Skisser rundt hele LV ved hjelp av “Polygon Selections” fra
verktgylinjen, som vist i figur 8. Velg “Edit” fra hovedmenyen — “Clear Outside”.
Hele bildet utenom LV vil bli svart. Velg deretter “Flood Fill Tool” fra verktaylinjen
som vist i figur 9, og trykk pa det svarte omradet pa bildet. Hele bakgrunnen vil na bli
hvit, og bildet kan benyttes til neste punkt. Dette for at ikke andre elementer enn LV
skal tas med i analyseringen.

4. Videre brukes “Polygon Selections” fra verkteylinjen, for & lage omriss rundt de
omradene en gnsker & male. Det innebeerer hele LV, lumen og infarktomradet.
Malingene ma gjares hver for seg, som falgende: Skisser rundt gnsket omradet ved
hjelp av “Polygon Selections” fra verkteylinjen, se figur 17. Velg “Analyze” fra
hovedmenyen — “Measure”, og et nytt vindu vil da komme opp, se figur 11. Arealet
av hele det markerte omradet i hjerte vil da oppgis i um?2.

Obs! For a fa riktig areal for LV, ma arealet av lumen trekkes fra det totale LV arealet.

QJOf& |~ 42|\ |Ala|o|0) wtmlw‘{lfﬂl/l&\ =

.Fuu Is Just) Image) 2.0.0-rc-69/1.52i; Java 1.8.0_202 [64-bit];

11642.96x1187b.55 Aum (3274x3338): RGB; 42MB

Figur 17: Infarktomrddet i hjertesnitt markert ved hjelp av
«Polygon Selections».
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Resultatverdiene av arealet for LV som ble beregnet, og M1 omradet kan benyttes til videre

beregning av infarktsterrelse (%), ved bruk av formel 1.

3.2 Kvantifisering av infarktsterrelse

Tabell 1: Mdlinger av LV-areal, Mi-areal og gjennomsnittlig infarktareal av MI-Sedat og MI-Trente rottehjerter ved bruk av
Color Threshold i Fiji. (Sed=MI-Sedat, Trent=MI-Trent)

Sed 1A1-1
Sed 1 A1-2
Sed 1 A1-3
Sed 1 B1-4
Sed 1.1 A1-1
Sed 1.1 A1-2
Sed 1.1 A1-3
Sed 1.1 B1-4
Sed 2 A1-1
Sed 2 A1-2
Sed 2 A1-3
Sed 3 A2-1
Sed 3 A2-2
Sed 3 A2-3
Sed 3 B1-4
Trent 1 Al-1
Trent 1 A2-2
Trent 1 Al1-3
Trent 2 Al1-1
Trent 2 nr 2
Trent 2 A1-3
Trent 3 Al-1
Trent 3 Al-2
Trent 3 nr.3
Trent 3 B1-4

26514465,54
12524546,80
52518962,12
50130890,98
26138233,02
12338453,97
52518962,12
50014239,93
36815345,33
11436697,33
45021779,75
31903468,47
49877139,53
46876119,21
44535055,01
39323735,00
57409023,81
50047019,58
33599018,84
43816899,83
60158834,62
34445902,44
8481027,26
12783065,97
16297735,37

13010866,86
2716942,63
6656710,52
2134180,58

12927261,04
2684681,48
6656710,52
2100844,48
8973898,19
2890616,62
3288474,61
6382674,13
8613081,71
7494286,32
1558449,97
8544588,42
8610552,42
4729805,61

13980636,23

15248457,64
4564301,24
8710611,30
1790575,95
5165691,54
2290111,57

49,07
21,69
12,67
4,26
49,46
21,76
12,67
4,20
24,38
25,27
7,30
20,01
17,27
15,99
3,50
21,73
15,00
9,45
41,61
34,80
7,59
25,29
21,11
40,41
14,05
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Tabell 2: Innhentede EF-verdier og beregnet gjennomsnittlig infarktstgrrelse per rottehjerte. (Sed=MI-Sedat, Trent=M|-
Trent).

Gjennomsnittlig infarktstgrrelse per hjerte
EF (%) (%)

Sed 1 24.87 21,92
Sed 2 31.67 18,98
Sed 3 40.88 14,19
Trent 1 24.88 15,39
Trent 2 31.56 28,00
Trent 3 17.19 25,22

Tabell 3: Mdlinger av endokardial og epikardial lengde, infarkttykkelse-paralleller av MI-Sedat og MI-Trente rottehjerter og
beregnet gjennomsnittlig infarkttykkelse. Utfgrt ved hjelp protokollen Color Threshold (Sed=Mi-Sedat, Trent=MI-Trent).

1D | Endolengde (um) | Epilengde(um) | 1| 2 | 3 | Gjennomsnitt |

Sed 1A1-1 18524,43 14479,42 467,96 832,42 1283,07 861,15
Sed 1 A1-2 5554,89 5068,00 334,83 553,64 834,61 574,36
Sed 1 A1-3 1376,54 6632,64 336,23 1232,18  2825,04 1464,48
Sed 1 B1-4 X X X X X X
Sed 1.1 A1-1 17992,23 14488,33 512,34 764,87 1347,42 874,87
Sed 1.1 A1-2 5168,73 4949,92 319,68 523,20 840,38 561,09
Sed 1.1 A1-3 1375,79 6406,42 331,93 1165,95 2907,92 1468,60
Sed 1.1 B1-4 X 7357,84 127,23 708,67 1207,10 681,00
Sed 2 Al1-1 14992,25 11312,52 526,51 821,84 1162,78 837,04
Sed 2 A1-2 4835,13 4649,25 471,46 501,36 788,83 587,22
Sed 2 A1-3 X 3416,49 X X X X
Sed 3 A2-1 9911,23 8301,74 252,06 750,89 1287,64 763,53
Sed 3 A2-2 12700,97 10455,90 428,28 1743,16  3028,40 1733,28
Sed 3 A2-3 3939,71 8178,42 1113,26  1653,62  2982,76 1916,55
Sed 3 B1-4 231,13 2886,57 105,01 278,20 722,60 368,60
Trent 1 A1-1 9471,77 8814,14 603,51 1160,87 1891,95 1218,77
Trent 1 A2-2 7995,43 8978,46 900,47 1346,95 1979,30 1408,90
Trent 1 A1-3 1757,76 5805,96 473,71 694,69 976,96 715,12
Trent 2 A1-1 16401,48 16078,59 392,28 1093,83  1789,52 1091,88
Trent 2 nr 2 10824,31 14846,28 746,50 1059,36  1412,93 1072,93
Trent 2 A1-3 X X X X X X
Trent 3 A1-1 28845,97 15648,96 433,86 1030,88  1494,55 986,43
Trent 3 A1-2 10557,21 4609,52 192,50 599,51 987,57 593,19
Trent 3 nr.3 7987,90 5345,46 108,16 533,43 999,61 547,07
Trent 3 B1-4 2029,60 4994,45 71,57 394,34 962,42 476,11
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Tabell 4: Parallelimdlinger av ventrikuleer frivegg-tykkelse fra Fiji med beregnet gjennomsnittstykkelse. Utfgrt ved hjelp av
protokoll for Color Threshold.

Sham 1 Al1-1 605,68 998,78 1480,47 1028,31
Sham 1 Al1-2 820,65 1446,29 1935,98 1400,97
Sham 1 A1-3 935,01 1422,16 1916,37 1424,51
Sham 1 B1-4 2092,02 2839,84 3736,98 2889,61
Sham 2 Al1-1 1408,25 2793,94 3343,67 2515,29
Sham 2 A1-2 1620,08 3499,87 4047,82 3055,92
Sham 2 A1-3 2613,69 3063,35 3484,23 3053,75
Sham 3 Al1-1 799,79 1793,97 2844,33 1812,69
Sham 3 A2-2 1067,07 2511,08 4008,49 2528,88
Sham 3 A2-3 1432,13 2089,84 2625,25 2049,07

Tabell 5: Arealmdlinger av total LV, lumen og Ml avskrevet fra Fiji, og beregnet infarktstgrrelse per snitt. Utfart ved hjelp av
Polygon Selections. (Sed=MlI-Sedat, Trent=MI-Trent).

“ Total LV-areal (um?) | Lumen-areal (um?) Mi-areal (um?) Infarktstgrrelse per snitt (%)

Sed 1 Al1-1 37931699,95 11244243,33 15702731,54 58,84
Sed 1 A1-2 17364300,83 4793935,87 3515061,44 27,96
Sed 1 A1-3 68111087,62 9834553,80 8490297,12 14,57
Sed 1 B1-4 60092567,11 6917708,40 2286052,06 4,30
Sed 1.1 Al1-1 38164521,49 11328114,73 15967187,47 59,50
Sed 1.1 A1-2 17260043,32 4803129,85 3361368,87 26,98
Sed 1.1 A1-3 68282169,08 9818126,04 7966062,94 13,63
Sed 1.1 B1-4 60666628,39 6414239,72 1038755,87 1,91
Sed 2 A1-3 55900059,49 8384117,35 3157153,65 6,64
Sed 3 A2-3 63830573,20 10816451,14 8823759,28 16,64
Trent 1 A1-3 64799925,23 7654517,12 6031127,52 10,55
Trent 2 A1-3 70506784,58 4955380,72 5524674,28 8,43
Trent3 nr3 14224346,38 4038233,32 28,39

3.2.1 Bearbeidelse av radata

Tabell 1 viser verdier for LV- og infarktareal malt med Color Threshold i Fiji. Dette ble gjort

for hvert snitt for a beregne infarktstarrelsen i prosent. Arealet av infarktet per histologiske

snitt er illustrert i figur 18, som gir informasjon om hvordan infarktet brer seg utover i hjertet.
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Figur 18: Graf som viser infarktstgrrelse per histologiske snitt fra de 6 Ml-induserte rottehjertene. A viser histologisk snitt 1
av Sed 1 og B viser histologisk snitt 3 av samme hjerte. (Sed=Ml-Sedat, Trent=MlI-Trent.

Gjennomsnittlig infarktstarrelse ble benyttet til & studere korrelasjon mellom infarktsterrelse
estimert ved hjelp av histologi og EF som ble benyttet til 2 bedgmme infarktstgrrelse in vivo,
se tabell 2. Denne korrelasjonen ble gjort for & se om bedgmmelse av infarktstarrelse in vivo
stemmer overens med estimat ex vivo, altsa Color Threshold. Korrelasjon mellom

gjennomsnittlig infarktstarrelse og EF-verdier i de 6 MI-induserte hjertene er illustrert i figur

19.

Infarktsterrlese (%)

1z T T T T T 1
15 20 25 30 35 40 45
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Figur 19: Graf over korrelasjon mellom gjennomsnittlig infarktstgrrelse per hjerte og de respektive EF-verdier.
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Det ble gjort lengdemalinger av infarktomrade per snitt i MI-induserte rottehjerter (3.1.1.).
Lengdemalinger ble utfert for & fa informasjon om utseende pa infarktet, og forstaelse av
hvordan infarktet ligger i vevet, se tabell 3. Frivegg-tykkelse ble malt i alle snitt for alle
grupper (MI-Sed og MI-Trent tabell 3, Sham tabell 4). Figur 20 viser frivegg-tykkelse i de 3
gruppene og en kan tydelig se at friveggen er tykkest hos Sham. Dette stemmer med teori som
tidligere har vist at hjerteveggen blir tynnere etter infarkt (18). For Sham-hjerter, altsa hjerter
uten MI, ble frivegg-tykkelsen malt per snitt og er fert opp i tabell 4.
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Figur 20: Graf over fri-veggtykkelse i Sham-hjerter, og infarkttykkelse i MI-induserte hjerter, med histologiske snitt til hgyre.
(Sed=Ml-Sedat, Trent=MlI-Trent).

Ved hjelp av Polygon Selections i (3.1.2) ble arealmalinger av total LV, lumen og Ml utfart.
Disse malingene ble gjort for & beregne infarktstgrrelse per snitt, som fart opp i tabell 5. For
sammenligning mellom metodene i Fiji, samt a se forskjell mellom to personer som utferer

samme metode, se figur 21. Det ble funnet at Polygon Selections gir et jevnt hgyere resultat

enn infarktstgrrelser malt med Color Threshold, i ett hjerte.
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Figur 21: Graf som sammenlikner infarktstgrrelse mdlt av to personer,
utfart ved bruk av begge metodene.
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4,  Diskusjon

4.1 Fiji-protokoller
For & kunne bruke Fiji til & optimalisere kvantifisering av infarktstarrelse i rottehjerter, ble det
utarbeidet to protokoller som deretter ble testet gjentatte ganger. Far standardisering av Color
Threshold var det ngdvendig a utfare en rekke tiltak, slik at en i det hele tatt kunne analysere
bildene. Det ble laget en Fiji-makro som klargjorde bildedataene ved at pikselstarrelsen ble
kalibrert i pm og bildefilene ble skalert ned uten at de fysiske dimensjonene ble forandret.
Opprinnelig benytter applikasjonen seg av piksler eller tommer for malinger, noe som var
ugunstig for denne oppgaven. Skalering var ngdvendig fordi de originale filene var sa store at

datamaskinene ikke klarte a handtere de.

Standardisering av Color Threshold begynte med at én person klippet ut RV pa alle bildene og
sikret like betingelser hver gang. Videre ble det bestemt & ha en fastsatt verdi pa “Brightness”
bade ved maling av LV-areal (hele snittet) og infarktareal innad i samme snitt, ogsa dette for &
sikre like betingelser. “Brightness” justerer hvor mye av hjertet som markeres, eksempelvis
dersom LV-areal markeres mer enn infarktareal vil dette gi en falsk for lav beregnet
infarktstarrelse senere, og derfor er det viktig at den sammen verdien blir brukt innad i ett

snitt.

Color Threshold brukes pa grunn av muligheten til & gjgre malinger basert pa farge. Snittene
ble farget slik at det friske vevet ble radfarget, mens infarktomradet med kollagene fibre ble
farget blatt. Dermed var det mulig a differensiere disse omradene i Fiji, siden applikasjonen
innstilles til & markere omrader med ulike farger. Ved maling av LV-areal ble hele
fargeskalaen tatt i bruk slik at hele snittet ble markert. For maling av infarktomradet derimot,
matte kun blatoner velges fra fargeskalaen. For & markere de samme nyansene av bla ved hver

analysering, ble det fastsatt to verdier.

| motsetning til resten av protokollen ble lengdemalingene gjort manuelt og subjektivt, da det
ikke var en automatisert mate a utfere det pa. Lengdemalingene kunne dermed ikke
standardiseres, da det var opp til analytiker & markere gnsket omrade til maling.

For a kunne starte bildeanalyseringen ved bruk av Polygon Selections, var det ogsa her

ngdvendig a innfare en makro for a nedskalere bildene og kalibrere applikasjonen for a fa

26



malingene ut i riktig enhet, og deretter standardisere metoden ved a klippe ut RV. Dette er
felles for begge metodene i Fiji. Utenom dette har ikke Polygon Selections noen parametere
med fastsatte verdier som kan sikre en mer objektiv metode.

4.2 Bruk av Fiji til malinger
Funnene i tabell 1 viser Color Threshold-verdier av LV-areal, Ml-areal og beregnet

gjennomsnittlig infarktareal i prosent for MI-Sedat og MI-Trente rottehjerter. Fra tabell 1 og
figur 18 kan en se at hos 5 av 6 MI-induserte rottehjerter ligger hovedtyngden av infarktet
neermest apex. Dette samsvarer med figur 4, som viser at det nekrotiserte vevet er lokalisert
under stinget som ble satt under infarktoperasjon. Dette gjelder ikke rottehjertet med ID Trent
3, noe som kan skyldes av at stinget ble satt for hgyt opp pa kranspulsaren mot basen. Siden
stinget farer til iskemi i det omkringliggende vevet, vil det i dette tilfellet fare til at
infarktomradet befinner seg lengre opp mot basen. En annen mulig arsak til at snitt nr. 3 har
den starste infarktstgrrelsen i forhold til de andre snittene i Trent 3, kan komme av feil
opplegging av vevsbiten under innstgping. Ved overfgring av vevsbiten fra kassett til form
kan den ha veert lagt med apex-siden ned i stedet for base-siden ned. Dette kunne i sa fall ha
fart til en falsk forhgyet malt infarktstarrelse, da det er forventet at det skadde omrade blir

mindre desto nermere en kommer basen.

For a studere korrelasjon mellom ekkokardiografisk EF og histologisk infarktstarrelse, ble det
laget et korrelasjonsdiagram. Resultatet fra tabell 2 og figur 19 gir indikasjon pd om det er
samsvar mellom innhentede EF-verdier og malte verdier pa Mi-stgrrelse fra Fiji ved bruk av
Color Threshold. En trend kan ses ut ifra figur 19, der 4 av 6 rottehjerter er ganske lineare.
De 4 lineere verdiene indikerer god korrelasjon mellom infarktstarrelse og EF verdier og
antyder at ekkokardiografi pa rotter har vert en god mate a bedgmme infarktstarrelse.
Trenden tyder pa at jo lavere EF, desto starre infarktstgrrelse. De to avvikende rottehjertene
farer til en helhetlig darligere korrelasjon mellom alle punktene, da de ligger spredt fra de
punktene som ligger lineaert. Det helhetlige resultatet kan da ikke kommenteres som forventet.
For 4 sikkert kunne si noe om korrelasjonen mellom EF-verdiene og infarktstarrelsen i
rottehjertene, burde flere rottehjerter analyseres for a ha et starre statistisk grunnlag. Mulige
arsaker til observerte «Outliers» i figur 19 kan skyldes at ekkokardiografiske bilder kan veere
utydelig pa enkelte MI-rotter og gi ungyaktige EF-malinger, eller ungyaktighet under

bildeanalyseringen av histologiske snitt.
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For & beskrive infarktet ble lengde- og tykkelsemalinger gjort. Selv om lengdemalingene ikke
er direkte kvantifisering av infarktstgrrelse, viser det at tyngden av infarkt ligger neermest
apex, basert pa figur 4 og det oppnadde resultatet fra tabell 1. Dette ses i tabell 3, hvor
lengden pa infarktet epikardialt og endokardialt blir jevnt kortere desto n&ermere en kommer
basen. Lengdemalingene forteller noe om hvordan infarktet er utformet i myokard. Et
eksempel er MI-sedat 2, snitt A1-3 i tabell 3, som kun viser maling av epikardial lengde, da
infarktet ikke var transmuralt, og hadde friskt vev endokardialt.

Det ble gjort en sammenligning av veggtykkelse mellom MI-induserte- og Sham-rottehjerter.
Det er tykkere frivegg hos Sham-rottehjerter i forhold til frivegg hos MI-rottehjerter, veggen
blir altsa tynnere der infarktet sitter (tabell 4 og figur 20). Dette stemmer med teorien som ble
nevnt innledningsvis, om at hjerter som hadde utviklet hjertesvikt pa grunn av M1 hadde

tynnere, svakere og dilatert LV (18).

Siden det er to ulike metoder (3.1.1 og 3.1.2) i Fiji var det interessant & se hvilken av de som
var best egnet. Tabell 5 viser Polygon Selections-malingene av infarktstarrelse, og ut ifra
figur 21 kan en se at metoden gir et hgyere maleresultat av Ml-areal i forhold til Color
Threshold. Dette kan komme av at Polygon Selections er basert pa gyemal, og er dermed en
mer subjektiv maling av infarktstarrelse. Ved manuell markering av ulike areal er det stagrre
mulighet for & markere hvit bakgrunn og eventuelt friskt radt vev ved infarktarealmalinger.
Dette forarsakes av at bildene inneholder sa mange detaljer som er uungaelig a ekskludere,
noe som gir darligere ngyaktighet. Dette statter tidligere pastand om Color Threshold-
metodens objektivitet i forhold til Polygon Selections. Pa figur 21 kan en ogsa se at de
individuelle forskjellene mellom analytikerne er stgrre ved bruk av Polygon Selections
sammenlignet med Color Threshold. Dette er kun basert pa ett hjerte, og for a sikkert kunne si
at det er en signifikant forskjell, si ma det gjares statistikk basert pa flere analyserte

rottehjerter.
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5.  Konklusjon

Ut ifra resultater oppnadd ved optimalisering av kvantifisering av infarktstarrelse i
rottehjerter, har en fatt en indikasjon pa at protokoll for Color Threshold-metoden er mer
standardisert og objektiv i forhold til protokoll for Polygon Selections-metoden. Color
Threshold ble derfor ansett som best egnet metode. Color Threshold har noen fastsatte
parametre og verdier, med kun en innstilling som er justerbar. Metodens egnethet kommer
ogsa frem i figur 21, der det er mindre differanse mellom malinger utfert av to ulike personer
ved bruk av Color Threshold. Likevel kan det ikke konkluderes med forskjell i metodene, da

begge metodene kun ble benyttet pa ett hjerte ved metodesammeligning.

Korrelasjon mellom ekkokardiografiske EF-verdier og histologiske infarktstgrrelsesmalinger i
rottehjerter kan midlertidig ikke fastslas, da en kun har data fra 6 hjerter (fa malepunkter).
Forslag til videre arbeid blir derfor a benytte Color Threshold til a analysere alle de resterende
rottehjertene i prosjektet “Kan trening forebygge eller redusere MI-induserte arytmier?” hos
CERG. Dette for & oppna et bedre statistisk grunnlag og i tillegg en bedre

metodesammenligning.
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7.

Vedlegg
Vedlegg 1
Hurtig Masson Tnchrome
Hurtig Masson Trichrome
Forfatter: Gudrun Hovstein Erikstad Gyidig fra: 01.02.2010 Revisjon: 1.3
Godkjent av: Harald Aarset Ble utfaset: 04,01,.2013 ID: 4739

Det finnes uleste brukerkommentarer for dette dokumentet. G4 til brukerkommentarer,

Hensikt

Hurtig Masson Trichrome er en fargemelode for kollagene fibre. Den skiller mellom muskulatur og
bindevev.

Omfang

Prosedyren omfatier farging av histologiske snitt med Hurtig Masson Trichrome.

Arbeidsbeskrivelse

Ansvar

Prosedyren utferes av Bioingenigrer ved seksjon for biopsi og obduksjon, Avdeling for patologi og
medisinsk genetikk, St. Olavs Hospital.

Fiksering

Formalin eller Zenkers vaeske.

Snitt

3 pm.

Framgangsmate

. Snittene avparafineres og rehydreres.
Celestine blue i 5 min. Glasstav.

. Skylles i rennende vann.

Hematoxylini 5 min.

Skylles i lunkent rennende vanni 5 min.
Syrefuksin-Ponceau i 2 min. (20.sek. vis Zenker fiksert).
Skylles | varn.

1 % Wolframfosfosyre i 5 min. Glasstav. Sjekk | mikroskop. Kollagene fibre skal vaere helt
avfarget, muskulatur red.

9. Rett| Metyiblatti 4 min. Glasstav.

10. Skylles i 1% eddiksyre for a fieme overskudd av Methylblatt.
11. Dehydreres, kiares og monteres.

Resultat
Muskel: Red
Kollagen: Bla
Lesninger

Celestine blue
Celestine blue 0.25g
Jemalun 2.50g

® NN s WwN
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| RO-vann [50mL |

Kokes i 3 minutter, aui|mes of fikreraes, tilsott
|Glyrarol [7 mL g_|

Holdbar 2-3 ménadar.

Bruk reagens fra M3E {Lendmurn)

Hematoxylin
Se egen prosadyrs,

Syrefuksin-Ponceau

Syrefiksin 0,34
Ponceau 5 0.7g
P_(ﬂl_'ﬁ. Eddiksyre 1 ml
RO-vann S2mL
Metylblstt

bletyiblE3H {50
Kons. Eddiksyre 1mL
FC=vann 4% mL

Biuk reagens fra MSE.

1 % Woliramfosfosyre | RO-vann (100 mL)
Bruk reagens fra MSB.

1% eddlksyre | RO=vann {104 mL)

Reagenser
Syrefigsin (Fuchsinacid, Rubin &) s |C.Lnr 42685 _;
Foncau 5 & |CLnr 27186 |
Eddiksyra I |CHRCO0H (CoHyCa)
Metylblétt (hetod Bleu) s |GlLlor. 427B0
|Calesting blue s | CLon S16060
Jernalun {Ammonien jam| lsulfat- 5 |MH4Fe(SCye  12H0
12-hwdrat)
Glycernl {Glyceardn) 85 % aq |CaHgOn
Wolfranfozfosyre & | MHa[PaOqgkH0
Malframebphosphasailre,
Tungstephosphoric acid hydrate,
Phosphofungsic acid)

Grunnlagsinformasjon

Prinsipp
Det arflarg farslag vedrerende fargeprinsipp for tishrome fargene. Dan mast brukte ar at

ariorfargestoffene 1 denne fargameteden trenger [nni forskjelig vev pa grunniag av starmelse og fester
sed Hl pastii ladade maolakyer | vavat. Be for evig prosedye for MSE {Lendrom),

Kritiske punkt

Viktig ried rkiig fikaering, Woufreds farmalderydiasninger oo lesninger med glutaraldetyd m3
wwigds, da dette gir forskjellige kryesbindinger og dermead annen tellhel | vervel onn naytralbuirel
farmalin.

iy
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Hartig Masson Trchrome

Forandringer pa prosedyren
Det har veert problem med kjemefargen. Opprinmelig ble det brukt bare Celestime Blue, men med an

pafelgende farging med Hematoxylin ble resultatet bedre.
Det har vaert problern med Blafargen for bindevev. Tidigere ble brukt Anilinbta (0,5 % kesning | 2 %

Eddiksyre), og blafargen ble veldig blek. Forsek med Methwiblatt gav bedre resultat,

Livingstone, 5.125-131 ‘

Vedlegg

[ Kortlattel oppskift Hurtlg Masson Trichrome

3
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Vedlegg 2

Immunhistokjemisk lab
Avdeling for patologi og medisinsk genetikk
St Olavs Hospital Trondheim

Artisan Link Procedure Report
MASTRI
Conneclive Tissue Stain
Date modified Author
20.05.2010 16:21:49 Dako N
Dispense - Fluid Volume (ui) Time Heater  Mixes Aspirate Wasto
|_1|Nore o 0 on 0 ] Waster soluble
2 &w.mqu?w”“ s 1000 720 0 1 [w] Nene
ton
3| Bulk fluid - Wash soluton 2000 0o off 2 0 None
Bulk fuld Voluma  Asplrate ‘Wasto
1 Wash solution w0 @ Combined dye
2 Wash selution 00 @ Combined dye
4| Buk fluid - Wash soluton 3000 ¥0 42 1 0 None 7
Bulk Suld Volume  Aspirate Waste
1 Wash satution 2000 @ Combined dye
2 Wash solution 000 ©& Combined dye
5| Bulk fluid - Wash soluton 3000 »0 42 | (] None 1l
Dot fald Volume  Aspirate Waste
1 Wash solution 2000 B Combined dye
2 Wash solution 3000 Combired dye
6 |Reagent - Masson's (278) - 1000 0 oft ) () None v
7 |Reagent - Masson's (¥8) - 1000 360 o 2 (] None
Welguta 8 Bulk fisid Volume  Aspirate  Waste
1 Wash solution 2000 = Combioed dye
2 Wash solution 2000 Combinad dye
3 Wash solution 3000 (=] Combined dye
8 |Bulk fluid - Wash solution 3000 360 off [ (m} None
Bulk N Volume  Aspirate Waste
1 Wash solution 2000 (] Water sciuble
2 Wash solution 00 @ Water soluble
9| Reagent - Masson's (4/8) - Bebrich 1000 0 off 2 (m] None
10| Bulk fluid - Wash solution 1060 318 40 [} (m] None
Bulk Puld Volune  Aspirste Wase
1 Wash solution 200 @ Combined dye
2 Wash soiution 200 @ Combined dye
3 Wash solution wWo @ Combined dys
4 Wash solution 00 @ Combined dya
6 Wash selution W0 @ Combinad dyo
11| Reagent - Masson's (5 or 6/8) - 2000 750 %0 1 B  Combned dye
___PhosPhos Acs SN i
12| Bulk fluid - Wash solus 1500 [ off 0 (u] Mone
13 Reagent - Masson's (7/8) - Aniline 500 B40 35 4 (w] None -
ool Bulk fsid Volume  Aspirate viaste
1 Wash solution 2000 & Combined dye
2 Wash solution W0 @ Combined dye
3 Wash soltion 3000 =] Combired dye
:1'4‘“'0&'—\":’0 aston 1500 0 ON 0 0O Nome
15| Reagent - Masscn's (8/8) - Acatic 500 155 off 3 0 MNone
Acid Bulk fuid Volume  Aspirate Waste
1 Wash solution 2000 5 Combired dye
2 Wash solution 3000 =] Combined dye
3 Wash solution 3000 = Viater soluble
4 Wash solution 3000 [~ Water soluble
5 Wash solution 3000 = Viater soluble
Printed by: Baswre, Ll Version: 3.1.0.987
Printed on: 21.03.2019 13:34.07 Page 1
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Immunhistokjemisk lab
Avdeling for patologi 0g medisinsk genetikk
St Oiavs Hospital Trongheim

Artisan Link Procedure Report

MASTRI

Connective Tissue Stain

Date modified Author
2006 2010 16:21:49 Dako

Printed by: Basvre, Lk
Printed on: 21.03.2018 13:3407

Version: 3.1.0.987
Psge 2
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10.

11.

12.

Vedlegg 3
Fremgangsmate for EVOS2

Logg inn pa PC med samme brukernavn og passord som pa innsida

Sla pa instrumentet (bak pa hayre side)

Trykk inn pé programmet ”Auto 2”

Sett inn objektglasset i instrumentet, med skrivefelt til hgyre og preparatet vendt nedover.

Trykk pa capture og deretter vessel, velg slides.

Fra Holder, velg "Double slide — AMEP-VHO021”. Top slide og bottom slide — velg “slide

facing down, generic”. Trykk done.

Fra bildet som kommer opp pa skjermen, velg den posisjonen du har objektglasset i, i

instrumentet.

Velg 10x objektiv og Trans som light source.

Trykk pa tannhjulet (ved siden av light) for Brightness and camera settings, og velg mode

actual og camera color. Trykk deretter pa Light-knappen.

Juster falgende punkter (varierer litt for hvert preparat):

- Light: 2.2

- Exp:0.0253

- Gain:1

- Coarse (grovjustering): -56,9

- Fine (finjustering): -56,9

Trykk pa 2x objektiv for & fa et oversiktsbilde. IKKE juster light, exp, gain og coarse selv

om bildet blir utydelig pa 2x objektiv, for da vil bildet bli utydelig nar du bruker 10x

objektiv. «Capture» sa 2/3 av bildet, og capture deretter resten av bildet slik at du far opp

bildet av hele snittet. Deretter, velg Locations og velg hvilken form du vil bruke for &

markere bildet. Noen ganger er ellipse god & bruke, andre ganger er freeform god & bruke.

Dette kan variere. Marker sa omradet du vil ha bilde av. Fer pilen til "Bottom Slide Area”,

og trykk Set Z. Deretter done.

Ga deretter til fanen Automate.

- Trykk Review pa hardware, og velg 10x objektiv og trans pa channels. Trykk done.

- Trykk Review scan area. Trykk pa location, “bottom slide area” og add selected.
Kryss av for stiching. Trykk done.

- Trykk review image save settings. Trykk pa More options, og kryss av for Tiled

Images og huk av for formatet TIF. Color: pseudocolor. Pa displayed image-merged
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view: single field. Kryss av Tiled per location. Skriv inn pravelD pa prefix, og velg
location, altsa hvor du vil at de ferdigscannede bildene skal havne. Velg Done.
- Dersom du vil lagre protokollen du na har stilt inn, slik at du kan bruke den en annen

gang du skal analysere samme type bilder uten at du ma stille inn alt pa nytt, trykk
save.

- Trykk RUN.

Alle bildene som blir scannet vil na havne i den mappen du har valgt ut, og bildeanalysering
kan starte.
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