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ÚVOD
Kolagen je nejčastěji zastoupený protein v lidském těle. Vyskytuje se
např. v cévách, chrupavkách, šlachách, rohovkách, srdeční svalovině
(myokardu) nebo srdečních chlopních. Kolagenní vlákna chrání stěnu
cévy při vysokých tlacích nebo při velkých deformacích a za těchto pod-
mínek jsou hlavními nositeli zatížení. Bez zatížení jsou vlákna zvlněná
a je obtížné rozlišit mezi jejich vlnitostí a rozptylem. [1, 2]

Výpočtové modelování zdravých i patologických stavů tepen mů-
že pomoci při vyhodnocování rizika ruptury aortálního aneurysmatu
nebo správného načasování operativního zákroku. V nedávno publiko-
vané práci [2] je ukázána důležitost stanovení strukturních parametrů
kolagenních vláken v tepnách (počet rodin vláken, jejich hlavní smě-
ry, rozptyl kolem těchto směrů a vlnitost) a jejich nalezení na základě
analýzy mikrohistologických snímků. Pro zjištění těchto parametrů se
používají snímky ze světelné nebo fluorescenční mikroskopie a jejich
manuální nebo automatické vyhodnocení.

V první části práce je popis stěny tepny a rešerše metod pro de-
tekci orientace vláken, jejich rozptylu a vlnitosti. Druhá část práce
popisuje nově vytvořený automatický algoritmus pro detekci orientace
a rozptylu z mikrosnímků cév pod polarizovaným světlem a shrnutí
hyperelastických konstitutivních modelů. Algoritmus byl verifikován,
validován a použit pro vyhodnocení několika experimentů pro zjištění
vlivu různé velikosti biaxiální deformace na orientaci a rozptyl vláken.
Ty jsou popsané ve třetí části práce spolu s již vyhodnocenými struk-
turními parametry pro prasečí a lidskou aortu. Lidské aorty byly vy-
hodnocovány i pod laserovým skenovacím konfokálním mikroskopem
pro vyhodnocení vlnitosti kolagenních vláken a jejich globálních směrů,
jelikož většina metod včetně polarizované mikroskopie nám je schopna
dát pouze informace o lokálních směrech vláken. Tyto nové poznatky
o strukturních parametrech cévní stěny budou moci být použity jako
vstupy do konstitutivních modelů, které pomohou zlepšit biomechanic-
ké simulace.
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1 SOUČASNÝ STAV ŘEŠE-
NÉ PROBLEMATIKY

Tepny jsou cévy vedoucí okysličenou krev od srdce do jednotlivých
orgánů mající zpravidla trojvrstevnou strukturu. [3].

Tunica intima (TI) je vnitřní vrstva cév vystlána mnohostranný-
mi buňkami endotelu, které zajišťují kontrolovaný transport látek přes
cévní stěnu a hladký povrch pro proudění krve. Tunica media (TM) je
prostřední a zpravidla nejtlustší vrstva stěny tepen. Sestává z hladkých
svalových buněk, elastinových a kolagenních fibril, dobře tak odolává
obvodovému zatížení od krevního tlaku a je považována za hlavní nos-
nou vrstvu. Tunica adventitia (TA) je vnější vrstva cév a je tvořena
z fibroblastů, fibrocytů a tlustých svazků kolagenu. Kolagenní vlákna
jsou zvlněná a s rostoucím zatížením se narovnávají, zpevňují celou
stěnu cévy a zabraňují tak nadměrné deformaci nebo vzniku ruptury.
[4]

Příspěvkem této práce bude analýza struktury kolagenních vláken
ve stěně tepny pomocí světelné mikroskopie. Z prostudovaných studií
je evidentní, že každá vrstva cévy má trochu jiné vlastnosti (je neho-
mogenní) a jsou anizotropní, tzn. žádoucí použití strukturního konsti-
tutivního modelu materiálu.

Většina autorů se shoduje na obvodovém rozložení kolagenních vlá-
ken v TM [5–11]. U TA jsou výsledky už rozdílnější. Pro mozkové cévy
je určeno obvodové rozložení s mnoha směrovou sítí vláken na jejím
povrchu [5, 8, 12], pro břišní aortu byly určeny dvě rodiny vláken blí-
že k axiálnímu směru [9, 13, 14], nebo jedna diagonální rodina vláken
[11, 14], pro krční tepny jedna dominantní rodina v obvodovém směru
[10, 15], nebo čtyři rodiny vláken [16]. Zde se ale může jednat i o dvě
zvlněné rodiny vláken, jelikož měření probíhalo bez zatížení. O TI se
objevují také různorodé informace. Převažuje názor na dvě rodiny vlá-
ken uspořádaných blízko obvodovému směru [13, 17], studie [10] na
prasečích krčních tepnách uvádí jednu obvodovou skupinu vláken.

U většiny prací se jedná o vyhodnocené lokální směry vláken, pro-
tože to vychází z podstaty při vyhodnocování snímků z polarizační
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(PLM) nebo fluorescenční mikroskopie, a žádná z prací nediskutuje
vliv zvlnění vláken na jejich globální směr, který se oproti lokálním
směrů může významně lišit. Dalším problémem je nesprávné použití
bimodální distribuce, jelikož ji používají hlavní strukturně motivované
konstitutivní modely, aniž by bylo provedeno srovnání s unimodální
distribucí, která by mohla poskytnout srovnatelnou kvalitu přizpůso-
bení [10, 15, 18]. Dále nehomogenita tkáně v jednotlivých vrstvách je
často mylně vykládána a prezentována jako bimodální distribuce [17,
19]. Dále je v této době oblíbené použití manuální metody pomocí
PLM. Na její nedostatky upozorňuje až Schriefl a kol. [13], přitom ji
mnoho autorů dál používá. Shrnutí nevýhod manuální metody:

• časová náročnost,

• různá intenzita vláken může způsobit špatné vyhodnocení (např.
podhodnocení rozptylu vláken nebo určení více dominantních
směrů, než ve tkáni ve skutečnosti je),

• velká plocha vzorku a velký počet naměřených bodů může vést
k únavě operátora a tedy k nesprávnému zaznamenání úhlu, na-
opak malý počet analyzovaných bodů může vést k nesprávnému
vyhodnocení hlavních směrů vláken.

Existuje několik přístupů, jak zobrazit kolagenní vlákna v měkkých
tkáních, ale každý má určitá omezení. Například metoda Small An-
gle Light Scattering (SALS) [10], je přesná, ale velmi časově náročná.
Metody založené na fluorescenční mikroskopii, jako je konfokální lase-
rová skenovací mikroskopie (CLSM) [15, 16] nebo multifotonová mik-
roskopie [20], jsou přesné a rychlé, ale vyžadují drahé mikroskopické
vybavení a většinou složité barvení vzorku. Nesymetrická krystalická
trojšroubovicová struktura kolagenu umožňuje emitovat světlo druhé
harmonické generace (SHG) používané v multifotonové nebo konfokál-
ní mikroskopii. Tanaka a kol. použili polarizační mikroskopii se SHG
k zobrazení orientace kolagenu v lidské pokožce obličeje in vivo [21].
Tato metoda se ukázala jako zvláště vhodná pro pozorování a analýzu
orientace kolagenu v relativně jednoduchých tkáních, např. v kůži nebo
šlachách, ale není příliš vhodná pro složitější tkáně (cévní stěny).
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Z představených studií jde vidět, že fluorescenční mikroskopie je
vhodná metoda pro získání vlnitosti vláken. Studie získaly číselné zá-
znamy o vlnitosti ve formě parametru vlnitosti (přímosti) nebo ampli-
tudy zvlnění, podle dostupných informací se ale nikdo nezabýval, jak
ji lze odlišit od rozptylu samotných svazků vláken nebo zahrnout do
strukturního modelu materiálu [11, 20, 22], kromě přístupu Rezakhani-
hové a kol. [16], kde vyhodnotili zvlášť lokální a globální směry vláken
a jejich přímost.

2 CÍLE PRÁCE
1. Vyvinout automatizovaný algoritmus pro detekci směrů kolagen-

ních vláken pomocí polarizované mikroskopie a posoudit jeho
využitelnost pro určení strukturních parametrů vláken.

2. Srovnat další dostupné metody pro určování směrů kolagenních
vláken a vybrat z nich nejvhodnější pro další řešení.

3. Zvládnout odlišení vlnitosti a směrového rozptylu kolagenních
vláken na vybrané tkáni.

4. Pomocí výše uvedených metod určit strukturní konstitutivní pa-
rametry pro vybrané tkáně.
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3 ALGORITMUS
Původní algoritmus pro detekci orientace a rozptylu kolagenních vlá-
ken byl navržen, verifikován, validován a publikován Novákem a jeho
kolektivem v práci [23]. Jeho princip byl založen na sledování změny
intenzity světla jednotlivých pixelů třech otočených mikrosnímků pod
polarizovaným světlem. Závislost intenzity světla na rotaci vzorku se
chová podle funkce kosinus při kolmých filtrech a je periodická po 90◦.
Algoritmus tedy nebyl schopen vyhodnotit dva navzájem kolmé směry.
Studie Nováka a kol. [23] byla zároveň první, kde automatický algorit-
mus vycházel pouze ze snímků pod zkříženými (později vychýlenými)
polarizátory a nepotřeboval tak ke korektnímu vyhodnocení hlavních
směrů kolagenních vláken a jejich rozptylu žádné přídavné zařízení jako
jsou čtvrtvlnové destičky nebo univerzální kompenzátory [24–29].

Navržené řešení je pomocí snímků s vychýlenými polarizátory opro-
ti jejich původnímu kolmému nastavení. Vychýlení polarizátorů způso-
buje změnu v periodicitě průběhu intenzity světla ve sledovaném pixelu
vlákna z 90◦ na 180◦.

Vyhodnocovaná oblast na tkáni je nejprve snímkována po 30◦ (cel-
kem 6 snímků) s analyzátorem kolmým k polarizátoru; tato pozice po-
larizátorů odpovídá úhlu analyzátoru δ = 0◦. Algoritmus tyto snímky
orotuje zpět a sesadí na první snímek (pomocí fázové korelace obrazů)
a vyhodnotí intenzitu světla v každém pixelu. Orientace vlákna se rov-
ná úhlu vyhasnutí vlákna (minimu intenzity), ty jsou ale na kosinové
funkci dvě. Druhá sada 6 snímků s vychýlenými polarizátory (δ ̸= 0◦)
pomáhá v rozhodnutí, které ze dvou minim v rozsahu 180◦ je to správ-
né. Minimum nalevo od vzrostlého maxima je ono hledané minimum,
viz obr. 3.1. Detailní popis algoritmu, jeho validace i verifikace byly pu-
blikovány v časopise BioMed Research International v roce 2021 [30].

Druhá sada snímků měřených vychýlenými polarizátory slouží pou-
ze jako pomůcka, která umožňuje volit mezi dvěma vzájemně kolmými
orientacemi vláken určenými v prvním kroku. Nakonec, abychom získa-
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Obrázek 3.1: Verifikace algoritmu na třech různých místech ve vybrané oblasti vzor-
ku prasečí Achillovy šlachy. a) Mikrosnímek při δ = 0◦. b) Mikros-
nímek vyhodnocený navrhovaným algoritmem. c) Závislost intenzity
světla ve vybraných třech pixelech na úhlu natočení vzorku s vychý-
lenými polarizátory. Minimum nalevo hlavního maxima (oranžový
kroužek) označuje úhel vlákna. d) Histogram získaný pro všechny pi-
xely s interpolací pomocí von Misesovy distribuční funkce. Vodorovný
směr odpovídá 0◦.

li strukturní parametry potřebné pro konstitutivní modely, je výsledný
histogram (obrázek d) proložen von Misesovou distribuční funkcí [4]:

ϱ(φ) = e(b cos(2(φ−µ)))

πI0(b)
, (3.1)

kde b je parametr koncentrace, µ je střední úhel distribuce, φ je úhel
vlákna ve vyšetřovaném pixelu a I0(b) je Besselova funkce.
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4 EXPERIMENTY
PLM i většina uvedených metod poskytuje informace spíše o lokál-
ních směrech vláken (v každém pixelu, popř. v malé oblasti ROI), než
o globálních směrech potřebných pro konstitutivní modely. Některé
nedávné studie naznačují, že vztah mezi lokálními a globálními směry
by mohl být vyřešen analýzou rozložení směrů vláken pod zatížením,
čímž by se eliminovaly účinky vlnitosti [1, 9, 10, 13, 15, 20, 31, 32]. Pro-
to bylo provedeno hodnocení změn v distribuci orientace kolagenních
vláken ve stěně prasečí aorty při radiálním stlačení a dvouosém tahu
a porovnány různé aproximace získaných histogramů. K vyhodnocová-
ní byl použit univerzální trinokulární polarizační mikroskop s rotačním
stolem Padim Drexx a 5MPx mikrokamerou Bresser Optik, GmbH.

Histologické řezy byly připraveny ve Fakultní nemocnici u sv. Anny
v Brně ( FNUSA) podle následujícího postupu. Z aort byly vyříznuty
čtverce o velikosti 18×18 mm, které byly po deformaci fixovány v 10%
formaldehydu při pokojové teplotě po dobu nejméně 24 hodin. Poté
byly vzorky podrobeny dalším nutným procesům a to namočením do
alkoholu, které způsobí odvodnění vzorku, následně ponořením do xyle-
nu, který vzorek prosytí, a díky kterému se lépe do něj dostane parafín.
Po zalití parafínem vždy následuje proces v autotechnikonu (odvodňo-
vací tkáňový automat) a dekalcifikace, pokud jsou ve tkáni vápenaté
složky, které by bránily nařezání vzorku. Dále byly vzorky z aort na-
řezány ve všech třech rovinách, pokud to bylo možné, na tenké plátky
o tloušťce 5 − 7 μm. V poslední fázi byly plátky zbaveny přebytečného
vosku, ponořeny do xylenu, poté do alkoholu, následně do destilované
vody a nakonec obarveny barvivem PSR (0,1%).

4.1 HODNOCENÍ SMĚRŮ PŘI RADIÁL-
NÍM STLAČENÍ

U 9 vzorků prasečí aorty byla změřena tloušťka v pěti bodech, poté
byly vzorky vloženy do přípravku. U každého vzorku byla nastaven
počáteční referenční stav, kdy šroubovací část s hlavicí se dotýkala
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horního skla, ale vzorek ještě nestlačovala. Vzorky byly následně stla-
čeny s různou mírou deformace a po fixaci jim byla změřena jejich
tloušťka v pěti bodech. Jelikož byly vzorky umístěny mezi dvěma sklíč-
ky, formaldehyd nezafixoval tkáň dostatečně a vzorky se po vyjmutí
zkroutily. Řezy z obvodově-axiální roviny nebylo možné provést. Ten-
to experiment byl proveden pro dvě sady vzorků. Na každém vzorku
bylo náhodně vybráno 10 oblastí, které byly nasnímkovány pod polari-
začním mikroskopem při zkřížených i vychýlených polarizátorech (10x
objektiv, velikost snímku: 1280 × 960 px, velikost vyhodnocené oblasti
na jednom řezu: 2 × 2 mm). Dále je ukázáno srovnání experimentů na
distribučních von Misesových funkcích 4.1 a v grafu 4.2. Parametr kon-
centrace b a hlavní směr vláken µ byl získán z von Misesovy distribuční
funkce zavedené v rovnici 3.1.
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Obrázek 4.1: Srovnání trendů rozptylů a orientací vláken u vzorků z prvního a dru-
hého experimentu. Obvodový směr zde značí 0◦.

Z tabulky 4.1 i distribučních funkcí 4.1 je zřejmé, že se hlavní směr
vláken nemění a jeho střední hodnota z obou experimentů je 0,48◦±1,9,
koncentrace vláken se zvyšuje s deformací a má unimodální charakter,
viz graf 4.2.
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Tabulka 4.1: Srovnání namáhaných vzorků podle poměrného protažení λr v radiál-
ním směru u prvního a druhého experimentu.

1. 15 16 6 1 12 14 17
λr[−] 0,9 0,9 0,89 0,85 0,83 0,81 0,7
b[−] 0,8 1,6 8,2 7,8 8,6 5,8 12,9
µ [◦] -1,7 -4,6 -0,51 0,3 -0,15 1,7 2,9
R2 0,73 0,89 0,91 0,90 0,94 0,97 0,97
2. 0 1 2 3 4 5 6 7
λr[−] 1,0 0,84 0,83 0,68 0,69 0,55 0,54 0,42
b[−] 4,4 10,8 6,1 16,6 14,2 5,1 3,3 3,4
µ [◦] 0,4 3,3 0,5 1,2 1,7 1,1 1,3 -0,3
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,97 0,99
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Vyloučené vzorky ze 2. experimentu

y = −47, 2x+ 46, 2

R2 = 0, 63

y = −36, 0x+ 39, 6

R2 = 0, 82

y = −41, 9x+ 42, 8

R2 = 0, 69
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Obrázek 4.2: Závislost poměrného protažení λr v radiálním směru vzorku a parame-
tru koncentrace b obou experimentů s jejich lineární regresí metodou
nejmenších čtverců.

4.2 HODNOCENÍ SMĚRŮ PŘI DVOUO-
SÉM TAHU

Speciální přípravek na dvojosé tahové zatížení byl navržen tak, aby
překonal limitaci nedostatečné fixace stlačených vzorků, a aby mohl
být umístěn v digestoři po celou dobu fixace vzorků. 13



Na každém histologickém řezu bylo nasnímkováno a vyhodnoceno
9 oblastí ve středu vzorku. Výsledné histogramy byly aproximovány
unimodální nebo bimodální von Misesovou distribuční funkcí (viz rov-
nice 3.1 a 4.1), kde b (b1, b2) je parametr koncentrace, µ (µ1, µ2) je
lokální směr vláken:

ϱbi(φ) = exp (b1 cos (2 · (φ − µ1)))
2πI0(b1)

+ exp (b2 cos (2 · (φ − µ2)))
2πI0(b2)

. (4.1)

Více jak polovina vrstev u každého vzorku byla považována za vnitř-
ní část aorty TM+TI (dále značeno pouze jako TM) a zbytek za vnější
TA. Unimodální nebo bimodální rozdělení bylo určeno vyšším koefici-
entem determinace R2. Pokud u obě distribuce dávaly R2 > 0,9 a R2

u unimodální nebylo nižší oproti bimodální o více než 0,05, byla upřed-
nostněna unimodální distribuce.

Vzorky ze tří prasečích aort byly deformovány s různou mírou bi-
axiální deformace. Na obrázku 4.3 je vyhodnocený jeden nezatížený
vzorek (žluté pozadí), jeden vzorek s větším zatížením v ose x (oranžo-
vé pozadí) a ose y (červené pozadí) a dva vzorky, u kterých bylo cílem
rovnoměrné zatížení do obou směrů (fialové pozadí), z první prasečí
aorty (1AO).

Pro nízký počet vyhodnocených nezatížených vzorků z aort 1AO,
2AO a 3AO, byly histologicky zpracovány a vyhodnoceny ještě vzor-
ky z aort 4AO a 5AO v pouze nezatíženém stavu. Zatížené vzorky
prasečích aort byly seřazeny podle zvoleného zatížení a rozděleny do
tří skupin (obvodově dominantní, axiálně dominantní a ekvibiaxiální).
Výsledné strukturní parametry z nezatížených i zatížených vzorků z ob-
vodově-axiální roviny pro TA a TM jsou v disertační práci.

Experimenty ukázaly dominantně obvodovou orientaci kolagenních
vláken i v nezatíženém stavu, potvrzenou pro unimodální i bimodální
distribuci. Střední úhel ωpr nevykazoval žádné změny a zůstal blízko
nule (obvodovému směru) při jakémkoli zatížení. Koncentrace se zvyšo-
vala (snižovala) s dominantně obvodovým (axiálním) zatížením. Ačkoli
je tento efekt vysoce očekáván, pro rozptýlená spirálová vlákna není
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[◦]Úhel orientace vlákna

Obrázek 4.3: Surové histogramy (tečkovaně) hlavních směrů kolagenních vláken
v pěti vzorcích 1AO namáhaných na speciálním přípravku. Plné čá-
ry představují bimodální nebo unimodální von Misesovu distribuční
funkci pro TA (oranžová) a TM (fialová). Obvodový směr značí 0◦.

důvod pro jejich reorientaci při ekvibiaxiálním zatížení, zatímco zvlně-
ná vlákna se musí prodlužovat při ekvibiaxiálním natahování podobně
jako u jednoosého. Úhel φpr mezi oběma rodinami vláken se neměnil
s příčným zatížením a klesal podobně s ekvibiaxiálním a podélným
jednoosým zatížením. Tento efekt opět nemohl nastat u dvou rozptý-
lených rodin vláken, kdy ekvibiaxiální deformace neindukuje žádnou
rotaci vlákna, ale podporuje hypotézu o jedné rodině vlnitých vláken,
která se při ekvibiaxiálním a jednoosém zatížení podobně narovnávají.
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5 PARAMETRY
Pro analýzu in vitro vzorků z 10 lidských břišních aort z kadaverů
(průměrný dosažený věk 84 ± 8 let, 6 žen, 4 muži) byl použit jednak
automatický algoritmus pro snímky z PLM a jednak software ImageJ
pro snímky z laserového skenovacího konfokálního mikroskopu (CLSM)
Leica TCS SP8X, který je k dispozici na Ústavu biomedicínského inže-
nýrství FEKT VUT. Vzorky pro tyto dvě metody byly odebrány vždy
v těsné blízkosti vedle sebe v Anatomickém ústavu Lékařské fakulty
Masarykovy univerzity v Brně, opatřeny markery pro zachování jejich
orientace a zafixovány.

5.1 PLM
Pro polarizační mikroskopii byly vzorky nachystány, nasnímkovány
a vyhodnoceny stejným způsobem, jako byly připraveny prasečí aor-
ty v předchozí kapitole (5x objektiv, velikost vyhodnocené oblasti na
jednom řezu: 4 × 4 mm, tloušťka řezu: 5 − 7 μm). Výsledné histogramy
s distribučními funkcemi a celkovými daty jsou v grafu 5.1 a v tabulce
v disertační práci.

Histogramy ukazují v 7 případech z 10 (1, 3, 4, 6, 7, 8 a 9) na
unimodální nebo bimodální distribuci blízko obvodového směru přes
všechny dostupné řezy. Ve třech případech (2, 5 a 10) ukazují unimo-
dální distribuci v blízkosti axiálního směru vláken. To může být způso-
beno lokálním uspořádáním kolagenu v důsledku možné aterosklerózy
vzhledem k vysokému stáří dárců. Vrstvy zařazené do TM ve všech
dostupných případech kopírovaly trend vyhodnocený pro TA. Pro po-
rovnání unimodální a bimodální von Misesovou distribuční funkcí byla
použita stejná pravidla jako u prasečích aort v předchozí kapitole. Me-
toda PLM umožňuje vyhodnotit pouze lokální směry kolagenních vlá-
ken a neumožňuje vyhodnotit vlnitost, ta bude vyhodnocena za pomoci
snímků z konfokálního mikroskopu v další podkapitole.
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[◦]Úhel orientace vlákna

N
o
rm

o
v
a
n

á
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5.2 CLSM
Vzorky pro pozorování pod konfokálním mikroskopem byly fixovány
Zamboniho fixačním roztokem a nařezány mikrotomem na 25 a 50 μm
tlusté řezy v obvodově-axiální rovině. K provedení analýzy obrazu po-
mocí metody strukturního tenzoru byl použit program ImageJ, plugin
OrientationJ a NeuronJ [33], který byl použit k vyhodnocení směrů
vláken a jejich vlnitosti i ve studiích [11, 16, 22]. Program generuje
pouze histogram lokálních orientací vláken, stejně jako u PLM.

Výsledné histogramy s distribučními funkcemi a celkovými daty
pro TA jsou v grafu 5.2. U prvních třech vzorků se podařilo získat
větší počet řezů po tloušťce stěny aorty, tak druhá polovina řezů byla
vyhodnocena jako TM. Výsledné tabulky se strukturními parametry
jsou v disertační práci.

Ve většině studií se objevují poznatky o dvou [13, 17, 34], třech
[13] nebo dokonce čtyřech rodinách [13, 16, 20] kolagenních vláken
v tepnách napříč jejich tloušťkou, která nejsou podložená srovnáním
s unimodálním rozdělením [14, 20], nebo uvažována jako jedna rodina
zvlněných vláken. Naše výsledky podporují hypotézu o jedné rodině
vláken blízko obvodového směru v TA i TM, což odpovídá i výsledkům
ve studiích [5–7, 10, 12, 15] a v našich předchozích experimentech na
prasečích tepnách představených v kapitole 4.

U 3/10 vzorků byl pozorován rozpor mezi výsledky u jednotlivých
metod. Jednalo se o vzorky od dárců č. 5, 8 a 10, kde rozdíl v hlavním
směru byl 98◦, 61◦ a 83◦. Vysvětlením zde může být lokálně narušená
struktura tkáně vlivem onemocnění, nebo chyba laboranta při odebírá-
ní tkáně a jeho následnému označení orientace vzorku. Dále zde může
hrát vliv velikost snímkované plochy vzorky u obou metod. U PLM
vyhodnocená oblast měří cca 4 × 4 mm, u CLSM cca 1,7 × 1,7 mm,
kvůli zvolenému většímu zvětšení vzorku. Proto bylo provedeno druhé
snímkování a vyhodnocení dalších oblastí pod CLSM. Výsledky u dvou
ukázaly nevýznamný rozdíl mezi oběma měřeními, u jednoho došlo
k rozdílu a přiblížení se výsledkům z PLM, takže to lze vysvětlit neho-
mogenitou tkáně.
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6 VLNITOST
Vlnitost kolagenních vláken T ∈ ⟨1; ∞) byla vyhodnocena z CLSM
snímků podle postupu popsaného ve studii [11] pomocí rovnice:

T = Lf

L0
, (6.1)

kde Lf je označuje délku vlákna a L0 vzdálenost mezi jeho koncovými
body. Pokud T = 1 jedná se o přímá vlákna a čím je T větší, tím jsou
vlákna nebo svazek více zvlněná.

Druhou možností jak definovat vlnitost je její převrácená hodnota,
neboli přímost vláken S ∈ ⟨0; 1⟩:

S = 1
T

. (6.2)

Na každém snímku (oblasti na vzorku) bylo poloautomaticky vy-
trasováno 10 vláken, na každém řezu jich tedy bylo vyhodnoceno 90
(pro TA celkem 900, pro TM 270).

Rozdělení Beta parametru přímosti S pro všechny vzorky TA a TM
jsou uvedeny na obrázku 6.1 a v tabulce 6.1. Beta rozdělení je prav-
děpodobnostní funkce pro proměnnou omezenou rozsahem v intervalu
⟨0; 1⟩ a její hustota pravděpodobnosti je:

f(x) = 1
B (α,β)

xα−1 (1 − x)β−1 , (6.3)

kde B je Beta funkce, nebo také normalizační konstanta zajišťující,
že celková pravděpodobnost je 1, α > 0 je parametr tvaru, β > 0
rozsahu. Definice obou použitých rozdělení jsou použita z MathWorks
Help Center.

6.1 GLOBÁLNÍ SMĚRY
Z koncových bodů vytrasovaných vláken byl určen vektor a poté globál-
ní směry pro TA aproximované unimodální von Misesovou distribuční
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Obrázek 6.1: Distribuce parametru přímosti S pro kolagenní vlákna u TA (vlevo)
a TM (vpravo) v nezatíženém stavu z celého souboru vyhodnocených
vzorků spolu s Beta rozdělením.

Tabulka 6.1: Parametry rozdělení Beta na přímosti kolagenních vláken v nezatíže-
ném stavu z celého souboru vyhodnocených vzorků.

TA TM
Log-pravděpodobnostní hodnota 1651,2 639,6

Střední hodnota 0,94 0,96
Rozptyl 0,002 0,0006

α 24,76 63,6
β 1,69 2,99

funkcí. Průměrný globální směr pro TA vyšel 51,3±39◦ (vyloučen vzo-
rek od dárce č. 6, který vykazuje izotropní rozdělení s velmi nízkým R2

von Misesovy distribuční funkce). Vzhledem k velkému rozptylu nám
průměrný směr téměř nic neříká a je potřeba do budoucna vyhodnotit
větší počet vzorků. Průměrný parametr koncentrace b pro TA vyšel
2,6 ± 1,3.

V tabulce 6.2 je srovnání parametrů unimodálního von Misesova
rozdělení pro TA a TM pro lokální (bez izotropní složky) a globální
směry s průměrnou vlnitostí T a přímostí S pro každý vzorek. Vlnitost
byla u všech vzorků nízká kromě dárců č. 7, 9 a 10.
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Tabulka 6.2: Srovnání parametrů unimodálního von Misesova rozdělení pro TA
a TM pro lokální a globální směry vyhodnocené pomocí CLSM. Lo-
kální směry byly vyhodnoceny automaticky pomocí softwaru ImageJ
a globální poloautomaticky pomocí vytrasovaných vláken, ze kterých
byla určena přímost S.

CLSM lokální směry CLSM globální směry
Dárce č. b [-] µ [◦] R2 b [-] µ [◦] R2 S [-]

TA

1 1,5 5 0,99 2,3 37 0,88 0,96
2 1,7 -90 0,97 4,5 77 0,78 0,96
3 0,5 42 0,57 2,7 80 0,72 0,94
4 1,6 -5 0,98 1,4 -41 0,49 0,96
5 1,0 18 0,89 1,2 65 0,61 0,94
6 1,8 7 0,99 0,4 -5 0,13 0,95
7 0,7 -37 0,73 1,7 75 0,73 0,91
8 2,0 -75 0,94 3,7 82 0,73 0,94
9 1,5 0 0,99 1,5 52 0,52 0,85
10 1,4 0 0,99 4,3 35 0,87 0,92

Průměr 1,4 −13,5 2,4 45,7 0,93
±SD ±0,5 ±41,4 ±1,4 ±40,9 ±0,03

T
M

1 1,2 11 0,87 5,9 65 0,82 0,96
2 1,1 10 0,87 2,6 70 0,70 0,95
3 1,0 43 0,91 4,0 -72 0,94 0,95

Průměr 1,1 21,3 4,2 21,0 0,95
±SD ±0,1 ±18,8 ±1,7 ±80,6 ±0,01

Na rozdíl od lokálních směrů jsme nikde nedostali obvodovou ori-
entaci, globální a lokální směry jsou tedy ve vzájemném rozporu, který
prozatím neumíme vysvětlit.

Střední hodnota parametru přímosti S vyšla pro TA 0,94 a pro TM
0,96. Ve studii [11] střední hodnota parametru přímosti S vyšla pro TA
0,752 a pro TM 0,979. V jejich studii měli vzorky ze zdravých lidských
břišních aort bez aterosklerotických změn se stářím dárců 59 ± 7 let (6
žen a 6 mužů).

Nejnovější studie [14] hodnotící změny parametrů v důsledku biaxi-
álního zatížení (λx,y = 1,2) TA v lidských břišních aortách vyhodnotila
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střední hodnotu S bez zatížení jako 0,91 a se zatížením 0,96, což pod-
poruje naše výsledky přímosti vláken v TA.

Ve studii [16] vyšla střední hodnota S 0,718 pro soubor vzorků TA
králičích společných karotid, kde se jednalo o zdravé tepny. Ve stejném
roce byla publikována studie [15], která ale zkoumala změnu vlnitosti,
orientace a rozptylu kolagenních vláken při zatížení. Hustotu pravděpo-
dobnosti nemají proloženou žádným rozdělením, ale můžeme z obrázku
5 odhadnout, že i bez zatížení se střední hodnota S pohybovala kolem
0,9 a při zatížení se přibližovala 1 a tedy plně narovnaným vláknům.

Práce [22] se také zabývá vlnitostí kolagenních vláken v králičích
karotidách a pro 6 vzorků jim vyšel parametr přímosti 0,77 ± 0,02, což
odpovídá výsledkům studie [16].

Přínosnější je ale pro nás analýza globálních směrů kolagenních
vláken, jelikož do strukturních konstitutivních modelů materiálu se
jako vstupy používají právě globální směry vláken a ne lokální. Většina
studií a metod uvádí právě pouze lokální směry vláken, které se ale
nemusí shodovat s globálními, tak jako tomu je u naší analýzy, kde je
rozpor opravdu zřetelný.
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7 ZÁVĚR
Za poslední roky vývoje a výzkumu v oblasti biomechaniky kardio-
vaskulárního systému se upřednostňují anizotropní, strukturní konsti-
tutivní modely pro popis mechanického chování a se zohledněním mik-
rostruktury cévní tkáně. Tyto modely popisují cévní stěnu přesněji, než
modely izotropní nebo anizotropní fenomenologické, které se navzdory
tomu stále používají, protože nám chybí jednoznačný popis její struk-
tury kvantifikovaný do podoby parametrů modelu. Navíc každá céva
lišící se průměrem a tloušťkou stěny se může lišit i v mikrostruktuře
a uspořádání vláken.

Vstupy do strukturních konstitutivních modelů jsou globální směr
vláken, rozptyl kolem tohoto směru a vlnitost. Pro jejich detekci exis-
tuje řada různých přístupů a metod. Jednou z nejčastěji používaných
je polarizovaná mikroskopie vzhledem k její jednoduchosti a přesnos-
ti. V této práci je prezentován, verifikován a validován automatický
algoritmus pro vyhodnocování strukturních parametrů měkkých tkání,
který je založen na dvou sadách šesti rotovaných mikrosnímků získa-
ných jak s kolmými, tak s vychýlenými polarizátory. Výchylka mezi
polarizátory překonává omezení 90◦ periodicity intenzity polarizova-
ného světla a přesně a rychle vyhodnocuje orientaci a rozptyl vláken
v rovině v celém rozsahu 180◦ bez nutnosti dalšího přídavného vybave-
ní [30].

Vlnitost vláken ztěžuje automatickou analýzu směrů, ale je velmi
důležitá pro jejich správnou funkci. Z dosavadních výsledků ze snímků
z polarizačního mikroskopu a automatizovaného algoritmu jsme schop-
ni získat pouze lokální směry vláken. I tato informace je pro získání
všech parametrů důležitá, bohužel o vlnitosti nám neposkytne potřeb-
né informace. Tenké histologické řezy nám znemožňují trasovat vlákno
ve 3D prostoru a v obvodově-axiální rovině tak vidíme pouze části
sinusově zvlněných svazků vláken.

Globální směry vláken můžeme získat např. z analýzy vzorků pod
zatížením, kdy eliminujeme vlnitost a dojde k jejich napřímení. Analý-
zou namáhaných vzorků prasečích břišních aort pomocí PLM a auto-
matického algoritmu byla zjištěna existence jedné rodiny sinusově zvl-
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něných vláken v dominantně obvodovém směru, než dvě spirálovité [35,
36]. Vzorky lidských břišních aort nebylo možné před fixací deformovat,
jelikož vzorky byly hned histologicky připravovány pro polarizovanou
a laserovou skenovací konfokální mikroskopii, ale za pomoci softwaru
ImageJ a pluginu NeuronJ bylo možné vytrasovat na každém snímku
10 vláken a pomocí jejich koncových souřadnic a celkové délky vlákna
byla vyhodnocena vlnitost a globální směr. Na výsledcích lze pozorovat
rozpor, jelikož lokální směry ukázaly dominantní obvodovou orientaci,
globální ukázaly diagonální nebo axiální směr.

V rámci disertační práce byl dále kladen důraz na správné vyhod-
nocování unimodální nebo bimodální distribuční von Misesovy funkce,
jelikož v mnoha studiích je tohle opomíjeno a dochází tak k tomu, že
bimodální distribuce nejsou srovnány s unimodálním rozdělením, která
mohou poskytnout srovnatelnou aproximaci, nebo jedna rodina zvlně-
ných vláken se v histogramu s jednoznačnou bimodální distribucí může
zaměnit za dvě rodiny vláken s různými globálními směry.

U analýzy vzorků z lidských aort si je autorka vědoma, že jejich
vyšší počet by vedl k rigoróznějším závěrům, avšak vyhodnocených 10
vzorků bylo sbíráno dva roky. Spolu s prvními experimenty na pra-
sečích aortách a dokončením automatického algoritmu s jeho validací
a verifikací by čekání na více vzorků z lidských aort přesahovalo časový
rámec doktorského studia.

V rámci sběru vzorků z lidských aort byly zároveň sbírány i vzorky
z pravých a levých krčních tepen, které jsou připraveny pro vyhodnoco-
vání pod PLM i CLSM, a které jsou klíčové pro další směřování oblasti
mikrostruktury tkání a jejich vlivu na mechanické vlastnosti v naší vý-
zkumné skupině na ÚMTMB. Autorka věří, že její závěry a poznatky
z analýzy prasečích a lidských břišních aort pomůžou v dalších analý-
zách uspořádání kolagenních vláken nejen v lidských krčních tepnách.
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ABSTRAKT
Disertační práce se zabývá analýzou uspořádání kolagenních vláken
v tepnách a jejich správným vyhodnocením a použitím ve strukturně
motivovaných konstitutivních modelech materiálu. První část práce je
zaměřená na rešerši mechanických vlastností tepen a na přehled dostup-
ných metod pro detekci vlnitosti, orientace a rozptylu vláken. Druhá
část práce popisuje automatický algoritmus, který dokáže vyhodnotit
lokální směry vláken a jejich rozptyl ze snímků z polarizačního mikro-
skopu. V další části práce jsou prezentovány dva experimenty na prase-
čích tepnách za účelem zjištění vlivu různé velikosti biaxiální deformace
na orientaci a rozptyl vláken. Poslední část práce uvádí vyhodnocené
strukturní parametry pro prasečí a lidské aorty, které byly analyzová-
ny nejen pod polarizovaným světlem, ale i pod laserovým skenovacím
konfokálním mikroskopem, díky kterému byla získána vlnitost vláken
a jejich globální směr.

The doctoral thesis deals with the analysis of the arrangement
of collagen fibres in arteries and their correct evaluation and use in
structurally motivated constitutive models of the material. The first
part of the work is focused on the literature search of mechanical pro-
perties of arteries and on an overview of available methods for the
detection of waviness, orientation and dispersion of fibres. The second
part describes an automatic algorithm that can evaluate the local di-
rections of fibres and their scattering from images from a polarizing
microscope. In the next part of the thesis, two experiments on porcine
arteries are presented in order to determine the influence of different
magnitudes of biaxial deformation on fiber orientation and dispersion.
The last part of the work presents the evaluated structural parameters
for porcine and human aortas, which were analyzed not only under
polarized light, but also under a laser scanning confocal microscope,
thanks to which the waviness of the fibers and their global direction
were obtained.
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