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UVOD

Kolagen je nejcastéji zastoupeny protein v lidském téle. Vyskytuje se
napr. v cévach, chrupavkach, slachach, rohovkach, srdeé¢ni svaloviné
(myokardu) nebo srdec¢nich chlopnich. Kolagenni vldkna chrani sténu
cévy pri vysokych tlacich nebo pri velkych deformacich a za téchto pod-
minek jsou hlavnimi nositeli zatizeni. Bez zatiZeni jsou vlakna zvIinéna
a je obtizné rozlisit mezi jejich vlnitosti a rozptylem. [1, 2]

Vypoctové modelovani zdravych i patologickych stavi tepen mii-
ze pomoci pri vyhodnocovani rizika ruptury aortalniho aneurysmatu
nebo spravného nacasovani operativniho zakroku. V nedavno publiko-
vané praci [2] je ukdzana dilezitost stanoveni strukturnich parametri
kolagennich vldken v tepnéch (pocet rodin vlaken, jejich hlavni smé-
ry, rozptyl kolem téchto smért a vlnitost) a jejich nalezeni na zékladé
analyzy mikrohistologickych snimki. Pro zjisténi téchto parametri se
pouzivaji snimky ze svételné nebo fluorescenéni mikroskopie a jejich
manualni nebo automatické vyhodnoceni.

V prvni ¢asti prace je popis stény tepny a reserSe metod pro de-
tekci orientace vladken, jejich rozptylu a vlnitosti. Druha cast prace
popisuje nové vytvoreny automaticky algoritmus pro detekci orientace
a rozptylu z mikrosnimkt cév pod polarizovanym svétlem a shrnuti
hyperelastickych konstitutivnich modeli. Algoritmus byl verifikovan,
validovan a pouzit pro vyhodnoceni nékolika experimentti pro zjisténi
vlivu riazné velikosti biaxidlni deformace na orientaci a rozptyl vlaken.
Ty jsou popsané ve tfeti ¢asti prace spolu s jiz vyhodnocenymi struk-
turnimi parametry pro praseci a lidskou aortu. Lidské aorty byly vy-
hodnocovany i pod laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem
pro vyhodnoceni vlnitosti kolagennich vlaken a jejich globalnich sméri,
jelikoz vétsina metod véetné polarizované mikroskopie nam je schopna
dat pouze informace o lokalnich smérech vlaken. Tyto nové poznatky
o strukturnich parametrech cévni stény budou moci byt pouzity jako
vstupy do konstitutivnich modeli, které pomohou zlepsit biomechanic-
ké simulace.



1 SOUCASNY STAV RESE-
NE PROBLEMATIKY

Tepny jsou cévy vedouci okyslicenou krev od srdce do jednotlivych
organt majici zpravidla trojvrstevnou strukturu. [3].

Tunica intima (TI) je vnitini vrstva cév vystlana mnohostranny-
mi bunkami endotelu, které zajistuji kontrolovany transport latek pres
cévni sténu a hladky povrch pro proudéni krve. Tunica media (TM) je
prostiredni a zpravidla nejtlustsi vrstva stény tepen. Sestava z hladkych
svalovych bunék, elastinovych a kolagennich fibril, dobte tak odolava
obvodovému zatizeni od krevniho tlaku a je povazovana za hlavni nos-
nou vrstvu. Tunica adventitia (TA) je vnéjsi vrstva cév a je tvorena
z fibroblastti, fibrocytl a tlustych svazkii kolagenu. Kolagenni vlakna
jsou zvlnéna a s rostoucim zatiZzenim se narovnavaji, zpevnuji celou
sténu cévy a zabranuji tak nadmérné deformaci nebo vzniku ruptury.
4

Prispévkem této prace bude analyza struktury kolagennich vldken
ve sténé tepny pomoci svételné mikroskopie. Z prostudovanych studii
je evidentni, Ze kazda vrstva cévy ma trochu jiné vlastnosti (je neho-
mogenni) a jsou anizotropni, tzn. zadouci pouziti strukturntho konsti-
tutivniho modelu materialu.

Vétsina autorti se shoduje na obvodovém rozlozeni kolagennich vla-
ken v TM [5-11]. U TA jsou vysledky uz rozdilnéjsi. Pro mozkové cévy
je urceno obvodové rozlozeni s mnoha smérovou siti vlaken na jejim
povrchu [5, 8, 12], pro bfisni aortu byly urceny dvé rodiny vlaken bli-
ze k axidlnimu sméru [9, 13, 14], nebo jedna diagonalni rodina vlaken
[11, 14], pro kréni tepny jedna dominantni rodina v obvodovém sméru
[10, 15], nebo Ctyfi rodiny vldken [16]. Zde se ale muze jednat i o dvé
zvinéné rodiny vlaken, jelikoz méreni probihalo bez zatizeni. O TT se
objevuji také riznorodé informace. Prevazuje nazor na dvé rodiny vla-
ken usporadanych blizko obvodovému sméru [13, 17], studie [10] na
prasecich krénich tepnach uvadi jednu obvodovou skupinu vlaken.

U vétsiny praci se jedna o vyhodnocené lokalni sméry vlaken, pro-
toze to vychazi z podstaty pri vyhodnocovani snimkt z polarizacni
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(PLM) nebo fluorescencni mikroskopie, a zadnd z praci nediskutuje
vliv zvlnéni vldken na jejich globalni smér, ktery se oproti lokalnim
sméri muze vyznamné lisit. Dalsim problémem je nespravné pouziti
bimodalni distribuce, jelikoz ji pouzivaji hlavni strukturné motivované
konstitutivni modely, aniz by bylo provedeno srovnani s unimodalni
distribuci, ktera by mohla poskytnout srovnatelnou kvalitu prizptiso-
beni [10, 15, 18]. Déle nehomogenita tkané v jednotlivych vrstvach je
casto mylné vykladdna a prezentovana jako bimodalni distribuce [17,
19]. Déle je v této dobé oblibené pouziti manualni metody pomoci
PLM. Na jeji nedostatky upozornuje az Schriefl a kol. [13], pritom ji
mnoho autort dal pouziva. Shrnuti nevyhod manualni metody:

e Casova narocnost,

e ruznd intenzita vlaken mize zpusobit Spatné vyhodnoceni (napf.
podhodnoceni rozptylu vlaken nebo urceni vice dominantnich
smért, nez ve tkani ve skutecnosti je),

o velka plocha vzorku a velky pocet namérenych bodt mtze vést
k tinavé operatora a tedy k nespravnému zaznamenani thlu, na-
opak maly pocet analyzovanych bodi muize vést k nespravnému
vyhodnoceni hlavnich smért vlaken.

Existuje nékolik pristupt, jak zobrazit kolagenni vlakna v mékkych
tkanich, ale kazdy mé urcita omezeni. Naptiklad metoda Small An-
gle Light Scattering (SALS) [10], je presna, ale velmi ¢asové naro¢na.
Metody zalozené na fluorescenéni mikroskopii, jako je konfokalni lase-
rova skenovaci mikroskopie (CLSM) [15, 16] nebo multifotonova mik-
roskopie [20], jsou presné a rychlé, ale vyzaduji drahé mikroskopické
vybaveni a vétsinou slozité barveni vzorku. Nesymetricka krystalicka
trojsSroubovicova struktura kolagenu umoznuje emitovat svétlo druhé
harmonické generace (SHG) pouzivané v multifotonové nebo konfokal-
ni mikroskopii. Tanaka a kol. pouzili polariza¢ni mikroskopii se SHG
k zobrazeni orientace kolagenu v lidské pokozce oblic¢eje in vivo [21].
Tato metoda se ukazala jako zvlasté vhodné pro pozorovani a analyzu
orientace kolagenu v relativné jednoduchych tkanich, napt. v kiizi nebo
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7 predstavenych studii jde vidét, ze fluorescenéni mikroskopie je
vhodnéd metoda pro ziskani vinitosti vlaken. Studie ziskaly ciselné za-
znamy o vlnitosti ve formé parametru vlnitosti (pfimosti) nebo ampli-
tudy zvlnéni, podle dostupnych informaci se ale nikdo nezabyval, jak
ji 1ze odlisit od rozptylu samotnych svazki vldken nebo zahrnout do
strukturniho modelu materialu [11, 20, 22], kromé pristupu Rezakhani-
hové a kol. [16], kde vyhodnotili zvlast lokalni a globalni sméry vlaken
a jejich primost.

2 CILE PRACE

1. Vyvinout automatizovany algoritmus pro detekci smért kolagen-
nich vlaken pomoci polarizované mikroskopie a posoudit jeho
vyuzitelnost pro urceni strukturnich parametri vldken.

2. Srovnat dalsi dostupné metody pro urc¢ovani smért kolagennich
vlaken a vybrat z nich nejvhodnéjsi pro dalsi reseni.

3. Zvladnout odliSeni vlnitosti a smérového rozptylu kolagennich
vlaken na vybrané tkani.

4. Pomoci vyse uvedenych metod urcit strukturni konstitutivni pa-
rametry pro vybrané tkané.



3 ALGORITMUS

Ptvodni algoritmus pro detekci orientace a rozptylu kolagennich vla-
ken byl navrzen, verifikovan, validovan a publikovan Novakem a jeho
kolektivem v préaci [23]. Jeho princip byl zaloZen na sledovani zmény
intenzity svétla jednotlivych pixeli tfech otoc¢enych mikrosnimki pod
polarizovanym svétlem. Zavislost intenzity svétla na rotaci vzorku se
chova podle funkce kosinus pri kolmych filtrech a je periodicka po 90°.
Algoritmus tedy nebyl schopen vyhodnotit dva navzajem kolmé smeéry.
Studie Novaka a kol. [23] byla zaroven prvni, kde automaticky algorit-
mus vychézel pouze ze snimkt pod zkiiZenymi (pozdéji vychylenymi)
polarizatory a nepotieboval tak ke korektnimu vyhodnoceni hlavnich
sméru kolagennich vlaken a jejich rozptylu zadné pridavné zarizeni jako
jsou ¢tvrtvlnové desticky nebo univerzalni kompenzatory [24-29].

Navrzené feseni je pomoci snimkt s vychylenymi polarizatory opro-
ti jejich ptivodnimu kolmému nastaveni. Vychyleni polarizatort zptiso-
buje zménu v periodicité pribéhu intenzity svétla ve sledovaném pixelu
vlakna z 90° na 180°.

Vyhodnocovand oblast na tkéani je nejprve snimkovana po 30° (cel-
kem 6 snimki) s analyzatorem kolmym k polarizatoru; tato pozice po-
larizatort odpovida thlu analyzatoru 6 = 0°. Algoritmus tyto snimky
orotuje zpét a sesadi na prvni snimek (pomoci fazové korelace obrazi)
a vyhodnoti intenzitu svétla v kazdém pixelu. Orientace vlakna se rov-
na ihlu vyhasnuti vldkna (minimu intenzity), ty jsou ale na kosinové
funkci dvé. Druha sada 6 snimku s vychylenymi polarizatory (6 # 0°)
pomaha v rozhodnuti, které ze dvou minim v rozsahu 180° je to sprav-
né. Minimum nalevo od vzrostlého maxima je ono hledané minimum,
viz obr. 3.1. Detailni popis algoritmu, jeho validace i verifikace byly pu-
blikovany v ¢asopise BioMed Research International v roce 2021 [30].

Druha sada snimkii mérenych vychylenymi polarizatory slouzi pou-
ze jako pomiticka, kterd umoznuje volit mezi dvéma vzajemné kolmymi
orientacemi vlaken uréenymi v prvnim kroku. Nakonec, abychom ziska-
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Obrazek 3.1: Verifikace algoritmu na trech riznych mistech ve vybrané oblasti vzor-
ku prasec¢i Achillovy §lachy. a) Mikrosnimek pii 6 = 0°. b) Mikros-
nimek vyhodnoceny navrhovanym algoritmem. c¢) Zavislost intenzity
svétla ve vybranych tiech pixelech na tihlu natoceni vzorku s vychy-
lenymi polarizatory. Minimum nalevo hlavniho maxima (oranzovy
krouzek) oznacuje tihel vldkna. d) Histogram ziskany pro vsechny pi-
xely s interpolaci pomoci von Misesovy distribuc¢ni funkce. Vodorovny
smér odpovida 0°.

li strukturni parametry potfebné pro konstitutivni modely, je vysledny
histogram (obrazek d) proloZen von Misesovou distribu¢ni funkei [4]:

elbos(2(o—p)))

T[I()(b) ’

olp) = (3.1)

kde b je parametr koncentrace, u je stredni tihel distribuce, ¢ je thel
vldkna ve vysetfovaném pixelu a Iy(b) je Besselova funkce.
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4 EXPERIMENTY

PLM i vétsina uvedenych metod poskytuje informace spise o lokal-
nich smérech vldken (v kazdém pixelu, popt. v malé oblasti ROI), nez
o globalnich smérech potrebnych pro konstitutivni modely. Nékteré
nedavné studie naznacuji, ze vztah mezi lokdlnimi a globalnimi sméry
by mohl byt vyTesen analyzou rozlozeni smért vlaken pod zatiZenim,
¢imz by se eliminovaly tc¢inky vlnitosti [1, 9, 10, 13, 15, 20, 31, 32]. Pro-
to bylo provedeno hodnoceni zmén v distribuci orientace kolagennich
vlaken ve sténé praseci aorty pri radialnim stlaceni a dvouosém tahu
a porovnany ruzné aproximace ziskanych histogramii. K vyhodnocova-
ni byl pouzit univerzalni trinokularni polariza¢ni mikroskop s rotac¢nim
stolem Padim Drexx a 5MPx mikrokamerou Bresser Optik, GmbH.

Histologické fezy byly pripraveny ve Fakultni nemocnici u sv. Anny
v Brné ( FNUSA) podle néasledujiciho postupu. Z aort byly vyfiznuty
¢tverce o velikosti 18 x 18 mm, které byly po deformaci fixovany v 10%
formaldehydu pti pokojové teploté po dobu nejméné 24 hodin. Poté
byly vzorky podrobeny dalsim nutnym procesiim a to namocéenim do
alkoholu, které zptsobi odvodnéni vzorku, nasledné ponorenim do xyle-
nu, ktery vzorek prosyti, a diky kterému se 1épe do néj dostane parafin.
Po zaliti parafinem vzdy néasleduje proces v autotechnikonu (odvodno-
vaci tkanovy automat) a dekalcifikace, pokud jsou ve tkani vapenaté
slozky, které by branily narezani vzorku. Dale byly vzorky z aort na-
rezany ve vsech trech rovinach, pokud to bylo mozné, na tenké platky
o tloustce 5 — 7um. V posledni fazi byly platky zbaveny prebytecného
vosku, ponoreny do xylenu, poté do alkoholu, nasledné do destilované
vody a nakonec obarveny barvivem PSR (0,1%).

4.1 HODNOCENI SMERU PRI RADIAL-
NiM STLACENTI

U 9 vzorkid praseci aorty byla zmérena tloustka v péti bodech, poté
byly vzorky vlozeny do pripravku. U kazdého vzorku byla nastaven
pocatecni referencni stav, kdy sroubovaci ¢ast s hlavici se dotykala
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horniho skla, ale vzorek jesté nestlacovala. Vzorky byly néasledné stla-
¢eny s ruznou mirou deformace a po fixaci jim byla zmérena jejich
tloustka v péti bodech. Jelikoz byly vzorky umistény mezi dvéma sklic-
ky, formaldehyd nezafixoval tkan dostatecné a vzorky se po vyjmuti
zkroutily. Rezy z obvodové-axialni roviny nebylo mozné provést. Ten-
to experiment byl proveden pro dvé sady vzorkt. Na kazdém vzorku
bylo ndhodné vybrano 10 oblasti, které byly nasnimkovany pod polari-
zacnim mikroskopem pri zkiizenych i vychylenych polarizatorech (10x
objektiv, velikost snimku: 1280 x 960 px, velikost vyhodnocené oblasti
na jednom fezu: 2 X 2mm). Déle je ukdzano srovnani experimenti na
distribu¢nich von Misesovych funkcich 4.1 a v grafu 4.2. Parametr kon-
centrace b a hlavni smér vlaken p byl ziskan z von Misesovy distribucéni
funkce zavedené v rovnici 3.1.

1. experiment 2. experiment
z —vz. 15 B —vz. 0
°© — vz. 16 °© —vz. 1
3+ —vz. 6 T — vz. 2
—vz. 1 —vz. 3
. —vz. 12 —vz. 4
Té vz. 14 VZ. 2
= VZ.
S 9l x vz. 17 | vz, 7
=
&
=]
g
1S
=1t -
5]
0 T T k T T T T
—-90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90
Uhel orientace vldkna [’] Uhel orientace vldkna [°]

Obrazek 4.1: Srovnéani trendii rozptyla a orientaci vlaken u vzorkt z prvniho a dru-
hého experimentu. Obvodovy smér zde znaci 0°.

Z tabulky 4.1 i distribuc¢nich funkei 4.1 je zfejmé, ze se hlavni smér
vlaken neméni a jeho stfedni hodnota z obou experimentti je 0,48°+1.9,
koncentrace vlaken se zvysuje s deformaci a ma unimodalni charakter,
viz graf 4.2.
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Tabulka 4.1: Srovnani naméhanych vzorka podle pomérného protazeni A, v radial-
nim sméru u prvniho a druhého experimentu.

1. 15 16 6 1 12 14 17
AM-] 09 09 08 085 083 081 0,7
-] 08 16 82 78 86 58 129
pl]  -1,7 46 -051 03 -015 17 29
R? 0,73 0,89 091 090 094 097 0,97
2. 0 1 2 3 4 5 6 7
A-=] 1,0 084 083 068 069 055 054 0,42
-] 44 108 61 166 142 51 33 34
ul] 04 33 05 1,2 17 11 13 -03
R? 009 099 099 099 099 099 097 0,99

O Vzorky z 1. experimentu
— y = —47,2x 4 46,2
R?2 =0,63

Vzorky ze 2. experimentu

Vylouc¢ené vzorky ze 2. experimentu

Linedrni regrese vzorkiu z obou experimentu
— y=—41,9z + 42,8
R?*=0,69

| | |
1 09 08 0,7 0,6 0,5 04

Obrazek 4.2: Zavislost pomérného protazeni A, v radidlnim sméru vzorku a parame-
tru koncentrace b obou experimentti s jejich linearni regresi metodou
nejmensich ¢tverct.

4.2 HODNOCENI SMERU PRI DVOUO-
SEM TAHU

Specialni pripravek na dvojosé tahové zatizeni byl navrzen tak, aby
prekonal limitaci nedostatecné fixace stlacenych vzorki, a aby mohl
byt umistén v digestori po celou dobu fixace vzorki. 13



Na kazdém histologickém fezu bylo nasnimkovano a vyhodnoceno
9 oblasti ve stredu vzorku. Vysledné histogramy byly aproximovany
unimodalni nebo bimodalni von Misesovou distribu¢ni funkci (viz rov-
nice 3.1 a 4.1), kde b (b, by) je parametr koncentrace, p (u1, po) je
lokalni smér vlaken:

(bieos (2 (=) | (B200s2 0 =p2))) ) )

ovi((p) = exp 2no(by) D 2no(b)

Vice jak polovina vrstev u kazdého vzorku byla povazovana za vniti-
ni ¢ast aorty TM+TT (déle znaceno pouze jako TM) a zbytek za vnéjsi
TA. Unimod&lni nebo bimodalni rozdéleni bylo urc¢eno vyssim koefici-
entem determinace R?. Pokud u obé distribuce davaly R? > 0,9 a R?
u unimodalni nebylo nizsi oproti bimodalni o vice nez 0,05, byla upfed-
nostnéna unimodalni distribuce.

Vzorky ze tii prasecich aort byly deformovany s rtiznou mirou bi-
axialni deformace. Na obrazku 4.3 je vyhodnoceny jeden nezatizeny
vzorek (zluté pozadi), jeden vzorek s vétsim zatizenim v ose x (oranzo-
vé pozadi) a ose y (Cervené pozadi) a dva vzorky, u kterych bylo cilem
rovnomeérné zatizeni do obou sméru (fialové pozadi), z prvni praseci
aorty (1AO).

Pro nizky pocet vyhodnocenych nezatizenych vzorkt z aort 1AO0,
2A0 a 3AQO, byly histologicky zpracovany a vyhodnoceny jesté vzor-
ky z aort 4A0O a 5AO v pouze nezatizeném stavu. Zatizené vzorky
prasecich aort byly serazeny podle zvolené¢ho zatizeni a rozdéleny do
tri skupin (obvodové dominantni, axidlné dominantni a ekvibiaxialni).
Vysledné strukturni parametry z nezatizenych i zatizenych vzorki z ob-
vodové-axialni roviny pro TA a TM jsou v disertacni praci.

Experimenty ukazaly dominantné obvodovou orientaci kolagennich
vlaken i v nezatizeném stavu, potvrzenou pro unimodalni i bimodalni
distribuci. Stfedni thel wy,, nevykazoval zadné zmény a ziistal blizko
nule (obvodovému sméru) pii jakémkoli zatizeni. Koncentrace se zvyso-
vala (snizovala) s dominantné obvodovym (axidlnim) zatizenim. Ackoli
je tento efekt vysoce ocekavan, pro rozptylena spiralova vlakna neni
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Obrazek 4.3: Surové histogramy (teckované) hlavnich sméra kolagennich vldken
v péti vzorcich 1AO namahanych na specialnim pripravku. Plné ¢a-
ry predstavuji bimodéalni nebo unimodalni von Misesovu distribuéni
funkci pro TA (oranzovd) a TM (fialova). Obvodovy smér znaci 0°.

divod pro jejich reorientaci pri ekvibiaxialnim zatizeni, zatimco zvlné-
na vlakna se musi prodluzovat pri ekvibiaxialnim natahovani podobné
jako u jednoosého. Uhel ©pr mezi obéma rodinami vlaken se neménil
s pricnym zatizenim a klesal podobné s ekvibiaxidlnim a podélnym
jednoosym zatizenim. Tento efekt opét nemohl nastat u dvou rozpty-
lenych rodin vldken, kdy ekvibiaxialni deformace neindukuje zadnou
rotaci vlakna, ale podporuje hypotézu o jedné rodiné vlnitych vlaken,
kterd se pri ekvibiaxidlnim a jednoosém zatizeni podobné narovnavaji.
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5 PARAMETRY

Pro analyzu in wvitro vzorktt z 10 lidskych briSnich aort z kadavert
(prumérny dosazeny veék 84 4+ 8 let, 6 zen, 4 muzi) byl pouzit jednak
automaticky algoritmus pro snimky z PLM a jednak software ImagelJ
pro snimky z laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu (CLSM)
Leica TCS SP8X, ktery je k dispozici na Ustavu biomedicinského inZe-
nyrstvi FEKT VUT. Vzorky pro tyto dvé metody byly odebrany vzdy
v tésné blizkosti vedle sebe v Anatomickém tustavu Lékarské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné, opatieny markery pro zachovani jejich
orientace a zafixovany.

5.1 PLM

Pro polarizacni mikroskopii byly vzorky nachystany, nasnimkovany
a vyhodnoceny stejnym zptisobem, jako byly pripraveny praseci aor-
ty v predchozi kapitole (5x objektiv, velikost vyhodnocené oblasti na
jednom fezu: 4 x 4 mm, tloustka fezu: 5 — 7um). Vysledné histogramy
s distribu¢nimi funkcemi a celkovymi daty jsou v grafu 5.1 a v tabulce
v disertacni praci.

Histogramy ukazuji v 7 ptipadech z 10 (1, 3, 4, 6, 7, 8 a 9) na
unimodalni nebo bimodalni distribuci blizko obvodového sméru pres
vSechny dostupné fezy. Ve tiech pripadech (2, 5 a 10) ukazuji unimo-
dalni distribuci v blizkosti axialniho sméru vlaken. To miize byt zptiso-
beno lokalnim usporadanim kolagenu v diisledku mozné aterosklerozy
vzhledem k vysokému stari darci. Vrstvy zarazené do TM ve vsech
dostupnych pripadech kopirovaly trend vyhodnoceny pro TA. Pro po-
rovnani unimodalni a bimodalni von Misesovou distribu¢ni funkci byla
pouzita stejna pravidla jako u prasecich aort v predchozi kapitole. Me-
toda PLM umoznuje vyhodnotit pouze lokalni sméry kolagennich vla-
ken a neumoznuje vyhodnotit vlnitost, ta bude vyhodnocena za pomoci
snimki z konfokalniho mikroskopu v dalsi podkapitole.
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PLM.
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5.2 CLSM

Vzorky pro pozorovani pod konfokalnim mikroskopem byly fixovany
Zamboniho fixa¢nim roztokem a nafezany mikrotomem na 25 a 50 ym
tlusté fezy v obvodové-axialni roviné. K provedeni analyzy obrazu po-
moci metody strukturniho tenzoru byl pouzit program ImageJ, plugin
OrientationJ a NeuronJ [33], ktery byl pouzit k vyhodnoceni smért
vldken a jejich vlnitosti i ve studiich [11, 16, 22]. Program generuje
pouze histogram lokalnich orientaci vldken, stejné jako u PLM.

Vysledné histogramy s distribuc¢nimi funkcemi a celkovymi daty
pro TA jsou v grafu 5.2. U prvnich trech vzorkua se podarilo ziskat
vétsi pocet Tezll po tloustce stény aorty, tak druhd polovina fezii byla
vyhodnocena jako TM. Vysledné tabulky se strukturnimi parametry
jsou v disertac¢ni praci.

Ve vétsiné studii se objevuji poznatky o dvou [13, 17, 34], tfech
[13] nebo dokonce ¢tyfech rodinach [13, 16, 20] kolagennich vlaken
v tepnach napric¢ jejich tloustkou, kterd nejsou podlozena srovnanim
s unimodalnim rozdélenim [14, 20], nebo uvazovana jako jedna rodina
zvlnénych vlaken. Nase vysledky podporuji hypotézu o jedné rodiné
vlaken blizko obvodového sméru v TA i TM, coz odpovida i vysledkim
ve studiich [5-7, 10, 12, 15] a v nasSich predchozich experimentech na
prasecich tepnach predstavenych v kapitole 4.

U 3/10 vzorku byl pozorovan rozpor mezi vysledky u jednotlivych
metod. Jednalo se o vzorky od darcu ¢. 5, 8 a 10, kde rozdil v hlavnim
sméru byl 98°, 61° a 83°. Vysvétlenim zde mtize byt lokalné narusena
struktura tkané vlivem onemocnéni, nebo chyba laboranta pri odebira-
ni tkdné a jeho naslednému oznaceni orientace vzorku. Dale zde muze
hrat vliv velikost snimkované plochy vzorky u obou metod. U PLM
vyhodnocena oblast méri cca 4 x 4mm, u CLSM cca 1,7 x 1,7mm,
kvili zvolenému vétsimu zvétSeni vzorku. Proto bylo provedeno druhé
snimkovani a vyhodnoceni dalsich oblasti pod CLSM. Vysledky u dvou
ukazaly nevyznamny rozdil mezi obéma mérenimi, u jednoho doslo
k rozdilu a priblizeni se vysledktim z PLM, takze to lze vysvétlit neho-
mogenitou tkané.
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Obrazek 5.2: Surové histogramy (teckované) s aproximaci von Misesovou distribué-
ni funkei (plné) pro vnéjsi vrstvy TA lidskych aort vyhodnocenych
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6 VLNITOST

Vlnitost kolagennich vldken T' € (1;00) byla vyhodnocena z CLSM
snimkt podle postupu popsaného ve studii [11] pomoci rovnice:

_ Ly

T =
Ly’

(6.1)
kde L je oznacuje délku vldkna a Ly vzdalenost mezi jeho koncovymi
body. Pokud T' = 1 jedna se o prima vlakna a ¢im je T vétsi, tim jsou
vlakna nebo svazek vice zvinéna.

Druhou moznosti jak definovat vilnitost je jeji prevracena hodnota,
neboli primost vldken S € (0;1):

1
S = T (6.2)

Na kazdém snimku (oblasti na vzorku) bylo poloautomaticky vy-
trasovano 10 vlaken, na kazdém Tezu jich tedy bylo vyhodnoceno 90
(pro TA celkem 900, pro TM 270).

Rozdéleni Beta parametru primosti S pro vsechny vzorky TA a TM
jsou uvedeny na obrazku 6.1 a v tabulce 6.1. Beta rozdéleni je prav-
dépodobnostni funkce pro proménnou omezenou rozsahem v intervalu
(0; 1) a jeji hustota pravdépodobnosti je:

1
B (a,f)

kde B je Beta funkce, nebo také normalizacni konstanta zajistujici,
ze celkova pravdépodobnost je 1, @ > 0 je parametr tvaru, 5 > 0
rozsahu. Definice obou pouzitych rozdéleni jsou pouzita z MathWorks
Help Center.

flz) = T (1-2) (6.3)

6.1 GLOBALNI SMERY

7 koncovych bodi vytrasovanych vlaken byl urcen vektor a poté global-
ni sméry pro TA aproximované unimodalni von Misesovou distribuc¢ni
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Obréazek 6.1: Distribuce parametru primosti S pro kolagenni vldkna u TA (vlevo)
a TM (vpravo) v nezatizeném stavu z celého souboru vyhodnocenych
vzorku spolu s Beta rozdélenim.

Tabulka 6.1: Parametry rozdéleni Beta na primosti kolagennich vldken v nezatize-
ném stavu z celého souboru vyhodnocenych vzorki.

TA ™
Log-pravdépodobnostni hodnota  1651,2  639,6
Stredni hodnota 0,94 0,96
Rozptyl 0,002  0,0006
Q 24,76 63,6
5] 1,69 2,99

funkci. Priumérny globalni smér pro TA vysel 51,3 +39° (vyloucen vzo-
rek od darce ¢é. 6, ktery vykazuje izotropni rozdéleni s velmi nizkym R?
von Misesovy distribu¢ni funkce). Vzhledem k velkému rozptylu nam
prameérny smeér témeér nic nerika a je potieba do budoucna vyhodnotit
vétsi pocet vzorku. Prumérny parametr koncentrace b pro TA vysSel
2,6 +1,3.

V tabulce 6.2 je srovnani parametri unimodalniho von Misesova
rozdéleni pro TA a TM pro lokalni (bez izotropni slozky) a globalni
sméry s prumérnou vinitosti T a primosti S pro kazdy vzorek. Vlnitost
byla u vSech vzorki nizké kromé déarci ¢. 7, 9 a 10.
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Tabulka 6.2: Srovnani parametri unimodalniho von Misesova rozdéleni pro TA
a TM pro lokalni a globalni sméry vyhodnocené pomoci CLSM. Lo-
kalni sméry byly vyhodnoceny automaticky pomoci softwaru ImagelJ
a globalni poloautomaticky pomoci vytrasovanych vlaken, ze kterych
byla urcena primost S.

CLSM lokalni sméry

CLSM globalni sméry

Dérce¢.  b[]  p[°] R’ bl ul] R’ ST

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 42 057 2,7 80 0,72 0,94

4 1,6 -5 0,98 1,4  -41 0,49 0,96

5 1,0 18 089 1,2 65 0,61 0,94

- 6 1,8 7 0,99 0,4 -5 0,13 0,95

H 7 07  -37 073 1,7 75 0,73 0,91
8 2,0 -75 094 3,7 82 0,73 0,94

9 1,5 0 0,99 1,5 52 0,52 0,35

10 1,4 0 0,99 4,3 35 0,87 0,92

Primér 14 —135 24 457 0,93
+SD 40,5 4414 +14 4409 40,03

1 1,2 11 087 5,9 65 0,82 0,96

2 1,1 10 087 2,6 70 0,70 0,95

= 3 1,0 43 091 4,0 -T2 0,94 0,95

Primér 1,1 213 42 210 0,95
+SD 40,1 4188 +1,7 4806 40,01

Na rozdil od lokalnich smérti jsme nikde nedostali obvodovou ori-
entaci, globalni a lokalni sméry jsou tedy ve vzajemném rozporu, ktery

prozatim neumime vysvétlit.

Stredni hodnota parametru primosti S vysla pro TA 0,94 a pro TM
0,96. Ve studii [11] stfedni hodnota parametru primosti S vysla pro TA
0,752 a pro TM 0,979. V jejich studii méli vzorky ze zdravych lidskych
btisnich aort bez aterosklerotickych zmén se starim darct 59 £+ 7 let (6

zen a 6 muzi).

Nejnovejsi studie [14] hodnotici zmény parametri v dusledku biaxi-
alntho zatizeni (A, , = 1,2) TA v lidskych biiSnich aortach vyhodnotila
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stfedni hodnotu S bez zatizeni jako 0,91 a se zatizenim 0,96, coz pod-
poruje nase vysledky primosti vldken v TA.

Ve studii [16] vysla stredni hodnota S 0,718 pro soubor vzorka TA
krali¢ich spolec¢nych karotid, kde se jednalo o zdravé tepny. Ve stejném
roce byla publikovana studie [15], ktera ale zkoumala zménu vinitosti,
orientace a rozptylu kolagennich vlaken pri zatizeni. Hustotu pravdépo-
dobnosti nemaji prolozenou zadnym rozdélenim, ale miizeme z obrazku
5 odhadnout, Ze i bez zatiZeni se stfedni hodnota S pohybovala kolem
0,9 a pri zatizeni se priblizovala 1 a tedy plné narovnanym vlakntm.

Prace [22] se také zabyva vlnitosti kolagennich vldken v krali¢ich
karotidach a pro 6 vzorkt jim vysel parametr primosti 0,77 £ 0,02, coz
odpovida vysledkim studie [16].

Ptinosnéjsi je ale pro nas analyza globalnich smértt kolagennich
vlaken, jelikoz do strukturnich konstitutivnich modelii materidlu se
jako vstupy pouzivaji pravé globalni sméry vlaken a ne lokalni. Vétsina
studii a metod uvadi pravé pouze lokalni sméry vlaken, které se ale
nemusi shodovat s globalnimi, tak jako tomu je u nasi analyzy, kde je
rozpor opravdu zietelny.
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7 ZAVER

Za posledni roky vyvoje a vyzkumu v oblasti biomechaniky kardio-
vaskularniho systému se uprednostnuji anizotropni, strukturni konsti-
tutivni modely pro popis mechanického chovani a se zohlednénim mik-
rostruktury cévni tkané. Tyto modely popisuji cévni sténu presnéji, nez
modely izotropni nebo anizotropni fenomenologické, které se navzdory
tomu stale pouzivaji, protoze nam chybi jednoznacény popis jeji struk-
tury kvantifikovany do podoby parametrii modelu. Navic kazda céva
lisici se priumérem a tloustkou stény se miize lisit i v mikrostrukture
a usporadani vlaken.

Vstupy do strukturnich konstitutivnich modeld jsou globalni smér
vlaken, rozptyl kolem tohoto sméru a vlnitost. Pro jejich detekci exis-
tuje rfada rtznych pristupt a metod. Jednou z nejcastéji pouzivanych
je polarizovana mikroskopie vzhledem k jeji jednoduchosti a presnos-
ti. V této praci je prezentovan, verifikovan a validovan automaticky
algoritmus pro vyhodnocovani strukturnich parametrit mékkych tkani,
ktery je zalozen na dvou sadach sSesti rotovanych mikrosnimku ziska-
nych jak s kolmymi, tak s vychylenymi polarizatory. Vychylka mezi
polarizatory prekonava omezeni 90° periodicity intenzity polarizova-
ného svétla a presné a rychle vyhodnocuje orientaci a rozptyl vldken
v roviné v celém rozsahu 180° bez nutnosti dalsiho pridavného vybave-
ni [30].

Vlnitost vlaken ztézuje automatickou analyzu smért, ale je velmi
dilezita pro jejich spravnou funkci. Z dosavadnich vysledki ze snimkt
z polariza¢niho mikroskopu a automatizovaného algoritmu jsme schop-
ni ziskat pouze lokalni sméry vldken. I tato informace je pro ziskani
vSech parametrt dilezita, bohuzel o vInitosti nam neposkytne potieb-
né informace. Tenké histologické fezy nam znemoznuji trasovat vlakno
ve 3D prostoru a v obvodové-axialni roviné tak vidime pouze c¢asti
sinusové zvlnénych svazkl vlaken.

Globalni sméry vlaken miizeme ziskat napt. z analyzy vzork pod
zatizenim, kdy eliminujeme vlnitost a dojde k jejich naprimeni. Analy-
zou namahanych vzorkt praseéich brisnich aort pomoci PLM a auto-
matického algoritmu byla zjisténa existence jedné rodiny sinusové zvl-

24



nénych vlaken v dominantné obvodovém sméru, nez dvé spiralovité [35,
36]. Vzorky lidskych brisnich aort nebylo mozné pred fixaci deformovat,
jelikoz vzorky byly hned histologicky pripravovany pro polarizovanou
a laserovou skenovaci konfokalni mikroskopii, ale za pomoci softwaru
ImageJ a pluginu NeuronJ bylo mozné vytrasovat na kazdém snimku
10 vldken a pomoci jejich koncovych souradnic a celkové délky vlakna
byla vyhodnocena vinitost a globalni smér. Na vysledcich lze pozorovat
rozpor, jelikoz lokalni sméry ukazaly dominantni obvodovou orientaci,
globalni ukazaly diagonalni nebo axiadlni smér.

V ramci disertac¢ni prace byl dale kladen diraz na spravné vyhod-
nocovani unimodalni nebo bimodalni distribu¢ni von Misesovy funkce,
jelikoz v mnoha studiich je tohle opomijeno a dochézi tak k tomu, ze
bimodalni distribuce nejsou srovnany s unimodalnim rozdélenim, ktera
mohou poskytnout srovnatelnou aproximaci, nebo jedna rodina zvlné-
nych vlaken se v histogramu s jednoznacnou bimodalni distribuci mutize
zaménit za dvé rodiny vldken s rtiznymi globalnimi sméry.

U analyzy vzorkt z lidskych aort si je autorka védoma, zZe jejich
vyssi pocet by vedl k rigoréznéjsim zavértim, avsak vyhodnocenych 10
vzorkli bylo sbirano dva roky. Spolu s prvnimi experimenty na pra-
seCich aortach a dokonéenim automatického algoritmu s jeho validaci
a verifikaci by ¢ekani na vice vzorkt z lidskych aort presahovalo casovy
ramec doktorského studia.

V ramci sbéru vzorki z lidskych aort byly zaroven sbirany i vzorky
z pravych a levych krénich tepen, které jsou pripraveny pro vyhodnoco-
vani pod PLM i CLSM, a které jsou klicové pro dalsi smérovani oblasti
mikrostruktury tkani a jejich vlivu na mechanické vlastnosti v nasi vy-
zkumné skupiné na UMTMB. Autorka véi, Ze jeji zévery a poznatky
z analyzy prasecich a lidskych bfisnich aort pomtzou v dalsich analy-
zach usporadani kolagennich vldken nejen v lidskych krénich tepnéach.
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ABSTRAKT

Disertacni prace se zabyva analyzou usporadani kolagennich vldken
v tepnach a jejich spravnym vyhodnocenim a pouzitim ve strukturné
motivovanych konstitutivnich modelech materialu. Prvni ¢ast prace je
zameérena na resersi mechanickych vlastnosti tepen a na prehled dostup-
nych metod pro detekci vlnitosti, orientace a rozptylu vlaken. Druha
cast prace popisuje automaticky algoritmus, ktery dokaze vyhodnotit
lokalni sméry vlaken a jejich rozptyl ze snimkt z polarizacniho mikro-
skopu. V dalsi ¢asti prace jsou prezentovany dva experimenty na prase-
¢ich tepnach za celem zjisténi vlivu riizné velikosti biaxialni deformace
na orientaci a rozptyl vlaken. Posledni ¢ast prace uvadi vyhodnocené
strukturni parametry pro praseci a lidské aorty, které byly analyzova-
ny nejen pod polarizovanym svétlem, ale i pod laserovym skenovacim
konfokalnim mikroskopem, diky kterému byla ziskdna vInitost vldken
a jejich globalni smeér.

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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