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Abstrakt 
Bakalářská práce je zaměřena na exper imentá ln ím stanovení vlnitosti kolagenu v ar té-

rií. Cílem práce je z polarizovaných sn ímků získat orientaci vláken pomocí fázové korelace 
a analýzy obrazů v programu M A T L A B . Následuje ověření získaných výsledků v programu 
Hyperfit pomocí s tanovení přís lušných koeficientů (popisujících vlnitost) kons t i tu t ivn ího 
modelu a srovnání modelu s dvouosými zkouškami vepřových aort. 

Summary 
The bachelor thesis is focused on the experimental estimation of collagen waviness 

in arterial . The aim of this thesis is to get orientation of fibres from polarized light 
microscopy. This is possible thanks to phase correlation and image analysis in programe 
called M A T L A B . After that, it is needed to vertify results in program called Hyperfit. Its 
done by estimating coefficients of constitutive model and comparing them with biaxial 
tests of porcine aortas. 
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fázová korelace, analýza obrazů , polar izační mikroskopie M A T L A B , Hyperfit, konsti

tu t ivn í model 

Keywords 
phase correlation, image analysis, polarized light microscopy, M A T L A B , Hyperfit, con

stitutive model 

VÁVRA, J.Experimentální stanovení vlnitosti arteriálního kolagenu. Brno: Vysoké učení 
technické v Brně , Fakulta s t ro jního inženýrství , 2016. 51 s. Vedoucí Ing. Stanislav Polzer, 
P h . D . 





Prohlašuj i , že jsem předloženou bakalářskou práci vypracoval s amos ta tně , s využi t ím 
uvedené literatury a podk ladů , na základě konzul tací a pod vedením vedoucího bakalářské 
práce. 

Jan Vávra 





T í m t o bych chtěl poděkovat panu Ing. Stanislavu Polzerovi, P h . D . za pomoc a cenné 
rady, k te ré mi b ě h e m vypracování daného t é m a t u poskytl a umožni l tak dokončení t é to 
bakalářské práce . Dále panu Ing. K a m i l u Novákovi za p o s k y t n u t á data, k teré ulehčila 
s tanovení vlnitosti a Dr . Skácelovi za propůjčení programu Hyperfit, bez něhož by nebylo 
možné ověřit koeficienty vlnitosti na kons t i tu t ivn ím modelu. 

Jan Vávra 





Obsah 
1 Ú v o d 13 

2 Tepna 15 
2.1 Funkce tepny 15 
2.2 Stavba tepny 16 

2.2.1 Elast ický typ 16 
2.2.2 Svalový typ 16 

3 S t r u k t u r n í s o u č á s t i tepny 19 
3.1 Kolagen 19 
3.2 Typy kolagenu 19 

3.2.1 T y p I 19 
3.2.2 T y p II 19 
3.2.3 T y p III 19 
3.2.4 Další typy 19 

3.3 V ý z n a m kolagenu 19 
3.4 Elast in 20 
3.5 Hladké svalstvo 20 

4 S t a n o v e n í vlnitosti k o l a g e n n í c h v l á k e n 23 
4.1 Metody s tanovení orientace 23 
4.2 Polar izační mikroskopie 23 
4.3 Výroba vzorků 25 
4.4 Postup při s tanovení vlnitosti 26 
4.5 Algoritmus s tanovení orientace 28 
4.6 Určení vlnitosti vláken 32 
4.7 Kons t i tu t ivn í model 33 
4.8 Určení koeficientu determinace 35 

5 Diskuze 41 

6 Z á v ě r 43 

11 



12 



1. Úvod 
Tato bakalářská práce je zaměřená na t é m a exper imentá ln í s tanovení vlnitost ar-

ter iá lního kolagenu. Zvlnění vláken se určuje proto, protože je to n u t n ý vstup do výpoč
tových kons t i tu t ivních modelů , k te ré pomáha j í lépe pochopi a modelovat chování zdra
vých, ale i patologických tepen. Stanovení vlnitosti kolagenních vláken je netr iviální , ale 
nezbytný krok pro realistický popis deformačně napěťových s tavů arteri í . 

V úvodu práce je rozebí rána funkce a struktura tepny. Tepna (arteria) je céva 
rozvádějící krev po celém těle směrem od srdce. Tepna je řazena mezi hyperelast ické 
mate r iá lu z toho důvodu , pro tože se dokáže někol ikanásobně roz t áhnou t už při malých 
zatížení. Tepny tot iž dokážou přenés t vyšší t laky než žíly, protože mají silnější stěny. 
Stavba tepny se dělí na elastický a svalový typ. Kde svalový typ obsahuje základní t ř i 
vrstvy, tunicu intimu, tunicu medií a tunicu adcenticií (vnitřní , s t řední a vnější vrstvu). 
K a ž d á z jednot l ivých vrstev m á svojí specifickou vlastnost. V práci se bude nadá le ro
zebírat pouze vnější a s t řední vrstva, protože obsahuje nejvíce kolagenních vláken, k t e rá 
jsou náplní práce . 

Následuje kapitola, kde jsou popisovány s t ruk tu rn í součást i tepny. Tepny nejvíce 
obsahují v lákna kolagenu a elastinu a h ladké svalstvo, k teré jsou blíže popsány v t é to ka
pitole. Kolagen tvoří až t ř e t inu všech bílkovin v těle člověka. Kolagenní v lákna v t epnách 
jsou zodpovědná za přenos zatížení, např ík lad při fyziologickém tlaku, a současně chrání 
tepnu při přetěžování . Toho jsou schopny díky zvlnění a tedy p roměnné tuhosti b ě h e m 
deformace. Př i absenci vn i t řn ího t laku a p ředepnu t í se t aké významně mění vlnitost ko
lagenu. 

V t ře t í části t é t o práce jsou popsány jednot l ivé dosud vyzkoumané metody, jak 
vlnitost stanovit a proč je rozhodnuto právě pro polar izační mikroskopii, k t e rá je v da
lší části detailněji popsána . Tato kapitola t ak t éž obsahuje obrázky z experimentu tepen 
a jejich porovnání . 

Ve finální části bakalářské práce je p o p s á n a výroba histologických vzorků a stru
čný manuá l , jak postupovat při s tanovení vlnitosti . Zde je po j ednáno krok po kroku, co 
kde nastavit, jaké programy jsou u toho p o t ř e b a a jejich příslušné konfigurace. Další kapi
tolou je popis zapůjčeného algoritmu, k te rý funguje na principu fázové korelace k určení 
zas toupení modré barvy ve vzorku při R G B rozebrání . Jednot l ivé metody a postupy jsou 
detailněji popsány tak, že každý č tenář by měl být schopen podle t é to práce vlnitost ko
lagenu t ak též urči t . Následuje ověření získaných výsledků pomocí s tanovení přís lušných 
koeficientů (popisujících vlnitost) kons t i tu t ivn ím modelem a srovnání modelu s dvouosými 
zkouškami vepřových aort. Nakonec jsou všechny vypoč tené hodnoty zapsány do tabu
lek nebo vidět na obrázcích a konečné zhodnocení , zdali tyto hodnoty jsou odpovídající 
a reálné. 

Všechny obrázky z polar izační mikroskopie byly provedeny v labora toř ích Ús tavu 
Biomechaniky V U T v Brně . 
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2. Tepna 
2.1. Funkce tepny 
Tepna (arteria) je céva, k t e rá m á za úkol rozvádět krev po celém těle směrem od srdce. 
Okysličenou ve velkém krevním oběhu (srdce - tělo - srdce) a neokysličenou v ma lém 
krevním oběhu (srdce - plíce - srdce). Z důvodu př í tomnos t i kyslíku, dodaného do krevního 
oběhu plícemi, je krev zbarvena světle červenou barvou, na rozdíl od žilní krve, kde je 
krev zbarvena tmavě červenou barvou. [1] 

S těna tepny je mnohem silnější než např ík lad u žíly viz obr 2.1, protože zde proudí 
krev pod mnohem větš ím tlakem, k te rá m á pak možnost se dostat i do konečků prs tů . 
Největší tepnou v těle je aorta, zbylé tepny jsou tud íž její p ř ímé nebo nepř ímé větve. 
Vni t řn í p r ů m ě r aorty dosahuje až 25 mm, kdež to os ta tn í tepny jsou menší . Z důvodu 
zmíněného větvení cév se daný vn i t řn í p růměr zmenšuje. Nej menší tepny maj í v p r ů m ě r u 
kolem 1 m m a méně . Tyto p r ů m ě r y maj í tepny s názvem t epénky (arterioly), kde se 
p růměr pohybuje okolo 20 /xm. [1] Přeh led p r ů m ě r ů je z a z n a m e n á n v tabulce 2.1. 

Tepny vycházející p ř ímo ze srdce maj í velmi p ružné s těny (jsou hyperelast ické, 
blíže vysvět leno v kapitole 4.16) způsobené p ř í tomnos t i bílkoviny (proteinu) zvané elas-
t i n . 1 Elast in k te rý umožňuje roz t áhnou t cévy tak, že dokážou pojmout velké množs tv í 
krve při systole (stahu) srdeční komory a dále tuto krev rozhánět do velkého (systémo
vého) krevního oběhu, k te rý začíná v srdci a přes tělo jde opět do srdce. V tabulce 2.2 jsou 
zaznamenány p růměrné tlaky, k te ré musí tepna vydržet při systole/diastole. Pod tabul
kou je přepočet mi l imet rů r tut i na pascaly. Díky t ě m t o p r u ž n ý m a p e v n ý m vlastnostem 
stěn tepen a vzniku pulsní vlny, k t e rá se zde objeví při nah romaděn í krve. [2] Počá tečn í 
rychlost krve je 40-50 cm/s a t rvá zlomek vteř iny b ě h e m systoly levé srdeční komory. 
Rychlost závisí na typu proudění a na vzdálenost i od srdce (čím dál, t í m menší rychlost). 
Krev je považována za ne-newtonskou (nelineárně viskózni) kapalinu, k t e rá při zachování 
fyziologických p o d m í n e k (zdravý organismus aj.) p roudí l aminárně . P ř i nedodržení pod
mínek či extern ího zásahu může vzniknout p roudění tu rbu len tn í , k teré může vést až k 
poškození cévy. Více po j ednáno v knize [3]. 

Tabulka 2.1: Přeh led p r ů m ě r ů 
P r ů m ě r [mm] 

V e l k é tepny 8 - 26 
S t ř e d n ě v e l k é tepny 3 - 8 

M a l é tepny do 3 
T e p é n k y (arterioly) cca 0.1 

V l á s e č n i c e ( k a p i l á r y ) Setiny m m 

Tabulka 2.2: Přeh led t l aků 
Tlak [mmHg] Tlak [kPa] 

V y s o k ý tlak nad 140/90 cca 21/12 
N o r m á l n í tlak 120/80 cca 16/10 

N í z k ý tlak pod 90/60 cca 12/8 

1Elastin - prodloužení 130 procent, mez pevnosti kolem 3 MPa a modul pružnosti E=(200 - 400) kPa 
Kolagen - pružnosti (4 - 10) procent, mez pevnosti (90 - 130) MPa a modul pružnosti E=(100 - 2000) 

MPa [3] 
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lmmHg = lTorr = 133, 322Pa 

ARTÉRIE VÉNA 

2.2. Stavba tepny 
Z pohledu histologické stavby můžeme arterie dělit do dvou základních skupin, a to na 
svalový a elastický typ. U větších tepen se mezi vrstvami nachází membrány , k teré oddělují 
dané vrstvy. [2] [1] 

2.2.1. Elastický typ 

Mezi elastické ar tér ie pa t ř í aorta a velké tepny z ní odstupující . Jsou to pouze ty cévy, 
které se pot řebuj í nejvíce roz t áhnou t . Hlavní úkol těch to tepen je, aby se přeměni l pulsní 
pohyb na kont inuální proudění krve. Tento typ se nejvíce liší v p o m ě r u zas toupení elastinu 
ve s t řední vrs tvě a šířce t é t o vrstvy. O t é t o vrs tvě je po j ednáno ve svalovém typu, viz 
2.[2][1] 

2.2.2. Svalový typ 
Tento typ m á větš ina tepen, tj. tepny s t řední a malé velikosti (již zmíněné arterioly). Dělí 
se na vnější, s t řední a vni t řn í vrstvu. K a ž d á z těch to vrstev m á svojí jed inečnou funkci 
a liší se složením, k te ré je pro každý typ trochu j iné. [2] [1] 

1. Tunica intima, neboli vn i t řn í vrstva, je tvořena jednou vrstvou endotelových plo
chých buněk (výstelkou) a vrstvou vazivových subendote lových vláken. B u ň k y en-
dotelu jsou orientovány axiálně ve směru toku krve. Povrch je h ladký a nesmáčivý 
(aby se zde nesrážela krev). V t é to vrs tvě je axiální tuhost vyšší než obvodová.[2][1] 

2. Tunica media, neboli s t řední vrstva, je tvořena b u ň k a m i hladké svaloviny uspořá
dané spirálně nebo cirkulárně. Je zde p řevaha elastických a svalových vláken v ob
vodovém směru a kolagenní v lákna jsou zvlněna do šroubovice. B u ň k y svaloviny 

16 



vytvář í mezibuněčnou hmotu včetně kolagenních vláken sloužících jako p o d p ů r n á 
konstrukce pro b u ň k y svalů a zabraňuje fyzickému poškození cévy. Tato vrstva je 
p r imárn í nositelkou fyziologického zatěžování . [2] [1] 

3. Tunica adventitia, neboli vnější vrstva, obsahuje mnoho kolagenních vláken uspořá
daných v obvodovém směru. Je to vazivový obal cévy složen z kolagenních a velmi 
malého p o č t u elastických vláken. Kolagenní v lákna jsou neuspořádaně zvlněná. 
U zdravých organismů slouží k udržení ar tér ie na svém mís tě a kolagenní v lákna 
jsou zde zvlněna a neakt ivní . T y se aktivují (začnou rozplé ta t ) při poruše s t řední 
vrstvy a s tává se tak sekundárn ím nosičem zatížení . Tunica adventitia tedy slouží 
jako záložní nositelka zatížení a chrání s těnu před r u p t ú r o u (roztržením tkáně) . Je 
tvořena vazivem, k te ré obsahuje b u ň k y fibroblasty. [2][1] 

S t ručný popis lze vidět na obrázku 2.2 [2][1] 

Obrázek 2.2: Řez t e p n o u . P ř e v z a t o z [5]. 
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3. Strukturní součásti tepny 
3.1. Kolagen 
Kolagen je protein, mimobuněčný, ve vodě ne rozpus tná bílkovina v ex t race lu lá rn ím pro
storu, k te rý slouží jako základní s tavební hmota pojivových tkání . Tvoří č tv r t inu až t ř e t inu 
všech bílkovin u člověka. [6] V dnešní době je z n á m o více než 20 t y p ů kolagenů. Kolagen se 
často shlukuje do svazků, což m á za následek lepší mechanické vlastnosti, jako pružnost , 
pevnost, lepší vlhčení kůže aj. Tento protein, stejně jako j iné mate r iá ly p ropada j í jevu 
stárnutí, tj. z trácí svoje p ružné vlastnosti, což vede např . k tvorbě vrásek. [7] 

3.2. Typy kolagenu 
Struktura jednot l ivých t y p ů kolagenů se liší h lavně složení aminokyselin v polypeptido-
vých řetězcích. Tyto odlišnosti se projevují ve stupni polymerizace a agregace molekul. [6] 
[7] 

3.2.1. Typ I 

Tento typ je nej důležitější a nejvíce rozšířený v l idském těle. F ib r i ly (velmi j e m n á v lákna 
složená z mnoha molekulových řetězců vidi te lná pouze e lekt ronovým mikroskopem) tvoří 
velmi p e v n á vlákna, k teré se shlukují do svazků, což m á za následek zpevňování cévy. 
Ukázka kolagenu typu I je na obrázku 3.3.[6] [7] 

3.2.2. Typ II 
Tento typ kolagenu se vyskytuje např . v chrupavkách. F ibr i ly se neshlukují do větších 
vláken nebo svazků. [6] [7] 

3.2.3. Typ III 
Tento typ je dosti podobný typu I. Liší se pouze v tom, že je zde více zas toupený proteo-
glykan (molekula s p ro te inovým j ád rem) a glykoproteinem (molekula obsahující sachari
dovou složku). F ib r i ly tohoto typu se shlukují do tenkých vláken, k t e rá nejsou pravidelně 
u s p o ř á d a n á jak u typu I.[6][7] 

3.2.4. Další typy 
Tyto typy jsou důležité v tepnách , ovšem již nemaj í tak dominan tn í v l iv na vlastnosti cév 
jako první t ř i typy. Další typy jsou popsány např . v [6]. 

3.3. Význam kolagenu 
Kolagen je velmi důleži tou složkou vnější vrstvy, kde n a p o m á h á chráni t cévu proti fyzic
k ý m zátěžím. V těle m á tedy podstatnou úlohu př i zachycení cévy v těle a též n a p o m á h á 
při její zotavování způsobené vnějším či vn i t řn ím porušení . Navíc jeho důležitost roste se 

19 



s t á r n u t í m cévy, protože je vy tvá řen po celý život člověka. Kdež to elastin ne, což m á za 
následek, že s věkem roste tuhost tepen. V p růběhu života probíhaj í degenerat ivní změny 
cév (např. : a teroskleróza) , k t e rá mění mechanické vlastnosti. Tudíž kolagen pos tupně 
přechází v dominan tn í bílkovinu ve s těně cévy zodpovědnou za většinu mechanických 
vlas tnos t í s taré cévy. Po rovnán ím s mladou cévou, s ta ré vykazují menší axiální p ředpnu t í 
a zvýšenou ar ter iá lní tuhost. [6] [7] 

Vlastnosti kolagenních vláken závisí h lavně na hus to tě , orientaci a zvlnění jednot
livých vláken. Proto je n u t n é stanovit vlastnosti vláken ve s těnách cév. [6] [7] 

Elastin je velmi v lákni tý a hydrofobní protein obsažený v pojivových tkáních. Je neroz
pus tný ve vodě a n a p o m á h á t k á n í m v těle, aby se vrá t i ly do původn ího tvaru po fyzické 
námaze , jako jsou např ík lad smršťování nebo pro tahování . Elast in p o m á h á kůži dostat 
se do původn ího stavu, pokud byla poš t í pána nebo n a t á h n u t á . Také je v ý z n a m n o u částí 
tkání , k teré jsou pod fyzickou zátěží . Je používán v místech, kde je p o t ř e b a uchovávat 
mechanickou energií. Ukázku elastinu lze vidět na obrázku 3.1. [8] 

3.5. Hladké svalstvo 
V lidském těle m á m e t ř i druhy svaloviny. Př íčně p ruhovaná (kosterní) svalovina, k t e rá 
se vyskytuje v kos tern ím svalstvu. Dále h ladká svalovina, k t e rá se nachází v cévách a ve 
s těnách orgánů. Speciální typ je srdeční svalovina, k t e r á m á vlastnosti obou již zmíněných 
t y p ů svalovín. [8] 

Hladká svalovina je tvořena pod louh lými b u ň k a m i v ře t ena tého tvaru (myocyty). 
K a ž d á b u ň k a obsahuje pouze jedno j ád ro elipsovitého tvaru. Jednot l ivé b u ň k y obsahují 
kontrakt i ln í v lákna (aktin, tropomyozin a troponin), díky k t e r ý m jsou schopny stahu 
(kontrakce). Tento děj je neovladate lný vůlí. Další funkcí myocy tů je produkce kolagenních 
a elast inových vláken aj. Tato v lákna se následně dostávaj í do mezibuněčné hmoty, kde 
plní svou funkci. Jak vypada j í svaly z histologického pohledu lze vidět na obrázku 3.2.[8] 

3.4. Elastin 

Obrázek 3.1: Ukázka elastinu a kolagenu v t epně .P řevza to z [8]. 
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Kosterní svaly 

Hladké svaly 

Srdeční svaly 

Obrázek 3.2: Přeh led svalstev v těle. P řevza to z [8]. 

50 nm 09LungTEM 1/7/0 REMF 

Obrázek 3.3: Kolagenní v lákna typu I pod e lekt ronovým mikroskopem. P řevza to z [8]. 

S h r n u t í : 
Elast in (viz 3.4) je jednou z hlavních složek tepny, zajišťující její roz tažnos t v ra

diá lním směru. Hladká svalovina (viz 3.5) je důleži tá pro zúžení p růsv i tu cévy b ě h e m 
urči tých fyziologických procesů, např ík lad jako reakce na chlad. Kolagenní v lákna (viz 
3) maj í s t ruk tu rn í a p o d p ů r n o u funkci, zá sadn ím způsobem určují mechanické vlastnosti 
tepen. Orientace vláken ovlivňují chování aorty a m á vl iv na an izo t rop i í 1 tepny. Tepna 
je v těle axiálně p ředepnu ta , t akže se po vyjmut í z tě la zkrá t í (až o 30 procent) [9]. P ř i 
absenci vn i t řn ího t laku a p ředepnu t í se také významně mění vlnitost kolagenu, kterou se 
zabývá další část t é t o práce (viz kapitola 4). 

Vlastnosti látky jsou závislé na směru působení 
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4. Stanovení vlnitosti kolagenních 
vláken 

4.1. Metody stanovení orientace 
Orientace (=globáln í směr vláken) kolagenních vláken se dá stanovit různými způsoby. 
Nejs tarš ím a nejčastějším způsobem bývá l ineární polar izační mikroskopie[10], dále pak 
např íklad: kvan t i t a t ivn í polar izační mikroskopie[11], rozptyl světla malých úhlů[12], kon-
fokální laserová skenovací mikroskopie [13] nebo mult i fotonová mikroskopie [14]. Ze všech 
těch to metod je konfokální mikroskopie velice efektivní způsob měření , protože se vzorek 
do mikroskopu vkládá vcelku a neporušený. Obraz je dos ta tečně os t rý a p ř edmě t je vidět 
ve stavu, j a k ý m byl do mikroskopu vložen. Ovšem proces je velice nákladný, proto byl 
zvolen j iný postup, a to l ineární polar izační mikroskopie. Tento způsob je mnohem levnější 
a již ověřený léty praxe i přes všechny jeho hlavní nedostatky a omezení. Manuáln í měření 
jsou pomalá , velice zd louhavá a operá to r může být vágní k vyhodnocování vláken s vyšší 
jasnost í a preferovat tak oblasti s lépe or ientovanými a t lus tými vlákny. Toto může učinit 
měření závislé na provozovateli, k t e rý ovšem nemusí vždy být p ř í t omen a vyhodnocování 
ztrácí na přesnost i výsledků. [15] 

Výše zmíněné metody vytvář í obrázky, k te ré pot řebuj í bý t zpracovány ve správ
ném pořad í k posky tnu t í informací týkajících se kolagenní orientace. By lo vytvořeno něko
lik au tomat izovaných a lgor i tmů ke zpracování obrazů, jako je např ík lad: metody založeny 
na gradientu [16], detekce údolí a h ř b e t ů [17], momenty set rvačnost i [18], zobrazování ten
zoru difuse[19] nebo rychlá Fourierova transformace.[20] [15] 

Obsah kolagenu je obvykle měřen už i t ím kvan t i t a t ivn í chemické analýzy jako její 
suchou část hmotnosti ve vzorku[21] nebo už i t ím analýzy obrazů jako část obrazu s urč i tou 
barvou. [22] [15] 

V t é to bakalářské práci bude použ i t a metoda l ineární polar izační mikroskopie, aby 
dokázala odstranit dva hlavní problémy. Výsledky citlivé na operá torovi a časově náročné 
měření . Rovněž aby bylo dokázáno, že uživatel je schopen ve stejný čas odhadnout obsah 
kolagenu a pochopit jeho orientaci. N a základně polar izační mikroskopie byla vyvinuta 
au toma t i zovaná metoda nabízející tuto informaci. [15] 

4.2. Polarizační mikroskopie 
Polarizované světlo předs tavuje techniku posilující kontrast, citlivost a rozlišovací schop
nost pozorování anizotropních vzorků oproti konvenční světelné mikroskopii, tedy oproti 
mikroskopii světlého a tmavého pole. Toho je dosaženo pomocí j iného fyzikálního prin
cipu sledování objektu. Polarizační světelné mikroskopy mohou být využívány, jak pro 
kvant i ta t ivn í , tak i kval i ta t ivní pozorování např ík lad uniaxiálních (jednoosých) vzorků. 
Kval i ta t ivn í polar izační mikroskopie je velmi populá rn í v praxi. V kontrastu s kvantita
t ivní polar izační světelnou mikroskopií , k t e r á je p r imárně zaměřená na krystalografií , se 
zkoumají mnohem složitější předměty , k teré jsou zkoumány geology, mineralogy a che
miky. Polar izační mikroskopie nabízí b iomechan ikům a j i ným blíže studovat charakter 
anizotropních látek. [23] 
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Technika využívá interakce polar izovaného světla s opticky anizot ropními lá tkami . 
Toto světlo k m i t á v j edné rovině mezi filtry, k te ré jsou uspo řádané v j edné optické ose mi
kroskopu. Jsou zde dva druhy filtrů, po la r i zá to r 1 a ana lyzá to r 2 . Tyto filtry jsou vůči sobě 
posunuty o 90°, stejně jako je vidět na obrázku 4.1. Jedno- lomné látky, jako je např ík lad 
voda nebo buněčné j ád ro , nemění vlastnosti osvětlovacího světla, a tud íž bychom viděli 
zcela ztmavenou plochu. Obrázek 4.1 dále znázorňuje, jak polar izá tor polarizuje světlo 
pouze na svislou složku a ana lyzá tor tuto složku zcela pohl t í . N a z k o u m a n é m objektu 
ovšem mohou být opticky akt ivní prvky, k teré n á m směr polarizace změní . Tato změna 
se n á m projeví zesvětlením daného mís t a viz obrázek 4.2, k te rý byl pořízen při prvních 
pokusech na polar izovaném mikroskopu v labora toř ích Ús tavu Biomechaniky. [23] 

polarizátor analyzátor 

polarizované světlo 

Obrázek 4.1: Polarizace světla filtry. P ř evza to z [24]. 

Dvoj lomné lá tky naproti tomu už jsou v okuláru vidět , jelikož mění rovinu kmi tu 
pronikajícího světla. Dochází k tzv. dvojlomu. Paprsek, k te rý prochází z k o u m a n ý m ob
jektem se rozdělí na dva nové, jejichž vektory kmi ta j í ve vzá jemně kolmých rovinách. 
Jeden paprsek směřuje p ř ímo k polar izační rovině ana lyzá to ru a d ruhý rovnoběžně s ní 
viz levá strana obrázků 4.3. Ten paprsek, k te rý jde kolmo k rovině, touto rovinou nepro
jde, a proto projde paprsek rovnoběžný, k te rý se zobrazí světle nebo barevně v závislosti 
na interakci s b í lým světlem. [23] 

Tato mikroskopie n á m poskytuje detai lní informace ohledně struktury a složení 
daného mater iá lu . Např ík lad na obrázku 4.2 jsou vidět prvky, jako díry, k teré jsou černé. 
Zelenou barvou je zobrazen kolagen. Červeně a ž lutě zbarvená mís t a jsou zbylé složky 
cévy, jako elastin apod.[23] 

Vlnový model světla popisuje světelnou vlnu kmitaj ící v pravých úhlech. To je 
rozděleno na běžné a nepolar izované bílé světlo. V rovině polar izovaného světla je jen 
jeden vibrační směr viz levá strana obrázku 4.3. Lidský mozek neumí rozpoznat směry 
kmi tán í světla, proto polarizovanou rovinu můžeme pozorovat polar izačními brýlemi za 
použ i t ím efektu zvýšení ba revné intenzity nebo snížením záře (viz odlesk slunečního svitu 
na vodní hladině).[23] 

1Leží v osvětlovací soustavě (pod kondenzorem nebo v něm) 
2Leží za objektivem (v tubusu nebo nad okulárem) 
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Obrázek 4.2: Porovnání světelné a polar izační mikroskopie na vzorku cévy. 

Obrázek 4.3: Polarizační mikroskop Olympus B X 51P. P řevza to z [25]. 

Picro-sir iusové 3 červené zbarvení je charakter is t ické t ím, že se váže na molekuly 
kolagenu s takovou orientací , že zvýší dvojlomnost kolagenu až sedmkrá t . Toto slouží 
k zvýraznění kolagenu pod polar izovaným světlem, což lze vidět i na obrázku 4.2. Neboť 
je intenzita polar izovaného světla periodickou funkcí s per iodičnost í 90°, s tává se oše
m e t n ý m ve dvojdimenzionální polar izační mikroskopií zkoumat struktury, u nichž přesně 
neznáme její orientaci. Kvůli fyzikálnímu principu polar izační mikroskopie se může s tá t , 
že nedokážeme rozlišit dvě struktury or ientované vůči sobě o 90°. [15] 

4.3. Výroba vzorků 
Vzorky používané pro s tanovení orientace ar ter iá ln ího kolagenu byly zhotoveny z vepřo
vých aort. Tyto aorty byly nařezány na kousky čtvercového průřezu o velikosti 18 x 18 
mm. Po té je zapot řeb í , aby vzorky byly zploštělé. To se provede č tyřmi kolíky, k te ré se 

3Histochemická barvící technika, kde je kolagen zbarven červeně a ostatní složky tepny žlutě. 

25 



Obrázek 4.4: Polarizační mikroskop v labora toř ích Ús tavu Biomechaniky (Padim, Drexx 
s.r.o., Česká Republika) s digitální kamerou (Bresser mikrokamera 5 megapixelů, Bresser 
G m b H , Německo 

přichytí k destičce a zatíží rovnoměrně . Důležité je, aby vzorky nebyly p ředep ja té , protože 
se zanedbává napě t í vzniklé r o z t á h n u t í m cévy. V dalších krocích je t ř e b a cévu zafixovat 
v 10 p rocen tn ím formaldehydu při pokojové tep lo tě po dobu 24 hodin a naložit do vosku. 
Nakonec jsou tyto čtvercové kousky nařezány na proužky o tloušťce asi 5 / ím, k teré jsou 
kolmé k podélné ose (viz obrázek 4.5). Tato obvodě-radiální rovina byla v y b r á n a pro 
s tanovení vlnitosti kolagenu. [14] 

4.4. Postup při stanovení vlnitosti 
Zhotovené histologické vzorky jsou umís těny na o točný stolek a nastaveno příslušné zvětšení 
a to 500x (50x objektiv, numerická apertura 0.17; lOx okulár ) . Ana lyzá to r je poo točen 
o 85° proti směru polar izá toru , aby vynikly pixely modré barvy (viz obr. 4.8). Kamera, 
k te rá je součást í mikroskopu a propojena s poč í tačem, je de tekována pomocí programu 
Mic roCamLab . Je n u t n é nastavit hladiny barev a expozice pro obrázky pořízené svě
telnou mikroskopií a pro obrázky pořízené polar izační mikroskopií . P řesné hodnoty pro 
polarizované snímky lze vidět na obrázku 4.6 a hodnoty pro světelnou mikroskopií na 
obrázku 4.7. Velikost pořizovaných sn ímků je 1,280 x 960 pixelů. Pro tato měření bylo 
použi to deset vzorků pokaždé z j iné aorty. Každý vzorek zvlášť je vždy dán do polohy, 
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Obrázek 4.5: Upřesnění postupu výroby histologických vzorků. N a obrázku (a) je zjedno
dušený tvar válcovitého charakteru tepny, z k te rého jsou vyř íznuty čtvercové průřezy (b). 
Poté jsou zploštěny kolíky (c). Vzorky jsou nařezány v obvodě-radiá ln ím směru. Pomocí 
těch to histologických p o s t u p ů , jak př ipravi t vzorky, je p repa rá t velmi št íhlý a tud íž se na 
sklíčko dávají velmi špa tně . To m á za následek defakto n á h o d n o u pozici vzorku na sklíčku 
a v některých př ípadech může být vzorek ohnut (d). To m á za následek, že nemůžeme 
př i rovnat orientaci p r e p a r á t u k rad iá ln ímu a obvodovému směru tenkos tenných nádob . 
Globální orientaci tud íž vztahujeme k h raně sklíčka (e). P ř evza to a upraveno z [15]. 

aby na obrázku vycházel pod dvaceti stupni od vodorovné polohy, aby se zamezilo tomu, 
zda je vzorek na nu l t ém či s toosmdesá tém stupni. Po té se začne se vzorkem rotovat po 
s m ě r u h o d i n o v ý c h r u č i č e k a po každých deseti s tupních jsou pořízeny dva snímky, je
den pro polarizovanou a jeden pro nepolarizovanou mikroskopií . Takto opakujeme u všech 
vzorků do 180°. Výsledný počet bude 360 snímků. Tyto snímky budou následně používány 
k určení vlnitosti v kapitole 4.5. 

TCA-5.0 Config 

Color Adjust | Exposure | Other | 

White Balance • Color Enhance 

R Gain 

G Gain 

B Gain 

Gamma{ 

Contrast 

Saturation 

• Parameter Mode — 

CA re (~ C ff D Save Mode 
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1.00 

3.13 

1.00 
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OK 
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I - ! Auto Exposure 
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Manual 

Gain 
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Obrázek 4.6: Př ís lušné nas tavení programu Mic roCamLab pro polar izované snímky. 
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Obrázek 4.7: Př ís lušné nas tavení programu Mic roCamLab pro nepolar izované snímky. 

Obrázek 4.8: Detai lní pohled na nas tavení polar izá toru . 

4.5. Algoritmus stanovení orientace 
Algoritmus je založen na principu fázové korelace a analýzy obrazů vytvořen v programu 
Mat lab (ver. R2011a, mathworks, Natick, M A , U S A ) . Veškerý následovný popsaný postup 
byl vy tvořen na Ús tavu Biomechaniky panem Ing. Stanislavem Polzerem P h D . a spol., tu
díž př iznávám, že nejsem autor zdrojového kódu, pouze jen jeho uživatel . Dané programy 
jsou k dispozici na Ús tavu Biomechaniky po domluvě s autorem. 

P r i m á r n í m úkolem tohoto algoritmu je získat na točen í a posunu t í mezi dvěma ob
rázky a takto nakonec mezi všemi osmnác t i obrázky. Toto lze dokázat algoritmem fázové 
korelace[26]. Tato metoda využívá F F T jen k sesazení obrazů , ale už ne k vyhodnocení ori
entace, i když některé vytvořené metody stanovení orientace jsou na F F T založeny. [20] [15] 

Jednot l ivé kroky programu jsou následovné. Nejdříve je n u t n é n a h r á t snímky, 
jak polarizované, tak ze světelné mikroskopie. Jelikož jejich rozměr není čtvercový, jsou 
převedeny na 960 x 960 pixelů (velikost pixelu je 0.73 /xm[15]), aby mohla být apl ikovaná 
Rychlá Fourierova transformace (Fast Fourier transformation, dále jen F F T ) , k t e rá již 
tyto obrázky umí zpracovat a pracovat s nimi. Všechny obrázky jsou následně převedeny 
do šedé barvy, aby bylo možno zjistit intenzitu jednot l ivých pixelů. Jak se polar izované 
snímky otáčí , j is té body sn ímků se z tmaví a opět zesvětlí. Výsledkem tedy budou snímky, 
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které budou orotované a zároveň posunu té tak, aby směr vláken kolagenu směřoval s te jným 
směrem a pouze se měni ly okraje. V i z obr. 4.9. [15] 

1wi -Ll^ms 
Obrázek 4.9: Rotace a posunu t í vzorku 6. 

V následujícím kroku je zapot řeb í odstranit okrajové artefakty použ i t ím funkce, 
k te rá př i řadí r ůzným b o d ů m různou hladinu významnos t i , aby se vyhodnocoval pouze 
pros t ředek obrázku. Funkce je pos tupně klesající od s t ředu k okra jům. Těchto funkcí 
existuje celá řada , jako např . Aliasing (falšování), Zooming (zvětšování), Leakage (vy
tékání ) , Averaging (průměrování ) , Fi l ter ing (filtrování) a Windowing (zobrazování).[28] 
V programu je využ i ta funkce s názvem Hanningovo okno (viz vztah 4.1).[15] 

fa(m, n) 
|[1 + C 0 B ( ^ ) ] , (4.1) 

Kde m,n 
nost od s t ředu obrázku je popsána : q 

0, q>% 

l,..,a a a označuje rozměry čtvercového obrázku v pixelech. Vzdále-
V ( ! - m ) 2 + ( ! - « ) * [ 2 7 ] . 

Obrázek 4.10: Funkce Hanningova okna definovaná vztahem 4.1 v h o d n á pro analýzu čtver
cových obrázků (obrázek vlevo). P ř evza to a upraveno z [27]. Obrázek vpravo ukazuje 
hodnotu hladiny významnos t i profilu v závislosti na časové ose. P řevza to z [28]. 

N a obrázku 4.10 a 4.11 lze vidět , že okrajové artefakty byly touto funkcí zcela 
odst raněny. Budou se tedy vyhodnocovat pixely sn ímků nacházející se upros t řed světlého 
pole. Funkce w(t) je normal izovaná. [15] 

Po splnění těchto kroků algoritmu následuje výpočet diskrétní 2D F F T upra
vených snímků. Obrazová funkce f(x,y) se rozloží na l ineární kombinaci harmonických 
funkcí. Zák ladem je plošná (dvojdimenzionální) frekvence, k t e r á se dá chápa t jako zvl -
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Obrázek 4.11: Ukázka použi t í Hanningova okna. P řevza to z [27] 

něný plech (sinusový p růběh) na t ažený do plochy. P rávě £ a r] jsou t ěmi to pros torovými 
funkcemi popsány v rovnici 4.2. Více o F F T po jednáno v knize [29].[15] 

N-l N-l 

F(d, V) = E E y ) e ^ ( x ^ ) (4.2) 
x=0 y=0 

Obrázky jsou nás ledně znova vynásobeny funkcí Hanningova okna a inverzní for

mou Hanningova okna, aby se zabráni lo efektům způsobených frekvenční oblast í . Použi
t í m bil ineární interpolace (více o bil ineární interpolaci lze nalézt v knize [30]) se obrázky 
transformují do polárních souřadnic . Jeden z posledních kroků je provedení další 2D F F T 
obrázků t ransformovaných do polárních souřadnic . P la t í rovnice 4.3.[15] 

P ( * , y ) = | | (4-3) 
| J~l | • | J~2 | 

Kde J 7 ! a Ti jsou ty Fourierovy transformace obrázků 1 a 2. Jak bylo řečeno 
v úvodu kapitoly, nejdříve se řeší rotace a posunu t í prvních dvou obrázků mezi sebou 
a takto bude algoritmus pokračovat ve v ý p o č t u mezi p r v n í m a t ř e t ím, p rvn ím a č tv r tým 
atd., dokud neproběhne výpočet mezi p r v n í m a osmnác tým. P la t í zde ješ tě podmínka , 
že J~2 je komplexní konjugace (více o komplexní konjugaci v knize [31]) matice J~2- Dále 
byla provedena 2D F F T matice T> k získání inverzní matice T>~x. A to proto, že sloupec 
s nejvyšší intenzitou v p rvn ím ř ádku matice T)~x označuje h ledaný úhel rotace l ú \ . Stejně 
tak bude platit pro os ta tn í obrázky, kde zjistíme úhel rotace Cc>2, ^ 3 , • • ,wis-[15] 

Spolu s rotací , lze t ímto algoritmem určit i posun. Tato metoda se liší pouze 
v tom, že neobsahuje transformaci F F T spektra do polárních souřadnic a druhou F F T . 
Nač tou se první dva snímky a zjistí se jejich vzá jemný posun. Takto se určí všech osmnác t 
posunů mezi každými obrázky. Indexy s loupců a ř á d k ů s maximáln í hodnotou matice T>~x 

znamenaj í hodnotu posunu t í ro tovaných obrázků. [15] 
Úhly nejsou přesně po 10°. To je způsobené mechanickou chybou operá to ra , jak 

se otáčelo s tab i l izá torem na mikroskopu. Jelikož otáčení není nijak au tomat izováno , ale 
děláno ručně , nelze zajistit, aby bylo dosaženo přesných úhlů . 

V následujícím kroku je t ř eba urči t intenzitu pixelů polar izovaných sn ímků pro 
urč i tou oblast z á j m u 4 , k t e rá se b ě h e m rotace mění . Hodnota R O I byla nastavena na 

4 Z anglického překladu region of interest (ROI), což je podmnožina obrázku identifikovaná pro kon
krétní účel. 
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hodnotu 2, což znamená , že d a n á oblast, k t e rá je vyše t řovaná , m á velikost \/2 x\/2~ pixely. 
Po získání těchto intenzit proložíme body funkcí 4.4. [15] 

/ = sin(4 • u + b) + 1 (4.4) 

Kde I je intenzita pixelu, u je p roměnný úhel rotace a b je úhlový posun. Hodnota 
b m á klesající charakter za účelem maximalizovat Pearsonův koeficient ( r ) 5 mezi expe
r imentá lně získanou intenzitou a vypoč í t anou intenzitou ze vztahu 4.4. Tento koeficient 
popisuje pouze, jak moc vztah 4.4 dodržuje směr se získanými daty. K d y b y se obě křivky 
shodovaly, hodnota r by byla rovna 1. Po nalezení hodnoty b, k t e rá bude odpovída t maxi
mální hodno tě r , lze urči t úhel orientace vláken ojf. Pro tento úhel plat í , že jeho intenzita 
/ nabude minima, proto bylo stanoveno omezení na: 0 < OJ f < | (viz obrázek 4.12). 
Pro všechny R O I na každém vzorku je zapot řeb í zjistit právě toto minimum, jelikož to 
odpovídá lokálnímu směru kolagenních vláken. [15] 

b=0 

90° uial 

Obrázek 4.12: Názorná ukázka vyhodnocení úh lu ojf. Jsou zde pouze 3 hodnoty intenzit 
(vyznačeny *) získány z experimentu, k teré jsou proloženy sinusovou funkcí 4.4. Hodnota 
Pearsonova koeficientu se blíží r —> 1. Uhel orientace vláken Uf je nejnižší k ladný úhel 
získaný ze vztahu 4.4. P řevza to a upraveno z [15]. 

Finální krok propůjčeného algoritmu je, že všechny hodnoty zas toupení jednotli
vých úh lů OJ zapíše do histogramu (viz obrázek 4.13). Z histogramu lze někdy na první 
pohled rozpoznat globální orientaci. Pokud histogram m á dva píky, globální směr orientace 
je jejich lokální minimum. P ř e d p o k l á d á se sinusový p r ů b ě h vlákna. Největší zas toupení 
m á n á b ě ž n á a ses tupná část sinusovky, jak lze vidět na obrázku 4.13. Což ovšem není 
globální směr v lákna. Vrcholy ukazující skutečný směr jsou zastoupeny minimálně , proto 
je h ledáno lokální minimum. 

5Pearsonův korelační koeficient měří sílu lineární závislosti mezi dvěma veličinami. 
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Obrázek 4.13: Ukázka histogramu šestého vzorku. 

4.6. Určení vlnitosti vláken 
Určení vlnitosti vláken je založeno na podobnosti se s inusovým ideal izovaným vláknem, 
pro k te rá byla vy tvořená da t abáze h i s togramů pro různě zvlněná sinusová vlákna. Taktéž 
byla u rčena vzdálenost mezi p íky histogramu pro každé vlákno. T í m t o byl získán nás t ro j , 
jak z histogramu lokálních orientací odhadnout vlnitost pomocí vzdálenost i mezi píky. N a 
obrázku 4.14 lze vidět odečtení šířky pásma , pro konkré tn í vzorek je šířka p á s m a rovna 
19. 

B 30 35 a a 60 i? 

30° < >S9" 

Obrázek 4.14: Detai lní pohled na píky šestého vzorku a určení šířky pásma . 
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Pan Ing. K a m i l Novák poskytl data pro odečtení vlnitosti pro urči té šířky pásů 
vzorků. Ze všech vypoč í taných a získaných h i s togramů se odeč tou vzdálenost i mezi píky 
a z posky tnu tých dat se odečte vlnitost. Přeh led odečtených vlnitosti a jejich šířku pásem 
je zobrazeno v tabulce 4.1. 

Tabulka 4.1: Přeh led vlnitosti pro urč i té vzorky. 
Vzorek Š ířka p á s m a Vlnitost 

1 5 1.001910829 
2 15 1.017714519 
3 4 1.001221321 
4 2 1.000304795 
5 19 1.029012048 
6 19 1.029012048 
7 2 1.000304795 
8 22 1.039638321 
9 21 1.035878003 

10 21 1.035878003 

4.7. Konstitutivní model 
Kons t i tu t ivn í model charakterizuje chování mater iá lů . Chován ím je rozuměno závislost 
deformace (přetvoření) ma te r i á lů na jeho stavových veličinách, jako jsou např ík lad na
pět í , pórovi tos t aj. Kons t i tu t ivn í model s t a n d a r d n ě definuje vztah mezi pře tvořením 
a napě t ím . [9] Výsledky získané v kapitole 4.8 budou používány při fittování konstitu
t ivního modelu. 

Hyperelasticita 
Mater iá l , k te rý reaguje velkou změnou tvaru při ma lém zatížení, je označován jako 

hyperelastický. Tato změna dosahuje až stovek procent původn ího rozměru, aniž by se na
rušila struktura. Důleži té pro hyperelast ické mate r iá ly je t aké to, že se ihned po odlehčení 
v rá t í t éměř na původn í rozměry. Mez i tyto mate r iá ly mohou být zařazeny technické elas-
tomery nebo měkké tkáně jako např ík lad tepna. Hyperelas t ický kons t i tu t ivn í model tkání 
lze popsat matematicky exper imentá ln í deformačně napěťovou charakteristikou. [9] 

Definice: 
Materiál nazýváme hyper elastickým, pokuá existuje elastická potenciální funkce W, 

která je skalární funkcí některého z tenzorů přetvoření, resp. áeformace a jejíž áerivace 
poále některé složky přetvoření pak určuje oápovíáající složku napětí. [9] 

dW 

s-> = m ; ( 4 - 5 ) 

• Si j jsou složky 2. Piola-Kirchhofova tenzoru napě t í . 

• W je funkce měrné energie napjatosti na jednotku nedeformovaného objemu. 
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• Eij jsou složky Green-Lagrangeova tenzoru přetvoření . [9] 

Konstitutivní vztahy 
Př i matematicky exper imentá ln í deformačně napěťový charakteristice hyperelastic-

kých mate r i á lů se používají modely kons t i tu t ivních vz tahů . Pro izotropní , t éměř nestla
čitelné l á tky pla t í tvary mode lů viz rovnice 4.6.[9] 

W = f(h, J 2 , [M]) nebo W = / ( A i , A 2 , A 3 , [M]) (4.6) 

• Ji52 jsou invarianty pravého Couchy-Greenova tenzoru deformace. 

• 1̂,2,3 jsou hlavní pro tažení . 

• [M] je obecně množ ina mater iá lových p a r a m e t r ů . [9] 

Nejběžnější tvary t éměř nest lači telných kons t i tu t ivních mode lů hyperelast ických 
mate r iá lů jsou např . : Neo-Hooke, Mooney-Rivl in , Polynomický model, Odgen nebo Arruda-
-Boyce. Pro st lači telné (pěnové) modely je např . : B la t z -Ko . 

Podrobnějš í popis jednot l ivých modelů jsou v popsány v podkladech pro výuku 
nelineární mechaniky v M K P viz [9]. 

„Neo-Hooke" model 
Rovnice tohoto modelu pro měrnou energii napjatosti lze zapsat ve tvaru: 

W/ = f ( 7 i - 3 ) + - ^ ( J - l ) 2 (4.7) 

• G je počá tečn í modul pružnos t i ve smyku. 

• I\ je modifikovaný první invariant pravého Cauchy-Greenova tenzoru deformace. 

• D je parametr nest lači telnost i mate r iá lu , daný vztahem D — j^, kde K je objemový 
modul pružnost i . 

• J je t ře t í invariant tenzoru deformačního gradientu. [9] 

Tento model je netriviálnější ze všech modelů . Jelikož je zde pře tvoření popsáno 
pouze jednou elastickou konstantou, lze tento model použí t do cca 50 procen tn ího pře
tvoření př i j ednoosém n a m á h á n í , kdy nelinearita není příliš vý razná a vysoká. Tento model 
nelze použí t při větších deformacích. [9] 

MartufR-Gasser model 
Rovnice pro měrnou energie napjatosti lze zapsat ve tvaru: 

^ ( C ) = ^ ( C ) + ^ / ( C , p ) (4.8) 

• Í>g(C) je podí l matrice d á n a „Neo-Hooke" modelem. 
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• C je pravý Cauchy-Greenův tenzor deformace. 

• ipf(C,p) podí l odezvy vláken a p je směr orientace vláken. [32] 

Tento model je složeny ze dvou částí . Jedna část popisující elastin, k t e rá je izot
ropní a d r u h á část zahrnuje odezvu vláken, k t e rá je anizotropní . Popis elastinu vystihuje 
výše zmíněný „Neo-Hooke" model. 

Z rovnice 4.8 lze vypoč í t a t napě t í . 

CT(A) 

0, 0 < A < Xmin 
2k \( \ _ \ \3 \ ^ X < T 

"min) 5 "min ^ ^ — " 3AA2' 
kX[X — 2 < ' A

3^2™' > A], A < A < \max 

^kX(X-X), Xmax < X < oc 

Rovnice byla p ř evza t a z [36]. V ý z n a m symbolů: 

• <r(A) je Cauchyho napě t í ve vláknu. 

• A je pro tažení vláken. 

• A A Xmax Xmin 

+A 
• A - 2 

• k je tuhost kolagenu. 

Tato rovnice je pouze pro výpočet napě t í v závislosti na zvlnění vláken. Pokud je 
protažení menší než A m j „ , pak ve vláknu není žádné napě t í (na obrázku 4.18 to z n a m e n á 
oblast vlevo od t ro júhe ln íku) . P o t é se začne zapojovat více a více vláken a odezva se po
s tupně zpevňuje. V poslední části už jsou zapojena všechny vlákna, k t e rá jsou na rovnaná . 
Odezva je tedy nejtužší a l ineární ( teoretický p r ů b ě h je znázorněn na obrázku 4.15). Bližší 
odvození je provedeno v článku [32] v příloze Appendix C. Kde rovnice pro výpočet napě t í 
byla p řevza ta z [36]. Tento kons t i tu t ivn í model je převážně využíván v podkapitole 4.8. 

(4.9) 

Omezení modelu 
V práci je značné omezení kons t i tu t ivn ího modelu, jelikož bylo zkoumáno pouze deset 
vzorků. Tudíž je malý s ta t is t ický soubor k prozkoumání . Pro lepší ověření a pochopení 
správnost i algoritmu by bylo t ř e b a mí t vzorků více. Dále byla ana lyzována pouze jedna 
rovina kolagenních vláken, a to obvodě-radiální a ne všechny roviny. P rob l ém nas t ává taky 
v algoritmu, k te rý neumí rozlišit v lákna zvlněná a v lákna rovnou, pokud mají stejnou 
orientaci vláken. I přes to tento model vede ke správnost i řešení daného problému. 

4.8. Určení koeficientu determinace 
V t é t o podkapitole p rob íhá ověření, zda je možné popsat dvouosou odezvu tkáně při 
zafixování p a r a m e t r ů vlnitosti na naměřených hodno tách . Určení koeficientu determinace 
bude prováděno v program Hyperfit, k te rý byl zapůjčený Dr . Skácelem, čímž prohlašuji , 
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Obrázek 4.15: Teoretický p r ů b ě h napě t í modelu. P ř evza to a upraveno z [32]. 

že nejsem autorem programu ani náleži tého algoritmu. Hlavním úkolem tohoto programu 
je porovnat data získaná s daty posky tnu tými z Ús tavu Biomechaniky. Posky tnu tými daty 
rozumíme da tabáz i hodnot pro dvouosé napěťové zkoušky cév. Tyto data jsou n a h r á n a do 
softwaru, kde je t ř e b a nastavit, j aký typ v ý p o č t u m á p roběhnou t . Nastavení je ukázáno 
na obrázku 4.16. Data, k t e rá jsou uvedena v článku [32], byla n a h r á n a a v p rvn ím kroku 
je n u t n é nastavit všechna měření na Biax ia l tension (dvouosá napjatost). 

V d r u h é m kroku je t ř eba nastavit kons t i tu t ivn í model na paralelní , protože tepna 
je tvořena dvěma základními čás tmi medií a adventicií , jak bylo uvedeno v kapitole 2 
Toto nas tavení je zobrazené jako krok číslo t ř i na obrázku 4.16. Kde model A i model 
B jsou nastaveny na microfiber a příslušné modelové vlastnosti. V první kolonce M o 
del of fibre response (model reakce vláken) je zvoleno Piecewise M G (Martufn a Gasser 
2011), v d ruhé Distr ibution of fibre orientation (směr orientace vláken) von Mises P D F 
(2D) a ve t ře t í Accuracy of num. integration (přesnost numerické integrace) na Standard. 
P ř e d úp lném spuštění v ý p o č t u je t ř e b a zvolit počá teční hodnoty modelu (viz tabulka 4.2). 

Tabulka 4.2: S t ruk tu rn í a mechanické parametry dvouvrs tvého kons t i tu t ivn ího modelu, 
k terý předs tavuje vepřovou s těnu aorty. P řevza to a upraveno z [32]. 

Parametry Media Adventit ia 
P r ů m ě r n á orientace k o l a g e n n í c h v l á k e n / x M = 9 0 . 0 ° / / A = 9 0 . 0 ° 
Rozptyl orientace k o l a g e n n í c h v l á k e n 6jif=1.03 č>A=0.27 
S p o d n í limit n a t a ž e n í kolagenu XMITIÍTI—1.0 \Amin—1.25 
H o r n í limit n a t a ž e n í kolagenu XMiriax—1.1 XMITIÍTI—2.0 

Tuhost matice CM—ÍÍ k P a cA=0.0 k P a 

Tuhost kolagenu kM=230 k P a kA=27.0 M P a 

Pro ověření je proveden výpočet modelu s hodnotami v tabulce 4.2 a je zjišťován 
koeficient determinace i ? 2 . 6 , aby bylo možné uděla t porovnání . V tabulce 4.3 jsou zazna-

6Koeficient determinace vyjadřuje, kolik procent modelu je shodných s naměřenými daty[33] 
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m e n á n y hodnoty R2 pro používaný kons t i tu t ivn í model, k t e rý je blíže popsán v kapitole 
4.16. 

Obrázek 4.16: Nastavení Hyperfitu. 
Tabulka 4.3: Vypoč tené hodnoty koeficientu determinace pro daný kons t i tu t ivn í model ze 
zkoušek dvouosé napjatosti. Hodnoty koeficientu zaokrouhleny na čtyři dese t inná mís ta . 

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
R2 0.8989 0.9151 0.9301 0.9621 0.8985 0.9464 0.8937 0.9239 0.9487 

A b y bylo možné porovnat model s p o s k y t n u t ý m i daty, je p o t ř e b a zjistit spodní 
a horní l imit na tažen í kolagenu, k te rý bude porovnáván v Hyperfitu. Kons t i tu t ivn í model, 
k terý je používán funguje na principu t rojúhelníkového rozdělení. Ze setu deseti vlni tost í 
v tabulce 4.1 je udě lána p r ů m ě r n á hodnota a její s m ě r o d a t n á odchylka, aby bylo získáno 
Gaussovo p ravděpodobnos tn í rozdělení. Př ís lušné hodnoty jsou zaznamenány v tabulce 
4.4. Dále je t ř e b a dané Gaussovo rozdělení proložit r ovno ramenným t rojúhelník za pod
mínky největší společné plochy. Tam, kde strany t ro júhe ln íku protnou osu x, jsou zvolena 
Imin a Imax médie jako fixní parametry pro kons t i tu t ivn í model. 

Tabulka 4.4: Vypoč tené hodnoty p r ů m ě r n é hodnoty, směroda tné odchylky a normáln ího 
rozdělení. 

P r ů m ě r n á hodnota \x 1.019087468 
S m ě r o d a t n á odchylka a 0.016682909 

N o r m á l n í r o z d ě l e n í f(x)max 23.91323277 

Obecný tvar Gaussova rozdělení je na obrázku 4.17. Pro usnadněn í proložení troj
úhelníkem dané rozdělení bude znormováno (tj. obsah pod křivkou je roven jedné) . Další 
podmínkou je, aby i t ro júhelník měl obsah jedna. Pro toto proložení je použ i t a simple-
x o v á metoda. Tato metoda je i terační způsob , jak maximalizovat l ineární závislosti. [35] 
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Obrázek 4.17: P r ů b ě h Gaussova rozdělení. Upraveno a p řevza to z [34]. 

Strany t ro júheln íku jako dvě p ř ímky a Gaussovo rozdělení, k te ré m á tvar viz rovnice 
4.10. [34] 

x 
a 2TI 

(4.10) 

A b y bylo možné metodu použí t , musí se nejdřív nadefinovat podmínky. Obsah troj
úhelníku roven jedné , obsah Gaussova rozdělení t ak též jedné a největší možná společná 
plocha. B y l a vy tvořena závislost změny výšky t ro júheln íku na společné ploše. Po několika 
i teracích bylo dosaženo maximáln í plochy viz tabulka 4.5. Výpoče t by l proveden v pro
gramu Microsoft Office Excel 2007 př íkazem řešitel. Po zjištění t é t o plochy bylo t ř eba 
parametricky vyjádři t strany t ro júheln íku, aby byly zjištěny průsečíky stran s osou x. 
Hodnoty průsečíku viz tabulka 4.5. Výsledné hodnoty jsou zakresleny do grafu (viz obrá
zek 4.18). 

Tabulka 4.5: Přeh led vypoč í taných hodnot. 
S p o l e č n ý obsah 0.961431083 

V ý š k a t r o j ú h e l n í k u 26.44025564 

•Cl ^ Imin 0.981266351 
%2 ^Imax 1.056908585 

Po dosazení lmin a lmax do Hyperfitu jako fixní hodnoty, je t ř e b a odečíst koeficient 
determinace R2. Zde je porovnáván set devít i vzorků cév, poskytnuty panem Ing. Stani
slavem Polzerem P h D . , s v y p o č í t a n ý m modelem. Vypoč tené koeficienty determinace jsou 
zobrazeny v tabulce 4.6. 

Tabulka 4.6: Vypoč tené hodnoty koeficientu determinace pro dané vzorky ze zkoušek 
dvouosé napjatosti. Hodnoty koeficientu zaokrouhleny na čtyři dese t inná mís ta . 

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
R2 0.8437 0.8438 0.9097 0.9541 0.8663 0.9436 0.8631 0.9054 0.9374 
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:3 
Proložení normálního rozdělení trojúhelníkem 

1,07 

Obrázek 4.18: Maximalizace společného obsahu. Modrou barvou je zobrazeno normáln í 
rozdělení a červenou barvou rovnoramenný t rojúhelník. 

Vypoč tené koeficienty determinace pro kons t i tu t ivn í model s p ředepsanými a s vy
poč í t anými hodnotami je procentuá lně porovnáno v tabulce 4.7. 

Tabulka 4.7: P rocen tuá ln í rozdíl kons t i tu t ivn ího modelu s nadefinovanými parametry 
a modelu s vypoč í t anými parametry  

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
P r o c e n t u á l n í 

rozd í l 
6.14 7.78 2.19 0.83 3.58 0.30 3.44 2.00 1.18 
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5. Diskuze 
V té to práci byla použ i t a navrhnuta au toma t i zovaná metoda stanovení vlnitosti 

kolagenních vláken[15], k t e rá p řekoná dvě hlavní omezení , a to časovou náročnos t a vý
sledky závislé na uživateli . Pro výpočet vlnitosti bylo pořízeno 360 sn ímků deseti vzorků 
z polar izační mikroskope o velikosti 1,280 x 1280 pixelů. Pro hodnotu velikosti R O I bylo 
obdrženo tisíce b o d ů pro dis t r ibuční funkci směrů orientací kolagenních vláken. Body byly 
nadále zaneseny do histogramu, z nichž bylo t ř e b a vyčíst šířku p á s m a pro následovné 
určení vlnitosti . Vlni tos t i se dále používali do Martum-Gasser kons t i tu t ivn ího modelu, 
k terý je právě na dané vlnitosti závislý. Mode l m á ovšem j i s tá omezení , pro tože je statis
t ický soubor poměrně malý. Dále byla vyhodnocována pouze jedna rovina směru orientace. 
Př i pořizování sn ímků z polar izační mikroskopie nas t ává další problém. Jelikož je kamera 
dlouho používaná , je na ní vypáleno pá r pixelů, k teré n á m vnáší do algoritmu nežádoucí 
hodnoty. Algoritmus pracuje na vyhodnocování zas toupení modré barvy a vypálené pi-
xely mají též modrou barvu. Naštěs t í zde není rozsáhlé zas toupení těch to pixelů, t akže 
výsledky nejsou dos ta tečně ovlivněny, aby byly prohlášeny za nedos ta tečné . 

Odečtené hodnoty vlnitosti se pohybuj í v intervalu < 1.001; 1.039 >. Podle článku 
[37], kde je spodní i horní l imit zvlnění kolagenních vláken králičí aorty roven A m j „ = 1 
a Xmax = 1-1, lze usoudit, že odečtené hodnoty nejsou fyziologicky nemožné. 

Pro ověření správnost i postupu, byl nejdříve vypoč ten kons t i tu t ivn í model s hod
notami \min = 1 a Xmax = 1.1, a po t é s vypoč í t anými kra jn ími hodnotami \ m i n = 0.9813 
a ^max — 1-0569. By lo zjišťováno, zda je možné naměřenou biaxiální odezvu proložit 
d a n ý m kons t i tu t ivn ím modelem pro zjištěné hodnoty. 

Z tabulky 4.7 je zřejmé, že přesnost klesla a to nejvíce až o 7.78 procent. I přes to 
se vypoč tené hodnoty koeficientů de terminac í R2 pohybuj í kolem 0.9, proto lze považovat 
přesnost za dos ta tečnou a výsledky re levantně správné. 
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6. Závěr 
Tato bakalářská práce se zabývala exper imentá ln ím s tanovením vlnitosti kolagen-

ních vláken. P ráce slouží jako s t ručný m a n u á l k dosažení j is tých výsledků. V první části 
byla provedena rešerše na t é m a tepna a její funkce a struktura. Dále pak kapitola na t é m a 
kolagen a j iné s t ruk tu rn í součást i tepny. P r o č se stanovuje vlnitost kolagenu. Stanovení v l 
nitosti kolagenních vláken je nezbytný krok pro realistický popis deformačně napěťových 
s tavů arteri í . By lo zapot řeb í exper imentá lně stanovit vlnitost vláken ve vepřové aor tě 
pomocí analýzy obrazů z polar izované mikroskopie. 

V t é t o práci by l použi t propůjčený algoritmus pracující na principu fázové kore
lace, kde byl z pořízených 360 sn ímků v labora toř ích Ús tavu Biomechaniky V U T v Brně 
obdržen set deseti h i s togramů. V z n i k l a tedy dis t r ibuční funkce směru orientací kolagen
ních vláken, z k teré bylo t ř e b a vyčíst šířku pásma . T í m je získán set deseti různých 
vlnitosti pro jednot l ivé vzorky. 

Z tohoto setu je u rčena s m ě r o d a t n á odchylka a p r ů m ě r n á hodnota pro normáln í 
rozdělení, protože Martum-Gasser model p ředpok ládá t rojúhelníkové rozdělení. Dané nor
mální rozdělení proložíme rovnoramenným t ro júhe ln íkem tak, aby měl co největší společ
nou plochu s rozdělením. To bylo dosaženo simplexovou metodou, k t e rá funguje na prin
cipu maximalizace dvou l ineárních funkcí. Po získání dvou průsečíků s osou x, jsou hodnoty 
dosazeny do kons t i tu t ivn ího modelu a zjištěny koeficienty de terminací . Ten určuje, kolik 
procent modelu je shodných s naměřenými daty. 

By lo ověřeno, že daný způsob s tanovení vlnitosti je možný a bylo by dobré v tomto 
postupu pokračovat . Pro větší sérií vzorků by stoupla relevantnost výsledků a metoda by 
dosahovala přesnějších výsledků, k teré jsou i tak přesné a považované za dos ta tečné . 
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