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Abstrakt

Bakalarska prace je zaméfena na experimentalnim stanoveni vinitosti kolagenu v arté-
rii. Cilem préce je z polarizovanych snimki ziskat orientaci vlaken pomoci fazové korelace
a analyzy obrazu v programu MATLAB. Nésleduje ovéteni ziskanych vysledku v programu
Hyperfit pomoci stanoveni piislusnych koeficienti (popisujicich vlnitost) konstitutivniho
modelu a srovnani modelu s dvouosymi zkouskami veprovych 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 MATLAB. 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.

Klicova slova
fazova korelace, analyza obrazii, polariza¢ni mikroskopie MATLAB, Hyperfit, konsti-
tutivni model

Keywords
phase correlation, image analysis, polarized light microscopy, MATLAB, Hyperfit, con-
stitutive model
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1. Uvod

Tato bakalaiska prace je zaméfena na téma experimentalni stanoveni vinitost ar-
terialniho kolagenu. ZvInéni vlaken se urcuje proto, protoze je to nutny vstup do vypoc-
tovych konstitutivnich modeli, které pomahaji 1épe pochopi a modelovat chovani zdra-
vych, ale i patologickych tepen. Stanoveni vinitosti kolagennich vlaken je netrivialni, ale
nezbytny krok pro realisticky popis deformac¢né napétovych stavi arterii.

V tvodu prace je rozebirdna funkce a struktura tepny. Tepna (arteria) je céva
rozvadéjici krev po celém téle smérem od srdce. Tepna je fazena mezi hyperelastické
materialu z toho divodu, protoze se dokaze nékolikanasobné roztahnout uz pii malych
zatizeni. Tepny totiz dokdzou prenést vyssi tlaky nez zily, protoze maji silnéjsi stény.
Stavba tepny se déli na elasticky a svalovy typ. Kde svalovy typ obsahuje zakladni tii
vrstvy, tunicu intimu, tunicu medii a tunicu adcenticii (vnitini, stfedni a vnéjsi vrstvu).
Kazda z jednotlivych vrstev ma svoji specifickou vlastnost. V praci se bude nadéale ro-
zebirat pouze vnéjsi a stfedni vrstva, protoZze obsahuje nejvice kolagennich vlaken, ktera
jsou naplni prace.

Nasleduje kapitola, kde jsou popisovany strukturni soucasti tepny. Tepny nejvice
obsahuji vlakna kolagenu a elastinu a hladké svalstvo, které jsou blize popsany v této ka-
pitole. Kolagen tvori az tfetinu vSech bilkovin v téle ¢lovéka. Kolagenni vlakna v tepnach
jsou zodpovédna za prenos zatizeni, napriklad pri fyziologickém tlaku, a soucasné chrani
tepnu pii pretézovani. Toho jsou schopny diky zvInéni a tedy proménné tuhosti béhem
deformace. Pfi absenci vnitfniho tlaku a predepnuti se také vyznamné méni vilnitost ko-
lagenu.

V treti ¢asti této prace jsou popsany jednotlivé dosud vyzkoumané metody, jak
vlnitost stanovit a pro¢ je rozhodnuto pravé pro polariza¢ni mikroskopii, ktera je v da-
181 ¢asti detailnéji popsana. Tato kapitola taktéz obsahuje obrazky z experimentu tepen
a jejich porovnani.

Ve finéalni ¢asti bakalarské prace je popsana vyroba histologickych vzorki a stru-
¢ny manual, jak postupovat pfi stanoveni vlnitosti. Zde je pojednano krok po kroku, co
kde nastavit, jaké programy jsou u toho potieba a jejich prislusné konfigurace. Dalsi kapi-
tolou je popis zapujc¢eného algoritmu, ktery funguje na principu fazové korelace k urceni
zastoupeni modré barvy ve vzorku pfi RGB rozebrani. Jednotlivé metody a postupy jsou
detailnéji popsany tak, Ze kazdy ¢tenar by mél byt schopen podle této prace vinitost ko-
lagenu taktéz urcit. Nasleduje ovéfeni ziskanych vysledkti pomoci stanoveni prislusnych
koeficient (popisujicich vlnitost) konstitutivnim modelem a srovnani modelu s dvouosymi
zkouskami veprovych aort. Nakonec jsou vSechny vypoctené hodnoty zapsany do tabu-
lek nebo vidét na obrazcich a kone¢né zhodnoceni, zdali tyto hodnoty jsou odpovidajici
a realné.

Vsechny obrézky z polariza¢ni mikroskopie byly provedeny v laboratotich Ustavu
Biomechaniky VUT v Brné.
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2. Tepna
2.1. Funkce tepny

Tepna (arteria) je céva, kterd ma za tikol rozvadét krev po celém téle smérem od srdce.
Okysli¢enou ve velkém krevnim obéhu (srdce - télo - srdce) a neokyslicenou v malém
krevnim ob&hu (srdce - plice - srdce). Z dvodu piitomnosti kysliku, dodaného do krevniho
obéhu plicemi, je krev zbarvena svétle ¢ervenou barvou, na rozdil od Zilni krve, kde je
krev zbarvena tmavé ¢ervenou barvou.[1]

Sténa tepny je mnohem silnéjsi nez naptiklad u zily viz obr 2.1, protoze zde proudi
krev pod mnohem vétsim tlakem, ktera ma pak moznost se dostat i do koneckt prsti.
Nejvétsi tepnou v téle je aorta, zbylé tepny jsou tudiz jeji pfimé nebo nepiimé vétve.
Vnitini primeér aorty dosahuje az 25 mm, kdezto ostatni tepny jsou mensi. Z divodu
zminéného vétveni cév se dany vnitini primér zmensuje. Nejmensi tepny maji v priméru
kolem 1 mm a méné. Tyto priaméry maji tepny s nazvem tepénky (arterioly), kde se
pramér pohybuje okolo 20 pm.[1] Pfehled praméru je zaznamenan v tabulce 2.1.

Tepny vychazejici pfimo ze srdce maji velmi pruzné stény (jsou hyperelastické,
blize vysvétleno v kapitole 4.16) zpisobené piitomnosti bilkoviny (proteinu) zvané elas-
tin.! Elastin ktery umoZiiuje roztahnout cévy tak, Ze dokdZou pojmout velké mnoZstvi
krve pii systole (stahu) srdeéni komory a déle tuto krev rozhanét do velkého (systémo-
vého) krevniho obéhu, ktery zacind v srdci a pres télo jde opét do srdce. V tabulce 2.2 jsou
zaznamenany prumérné tlaky, které musi tepna vydrzet pii systole/diastole. Pod tabul-
kou je prepocet milimetrd rtuti na pascaly. Diky témto pruznym a pevnym vlastnostem
stén tepen a vzniku pulsni vlny, kterd se zde objevi pfi nahromadéni krve.|2] Pocéate¢ni
rychlost krve je 40-50 cm/s a trva zlomek vtefiny béhem systoly levé srde¢ni komory.
Rychlost zavisi na typu proudéni a na vzdélenosti od srdce (¢im dal, tim mensi rychlost).
Krev je povazovana za ne-newtonskou (nelinearné viskézni) kapalinu, kterd pii zachovani
fyziologickych podminek (zdravy organismus aj.) proudi laminarné. Pfi nedodrzeni pod-
minek ¢i externiho zasahu mize vzniknout proudéni turbulentni, které mtze vést az k
poskozeni cévy. Vice pojednano v knize [3].

Tabulka 2.1: Prehled primeéri
Primér [mm)]

Velké tepny 8- 26
Stredné velké tepny 3-8

Malé tepny do 3
Tepénky (arterioly) cca 0.1
Vlasec¢nice (kapilary) Setiny mm

Tabulka 2.2: Piehled tlakil

Tlak [mmHg] | Tlak [kPa)]
Vysoky tlak nad 140/90 cca 21/12
Normalni tlak 120/80 cca 16/10
Nizky tlak pod 90/60 cca 12/8

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

MPa [3]
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ImmHg = 1Torr = 133,322Pa

ARTERIE | VENA

[ tunica intima
[ tunica media
[l tunica adventitia

Obrazek 2.1: Porovnani stavby tepny a zily. Pfevzato z [4].

2.2. Stavba tepny

Z pohledu histologické stavby miizeme arterie délit do dvou zakladnich skupin, a to na
svalovy a elasticky typ. U vétsich tepen se mezi vrstvami nachazi membrany, které oddéluji
dané vrstvy.[2][1]

2.2.1. Elasticky typ

Mezi elastické artérie patii aorta a velké tepny z ni odstupujici. Jsou to pouze ty cévy,
které se potfebuji nejvice roztdhnout. Hlavni tikol téchto tepen je, aby se pfeménil pulsni
pohyb na kontinualni proudéni krve. Tento typ se nejvice lisi v poméru zastoupeni elastinu
ve stfedni vrstvé a Sifce této vrstvy. O této vrstvé je pojednano ve svalovém typu, viz
2.[2][1]

2.2.2. Svalovy typ

Tento typ ma vétsina tepen, tj. tepny stfedni a malé velikosti (jiz zminéné arterioly). Déli
se na vnéjsi, stfedni a vnitini vrstvu. Kazda z téchto vrstev méa svoji jedine¢nou funkci
a lisi se slozenim, které je pro kazdy typ trochu jiné.[2][1]

1. Tunica intima, neboli vnitini vrstva, je tvofena jednou vrstvou endotelovych plo-
chych bunék (vystelkou) a vrstvou vazivovych subendotelovych vldken. Buriky en-
dotelu jsou orientovany axialné ve sméru toku krve. Povrch je hladky a nesmacivy
(aby se zde nesrazela krev). V této vrstvé je axialni tuhost vyssi nez obvodova.|2|[1]

2. Tunica media, neboli stiedni vrstva, je tvorena buikami hladké svaloviny uspoia-
dané spiralné nebo cirkularné. Je zde prevaha elastickych a svalovych vlaken v ob-
vodovém smeéru a kolagenni vladkna jsou zvlnéna do sroubovice. Bunky svaloviny
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vytvari mezibunéénou hmotu vcéetné kolagennich vldken slouzicich jako podptirna
konstrukce pro bunky svali a zabranuje fyzickému poskozeni cévy. Tato vrstva je
primarni nositelkou fyziologického zatézovani.|2][1]

3. Tunica adventitia, neboli vnéjsi vrstva, obsahuje mnoho kolagennich vldken uspota-
danych v obvodovém sméru. Je to vazivovy obal cévy slozen z kolagennich a velmi
malého poctu elastickych vlaken. Kolagenni vldkna jsou neusporadané zvInéna.
U zdravych organismu slouzi k udrzeni artérie na svém misté a kolagenni vladkna
jsou zde zvlnéna a neaktivni. Ty se aktivuji (zacnou rozplétat) pfi poruse stiedni
vrstvy a stava se tak sekundarnim nosicem zatizeni. Tunica adventitia tedy slouzi
jako zéalozni nositelka zatizeni a chrani sténu pfed rupturou (roztrzenim tkan€). Je
tvofena vazivem, které obsahuje butiky fibroblasty.[2][1]

Struény popis lze vidét na obrazku 2.2 [2][1]

stfedni vrstva kolagenn a elasticka vidkna

vngjsf

- . vrstva
vnéjsi elasticka vrstva

endotel

vnitini
vrstva

vnitfnf elasticky obal tepénka

Obréazek 2.2: Rez tepnou.Pievzato z [5].
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3. Strukturni soucasti tepny

3.1. Kolagen

Kolagen je protein, mimobunécény, ve vodé nerozpustna bilkovina v extracelularnim pro-
storu, ktery slouzi jako zakladni stavebni hmota pojivovych tkani. Tvori ¢tvrtinu az tfetinu
v8ech bilkovin u ¢lovéka.[6] V dnesni dobé je znamo vice nez 20 typu kolagent. Kolagen se
casto shlukuje do svazki, coz ma za nasledek lepsi mechanické vlastnosti, jako pruznost,
pevnost, lepsi vlhéeni ktuze aj. Tento protein, stejné jako jiné materialy propadaji jevu
starnuti, tj. ztraci svoje pruzné vlastnosti, coz vede napf. k tvorbé vrasek.|7]

3.2. Typy kolagenu

Struktura jednotlivych typt kolagent se lisi hlavné slozeni aminokyselin v polypeptido-
vych Tetézcich. Tyto odlisnosti se projevuji ve stupni polymerizace a agregace molekul.|[6]
7]

3.2.1. Typ1

vvvvv

slozend z mnoha molekulovych fetézci viditelnd pouze elektronovym mikroskopem) tvoii
velmi pevna vladkna, které se shlukuji do svazkiu, coz méa za nasledek zpeviovani cévy.
Ukézka kolagenu typu I je na obrazku 3.3.[6][7]

3.2.2. Typ 11

Tento typ kolagenu se vyskytuje napt. v chrupavkach. Fibrily se neshlukuji do vétsich
vlaken nebo svazk.[6][7]

3.2.3. Typ III

Tento typ je dosti podobny typu I. Lisi se pouze v tom, Ze je zde vice zastoupeny proteo-
glykan (molekula s proteinovym jadrem) a glykoproteinem (molekula obsahujici sachari-
dovou slozku). Fibrily tohoto typu se shlukuji do tenkych vldken, ktera nejsou pravidelné
uspotradana jak u typu 1.[6][7]

3.2.4. Dalsi typy

Tyto typy jsou dillezité v tepnach, ovSem jiz nemaji tak dominantni vliv na vlastnosti cév
jako prvni t¥i typy. Dalsi typy jsou popsany napf. v [6].

3.3. Vyznam kolagenu

Kolagen je velmi dilezitou slozkou vnéjsi vrstvy, kde napomahéa chranit cévu proti fyzic-
kym zatézim. V téle ma tedy podstatnou tlohu pii zachyceni cévy v téle a téz napomaha

pii jeji zotavovani zpisobené vnéjsim ¢i vnitinim poruseni. Navic jeho dilezitost roste se
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starnutim cévy, protoze je vytvaren po cely Zivot Clovéka. Kdezto elastin ne, coz ma za
nasledek, ze s vékem roste tuhost tepen. V priibéhu Zivota probihaji degenerativni zmény
cév (napf.: ateroskleréza), kterd méni mechanické vlastnosti. Tudiz kolagen postupné
prechazi v dominantni bilkovinu ve sténé cévy zodpovédnou za vétSinu mechanickych
vlastnosti staré cévy. Porovnanim s mladou cévou, staré vykazuji mensi axialni predpnuti
a zvySenou arterialni tuhost.[6][7]

Vlastnosti kolagennich vlaken zavisi hlavné na hustoté, orientaci a zvlnéni jednot-
livych vldken. Proto je nutné stanovit vlastnosti vlaken ve sténach cév.[6][7]

3.4. Elastin

Elastin je velmi vlaknity a hydrofobni protein obsazeny v pojivovych tkanich. Je neroz-
pustny ve vodé a napomaha tkanim v téle, aby se vratily do pivodniho tvaru po fyzické
namaze, jako jsou napiiklad smrstovani nebo protahovani. Elastin pomahd kuzi dostat
se do puvodniho stavu, pokud byla postipana nebo natahnuta. Také je vyznamnou ¢asti
tkani, které jsou pod fyzickou zatézi. Je pouzivan v mistech, kde je potfeba uchovavat
mechanickou energii. Ukézku elastinu lze vidét na obrazku 3.1.[8]

3.5. Hladké svalstvo

V lidském téle mame t¥i druhy svaloviny. P¥i¢né pruhovana (kosterni) svalovina, ktera
se vyskytuje v kosternim svalstvu. Dale hladka svalovina, ktera se nachazi v cévach a ve
sténach organt. Specialni typ je srdecni svalovina, ktera ma vlastnosti obou jiz zminénych
typt svalovin.[8]

Hladka svalovina je tvorena podlouhlymi butikami vietenatého tvaru (myocyty).
Kazda bunka obsahuje pouze jedno jadro elipsovitého tvaru. Jednotlivé burky obsahuji
kontraktilni vldkna (aktin, tropomyozin a troponin), diky kterym jsou schopny stahu
(kontrakce). Tento dé&j je neovladatelny vili. Dalsi funkci myocyti je produkee kolagennich
a elastinovych vlaken aj. Tato vlakna se nasledné dostavaji do mezibunééné hmoty, kde
plni svou funkci. Jak vypadaji svaly z histologického pohledu lze vidét na obrazku 3.2.[8]

elasticka viakna = .. ” ° . Kkolagenni

Obrazek 3.1: Ukazka elastinu a kolagenu v tepné.Prevzato z [8].

20



Z Kosterni svaly

Hladké svaly

Obrazek 3.3: Kolagenni vldkna typu I pod elektronovym mikroskopem. Ptevzato z [8].

Shrnuti:

Elastin (viz 3.4) je jednou z hlavnich slozek tepny, zajistujici jeji roztaznost v ra-
didlnim sméru. Hladké svalovina (viz 3.5) je dulezitd pro ztzeni prusvitu cévy béhem
urcitych fyziologickych procesi, napiiklad jako reakce na chlad. Kolagenni vlakna (viz
3) maji strukturni a podptrnou funkci, zasadnim zptisobem urcuji mechanické vlastnosti
tepen. Orientace vldken ovliviiuji chovani aorty a ma vliv na anizotropii' tepny. Tepna
je v téle axialné predepnuta, takze se po vyjmuti z téla zkrati (az o 30 procent)[9]. Pri
absenci vnitiniho tlaku a predepnuti se také vyznamné méni vlnitost kolagenu, kterou se
zabyva dalsi ¢ast této prace (viz kapitola 4).

1Vlastnosti latky jsou zavislé na sméru piisobeni
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4. Stanoveni vlnitosti kolagennich
vlaken

4.1. Metody stanoveni orientace

Orientace (=globalni smér vlaken) kolagennich vldken se da stanovit riznymi zptisoby.
Nejstarsim a nejcastéjsim zptsobem byva linedrni polarizacni mikroskopie[10], déle pak
napiiklad: kvantitativni polariza¢ni mikroskopie[11], rozptyl svétla malych Ghla[12], kon-
fokalni laserova skenovaci mikroskopie[13] nebo multifotonova mikroskopie[14]. Ze vSech
téchto metod je konfokalni mikroskopie velice efektivni zpiisob méfeni, protoze se vzorek
do mikroskopu vklada vcelku a neporuseny. Obraz je dostatecné ostry a predmét je vidét
ve stavu, jakym byl do mikroskopu vloZen. OvSem proces je velice nakladny, proto byl
zvolen jiny postup, a to linearni polariza¢ni mikroskopie. Tento zpiisob je mnohem levnéjsi
a jiz ovéreny léty praxe i pres vSechny jeho hlavni nedostatky a omezeni. Manualni méreni
jsou pomala, velice zdlouhava a operator muze byt vagni k vyhodnocovani vlaken s vyssi
jasnosti a preferovat tak oblasti s 1épe orientovanymi a tlustymi vlakny. Toto mutZe ucinit
méreni zavislé na provozovateli, ktery ovsem nemusi vzdy byt pfitomen a vyhodnocovani
ztraci na presnosti vysledki.|[15]

Vyse zminéné metody vytvari obrazky, které potiebuji byt zpracovany ve sprav-
ném potadi k poskytnuti informaci tykajicich se kolagenni orientace. Bylo vytvofeno néko-
lik automatizovanych algoritmu ke zpracovani obrazi, jako je napiiklad: metody zalozeny
na gradientu[16], detekce udoli a hibeti[17], momenty setrvacnosti[18], zobrazovani ten-
zoru difuse[19] nebo rychld Fourierova transformace.[20][15]

Obsah kolagenu je obvykle méfen uzitim kvantitativni chemické analyzy jako jeji
suchou ¢ast hmotnosti ve vzorku[21] nebo uzitim analyzy obrazi jako ¢ast obrazu s urcitou
barvou.[22][15]

V této bakalaiské praci bude pouzita metoda linearni polarizacni mikroskopie, aby
dokazala odstranit dva hlavni problémy. Vysledky citlivé na operatorovi a ¢asové narocné
méfeni. Rovnéz aby bylo dokazano, ze uzivatel je schopen ve stejny ¢as odhadnout obsah
kolagenu a pochopit jeho orientaci. Na zadkladné polarizacni mikroskopie byla vyvinuta
automatizovand metoda nabizejici tuto informaci.[15]

4.2. Polarizac¢ni mikroskopie

Polarizované svétlo predstavuje techniku posilujici kontrast, citlivost a rozliSovaci schop-
nost pozorovani anizotropnich vzorkt oproti konvenc¢ni svételné mikroskopii, tedy oproti
mikroskopii svétlého a tmavého pole. Toho je dosazeno pomoci jiného fyzikalniho prin-
cipu sledovani objektu. Polarizac¢ni svételné mikroskopy mohou byt vyuzivany, jak pro
kvantitativni, tak i kvalitativni pozorovani napiiklad uniaxidlnich (jednoosych) vzorkd.
Kvalitativni polariza¢ni mikroskopie je velmi popularni v praxi. V kontrastu s kvantita-
tivni polariza¢ni svételnou mikroskopii, kterd je primarné zamérena na krystalografii, se
miky. Polariza¢ni mikroskopie nabizi biomechanikiim a jinym blize studovat charakter
anizotropnich latek.[23]
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Technika vyuziva interakce polarizovaného svétla s opticky anizotropnimi latkami.
Toto svétlo kmita v jedné roviné mezi filtry, které jsou usporadané v jedné optické ose mi-
kroskopu. Jsou zde dva druhy filtrti, polarizator! a analyzator?. Tyto filtry jsou vii¢i sobé
posunuty o 90°, stejné jako je vidét na obrazku 4.1. Jedno-lomné latky, jako je napiiklad
voda nebo bunécéné jadro, neméni vlastnosti osvétlovaciho svétla, a tudiz bychom vidéli
zcela ztmavenou plochu. Obrazek 4.1 déale znazornuje, jak polarizator polarizuje svétlo
pouze na svislou slozku a analyzator tuto slozku zcela pohlti. Na zkoumaném objektu
ovsem mohou byt opticky aktivni prvky, které nam smér polarizace zméni. Tato zména
se nam projevi zesvétlenim daného mista viz obrazek 4.2, ktery byl porizen pii prvnich
pokusech na polarizovaném mikroskopu v laboratotich Ustavu Biomechaniky.[23]

polarizator analyzator

A

vertikalné
polarizovang svétlo

Obréazek 4.1: Polarizace svétla filtry. Prevzato z [24].

Dvojlomné latky naproti tomu uz jsou v okularu vidét, jelikoz méni rovinu kmitu
pronikajiciho svétla. Dochazi k tzv. dvojlomu. Paprsek, ktery prochazi zkoumanym ob-
jektem se rozdéli na dva nové, jejichz vektory kmitaji ve vzadjemné kolmych rovinach.
Jeden paprsek sméruje piimo k polariza¢ni roviné analyzatoru a druhy rovnobézné s ni
viz leva strana obrazki 4.3. Ten paprsek, ktery jde kolmo k roviné, touto rovinou nepro-
jde, a proto projde paprsek rovnobézny, ktery se zobrazi svétle nebo barevné v zavislosti
na interakei s bilym svétlem.[23]

Tato mikroskopie nam poskytuje detailni informace ohledné struktury a slozeni
daného materialu. Napiiklad na obrazku 4.2 jsou vidét prvky, jako diry, které jsou cerné.
Zelenou barvou je zobrazen kolagen. Cervené a zluté zbarveni mista jsou zbylé slozky
cévy, jako elastin apod.[23]

Vlnovy model svétla popisuje svételnou vinu kmitajici v pravych thlech. To je
rozdéleno na bézné a nepolarizované bilé svétlo. V roviné polarizovaného svétla je jen
jeden vibra¢ni smér viz leva strana obrazku 4.3. Lidsky mozek neumi rozpoznat sméry
kmitani svétla, proto polarizovanou rovinu mizeme pozorovat polarizacnimi brylemi za
pouzitim efektu zvySeni barevné intenzity nebo sniZzenim zafe (viz odlesk slune¢niho svitu
na vodni hlading).[23]

1Lezi v osvétlovaci soustavé (pod kondenzorem nebo v ném)
2Lezi za objektivem (v tubusu nebo nad okuldrem)
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na vzorku cévy.

Slozenéd paprsky —— AMIETOVY
po interferenci Okuléry . nastavec

Obrazek 4.3: Polariza¢ni mikroskop Olympus BX 51P. Pfevzato z [25].

Picro-siriusové® cervené zbarveni je charakteristické tim, Ze se vaZe na molekuly

kolagenu s takovou orientaci, ze zvysi dvojlomnost kolagenu az sedmkrat. Toto slouzi
k zvyraznéni kolagenu pod polarizovanym svétlem, coZ lze vidét i na obrazku 4.2. Nebot
je intenzita polarizovaného svétla periodickou funkci s periodi¢nosti 90°, stava se ose-
metnym ve dvojdimenzionalni polariza¢ni mikroskopii zkoumat struktury, u nichz presné
nezname jeji orientaci. Kvili fyzikalnimu principu polariza¢ni mikroskopie se miize stat,
ze nedokazeme rozlisit dvé struktury orientované viéi sobé o 90°.[15]

4.3. Vyroba vzorku

Vzorky pouzivané pro stanoveni orientace arterialniho kolagenu byly zhotoveny z vepio-
vych aort. Tyto aorty byly nafezany na kousky c¢tvercového priifezu o velikosti 18 x 18
mm. Poté je zapotiebi, aby vzorky byly zplostélé. To se provede ¢tyimi koliky, které se

3Histochemicka barvici technika, kde je kolagen zbarven Gervené a ostatni slozky tepny zluté.
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Obrézek 4.4: Polariza¢ni mikroskop v laboratofich Ustavu Biomechaniky (Padim, Drexx
s.1.0., Ceska Republika) s digitalni kamerou (Bresser mikrokamera 5 megapixeli, Bresser
GmbH, Némecko

prichyti k desticce a zatizi rovnomérné. Diilezité je, aby vzorky nebyly piredepjaté, protoze
se zanedbava napéti vzniklé roztahnutim cévy. V dalsich krocich je tfeba cévu zafixovat
v 10 procentnim formaldehydu pii pokojové teploté po dobu 24 hodin a nalozit do vosku.
Nakonec jsou tyto ¢tvercové kousky nafezany na prouzky o tloustce asi 5 pm, které jsou
kolmé k podélné ose (viz obrazek 4.5). Tato obvodé-radialni rovina byla vybrana pro
stanoveni vlnitosti kolagenu.|[14]

4.4. Postup pri stanoveni vilnitosti

Zhotovené histologické vzorky jsou umistény na oto¢ny stolek a nastaveno prislusné zvétseni
a to 500x (50x objektiv, numericka apertura 0.17; 10x okular). Analyzator je pootocen
o 85° proti sméru polarizatoru, aby vynikly pixely modré barvy (viz obr. 4.8). Kamera,
ktera je soucasti mikroskopu a propojena s pocitacem, je detekovana pomoci programu
MicroCamLab. Je nutné nastavit hladiny barev a expozice pro obrazky pofizené své-
telnou mikroskopii a pro obrazky porizené polariza¢ni mikroskopii. Pfesné hodnoty pro
polarizované snimky lze vidét na obrazku 4.6 a hodnoty pro svételnou mikroskopii na
obrazku 4.7. Velikost pofizovanych snimkt je 1,280 x 960 pixeli. Pro tato méfeni bylo
pouzito deset vzorkt pokazdé z jiné aorty. Kazdy vzorek zvlast je vidy dén do polohy,
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Obrazek 4.5: Upfesnéni postupu vyroby histologickych vzorki. Na obrazku (a) je zjedno-
duseny tvar valcovitého charakteru tepny, z kterého jsou vyfiznuty ¢tvercové prutezy (b).
Poté jsou zplostény koliky (c). Vzorky jsou nafezany v obvodé-radidlnim sméru. Pomoci
téchto histologickych postupi, jak pripravit vzorky, je preparat velmi stihly a tudiz se na
sklicko davaji velmi Spatné. To ma za nasledek defakto ndhodnou pozici vzorku na sklicku
a v nékterych piipadech muze byt vzorek ohnut (d). To ma za nésledek, ze nemuzeme
prirovnat orientaci preparatu k radialnimu a obvodovému sméru tenkosténnych nadob.
Globélni orientaci tudiz vztahujeme k hrané sklicka (e). Pfevzato a upraveno z [15].

aby na obrazku vychazel pod dvaceti stupni od vodorovné polohy, aby se zamezilo tomu,
zda je vzorek na nultém ¢i stoosmdesatém stupni. Poté se zacne se vzorkem rotovat po
sméru hodinovych rucicek a po kazdych deseti stupnich jsou pofizeny dva snimky, je-
den pro polarizovanou a jeden pro nepolarizovanou mikroskopii. Takto opakujeme u vsech
vzorkl do 180°. Vysledny pocet bude 360 snimki. Tyto snimky budou néasledné pouzivany
k urceni vlnitosti v kapitole 4.5.

TCA-5.0 Config TCA-5.0 Config
Calar Adjust ] Exposure | Other | Color Adiuzt  Exposure l Dther |
‘white Balance | [J Color Enhance
R Gain 1.00
e L [ Auto Expasure
G Gain | 1.00 o
S |
B Gain 313
1 b ariial i1 1250
Gamma | 1.00
Contrast | 100 ! e 1 %
|| 17
Parameter Mode Parameter Mode
s B OCC &D Save Mode Ok, s OB OCC D Save Mode ok,

Obrézek 4.6: Ptislusné nastaveni programu MicroCamLab pro polarizované snimky.
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TCA-5.0 Config TCA-5.0 Config

Color Adjust l Egpgsu[e] Other ] Color Adjust  Exposure l Other ]
‘white Balance | [ Color Enhance
RGan = i 1 1.31
an O Auto Exposure
G Gain | 083 o
|
B Gain | 1.47
Manual T | 100
Gamma | 1.00
Gain [ | 13
Contrast | 100
i 117
Parameter bode Parameter Mode
Ca OB HC CD  SaveMode Ok, T4 B SC D Savebode oK.

Obrézek 4.7: Prislusné nastaveni programu MicroCamLab pro nepolarizované snimky.

Obrézek 4.8: Detailni pohled na nastaveni polarizatoru.

4.5. Algoritmus stanoveni orientace

Algoritmus je zaloZen na principu fazové korelace a analyzy obrazl vytvoien v programu
Matlab (ver. R2011a, mathworks, Natick, MA, USA). Veskery nasledovny popsany postup
byl vytvofen na Ustavu Biomechaniky panem Ing. Stanislavem Polzerem PhD. a spol., tu-
diz pfiznavam, ze nejsem autor zdrojového kédu, pouze jen jeho uzivatel. Dané programy
jsou k dispozici na Ustavu Biomechaniky po domluvé s autorem.

Primarnim tikolem tohoto algoritmu je ziskat natoceni a posunuti mezi dvéma ob-
razky a takto nakonec mezi vSemi osmnacti obrazky. Toto lze dokazat algoritmem fazové
korelace[26]. Tato metoda vyuziva FFT jen k sesazeni obrazii, ale uz ne k vyhodnoceni ori-
entace, 1 kdyz nékteré vytvorené metody stanoveni orientace jsou na FFT zalozeny.[20][15]

Jednotlivé kroky programu jsou néasledovné. Nejdfive je nutné nahrat snimky,
jak polarizované, tak ze svételné mikroskopie. Jelikoz jejich rozmér neni ¢tvercovy, jsou
prevedeny na 960 x 960 pixelu (velikost pixelu je 0.73 pm[15]), aby mohla byt aplikovana
Rychla Fourierova transformace (Fast Fourier transformation, déle jen FFT), ktera jiz
tyto obrazky umi zpracovat a pracovat s nimi. Vsechny obrazky jsou nasledné prevedeny
do sedé barvy, aby bylo mozno zjistit intenzitu jednotlivych pixelt. Jak se polarizované
snimky otaci, jisté body snimki se ztmavi a opét zesvétli. Vysledkem tedy budou snimky,
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které budou orotované a zaroven posunuté tak, aby smér vldken kolagenu sméfoval stejnym
smérem a pouze se ménily okraje. Viz obr. 4.9. [15]

o , :
““ a 4 (EosnW ool it J, e ,‘*‘
Obrazek 4.9: Rotace a posunuti vzorku 6.

V nasledujicim kroku je zapotifebi odstranit okrajové artefakty pouzitim funkce,
ktera prifadi riznym bodim rtznou hladinu vyznamnosti, aby se vyhodnocoval pouze
prostiedek obrazku. Funkce je postupné klesajici od stiedu k okrajum. Téchto funkci
existuje celd fada, jako napf. Aliasing (falSovani), Zooming (zvétSovani), Leakage (vy-
tekani), Averaging (prtimeérovani), Filtering (filtrovani) a Windowing (zobrazovani).[28]
V programu je vyuzita funkce s ndzvem Hanningovo okno (viz vztah 4.1).[15]

1+ cos(gz)], g <

: s (4.1)

e NI

fa(m7n) = {

Kde m,n = 1,..,a a a oznacuje rozméry ¢tvercového obrazku v pixelech. Vzdale-
nost od stfedu obrézku je popsana: ¢ = /(% —m)? + (§ —n)? [27].

w(e
I-0

N\

. - ..__,.“.n-_.._.*.
) t

Obrazek 4.10: Funkce Hanningova okna definovana vztahem 4.1 vhodna pro analyzu ¢tver-
covych obrazku (obrazek vlevo). Prevzato a upraveno z [27|. Obrazek vpravo ukazuje
hodnotu hladiny vyznamnosti profilu v zavislosti na ¢asové ose. Prevzato z [28].

Na obrazku 4.10 a 4.11 lze vidét, Ze okrajové artefakty byly touto funkci zcela
odstranény. Budou se tedy vyhodnocovat pixely snimkii nachézejici se uprostied svétlého
pole. Funkce w(t) je normalizovana.[15]

Po splnéni téchto krokt algoritmu nasleduje vypocet diskrétni 2D FFT upra-
venych snimki. Obrazova funkce f(z,y) se rozlozi na linearni kombinaci harmonickych
funkci. Zakladem je plosné (dvojdimenzionalni) frekvence, ktera se da chapat jako zvl-
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Obrazek 4.11: Ukazka pouziti Hanningova okna. Pievzato z [27]

nény plech (sinusovy prubéh) natazeny do plochy. Pravé £ a n jsou témito prostorovymi
funkcemi popsany v rovnici 4.2. Vice o FFT pojednéno v knize [29].[15]

N-1N-1 .
F(&n) = fa,y)e v (ostom (4.2)

Obréazky jsou néasledné znova vynéasobeny funkci Hanningova okna a inverzni for-
mou Hanningova okna, aby se zabranilo efektiim zptisobenych frekvenc¢ni oblasti. Pouzi-
tim bilinearni interpolace (vice o bilinearni interpolaci lze nalézt v knize [30]) se obrazky
transformuji do polarnich soufadnic. Jeden z poslednich krokt je provedeni dalsi 2D FFT
obrazku transformovanych do polarnich soufadnic. Plati rovnice 4.3.[15]

Fi1-F5
D(z,y) SAREA (4.3)

Kde Fi a F, jsou ty Fourierovy transformace obrazki 1 a 2. Jak bylo feceno
v uvodu kapitoly, nejdrive se Tesi rotace a posunuti prvnich dvou obrazkt mezi sebou
a takto bude algoritmus pokracovat ve vypoctu mezi prvnim a tietim, prvnim a ¢tvrtym
atd., dokud neprobéhne vypocet mezi prvnim a osmnactym. Plati zde jesté podminka,
ze Fj je komplexni konjugace (vice o komplexni konjugaci v knize [31]) matice F,. Déle
byla provedena 2D FFT matice D k ziskani inverzni matice D~!. A to proto, Ze sloupec
s nejvyssi intenzitou v prvnim fadku matice D~! oznac¢uje hledany tihel rotace w;. Stejné
tak bude platit pro ostatni obrazky, kde zjistime thel rotace wo, ws, . . wis.[15]

Spolu s rotaci, Ize timto algoritmem urcit i posun. Tato metoda se lisi pouze
v tom, ze neobsahuje transformaci FFT spektra do polarnich souradnic a druhou FFT.
Nactou se prvni dva snimky a zjisti se jejich vzajemny posun. Takto se urci vsech osmnact
posuni mezi kazdymi obrazky. Indexy sloupcii a fadki s maximalni hodnotou matice D~*
znamenaji hodnotu posunuti rotovanych obrazku.[15]

Uhly nejsou piesné po 10°. To je zptisobené mechanickou chybou operatora, jak
se otacelo stabilizatorem na mikroskopu. Jelikoz otac¢eni neni nijak automatizovano, ale
délano rucné, nelze zajistit, aby bylo dosazeno presnych uhld.

V nasledujicim kroku je tfeba urcit intenzitu pixeld polarizovanych snimki pro
urc¢itou oblast zajmu®, ktera se béhem rotace méni. Hodnota ROI byla nastavena na

47 anglického prekladu region of interest (ROI), co# je podmnoZina obrazku identifikovana pro kon-
krétni tcel.
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hodnotu 2, coz znamena, 7e dand oblast, kterd je vySetfovana, mé velikost v/2 xv/2 pixely.
Po ziskani téchto intenzit prolozime body funkci 4.4.[15]

I=sin(4-w+0b)+1 (4.4)

Kde I je intenzita pixelu, w je proménny thel rotace a b je thlovy posun. Hodnota
b mé klesajici charakter za u¢elem maximalizovat Pearsoniv koeficient (r)° mezi expe-
rimentalné ziskanou intenzitou a vypocitanou intenzitou ze vztahu 4.4. Tento koeficient
popisuje pouze, jak moc vztah 4.4 dodrzuje smér se ziskanymi daty. Kdyby se obé krivky
shodovaly, hodnota r by byla rovna 1. Po nalezeni hodnoty b, ktera bude odpovidat maxi-
mélni hodnoté r, 1ze urcit thel orientace vldken wy. Pro tento tihel plati, Ze jeho intenzita
I nabude minima, proto bylo stanoveno omezeni na: 0 < wy < 7 (viz obrazek 4.12).
Pro vSechny ROI na kazdém vzorku je zapotiebi zjistit pravé toto minimum, jelikoz to
odpovida lokalnimu sméru kolagennich vldken.[15]

o] |

max

0

Obrazek 4.12: Nazorna ukéazka vyhodnoceni thlu wy. Jsou zde pouze 3 hodnoty intenzit
(vyznaceny *) ziskdny z experimentu, které jsou prolozeny sinusovou funkei 4.4. Hodnota
Pearsonova koeficientu se blizi » — 1. Uhel orientace vldken wy je nejnizsi kladny thel
ziskany ze vztahu 4.4. Pfevzato a upraveno z [15].

Finalni krok proptjceného algoritmu je, Ze vSechny hodnoty zastoupeni jednotli-
vych thlt w zapiSe do histogramu (viz obrazek 4.13). Z histogramu lze nékdy na prvni
pohled rozpoznat globélni orientaci. Pokud histogram ma dva piky, globalni smér orientace
je jejich lokalni minimum. Pfedpoklada se sinusovy prubéh vldkna. Nejvétsi zastoupeni
ma nabézna a sestupna cast sinusovky, jak lze vidét na obrazku 4.13. Coz ovSem neni
globalni smér vlakna. Vrcholy ukazujici skute¢ny smér jsou zastoupeny minimalné, proto
je hledano lokalni minimum.

5Pearsontiv korela¢ni koeficient mé#i silu linedrni zavislosti mezi dvéma veli¢inami.
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Obrazek 4.13: Ukéazka histogramu Sestého vzorku.
4.6. Urceni vlnitosti vlaken

Urceni vlnitosti vlaken je zaloZeno na podobnosti se sinusovym idealizovanym vlaknem,
pro ktera byla vytvorena databaze histogramu pro rtizné zvlnéna sinusova vlakna. Taktéz
byla urc¢ena vzdéalenost mezi piky histogramu pro kazdé vldkno. Timto byl ziskan néstroj,
jak z histogramu lokalnich orientaci odhadnout vlnitost pomoci vzdéalenosti mezi piky. Na

obrazku 4.14 lze vidét odecteni sitky pasma, pro konkrétni vzorek je sitka pasma rovna
19.

30°« 59°

Obrézek 4.14: Detailni pohled na piky Sestého vzorku a urceni sitky pasma.
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Pan Ing. Kamil Novak poskytl data pro odecteni vlnitosti pro urcité sitky past
vzorkil. Ze vsech vypocitanych a ziskanych histogramu se odec¢tou vzdalenosti mezi piky
a z poskytnutych dat se odecte vinitost. Piehled odectenych vlnitosti a jejich sifku pasem
je zobrazeno v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Ptehled vlnitosti pro urcité vzorky.

Vzorek | Sitka pasma | 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. Konstitutivni model

Konstitutivni model charakterizuje chovani materiali. Chovanim je rozuméno zavislost
deformace (pfetvofeni) materialti na jeho stavovych veli¢inach, jako jsou napiiklad na-
péti, porovitost aj. Konstitutivni model standardné definuje vztah mezi pretvorenim
a napétim.[9] Vysledky ziskané v kapitole 4.8 budou pouzivany pii fittovani konstitu-
tivniho modelu.

Hyperelasticita

Material, ktery reaguje velkou zménou tvaru pfi malém zatizeni, je oznacovan jako
hyperelasticky. Tato zména dosahuje az stovek procent ptivodniho rozméru, aniz by se na-
rusila struktura. Dilezité pro hyperelastické materialy je také to, Ze se ihned po odlehc¢eni
vrati témér na pivodni rozméry. Mezi tyto materidly mohou byt zafazeny technické elas-
tomery nebo mékké tkané jako naptiklad tepna. Hyperelasticky konstitutivni model tkani
lze popsat matematicky experimentéalni deformac¢né napéfovou charakteristikou.[9)]

Definice:

Materidl nazyvdme hyperelastickym, pokud existuje elasticka potencidlni funkce W,
kterd je skaldrni funkci nékterého z tenzoru pretvorent, resp. deformace a jejiz derivace
podle nékteré slozky pretvoreni pak urcuje odpovidagjici slozku napéti. [9]

ow

Sy = (4.5)

e S,; jsou slozky 2. Piola-Kirchhofova tenzoru napéti.

e IV je funkce mérné energie napjatosti na jednotku nedeformovaného objemu.
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e [;; jsou slozky Green-Lagrangeova tenzoru pfetvofeni. 9]

Konstitutivni vztahy

Pii matematicky experimentalni deformacné napétovy charakteristice hyperelastic-
kych materiali se pouzivaji modely konstitutivnich vztaht. Pro izotropni, témér nestla-
¢itelné latky plati tvary modeld viz rovnice 4.6.[9)]

W = f(]l, Ig, [M]) nebo W = f()\l, )\2, )\3, [M]) (46)

e [ jsou invarianty pravého Couchy-Greenova tenzoru deformace.
® )23 jsou hlavni protazeni.

e [M] je obecné mnozina materidlovych parametri.[9]

Nejbéznéjsi tvary témeér nestlacitelnych konstitutivnich modeld hyperelastickych
materiali jsou napt.: Neo-Hooke, Mooney-Rivlin, Polynomicky model, Odgen nebo Arruda-
-Boyce. Pro stlacitelné (pénové) modely je napi.: Blatz-Ko.

Podrobnéjsi popis jednotlivych modelt jsou v popsany v podkladech pro vyuku
nelinearni mechaniky v MKP viz [9].

»INeo-Hooke* model

Rovnice tohoto modelu pro mérnou energii napjatosti lze zapsat ve tvaru:

G~ 1
W=—(I —3)+=(J — 1) 4.7
(T =3+ (- 1) (7)
e (G je pocatecni modul pruznosti ve smyku.
e I, je modifikovany prvni invariant pravého Cauchy-Greenova tenzoru deformace.

e D je parametr nestlacitelnosti materidlu, dany vztahem D = %, kde K je objemovy

modul pruznosti.

J je tfeti invariant tenzoru deformacniho gradientu.[9)]

Tento model je netrividlnéjsi ze vsech modelt. Jelikoz je zde pretvoieni popsano
pouze jednou elastickou konstantou, lze tento model pouzit do cca 50 procentniho pre-
tvofeni pti jednoosém namahani, kdy nelinearita neni prili§ vyrazna a vysoka. Tento model
nelze pouzit pii vétsich deformacich.|9]

Martuffi-Gasser model

Rovnice pro mérnou energie napjatosti lze zapsat ve tvaru:
(C) =1y(C) +¢4(C, p) (4.8)

e 1,(C) je podil matrice dana ,,Neo-Hooke“ modelem.
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e C je pravy Cauchy-Greentuv tenzor deformace.

e ;(C, p) podil odezvy vldken a p je smér orientace vlaken.[32]

Tento model je sloZeny ze dvou ¢asti. Jedna c¢ast popisujici elastin, ktera je izot-
ropni a druha ¢ast zahrnuje odezvu vlaken, ktera je anizotropni. Popis elastinu vystihuje
vyse zminény ,, Neo-Hooke “ model.

Z rovnice 4.8 1ze vypocitat napéti.

_2k _ — ). \3 , Y
0-()\) — BA)\Q)\()\Q \ );\mln)a ) _ imzn <A S A (49)
RAX = 22220 N, X <A < A

Rovnice byla pfevzata z [36]. Vyznam symbolu:

o()) je Cauchyho napéti ve vldknu.

A je protazeni vlaken.

AN = )\mam - )\mm

N — QmaztAmin)
)\_ 2

k je tuhost kolagenu.

Tato rovnice je pouze pro vypocet napéti v zavislosti na zvlnéni vlaken. Pokud je
protazeni mensi nez \,;,, pak ve vlaknu neni zadné napéti (na obrazku 4.18 to znamena
oblast vlevo od trojihelniku). Poté se za¢ne zapojovat vice a vice vlaken a odezva se po-
stupné zpevnuje. V posledni ¢asti uz jsou zapojena vSechny vlakna, ktera jsou narovnana.
Odezva je tedy nejtuzsi a linedrni (teoreticky pribéh je znazornén na obrazku 4.15). Blizsi
odvozeni je provedeno v ¢lanku [32] v pfiloze Appendiz C. Kde rovnice pro vypocet napéti
byla pfevzata z [36]. Tento konstitutivni model je pfevazné vyuzivan v podkapitole 4.8.

Omezeni modelu

V praci je znacné omezeni konstitutivniho modelu, jelikoz bylo zkoumano pouze deset
vzorkl. Tudiz je maly statisticky soubor k prozkoumani. Pro lepsi ovéfeni a pochopeni
spravnosti algoritmu by bylo tfeba mit vzorkt vice. Dale byla analyzovana pouze jedna
rovina kolagennich vlaken, a to obvodé-radialni a ne vSechny roviny. Problém nastava taky
v algoritmu, ktery neumi rozlisit vlakna zvinéna a vlakna rovnou, pokud maji stejnou
orientaci vlaken. I pres to tento model vede ke spravnosti feseni daného problému.

4.8. Urceni koeficientu determinace

V této podkapitole probiha ovéreni, zda je mozné popsat dvouosou odezvu tkané pri
zafixovani parametrt vinitosti na naméfenych hodnotach. Urceni koeficientu determinace
bude provadéno v program Hyperfit, ktery byl zapijc¢eny Dr. Skacelem, ¢imz prohlasuji,
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Obrazek 4.15: Teoreticky pribéh napéti modelu. Pievzato a upraveno z [32].

7e nejsem autorem programu ani nalezitého algoritmu. Hlavnim tikolem tohoto programu
je porovnat data ziskana s daty poskytnutymi z Ustavu Biomechaniky. Poskytnutymi daty
rozumime databézi hodnot pro dvouosé napétové zkousky cév. Tyto data jsou nahrana do
softwaru, kde je tfeba nastavit, jaky typ vypoctu méa probéhnout. Nastaveni je ukazano
na obrazku 4.16. Data, ktera jsou uvedena v ¢lanku [32], byla nahrana a v prvnim kroku
je nutné nastavit vSechna méfeni na Biaxial tension (dvouosa napjatost).

V druhém kroku je tieba nastavit konstitutivni model na paralelni, protoze tepna
je tvorena dvéma zakladnimi ¢astmi medii a adventicii, jak bylo uvedeno v kapitole 2
Toto nastaveni je zobrazené jako krok ¢islo tfi na obrazku 4.16. Kde model A i model
B jsou nastaveny na microfiber a pfislusné modelové vlastnosti. V prvni kolonce Mo-
del of fibre response (model reakce vlaken) je zvoleno Piecewise MG (Martuffi a Gasser
2011), v druhé Distribution of fibre orientation (smeér orientace vldken) von Mises PDF
(2D) a ve tfeti Accuracy of num. integration (pfesnost numerické integrace) na Standard.
Pfed tplném spusténi vypoctu je tfeba zvolit po¢ateéni hodnoty modelu (viz tabulka 4.2).

Tabulka 4.2: Strukturni a mechanické parametry dvouvrstvého konstitutivniho modelu,
ktery predstavuje vepfovou sténu aorty. Pfevzato a upraveno z [32].

Parametry Media Adventitia
Primérna orientace kolagennich vlaken | ,,=90.0° 14=90.0°
Rozptyl orientace kolagennich vlaken by=1.03 ba=0.27
Spodni limit nataZeni kolagenu Aymin=1.0 | Aymin=1.25
Horni limit natazeni kolagenu Aymar=1.1 | Aymin=2.0
Tuhost matice cuy=11 kPa c4=0.0 kPa
Tuhost kolagenu kar=230 kPa | k4=27.0 MPa

Pro ovéfeni je proveden vypocet modelu s hodnotami v tabulce 4.2 a je zjistovan
koeficient determinace R2., aby bylo moZné udélat porovnani. V tabulce 4.3 jsou zazna-

6Koeficient determinace vyjadiuje, kolik procent modelu je shodnych s naméfenymi daty|[33]
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Obréazek 4.16: Nastaveni Hyperfitu.

Tabulka 4.3: Vypoctené hodnoty koeficientu determinace pro dany konstitutivni model ze
zkousek dvouosé napjatosti. Hodnoty koeficientu zaokrouhleny na ¢tyfi desetinnd mista.
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9
R? 0.8989 | 0.9151 | 0.9301 | 0.9621 | 0.8985 | 0.9464 | 0.8937 | 0.9239 | 0.9487

Aby bylo mozné porovnat model s poskytnutymi daty, je potieba zjistit spodni
a horni limit natazeni kolagenu, ktery bude porovnavan v Hyperfitu. Konstitutivni model,
ktery je pouzivan funguje na principu trojihelnikového rozdéleni. Ze setu deseti vlnitosti
v tabulce 4.1 je udélana primérna hodnota a jeji smérodatna odchylka, aby bylo ziskdno
Gaussovo pravdépodobnostni rozdéleni. Prislusné hodnoty jsou zaznamenany v tabulce
4.4. Déle je tfeba dané Gaussovo rozdéleni prolozit rovnoramennym trojuhelnik za pod-
minky nejvétsi spole¢né plochy. Tam, kde strany trojuhelniku protnou osu x, jsou zvolena
lmin @ lmee medie jako fixni parametry pro konstitutivni model.

Tabulka 4.4: Vypoctené hodnoty primérné hodnoty, smérodatné odchylky a normalniho
rozdéleni.

Prameérna hodnota p 1.019087468
Smérodatna odchylka o 0.016682909
Normdlni rozdéleni f(x)pq, | 23.91323277

Obecny tvar Gaussova rozdéleni je na obrazku 4.17. Pro usnadnéni prolozeni troj-
thelnikem dané rozdéleni bude znormovano (tj. obsah pod k¥ivkou je roven jedné). Dalsi
podminkou je, aby i trojihelnik mél obsah jedna. Pro toto prolozeni je pouzita simple-
xova metoda. Tato metoda je iteracni zpusob, jak maximalizovat linedrni zavislosti.[35]
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Obrazek 4.17: Pribéh Gaussova rozdéleni. Upraveno a pievzato z [34].

Strany trojuhelniku jako dvé primky a Gaussovo rozdéleni, které ma tvar viz rovnice
4.10.[34]

1 _ (@=w)?
e 2072 (4.10)

fx) =

Aby bylo mozZné metodu pouzit, musi se nejdiiv nadefinovat podminky. Obsah troj-
thelniku roven jedné, obsah Gaussova rozdéleni taktéz jedné a nejvétsi mozna spolecna
plocha. Byla vytvorena zavislost zmény vysky trojihelniku na spole¢né plose. Po nékolika
iteracich bylo dosazeno maximalni plochy viz tabulka 4.5. Vypocet byl proveden v pro-
gramu Microsoft Office Excel 2007 prikazem ftesSitel. Po zjisténi této plochy bylo tieba
parametricky vyjadrit strany trojuhelniku, aby byly zjistény pruseciky stran s osou x.
Hodnoty pruse¢iku viz tabulka 4.5. Vysledné hodnoty jsou zakresleny do grafu (viz obréa-
zek 4.18).

oV 2T

Tabulka 4.5: Piehled vypocitanych hodnot.
Spole¢ny obsah 0.961431083
Vigka trojuhelniku | 26.44025564
1 — lin 0.981266351

To — lnag 1.056908585

Po dosazenti l,,;,, a l,,4: do Hyperfitu jako fixni hodnoty, je tfeba odecist koeficient
determinace R?. Zde je porovnavan set deviti vzorkil cév, poskytnuty panem Ing. Stani-
slavem Polzerem PhD., s vypoc¢itanym modelem. Vypoctené koeficienty determinace jsou
zobrazeny v tabulce 4.6.

Tabulka 4.6: Vypoctené hodnoty koeficientu determinace pro dané vzorky ze zkousek

dvouosé napjatosti. Hodnoty koeficientu zaokrouhleny na ¢tyri desetinnad mista.
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9

R? 0.8437 | 0.8438 | 0.9097 | 0.9541 | 0.8663 | 0.9436 | 0.8631 | 0.9054 | 0.9374
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ProloZeni normalniho rozdéleni trojuhelnikem
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Obréazek 4.18: Maximalizace spole¢ného obsahu. Modrou barvou je zobrazeno normalni
rozdéleni a ¢ervenou barvou rovnoramenny trojihelnik.

Vypoctené koeficienty determinace pro konstitutivni model s pfedepsanymi a s vy-
pocitanymi hodnotami je procentualné porovnano v tabulce 4.7.

Tabulka 4.7: Procentualni rozdil konstitutivniho modelu s nadefinovanymi parametry

a modelu s vypocitanymi parametry.
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Procentualnl| ¢ 1y 1775 | 219 | 0.83 | 3.58 | 0.30 | 3.44 | 2.00 | 1.18
rozdil
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5. Diskuze

V této praci byla pouzita navrhnuta automatizovana metoda stanoveni vilnitosti
kolagennich vlaken[15], kterd pfekona dvé hlavni omezeni, a to ¢asovou naro¢nost a vy-
sledky zavislé na uzivateli. Pro vypocet vlnitosti bylo porizeno 360 snimkt deseti vzorkt
z polariza¢ni mikroskope o velikosti 1,280 x 1280 pixelti. Pro hodnotu velikosti ROI bylo
obdrzeno tisice bodt pro distribu¢ni funkci sméri orientaci kolagennich vldken. Body byly
nadale zaneseny do histogramu, z nichz bylo tfeba vy¢ist $ifku pasma pro nasledovné
urceni vlnitosti. Vlnitosti se dale pouzivali do Martuffi-Gasser konstitutivniho modelu,
ktery je pravé na dané vinitosti zavisly. Model méa ovSem jist4 omezeni, protoze je statis-
ticky soubor pomérné maly. Dale byla vyhodnocovana pouze jedna rovina sméru orientace.
Pti pofizovani snimkt z polariza¢ni mikroskopie nastava dalsi problém. Jelikoz je kamera
dlouho pouzivand, je na ni vypaleno par pixeli, které ndm vnasi do algoritmu nezadouci
hodnoty. Algoritmus pracuje na vyhodnocovani zastoupeni modré barvy a vypéalené pi-
xely maji téZ modrou barvu. Nastésti zde neni rozsahlé zastoupeni téchto pixeli, takze
vysledky nejsou dostatecné ovlivnény, aby byly prohlaseny za nedostatecné.

Odectené hodnoty vinitosti se pohybuji v intervalu < 1.001; 1.039 >. Podle ¢lanku
[37], kde je spodni i horni limit zvinéni kolagennich vlaken krali¢i aorty roven A, = 1
a Amaz = 1.1, 1ze usoudit, ze odec¢tené hodnoty nejsou fyziologicky nemozné.

Pro ovéfeni spravnosti postupu, byl nejdiive vypocten konstitutivni model s hod-
notami A\ = 1 & A\pee = 1.1, a poté s vypocitanymi krajnimi hodnotami \,,;, = 0.9813
a Apaz = 1.0569. Bylo zjisfovano, zda je mozné naméfenou biaxidlni odezvu proloZit
danym konstitutivnim modelem pro zjisténé hodnoty.

Z tabulky 4.7 je ziejmé, Ze presnost klesla a to nejvice az o 7.78 procent. I pfes to
se vypoctené hodnoty koeficientt determinaci R? pohybuji kolem 0.9, proto lze povazovat
presnost za dostatecnou a vysledky relevantné spravné.
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6. Zavér

Tato bakalaiska prace se zabyvala experimentalnim stanovenim vlnitosti kolagen-
nich vlaken. Prace slouzi jako stru¢ny manual k dosazeni jistych vysledki. V prvni ¢asti
byla provedena reserse na téma tepna a jeji funkce a struktura. Déale pak kapitola na téma
kolagen a jiné strukturni soucasti tepny. Pro¢ se stanovuje vlnitost kolagenu. Stanoveni vl-
nitosti kolagennich vlédken je nezbytny krok pro realisticky popis deformacné napétovych
stavi arterii. Bylo zapotfebi experimentalné stanovit vlnitost vlaken ve veprové aorté
pomoci analyzy obrazl z polarizované mikroskopie.

V této praci byl pouzit propiijc¢eny algoritmus pracujici na principu fazové kore-
lace, kde byl z pofizenych 360 snimki v laboratofich Ustavu Biomechaniky VUT v Brné
obdrzen set deseti histogramt. Vznikla tedy distribuc¢ni funkce sméru orientaci kolagen-
nich vlaken, z které bylo tfeba vycist sitku pasma. Tim je ziskan set deseti rtiznych
vlnitosti pro jednotlivé vzorky.

Z tohoto setu je urcena smérodatna odchylka a primérna hodnota pro normalni
rozdéleni, protoze Martuffi-Gasser model predpoklada trojihelnikové rozdéleni. Dané nor-
malni rozdéleni prolozime rovnoramennym trojihelnikem tak, aby mél co nejvétsi spolec-
nou plochu s rozdélenim. To bylo dosazeno simplexovou metodou, ktera funguje na prin-
cipu maximalizace dvou linearnich funkci. Po ziskani dvou priiseciki s osou x, jsou hodnoty
dosazeny do konstitutivniho modelu a zjistény koeficienty determinaci. Ten urcuje, kolik
procent modelu je shodnych s naméfenymi daty.

Bylo ovéteno, ze dany zptisob stanoveni vlnitosti je mozny a bylo by dobré v tomto
postupu pokracovat. Pro vétsi sérii vzorkl by stoupla relevantnost vysledkt a metoda by
dosahovala presnéjsich vysledki, které jsou i tak presné a povazované za dostatecné.
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