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Abstrakt

Disertacni prace se zabyva analyzou usporadani kolagennich vlaken v tepnach a jejich
spravnym vyhodnocenim a pouzitim ve strukturné motivovanych konstitutivnich mode-
lech materialu. Prvni ¢ast prace je zamérena na reSersi mechanickych vlastnosti tepen
a na prehled dostupnych metod pro detekci vinitosti, orientace a rozptylu vldken. Vétsina
praci identifikuje tihly vlaken jako dalsi parametr z mechanickych zkousek a tim degradu-
je strukturni podstatu modelu. Druhd ¢ast prace popisuje automaticky algoritmus, ktery
dokaze vyhodnotit lokalni sméry vlaken a jejich rozptyl ze snimkt z polarizacniho mik-
roskopu a strukturni hyperelastické konstitutivni modely. Déle je zde kladen dtiraz na
vybrani nejvhodnéjsi zobrazovaci metody zalozené na fluorescencni mikroskopii, ktera
nam pomuze rozlisit vinitost a rozptyl vlaken. V dalsi ¢asti prace jsou prezentovany dva
experimenty na prasecich tepnach za tcelem zjisténi vlivu rtzné velikosti biaxidlni de-
formace na orientaci a rozptyl vlaken. Posledni ¢ast prace uvadi vyhodnocené strukturni
parametry pro praseci a lidské aorty, které byly analyzovany nejen pod polarizovanym
svétlem, ale i pod laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem, diky kterému byla
ziskana vlnitost vldken a jejich globdlni smér.

Abstract

The doctoral thesis deals with the analysis of the arrangement of collagen fibres in arter-
ies and their correct evaluation and use in structurally motivated constitutive models of
the material. The first part of the work is focused on the literature search of mechanical
properties of arteries and on an overview of available methods for the detection of wavi-
ness, orientation and dispersion of fibres. Most works identify fibre angles as additional
parameter from mechanical tests and thus degrade the structural nature of the model.
The second part describes an automatic algorithm that can evaluate the local directions
of fibres and their scattering from images from a polarizing microscope and structure-
based hyperelastic constitutive models. Furthermore, there is an emphasis on choosing
the most appropriate imaging method based on fluorescence microscopy, which will help
us to distinguish the waviness and scattering of fibres. In the next part of the thesis,
two experiments on porcine arteries are presented in order to determine the influence of
different magnitudes of biaxial deformation on fiber orientation and dispersion. The last
part of the work presents the evaluated structural parameters for porcine and human aor-
tas, which were analyzed not only under polarized light, but also under a laser scanning
confocal microscope, thanks to which the waviness of the fibers and their global direction
were obtained.
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1. Uvod

Kolagen je nejcastéji zastoupeny protein v lidském téle. Vyskytuje se napr. v cévach, chru-
pavkach, slachach, rohovkach, srdeéni svaloviné (myokardu) nebo srdec¢nich chlopnich.
Kolagenni vldkna jsou tvorend z kolagennich fibril (svazek tropokolagenovych molekul).
V cévach hraje jejich prostorova orientace velmi dulezitou roli a je zodpovédna za anizot-
ropni mechanické chovani. Kolagenni vlakna chrani sténu cévy pri vysokych tlacich nebo
pri velkych deformacich a za téchto podminek jsou hlavnimi nositeli zatizeni. Bez zatizeni
jsou vldkna zvlnénd a je obtiZné rozlisit mezi jejich vinitosti a rozptylem. [1, 2]

Vypocétové modelovani zdravych i patologickych stavi tepen mtize pomoci pfi vyhod-
nocovani rizika ruptury aortalniho aneurysmatu nebo spravného nacasovani operativniho
zakroku. Obsahuje konkrétni model geometrie tepny, model zatizeni, okrajové podminky
a model materidlu. Vétsina studii pouziva vysledky z mechanickych zkousek jako vstupy
do konstitutivnich modeli materidlu. V nedavno publikované praci [1] je ukdzéna dulezi-
tost stanoveni strukturnich parametri kolagennich vldken v tepnach (pocet rodin vlaken,
jejich hlavni sméry, rozptyl kolem téchto sméru a vlnitost) a jejich nalezeni na zdkladé
analyzy mikrohistologickych snimkii.

Pro zjisténi téchto parametri se pouzivaji snimky ze svételné nebo fluorescen¢ni mik-
roskopie a jejich manualni nebo automatické vyhodnoceni. Levnou a presnou alternativu
predstavuje polarizacni mikroskopie, jelikoz kolagenni vldkna maji schopnost dvojlomu,
dokazou stocit rovinu polarizace a jsou tak viditelna pod polarizovanym svétlem pti kol-
mych polarizatorech. Omezeni ale nastava pri analyze vinitosti vlaken, kdy jsou informace
ziskédvany z tenkych fezu tkané pod diaskopickym osvétlenim (prochézejicim svétlem). Pro
zjisténi trojrozmérné orientace kolagenu, a tedy i jeho vlnitosti, je vyhodnéjsi pouziti flu-
orescencni mikroskopie, kterda umoznuje pozorovani tlustsich vzorkii pod episkopickym
osvétlenim (odrazeném svétle).

V prvni ¢asti prace je popis stény tepny a reserse metod pro detekci orientace vldken,
jejich rozptylu a vlnitosti. Druha ¢ast prace popisuje nové vytvoreny automaticky algo-
ritmus pro detekci orientace a rozptylu z mikrosnimkia cév pod polarizovanym svétlem
a shrnuti hyperelastickych konstitutivnich modela. Algoritmus byl verifikovan, validovan
a pouzit pro vyhodnoceni nékolika experimentt pro zjisténi vlivu rtzné velikosti biaxialni
deformace na orientaci a rozptyl vlaken. Ty jsou popsané ve tieti ¢asti prace spolu s jiz
vyhodnocenymi strukturnimi parametry pro praseci a lidskou aortu. Lidské aorty byly
vyhodnocovany nejen s pouzitim polarizované mikroskopie, ale i pod laserovym skeno-
vacim konfokalnim mikroskopem pro vyhodnoceni vInitosti kolagennich vlaken a jejich
globalnich smér, jelikoz vétsina metod véetné polarizované mikroskopie nam je schopna
dat pouze informace o lokdlnich smérech vldken bud ptfimo v pixelech nebo malych ob-
lastech (napf. 10 x 10 px). Tyto nové poznatky o strukturnich parametrech cévni stény
budou moci byt pouzity jako vstupy do konstitutivnich modeli, které pomohou zlepsit
biomechanické simulace.



1.1. CILE PRACE

1.1. Cile prace

1. Vyvinout automatizovany algoritmus pro detekci smértu kolagennich vldken pomo-
ci polarizované mikroskopie a posoudit jeho vyuzitelnost pro urceni strukturnich
parametru vlaken.

2. Srovnat dalsi dostupné metody pro urcovani smeéru kolagennich vldken a vybrat
z nich nejvhodnéjsi pro dalsi feseni.

3. Zvladnout odliSeni vlnitosti a smérového rozptylu kolagennich vldken na vybrané
tkéni.

4. Pomoci vyse uvedenych metod urcit strukturni konstitutivni parametry pro vybrané
tkané.



2. Lékarské minimum

Vzhledem k zaméreni této disertacni prace, je nutné uvést nékolik pojmi z anatomie tepen
a detailni informace o jejich mikrostrukture.

2.1. Anatomie zdravé stény tepny

Tepny jsou cévy vedouci okyslicenou krev od srdce do jednotlivych organti majici zpravidla
trojvrstevnou strukturu. [3] Jednotlivé vrstvy stény tepny (tunica intima - TT, media - TM
a adventitia - TA) budou popsény v nésledujicich podkapitolach. Podle prevahy uréitych
bunék v TM rozeznavame dva typy tepen:

» tepny elastického typu - jsou tepny s velkym pramérem (>10mm) blizko u srdce
(aorta a jeji hlavni vétve - viz obrazek 2.1) s vét$im mnozstvim elastinu v TM,

» tepny svalového typu - je vétsina tepen stfedni a malé velikosti (2-10 mm v pru-
méru) na periferiich s vét$im mnozstvim svalovych bunék, napt. kréni tepna (viz ob-
razek 2.1). [4]

Hrudnf{ sestupna aorta Kréni tepna
T TI
T TI
™
™
TA ilg
TA

Obrazek 2.1: Mikrosnimky ov¢ich tepen obarvenych orceinem pomoci metody Cajal-Gallengo,
ktera umoznuje rozliSeni t¥i hlavnich slozek stény, které urcuji biomechanické
chovani tepen: bunky hladkého svalstva (zlutd), elastin (tmave ¢ervend) a kolagen
(modrd). V kréni tepné je znatelny vyssi podil bunék hladkého svalstva, zatimco
aorta ma vice elastinovych vldken nez karotida. Prevzato a upraveno z [5].



2.1. ANATOMIE ZDRAVE STENY TEPNY

Tunica intima

Tunica intima je vnitini vrstva cév. Céva je z vnitini strany vystlana mnohostrannymi
bunkami endotelu, které zajistuji kontrolovany transport latek pres cévni sténu a hladky
povrch pro proudéni krve. Poté nasleduje tenka bazalni membrana a subendotelidlni vrst-
va, ktera je tvorena z bunék hladkého svalstva a svazku kolagennich vlaken, viz obrazek
2.2. [6]

Bylo zjisténo, ze usporadani jednotlivych vrstev kolagenu v subendotelidlni vrstvé
neni rovnomérné po jeji tloustce. Napt. Canham a kol. [7] uréil pét rozdilné orientovanych
vrstev svazku kolagennich vlaken v korondrnich tepnach a Finlay a kol. [8] tfi v mozkovych
tepnach.

Obecné udavana tloustka zdravé TI se udava jako 20 % z celkové tloustky cévy. Pru-
mérné tloustka TT v biisni aorté podle Holzapfel a kol. [9] je 0,29 4+ 0,21 mm.

Sroubovité usporadana vlakna, -
vyztuzeni tunica adventitia

Pti¢neé izotropni vldkna -
zesileni tunica media

Sroubovité usporddand vldkna -
vyztuzeni tunica intima

Kolagenni vldkna
Vnéjsi elasticka lamina
Kolagenni fibrily
Hladké svalové bunky
Elastinové fibrily A ‘
Vnitini elastickd lamina
Bunky endotelu

Obrazek 2.2: Idealizovand zdrava elasticka tepna. Na obrazku vpravo jsou vyznacené jednot-
livé vrstvy: tunica intima (TI), tunica media (TM) a tunica adventitia (TA).
Vnitini vrstva T1 je tvofena z jedné vrstvy endotelovych bunék, tenké bazalni
membrany a subendotelidlni vrstvy. Vrstva TM je tvorena bunkami hladkého
svalstva, siti elastickych a kolagennich fibril a elastickych lamel. Vnéjsi vrstva
TA je slozend z tlustych Sroubovité uspordadanych svazka kolagennich vlaken.
Prevzato a upraveno z [6].

Tunica media

Media je prostfedni a zpravidla nejtlustsi vrstva stény tepen. Sestava z hladkych svalovych
bunék, elastinovych a kolagennich fibril, které dohromady tvori komplexni medidlni lame-
larni jednotky (medial lamellar unit - MLU) usporadané do vldknitych sroubovic. Tyto
sroubovice jsou témér obvodové orientovany [7, 8], media tak dobfe odoldva obvodovému
zatizeni od krevniho tlaku a je povazoviana za hlavni nosnou vrstvu. [6]

TM je obvykle oddélend od TI a tunica adventitia (TA) vnitini a vnéjsi elastickou
laminou (internal/external elastic lamina). [6]



2.1. ANATOMIE ZDRAVE STENY TEPNY

Tloustka TM byla urc¢ena pro brisn{ aortu 0,59+ 0,10 mm [9], pfes 0,81 0,24 mm pro
sestupnou aortu az po 1,46 + 0,27 mm pro vzestupnou aortu [10]. Obé dvé studie udavaji,
ze jeji tloustka je priblizné 50 % z jeji celkové tloustky stény.

Tunica adventitia

Adventitia je vnéjsi vrstva cév a je tvorena z fibroblastl, fibrocytu a tlustych svazkt
kolagenu. Tyto svazky jsou usporadany ve dvou sroubovicich, uvniti kterych je velky roz-
ptyl v orientacich jednotlivych vldken. [7, 8] Kolagenni vldkna jsou zvlnéna a s rostoucim
zatizenim se narovnavaji, zpeviuji celou sténu cévy a zabranuji tak nadmérné deformaci
nebo vzniku ruptury (viz obrazek 2.3). Sténa cév je v disledku strukturniho usporadéni
anizotropni a vykazuje hyperelastické chovani s velkym deformacénim zpevnénim kvuli
postupnému naprimovani kolagennich vldken. [6] Mechanické vlastnosti TA jsou dény
predevsim organizaci kolagennich vldken, tedy vInitosti a hlovym rozptylem. [11]

Jeji tloustka zavisi na jejim misté a fyziologické funkci. Podle [9] je tloustka TA u brisni
aorty 0,41 £+ 0,12 mm.

II III

—

Smluvni napéti

:

Smluvni pfetvoreni

Obrazek 2.3: Schematické zobrazeni zatézovaci kiivky u mékkych tkédni. V prvni fazi jsou ko-
lagenni vldkna v TA zvInéna a za protahovani jsou zodpovédnd pouze elastinova
vlakna. S pribyvajicim zatizenim se vlakna narovndvaji a céva se zpevnuje, nez se
vldkna za¢nou porusovat (po prekroc¢eni meze pevnosti v tahu). Prevzato a upra-
veno z [12].

Zmalost orientace kolagennich vlaken hraje vyznamnou roli v pochopeni mechanického
chovani tepen. V dalsi kapitole bude jejich detailni popis se zamérenim i na dalsi vyznamné
stavebni jednotky cév, elastinu a bunék hladkého svalstva.

2.1.1. Mechanické vlastnosti zdravych tepen

Elastinova vlakna

Elastin déava cévam schopnost vratnych deformaci a zajistuje tuhost (poddajnost) pri fyzi-
ologickém zatiZeni [13]. V nezatiZeném stavu jsou vldkna zvlnénd, s rostoucim se zatizenim
se narovnavaji [14].

Elastin je déle zodpovédny za podélné predpéti tepen, které také ubyva s vékem.
Axialni, neboli podélné predpéti chrani tepny pred ztratou tvarové stability pfi ohybu
[15].



2.1. ANATOMIE ZDRAVE STENY TEPNY

Vlakna degraduji s rostoucim vékem, nemocemi a nezdravym zivotnim stylem, casto
byvaji nahrazovany kolagenem nebo kalcifikacemi a tim se zvysuje tuhost cévni stény [16].

Bunky hladkého svalstva

Hladko-svalové buiky jsou protahlé a jejich délka zavisi na vyskytu v lidském téle. Jsou
slozené z jadra a cytoplazmy. Hlavni funkce je regulace pritoku jejich kontrakei, ktera je
ale u velkych tepen minimélni [17, 18].

Kolagenni vlakna

Kolagen! je nejvice zastoupeny protein v naSem téle (~ 25 — 30% ze vSech proteint).
Jeho stavba je schematicky znadzornéna na obrazku 2.4. V cévach jsou nejvice zastoupeny
kolageny typu I, III, IV, V a VI, pricemz kolagen typu I a III tvori az 90 % z celkového
zastoupeni kolagenu v cévach.

Jeho primarni schopnosti je zajistovat cévam dostatecnou pevnost a zabranovat selhani
pii vysokych tlacich (napr. pti bungee jumpingu, porodu, kychéni) [20]. Jak uz bylo feceno
v predeslé kapitole, vldkna jsou zvlnéna a s rostoucim zatizenim se narovnavaji, ale oproti
elastinovym vldkntm, je jich méné nez 10 % narovnéno pii fyziologickych tlacich [21].
Kolagenni vldkna jsou 100 — 1000x tuzsi nez elastinovd vldkna [15].

Mechanické zmény v usporadani kolagenu mohou byt pri¢inou vzniku a rtstu mozko-
vych aneurysmat. Zvysuje se tim riziko ruptury a celkova timrtnost, ktera se nyni pohybuje
v rozmezi 35 — 50 % [22].

Kolagenni fibrily Kolagenni molekuly
' (trojsroubovice)

«a— Tetézce

Kolagenni vlakno . e I

Aminokyseliny
GLY GLY GLY
?/ HYP HYP.
PRO PRO

Obrazek 2.4: Schematické znazornéni stavby kolagennich vlaken. Molekuly kolagenu, ze kte-
rych jsou vytvorené fibrily a dale potom jednotliva vlakna, jsou slozené z fetézct
aminokyselin, které tvori trojitou spirdlu, neboli tropokolagen. Primér fibrily
u kolagenu typu I je cca 3,5-4nm [23]. Pfevzato a upraveno z [24].

Holzapfel a kol. [25] v roce 2005 publikovali préci, jejiz hlavnim cilem bylo stano-
vit specifické mechanické vlastnosti jednotlivych vrstev zdravé stény koronarnich tepen,
viz obrazek 2.5. Koronarni tepny privadi krev do srde¢niho svalu a vyzivuji ho. Vzorky byly
nejprve predcyklovany péti zatézovacimi cykly pii konstantni rychlosti 1 mm/min a poté
podrobeny cyklickému kvazistatickému jednoosému zatézovani v obvodovém a podélném
sméru vzorku pii stejné rychlosti 1 mm/min. Porizené deformac¢né-napétové krivky dobre

1V lidském téle je zndmo 28 riiznych typii kolagenu [19].
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Obrazek 2.5: Deformacné-napétové krivky jednotlivych vrstev pii obvodovém a podélném za-
tizeni vzorku. Pfevzato a upraveno z [25].

ukazuji heterogenitu mezi mechanickym chovanim jednotlivych vrstev. Cldnek [25] hod-
noti TT jako nejtuzsi vrstvu v celé deformacni oblasti a TM jako nejmékéi pri axidlnim
zatézovani. VSechny vzorky vykazovaly malou hysterezi, anizotropni a nelinedrni chovani
v obou smérech zatézovani.

Prispévkem této prace bude analyza struktury kolagennich vlaken ve sténé tepny po-
moci svetelné mikroskopie. Z prostudovanych studii je evidentni, ze kazda vrstva cévy méa
trochu jiné vlastnosti (je nehomogenni) a jsou anizotropni, tzn. zadouci pouziti struktur-
niho konstitutivniho modelu materialu.



3. Metody pro detekci vlnitosti, orien-
tace a smérového rozptylu kolagen-
nich vlaken

Metod pro zjisténi strukturnich parametri do konstitutivnich modelt materialu je velké
mnozstvi a lisi se podle pouzitého vybaveni a prip. softwaru. Nejcastéji pouzivanou me-
todou je svételna polarizaéni mikroskopie (Polarized Light Microscopy - PLM), kterd je
relativné levna oproti ostatnim metodam, spolehliva a doslo u ni k vyznamnému pokro-
ku od manualniho méfeni orientaci kolagennich vlaken az po automatizované algoritmy.
V poslednich desetiletich vyrazné nastoupila fluorescenéni mikroskopie, ktera ale vyza-
hojné pouzivanymi metodami je Small Angle Light Scattering - SALS, Small Angle X-ray
Scattering - SAXS, Second Harmonic Generation - SHG, transmisni mikroskopie a jiné.

V nésledujicich dvou podkapitolach 3.1 a 3.2 bude priblizen princip jednak polarizacni-
ho mikroskopu, ktery je k dispozici na Ustavu mechaniky téles, mechatroniky a biomecha-
niky, a laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu, ktery patii mezi fluorescencni
mikroskopy, a ktery je k dispozici na Fakulté elektrotechniky a komunikac¢nich technologii.

Detailni shrnuti aktudlniho stavu poznani v oblasti detekce orientace, rozptylu a vlni-
tosti kolagennich vldken v tepnach je rozebrano v podkapitole 3.3.

3.1. Svételna polarizacni mikroskopie

PLM vyuziva linedrné polarizované svétlo. Nepolarizovany svételny paprsek vychazejici
z lampy kmita z principu elektromagnetického vinéni vzdy kolmo na smér Siteni, ale ve
vsech smérech, tedy neusporadané. Prvni filtr ve svételné cesté, polarizator, propousti
jen tu ¢ast svétla, jejiz vektor elektrické intenzity kmitd pouze v jednom sméru (sméru
polarizatoru) a zbytek svétla je pohlcen. Svétlo nasledné vstupuje do vzorku. V pripadé
kolagennich vlaken se jedna o anizotropni strukturu. Po obarveni barvivem Picro Sirius
Red (v dalsim bude pouzita zkratka PSR) se az sedmkrat zvyrazni vlastnost vnitini stavby
vldken - dvojlomnost [26]. Dvojlomnost zptsobi, Ze se polarizované svétlo rozdéli na dva
paprsky — radny a mimoradny. Ty jsou viici sobé fazové posunuty. Ve svételné cesté potom
stoji druhy filtr, analyzator (viz obrazek 3.1). [27]

Podle vzajemného natoceni obou filtrit pozorujeme rtzné obrazy vlozeného vzorku tka-
né. Pri vzajemném natoceni polarizatoru a analyzatoru o 90° u svételného polariza¢niho
mikroskopu neprojde soustavou zadné svétlo. Za pomoci interference fadného a mimo-
radného paprsku, kterd vede k natoceni piivodni roviny kmitani polarizovaného svétla,
muzeme pozorovat svétlou strukturu tkané na puvodnim tmavém pozadi. Pomoci video-
kamery a softwaru na analyzu obrazu muzeme dobfe pozorovat tuto optickou anizotropii
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na tenkych vzorcich mékkych tkani (optimélni tloustka fezu je 5 — 7um), viz obrazek
3.1. Dvojlomnost vykazuji i nékteré prihledné krystaly, napt. kfemen, kalcit, turmalin
aj. Pokud se pres né podivame na urcity objekt, uvidime ho dvakrat, tzn. ze jsou opticky
anizotropni a maji index lomu rizny v riuznych smérech. [27]

Dalsi ucinek zptsobeny optickou anizotropii vlaken je diatenuace, ktera se nyni nej-
castéji pozoruje na mozkové tkani. Diatenuace je celkovy anizotropni utlum svétla, ktery
je zpusoben absorpci i rozptylem. Intenzita vysilaného svétla zde zavisi na polarizacnim
stavu dopadajiciho svétla, tj. intenzita vysilaného svétla je maximélni pro svétlo polarizo-
vané v uré¢itém smeéru a minimalni pro svétlo polarizované v odpovidajicim ortogonalnim
sméru, viz obrazek 3.1. [28]
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Obréazek 3.1: a) Experimentalni schéma mikroskopu s polarizovanym svétlem s jednosmérnymi
vldkny (prase¢i Achillova slacha). b) Mikrosnimky vzorku praseéi Achillovy sla-
chy s polarizétory bud kolmymi (¢tyti obrazky vlevo), nebo vychylenymi o tihel §
(Ctyfi obrazky vpravo). c) Spektralni zavislost slozek prenosové matice oy, Oy
a jejich rozdil. Anizotropie kolagenovych vlaken je nejvyraznéjsi na vlnovych
délkach mezi 550 a 570 um, jak ukazuje rozdil mezi |cz|? a |oyy|?, které pied-
stavuji intenzity svétla fadnych a mimoiradnych paprski prenasenych vzorkem
s paralelnim nastavenim polarizatoru.

Ve studii Dayana a kol. [29] popsali, ze se tlustsi kolagenni vldkna (1,6 — 2,4um)
obarvena barvivem PSR a pozorovana pod PLM se zkiizenymi filtry zobrazuji v Sirokém
spektru od zelené pres zlutou az po Cervenou, zatimco tenkd vldkna (0,8um a méné)
dosahuji pouze zelené barvy.

3.2. Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop spada pod optické svételné mikroskopy, ale napt. od polarizacniho
mikroskopu se odliguje vysokou rozliSovaci schopnosti!, ktera je dané detekei svétla pouze
z ohniskové roviny mikroskopu, ostatni roviny jsou potlaceny. Slozenim vicero samostatné

"Minim4lni vzddlenost dvou rozligitelnych bodt objektu [27].
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nasnimanych optickych rezi ziskdme 3D obraz struktury vzorku. Konfokalni mikroskopie
(Confocal Laser Scanning Microscopy - CLSM) je vhodné pro pozorovani tlustsich biolo-
gickych vzorki, napt. az 50 ym, takze neni ztracena informace o radidlnim sméru a zvlnéni
vlakna jako u PLM. [27]

Zdrojem svétla je laser, ktery je fokusovan na zrcadlovou bodovou clonku. Paprsek
poté dopada na dichroické zrcadlo (interferencni filtr), které rozdéluje dopadajici svétlo
podle vlnové délky. Zrcadlo je umisténé pod thlem 45° ke zdroji svétla. V tomto thlu
odrézi kratké excitacni vinové délky (cca 90 %) v thlu 90° podél optické osy do objek-
tivu a do ur¢itého bodu vzorku. Odrazené (emitované) svétlo prochézi objektivem zpét
k dichroickému zrcadlu, které tyto delsi emitované vlnové délky propousti do bariérové-
ho filtru, konfokalni clony a do detektoru fotonasobice, viz obrazek 3.2. Fotonasobic je
schopny zachytit i velmi slaby signal, ktery je poté v pocitaci digitalizovan a zpracovan
na vysledny obraz. [27]
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Obréazek 3.2: a) Schéma optické cesty laserového paprsku konfokdlnim mikroskopem, prekres-
leno z [30]. b) a c) schéma primé a nepfimé imunofluorescence, kde je zfetelna
vyhoda zesileni signalu u nepfimé imunofluorescence, prekresleno z [31].

Vyhodou laserového mikroskopu je bezkontaktni méfeni profilu a drsnosti povrchu
vzorku. Opakovanym osvétlovanim jednoho bodu vzorku miuze ale dojit k tzv. photoble-
aching, neboli vysviceni (ubytku fluorescence) fluorochromi nejen v misté snimani, ale
i v mistech pruchodu paprsku k mistu zaostieni. [27]
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Material, ktery nemé schopnost vlastni fluorescence, je potieba nabarvit fluorescenc-
nim barvivem, napt. barvivo DAPI se vaze na tiseky DNA bohaté na nukleové baze ade-
ninu a thyminu. Pro kolagenni vlakna typu I a III je nejvhodnéjsi fluorescenéni barvivo
CNA35-0G488. CNA35 je adhezni protein, diky kterému jsme schopni na kolagen nava-
zat prislusné barvivo - OG488 (Oregon Green 488 - excita¢ni maximum 496 nm, emisni
maximum 510—524 nm). [32] Pro pripravu fezi obarvenych timto barvivem je ale potfeba
specialni laborator s moznosti prace s geneticky modifikovanymi organismy.

Dalsi moznou cestou je tzv. imunofluorescence, ktera muze byt prima nebo nepiima
(viz obrazek 3.2). Tato metoda vyuziva specidlni protilatky slouzici k oznaceni cilového
antigenu fluorescenénim barvivem (neboli fluorochromem). Prima imunofluorescence po-
uziva jednu protilatku, ktera je pifimo konjugovana s fluorochromem, nepiima pouziva
protilatky dvé. Primarni je nekonjugovana a pro detekci je pouzita sekundarni protilatka
konjugovana s fluorochromem namirena proti priméarni protilatce. Pro pouziti na kolagen
je vhodnéjsi nepfima imunofluorescence, jednak se na priméarni protilatku muze navazat
vice sekundarnich, coz zesiluje signal, a dale miizeme pouzit jednu primarni protilatku
pro dvé sekundarni, kdy jedna je zacilend na kolagen typu I a druha na kolagen typu III.
31

Rozdil oproti konfokalni mikroskopii u dvoufotonové a multifotonové spoc¢iva ve sni-
mani svétlem, jehoz energie je prilis nizka pro excitaci fluorochromu. V misté zaostreni
dochézi k setkani dvou nebo t¥i nizkoenergetickych paprskii. Jejich se¢tenim ziskdme ener-
gii dostatecnou pro excitaci ur¢itého fluorochromu. [27]

3.3. Shrnuti soucasného stavu poznani

3.3.1. Polarizacni svételna mikroskopie - manualni metody

Jak jiz bylo uvedeno, PLM se zacala nejprve pouzivat pro vyhodnocovani smérii kolagen-
nich vldken jako manualni metoda. Kromé polarizacniho mikroskopu je potreba jesté
univerzalni otoény stolek, na ktery se umisti vzorek. Vysledna orientace vlakna se urc¢i na
zakladé azimutalniho a elevacniho thlu vyhasnuti pozorovaného vlakna, viz obrazek 3.3.
Tedy na vystupu z kamery nebo v okularech si operator uréi vlakno nebo bod na vldkné,
které bude sledovat a to¢i s rotacnim stolkem tak dlouho, nez mu vlakno vyhasne. Poté
musi ze stolku odec¢ist azimutalni a elevac¢ni ihel, pod kterym vlakno zhaslo.

- - Prufezova rovina __ el

// \\ // ~
% A / N

Teéné rovina \\\\ /

Obrazek 3.3: Schématické znazornéni prifezové a tecné roviny a azimutalniho © a elevac¢niho
® thlu. Prevzato a upraveno z [2].
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Mezi nevyhody manualniho méteni patii velka ¢asova narocnost, dale inava operatora
od veétstho mnozstvi méfeni miize vést ke Spatnému vyhodnoceni orientace a rozptylu
a naopak maly pocet analyzovanych bodt muze vést k nespravnému rozliseni mezi disperzi
a vlnitosti. Dale podstata elevac¢niho thlu se vytraci pri pouziti tenkych fez, které mivaji
napf. 4um (tloustka kolagenniho vlékna ve slase je 2 — 0,5um, viz [33]). I pfes tyto
nevyhody se manualni méreni stdle a ¢asto pouziva.

Studie Smitha a kol. z roku 1981 [34] se zaméTila na orientaci kolagenu v TA u lidskych
mozkovych cév (velice malé praméry 0,5—2,0 mm). Jedenédct vzorka z péti mozkovych cév
bylo zafixovano pod tlakem 100 mmHg (= 13,3kPa) a obarveno barvivem PSR. Vysledky
ukazuji na vyrazné obvodové rozlozeni kolagennich vlaken v TA s izotropni siti vlaken
na povrchu vrstvy. Potvrdili tak jednu z prvnich studii zabyvajici se smérem kolagennich
vlaken (Benninghoff - 1930).

Préce Canhama a kol. z roku 1989 a 1991 [7, 35] ukdzala na snimcich lidskych mozko-
vych cév z polarizovaného mikroskopu obvodovou orientaci v ' TA a TM.

Finlay a kol. [8] v roce 1995 oproti Smithovi rozsitili pozndni sméru kolagennich vldken
v mozkovych tepnéach o vrstvy TI a TM a o vliv zvysujiciho se tlaku na organizaci vlaken
(méfeni pti 30, 120 a 200 mmHg). Rezy byly vedeny teéné ke sténé, na jednom fezu mohli
pozorovat jak TI, tak i TM a TA, jelikoz vzorky byly prohnuté. Méreni pod stale vétsim
tlakem potvrdilo stale vétsi priblizovani vlaken k obvodovému sméru v ' TA. V TM byl
kolagen také obvodové usporadan.

Studie Canhama a kol. z roku 1996 [36] se zaméfuje na mozkova aneurysmata. Rezy
byly vedeny tecné, jako v predeslé studii. Vysledky jsou ve studii zndzornéné v Lambertove
projekéni roviné. VSechny zminéné studie Canhama a jeho kol. neukazuji jejich prinos,
nebo pouziti pri vypoctech. Potvrdili jen obecny fakt obvodové orientace vlaken v TM
a TA.

Préce Schriefla a kol. z roku 2011 [37] se zabyvéa urcenim hlavnich sméru kolagennich
vlédken ve zdravych lidskych hrudnich (thoracic aorta - ThA) a btisnich aortdch (abdomi-
nal aorta - AA) a v kycelnich tepnach (common iliac arteries - CIA). Vysledky u ThA
a AA ukazuji existenci dvou rodin vldken v TM a TA a 2 — 4 rodin vldken v TI (3. a 4.
blizko k axidlnimu a obvodovému sméru). Dvojice rodin vldken byly témér symetricky
usporadany k ose valce, napt. v ThA v TA blize k axidlnimu sméru (53,21° a —50,55°),
v TM blize k obvodovému (27,75° a —27,19°) a v TI néco mezitim (41,15° a —39,48°).
V CIA byly nalezeny dvé rodiny vlaken v TI a TA a jedna rodina vlaken v TM.

Gasser a kol. se ve studii [2] z roku 2012 vénuji identifikaci strukturnich parametra ko-
lagennich vléken z lidskych bfisnich aortalnich aneurysmat (Abdominal Aortic Aneurysm
- AAA) za pomoci manudlni metody PLM a jejich pouziti ve dvou vybranych konstitu-
tivnich modelech materidlu. Podlouhlé vzorky 1 x 0,5cm byly pred fixaci uloZzeny mezi
dvé skla a zmacknuty pro redukci vlnitosti vlaken. Dale byly vzorky zality voskem, rozie-
zédny na 7pum platky a obarveny barvivem PSR. Zjistili ortotropni orientaci kolagennich
vlaken s sirokym rozptylem v TA a TM u AAA, coz je v rozporu s dosavadnim védénim
mikrostruktury zdravych tepen, napt. [7, 8, 37].

Studie Saéze a kol. [38] se zabyva smérovym usporddéanim kolagenu a mechanickymi
vlastnostmi zdravych prasecich karotid. Usporadani zkoumali pod polariza¢nim mikrosko-
pem a zaroven udeélali jednoosou tahovou zkousku. Vzorky byly nejprve axialné predepnuty
a poté 5x cyklicky natlakovany z 0 na 300 mmHg pri 2mmHg/s. Data z posledniho cyk-
lu byla pouzita k nalezeni parametri pro konstitutivni model. Pouzili manuélni metodu,
kdy na kazdém vzorku (vzdy 3 pfes tloustku stény) pozorovali vyhasnuti 30 riuznych bo-
d a u nich si zapsali elevacni a azimutalni thel ($,0 - v publikaci je opa¢né znaceni
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thld). Vysledky znazornéné v Lambertové projekéni roviné Binghamovym rozdélenim na
obrazku 3.4 ukazuji, ze vldkna jsou ve spolec¢né karotidé rozlozeny okolo obvodového smeé-
ru (shluk boda uprostied Lambertovy roviny, kde © = 0 a & = 0). U vétsiny vzorku
lze také pozorovat dvé rodiny vlaken, viz dva shluky bodi okolo obvodového sméru ve
vertikalni ose znazoriujici elevacni tihel. Vysledkem jsou materidlové charakteristiky? pro
dvanact vzorkt proximalni spolecné karotidy a dvanact vzorki distalni spole¢né karotidy,
viz tabulky 3, 4 a 5 v [38]. Nevyhody tohoto pfistupu jsou v pouziti manudlni metody
a v odliseni rozptylu vldken od vInitosti, které neni prozatim vyreSeno.

Proximéalni
& & A ¥ A 2
= iy
1 o 2 o 3 o 4 - 5 T
d
_ L>® _ Distdtnd _ _
i w3 e i
&) ot s
1. - 2. = 3. - 4. - 5. =

Obrazek 3.4: Lambertova projekéni rovina smeérového rozlozeni kolagennich vlaken v proxi-
malni a distalni ¢asti spolecné praseci karotidy. Pfevzato a upraveno z [38].

3.3.2. Polarizacni svételna mikroskopie - poloautomatické a auto-
matické metody

PLM je silny nastroj pro detekci orientace a rozptylu kolagennich vlaken, pfi pouziti
automatické metody musela byt ale nejdrive prekonana limitace v 90° periodicité intenzity
polarizovaného svétla, jelikoz napt. vlakna pod 45° mohl algoritmus vyhodnotit jako 45°
nebo 135°.

Skupina Oldenbourga prisla na prekonani této limitace pridanim univerzalniho kom-
penzatoru pred vzorek a publikovala to v nékolika studiich pod oznacenim LC-PolScope,
napi. [39-41]. Kompenzétor se skldda z fizené otocné pulvlnové a ¢tvrtvlnové desticky,
které maji schopnost otacet rovinu polarizace linearné polarizovaného svétla. Nejnovéjsi
studie, kterd tuto metodu vyuziva je od autora Tani a jeho kolektivu z roku 2021 [42],
kterd se zabyva strukturou a vyvojem bazildrni membrany Cortiho orgdnu u savct.

Skupina Axera a kol. [43] nad touto limitaci vyzrdla pfiddanim ¢tvrtvinové desticky
za vzorek a ve studii se zamérila na orientace nervovych vlaken v tkani mozku v roce
2011. Stejnou metodu pouzila i skupina Schmitze a kol. ve své studii nervovych vlaken
z roku 2020 [44].

Studie Polzera a kol. [45] z roku 2013 se zabyvala modifikaci nejpouzivanéjsi metody
2D FFT. Nevyhodou algoritmu je, ze umi detekovat jen dominantni smér, ale neumi veé-
rohodné popsat disperzi vlaken kolem tohoto sméru. Dalsim z nedostatki této metody

2Ve studii byl pouzit konstitutivni model Holzapfel 2000, viz podkapitola 5.2.
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bylo, ze vyhodnocuje i ¢astecné pozadi snimku, coz je nezadouci a mize vést k nepresnos-
tem. Modifikace algoritmu spocivala v umocnéni ptivodniho histogramu h(a)) exponentem
w > 1, ktery zavisi na kvalité obrazu, kamefe a analyzované strukture:

s(a) = h¥(a). (3.1)

Exponent w je kalibrovan tak, aby Pearsontv koeficient a koeficient determinace byly
maximalni, viz obrazek 3.5. Data byla prolozena von Misesovym rozdélenim:

exp {b cos (ﬁ (o — u))}
—5 Jo exp (beos (68))dp

kde p je hlavni smér vladken a b je parametr jejich koncentrace. Hlavnim omezenim jakékoli
metody zalozené na FFT je to, Ze nerozliSuje mezi riznymi histologickymi strukturami
(vldkny), i kdyz se objevuji v riznych barvich. Za timto icelem by mohly byt odlisné struk-
tury oddéleny zvazenim riznych casti frekvencnich spekter. Podobné mohou byt odlisné
zbarvené struktury (elastin) oddéleny pouzitim pouze definované ¢asti barevného spektra,
obrazu. Vyhodou FFT je, zZe je pfedem naprogramovana v matematickych softwarech a je
tak jednoduché jeji pouziti.

(3.2)

Oa =

0,030 , L.
= = Analyza sub-snimku
L]
. --+ 1 snimek w=1, R=0,3
10
0,025 T
v — 1 snimek w=3, R=0,74
! [
' 1
0,020 ! " —— Rozdéleni von Mises b=1,7, R=0,68
1
|
L]

0,015

0,010

Hustota pravdépodobnosti [-]

0,005

Uhel [°]

Obrazek 3.5: Histogram cetnosti globalnich smérii kolagennich vlaken v cévach. Na ose y je zné-
zornénd hustota pravdépodobnosti pro jednostupnové rozmezi thlu kolagennich
vlaken. Teckovana krivka je distribuce sméru vldken pouze z jednoho obrazku.
Cérkovana kiivka je analyza sub-snimki, které byly podrobeny FFT, s jejich
lokalnimi sméry. Pfi umocnéni w = 3 (tu¢énd kiivka) dojde k maximalni korelaci
(R? = 0,74). Tenk4 pln4 kiivka je prolozeni dat distribu¢ni funkef von Mises s pa-
rametrem koncentrace b = 1,7 a koeficientem determinace R? = 0,68. Pievzato
a upraveno z [45].

Novék a kol. [46] v roce 2015 publikovali ¢lanek o nové automatizované metodé pro
urceni orientace kolagennich vlaken od 0° do 90°. Histologické fezy byly nasnimkovany
pomoci kamery a polarizacniho mikroskopu. Prvni nevyhodou algoritmu je, ze predstavené
vysledky jsou pouze z jedné roviny a ne ve 3D, to lze ale vyTesit mérenim v dalsich rovinach
(dalsi histologické fezy). Dalsim omezenim je, ze algoritmus posoudi tihel vldken jen od 0°

14



3.3. SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU POZNANI

70000 25000

60000
50000
40000
30000
20000

10000 P

0 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Uhel [°] Uhel [°]

20000

15000

Cetnost [-]
Cetnost [-]

10000

Obrazek 3.6: Rozlozeni kolagennich vldken v Achillové slase prasete. Mikrosnimek a) pred-
stavuje vysledek z algoritmu mista s rovnymi vlakny a globdlnim smérem 57°
zméfenym rucné operatorem. Mikrosnimek b) ukazuje vzorek se zvlnénymi vlak-
ny. Ve spodni ¢asti jsou uvedené histogramy. U rovnych vldken vidime jeden
peak, ktery odpovida globalnimu sméru a u zvlnénych vlaken vidime tii peaky,
které jsou rozdilné od hlavniho globalniho sméru. Prevzato a upraveno z [46].

do 90°, viz obrazek 3.6. Pti zkiizenych filtrech nelze tedy rozeznat vzajemné kolmé sméry
v rozmezi 0° — 90° a 90° — 180°. Algoritmus byl korektné verifikovan i validovan. Jednim
z cilii préace je novy rozsiteny algoritmus od 0° do 180°, ktery tuto chybu odstranuje a vede
k presnéjsim a rychlejsim vysledktim.

3.3.3. Second harmonic generation

Metoda generace druhé harmonické frekvence je slozity fyzikalni jev vyplyvajici z inter-
akci fotona s hmotou. Dva fotony se stejnou energii soucasné interaguji s hmotou a spoji
se do jediného fotonu znovu emitovaného s presné dvojnasobnou energii. Aby bylo mozné
prakticky dosdhnout podminek vysoké intenzity vyzadovanych pro SHG v daném bodé,
musi byt na tento bod zaostfen zdroj pulzniho laseru, jako je femtosekundovy laser. Pri-
stroj nedokaze skenovat pres celou tloustku vzorku. [47] Dalsi limitaci této metody je
jeji pouzitelnost na velmi malém mnozstvi strukturalnich proteinti. Kolagen, ale diky své
krystalické trojsroubovité strukture, dokaze vytvaret SHG signal a to bez pouziti barveni.
[48] Déle se SHG vyuziva pro vyzkum myosinu a mikrotubuli. [47]

Studie Schriefla a kol. z roku 2012 [49] se vénuje urc¢eni dvou zakladnich parametri
(preferovand orientace vlaken a rozptyl) s jejich zavedenim do konstitutivniho modelu.
Pouzivaji zde vzorky ze zdravé hrudni aorty z TI. Snimky byly potizeny z polarizacni-
ho mikroskopu SHG (second harmonic generation) zobrazovanim kolagenu a vzorky byly
pripraveny tak, jako v predeslé studii [37]. Metoda je dale zaloZena na vytvoreni vykono-
vého spektra z FFT a pouziti Sedého klinu (wedge filter). Distribuce dat byla provedena
von Misesovym rozdélenim s hustotou pravdépodobnosti podle [6]. Vysledky ukazuji dvé
rodiny vlaken symetricky usporadanych kolem obvodového sméru v TI. Nevyhodou SHG
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metody je, ze u velkych tepen, které maji tlustsi sténu, se Spatné porizuji snimky po celé
tloustce. Tyto tkdné pak vyzaduji dalsi techniky zobrazovani, které ale pak snizuji signal
z mikroskopu.

Poloautomatizovanou metodu predstavil Schriefl a kol. v roce 2013 [50]. Pouzivali zdra-
vé vzorky z lidskych bfisnich aort a opét pomoci SHG zobrazovani zjistili 3D rozlozeni
kolagenu pres celou tloustku tkéné. Vzorky byly pred fixaci natazeny s 22% deforma-
ci v obvodovém sméru simulujici konstantni stfedni arteridlni krevni tlak (130 mmHg)
a s 12% deformaci v axidlnim sméru simulujici podélné predpéti. Natlakovani a axidlni
predpéti nejsou pouze predpokladem k napodobeni podminek in vivo, ale také vétsSinou
vedou k napiimeni kolagennich vldken, coz je nezbytné pro spravné urceni jejich uhli.
Do strukturnich konstitutivnich modeli materidlu by se ale mély dosazovat parametry
nezatizené tkané (hlavni sméry vlaken, jejich rozptyly a vlnitost/primost), zatizeni by mé-
lo ukazat globalni smér vlaken a jejich pripadnou reorientaci oproti nezatizenému stavu.
Vzorky byly podrobeny optickému docisténi, nafezany na 5um tenké fezy a nabarveny
barvivem PSR. Ziskana data byla opét prolozena von Misesovym rozdélenim s hustotou
pravdépodobnosti podle [6]. Zjisténa 3D orientace vldken je na obrazku 3.7. TA popisuji

0 - 100

adventitia

Tloustka [pm]

600

900 4

0 ' 90
Uhel vlgken [°]

Obrazek 3.7: 3D zobrazeni kolagennich vldken pres tloustku stény zdravé biisni aorty. 0°
a 190° znamend obvodovy a axidlni smér, modrd a cervend barva korespon-
duji s 0% a 100% relativni amplitudou. Cervené oblasti ukazuji globalni smér
vldken. Prevzato a upraveno z [50].

se zarovhanymi vlakny do dvou protibézné rotujicich rodin obecné orientovanymi mezi
hlavnimi osami cév. Na obrazku 3.7 ale spiS mizeme pozorovat vice zvlnénd vlakna vy-
znacujici se mensimi peaky v amplitudé usporadanym blize k axidlnimu sméru, jasné dveé
rodiny vlaken zde nepozorujeme. Déle je zde vyznacena prechodova vrstva, kde je jedna
rodina axialné orientovanych vldken. V. TM pak prevazuje dominantné obvodovy smeér.
V TI blizko lumenu byla vldkna zarovnana v axialni roviné s orientaci ve sméru pritoku
krve. U TA by bylo vhodné provést analyzu v nékolika fezech pres jeji tloustku a porov-
nat zde unimodalni a bimodélni von Misesovu distribuci. Déle studie slibuje strukturni
parametry pro konstitutivni modely, jenze ty zde chybi, jsou vyjadieny pouze obrazkem
3D rozlozeni orientaci kolagenu.

Tanaka a kol. predstavili ve své studii [51] z roku 2014 spojeni polarizace a SHG. Vznikl
tak vykonny nastroj pro kvantitativni zkoumani orientace kolagennich vldken zalozeny
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na rychlém prepinani polarizace pri skenovani ohniska. Zobrazovali orientaci kolagennich
vldken v lidské pokozce oblic¢eje in vivo. Tato metoda se ukazala byt zvlasté vhodna pro
pozorovani a analyzu orientace kolagenu v relativné jednoduchych tkanich, napt. v kuzi

vvvvvv

3.3.4. Transmisni mikroskopie

Elbischger a kol. v roce 2004 [52] zkoumali nejvrchnéjsi vrstvu cévni stény - TA. Pouzili
transmisni mikroskop a jako jedni z prvnich automatizovanou metodu. Ptiprava vzorki
byla podobn4 jako u jinych metod. Obsahovala fixaci v parafinu, narezani na tenké prouz-
ky (3um) a obarveni barvivem Elastice van Gieson (EVG). Podle dosavadnich zkuSenosti
je mozno konstatovat, ze jejich tloustka je velmi mald a mohlo dojit k potrhani vldken.
Doporucend tloustka v literatufe je 5 — 8um. Dalsim nedostatkem je, Ze algoritmus ne-
funguje spravné kdyz v obraze je méné jak 50 % vlaken, coZz znamend znemoznéni analyzy
v nékterych castech, kde se nachdazeji diry, trhliny a okraje. Dale metoda vyhodnocuje
pouze orientaci kolagenu v roviné fezu a ne ve 3D. Jeden snimek metoda dokéazala vyhod-
notit za cca 30s, ten stejny snimek byl manuélné vyhodnocovan nékolik hodin. V priaméru
automatizovand metoda vyhodnocovala 60 % plochy snimku v jednotlivych podoblastech,
kdezto u manuélni segmentace operator postihl v pruméru pouze 14 %. Metoda nebyla
dale pouzita ani zlepSena. V préci je provedeno i srovnani s manualni segmentaci dat.

3.3.5. Small Angle Light Scattering

Hlavnim cilem prace Gaula a kol. z roku 2017 [53] bylo nedestruktivné uré¢it orientaci
kolagennich vldken v prasecich spole¢nych krénich tepnach pomoci metody SALS, ktera
vyuziva laser s nepolarizovanym vystupem, zaostifovaci Cocky, automaticky polohovaci
drzék vzorku, rozptylovaci desku a kameru. Nedestruktivné znamena, bez fezani mikroto-
nem na malé tloustky, protoze tato metoda je schopnd urcit orientaci vlaken v jednotlivych
vrstvach pfimo na vyseknutém neporuseném vzorku z cévy. Nespornou vyhodou SALS
je také schopnost meérit zmény orientace vlaken v redlném case v zavislosti na zatizeni.
Vyssi tloustka vzorku uz ale mize zkreslovat vysledky. Snimky poté posuzuje naprogra-
movany kod v Matlabu, ktery v prosvétleném poli hledd geometricky stfed a pak pro
kazdy thel spocitd intenzitu. Kolmice na hlavni osu svételného pole je dominantni smér
vldkna. Excentricita svételného pole E pak udava rozlozeni vldken v daném pozorovaném
bodé (napt. £ = 1 znad¢i zarovnani vlaken do jednoho sméru). Zvysujicim se zatizenim
se zvysovala excentricita, tzn. snizoval se rozptyl vlaken. Vysledky byly srovnény i s kla-
sickou destruktivni metodou. V TT a TM byl nalezena jedna rodina vldken v obvodovém
sméru (5,5° a 4,7°), zatimco v TA byly nalezeny dvé rodiny vldken pod thly 37,7° a 39,9°,
viz obrazek 3.8. Toto konstatovani ale neni v souladu s uverejnénymi grafy, kde je jiz
od pohledu zfejma hlavni orientace kolem obvodového sméru, ale i urcitd mala skupina
vlaken orientovanych v axialnim sméru. Nevyhodou metody je vysokéa casova narocnost,
coz muze byt problém pri zkoumani vice vzorku. Zarizeni nemame k dispozici, ale muze
byt inspiraci do dalsich let vyzkumu i kvili pozorovani pri zatézovani v realném case.

3.3.6. Fluorescencni mikroskopie

Ve studii Razakhanihové a kol. z roku 2012 [11] byly vzorky TA kralic¢ich spole¢nych
krénich tepen obarveny fluorescenénim barvivem CNA35-OG488 pro zobrazovani pod
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Obrazek 3.8: Histogram distribuce vldken pod a-c) 0% deformaci a d-f) 20% deformaci. Pfe-
vzato a upraveno z [53].

konfokalnim mikroskopem. Pro urceni vSech charakteristik pouzili manualni, poloautoma-
tizované i automatizované metody na nefixovanych vzorcich pti nulovém napéti. Vinitost
vlaken stanovili podle néasledujiciho parametru primosti:

Po— 20
S Lf’

(3.3)
kde Ly je pfima vzdéalenost mezi dvéma konci vldkna a L je manudlné naméfend délka
zvlnéného vlakna. Pokud se parametr rovna 1 je vldkno dokonale primé, pokud jde k nule,
tak se vldkno vice vlni. Pro analyzy pouzili volné dostupny software ImageJ a plugin
NeuronlJ, vyvinuty pro trasovani neuronovych vléken [54]. Jednim z vysledku je, Ze vInitost
vlaken nezavisi na jejich globalnich smérech, viz obrazek 3.9.

Globalni sméry vlaken urcili ze soutadnic jejich konct k axidlni ose snimku vzorku,
viz obrézek 3.10 a). V obrazku je zachyceno rozlozeni parametru primosti Pg v zavislosti
na globalnim thlu vldken, kde bohuzel chybi rozlozeni kolem thlu 0° (axidlni smér). Jejich
automatickd analyza lokalnich smérti za pomoci pluginu OrientationJ ukazala existenci
¢tyt rodin vlédken (prvni v axialni sméru, druhé v obvodovém sméru, treti a ¢tvrta pod
thlem 43° a —43°), viz obrazek 3.10 b), kde jsou zndzornény hodnoty jednak pro roziiz-
nuty segment (stav nulového napéti) a také pro neroziiznuty, nezatizeny segment s von
Misesovou distribuci. Otazkou ale je, jestli se nejednd o dvé zvlnéné rodiny vlaken, jelikoz
meéreni probihalo bez zatizeni, které by vlakna mohlo narovnat. V praci chybi porovnani
vyslednych lokalnich smért s globalnimi v zavislosti na vlnitosti vlaken.

Schrauwen a kol. ve stejném roce publikovali navazujici praci [55] se zaméfenim opét na
TA kralici spolec¢né kréni tepny pod konfokalnim mikroskopem s barvenim CNA35-OG488.
Vytiznuta cast tepny byla axiadlné protazena na A = 1,4 a upevnéna mezi dvé trubicky.
Zarizeni bylo v lazni s fyziologickym roztokem, tlakovéni (mezi 0 a 80 mmHg po 5 mmHg,
mezi 80 a 140 mmHg po 10 mmHg) probéhlo také pomoci fyziologického roztoku, vse
pri 37°C. Primost vlaken ziskali jednoduchym podilem vzdalenosti mezi koncovymi body
vlakna a jeho celkovou délkou. Tyto zédkladni parametry i s hlavnim smérem vlaken ziskali
pomoci Diffusion Tensor Imaging (DTI). V pribéhu zatézovani lze pozorovat priblizovani
vldken k obvodovému sméru, zvySovani primosti vlaken, a tedy snizovani jejich vInitosti.

18



3.3. SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU POZNANI

) 4. (-89°,-60°) 4, (=59°,-30°) b) 3 experimentalni data
o (—89°, —60°)
29 2 - . (—59°, —30°)
o] .
2 - (—29°,0°)
= 0,5 L 0,5 2 (1°,30°)

) 9 '_§ 2 [ (3107 600)
T4y (—29°,0°) 4p (1°,30°) - (61°,90°)
3 S 15| == {it na souhrnna
g2 2 <z 7 data
== 0 o

0 0,5 1 0 0,5 1 5 1}
o
4 (31°,60°) 4 (61°,90°) E
@ 0,5
32 N 2 <
2
T 0 0 0
0 0,5 1 0 0,5 1 0
Ps [ Ps[-]

Obrazek 3.9: Rozlozeni parametru piimosti Pg v riznych rozmezich globalnich smérta. Experi-
mentalni data byla nejprve rozdélena na Sest t¥id podle jejich namérenych global-
nich sméra. Byla nafitovdna a) beta distribuce (¢arkovana kfivka) na jednotlivé
tiidy (sloupce) a b) srovnani vSech téchto distribuci s nezavislym rozdélenim
fitovanym na vSech experimentalnich datech. Pfevzato a upraveno z [11].
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Obrazek 3.10: a) Dvourozmérny histogram parametru piimosti Ps a globalnich dhla vzhle-
dem k axidlnimu sméru tepny na zékladé celého souboru dat. b) Namérend
distribuce lokalnich dhli pro roziiznuty segment (teckované) a pro neroziiznu-
ty, nezatizeny segment (plné ¢erné) s von Misesovou distribuéni funkei (plné
Cervené). Prevzato a upraveno z [11].
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Cilem Wana a kol. v praci [56] bylo kvantifikovat thly kolagennich vldken v mysich
karotidach pri riznych pomérech dvojosého zatizeni a zaclenit tato data do strukturnich
konstitutivnich modeli. Pouzili k tomu multifotonovy fluorescenéni mikroskop, metodu
SHG s vyhodnocenim pomoci FFT. Pri vysokém axialnim protazeni a nizkém obvodovém
zatizeni byla vlakna zarovnana prevazné do axidlniho sméru. S pribyvajicim tlakem a uby-
vajicim axiadlnim protazenim se zacala snizovat koncentrace v axidlnim sméru, porad ale
tento smér prevazoval, viz obrazek 3.11, coz je v rozporu s vétsinou studii kromé napr.
[50]. Z jejich vysledku je ale patrné unimodalni rozdéleni s ménicim se rozptylem podle
zatizeni. Limitaci této studie je, ze byli schopni zobrazit pouze TA, nezahrnuli tak zménu
rozlozeni vldken po celé tloustce stény. Déle zde nerozlisili vlnitost vlaken od jejich rozpty-
lu. Vice o jejich pouziti strukturnich parametrii do strukturnich konstitutivnich model
je v kapitole 5.3.

a)
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Obrazek 3.11: Distribuce usporadani vldken ménici se pres hloubku TA cévy. Vlozené obrazky
valcli odpovidaji pribliznym geometriim zatizeni, které nejsou v métritku. V gra-
fech a), ¢) a e) byla normovana tloustka ¢asti stény, 1 predstavuje vnéjsi ¢ast
TA a 0 vnitini ¢ast TA, popt. rozhrani mezi TA a TM. Nulovy thel orientace
vldkna predstavuje axialni smér a £90° obvodovy smér. Pievzato z [56].

Prace Kocha a kol. z roku 2014 [57] pfedstavuje vyvinuty automatizovany algoritmus

v programu MATLAB pro vyhodnoceni strukturnich parametrii elastinu a kolagenu ve
vzorcich z lidské aorty pomoci snimki z multifotonové mikroskopie. Vzorky nenabarvili
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fluorescenénim barvivem ani protilatkou, ktera by zviditelnila kolagen nebo elastin. Na
obrazcich tak jdou vidét stejna vlakna, ktera pri osviceni laserem s vinovou délkou v cer-
veném spektru nazvali kolagen a pri zeleném spektru elastin, pritom to jsou tataz vldkna
a nejspise jde o vazivovou tkan s elastinovymi vlakny, viz obrazek 3.12. Algoritmus doka-
ze vyhodnotit i vInitost vldken, software ImagelJ je ale porad propracovanéjsi a je volné

dostupny.

Kolagen

Circumferential

Obréazek 3.12: a) Prvnf dva snimky (245 x 245um?) podle studie ukazuji kolagen (levy slou-
pec) a elastin (pravy sloupec). Jednoznaéné ale jde o stejnd vldkna. b) Cernobily
obraz struktury vldken, ¢) modfe vyznacend kostra vldken s vyznacenymi pri-
seCiky s kolagenem (zelené tecky) a elastinem (Cervené tecky), d) zvyraznéna
radidlni vldkna. Technickd specifika nastaveni mikroskopu jsou rozepsana ve
studii. Pfevzato a upraveno z [57].

Ve studii Morrillové a kol. z roku 2016 [58] je predstaven verejny freeware FibreFit,
ktery je i validovan na umélych obrazech. Algoritmus vyhodnocuje lokalni sméry vlaken
a jejich rozptyl ze snimk z konfokalnitho mikroskopu a histogramy prokldda von Miseso-
vou distribuéni funkei. Je zalozen na FFT s pasmovou propusti. Algoritmus byl srovnan
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s metodou zaloZenou na strukturnim tenzoru a byla potvrzena cca 5x lepsi presnost FFT
s pasmovou propusti. Vétsi presnost zajistuje pouziti obrazu ve stupnich sedi. Algoritmus
nedokaze urcit vlnitost vlaken.

Krasny a kol. se v roce 2017 [59] zaméfili na 2D pozorovani preusporadani kolagennich
vlaken ve vzorcich kralic¢ich karotid pti jednoosém zatizeni ve tfech riznych smérech defor-
mace pomoci multifotonové mikroskopie a SHG bez pouziti barveni. Vysledky ukazuji, ze
preskupeni kolagenu v TM a elastinu v TM i TA probihalo v rdmci malych thla. Kolagen
v TA se ale choval odlisné, vykazoval pozoruhodny potencial preorientovat se v jakémkoli
z aplikovanych sméru zatiZeni (obvodovy, podélny, diagonélni).

Elastin Elastin

Kolagen Kolagen

TA

™

50_u111

SO_mll ) 50_m11

Obrazek 3.13: Mikrostruktura vzorku krali¢i karotidy pod multifotonovym mikroskopem pii a)
nultém, b) obvodovém, c) podélném a d) diagonalnim zatiZeni silou F' = 0,8 N.
Prevzato a upraveno z [59].

V préci [60] se Sugita a Matsumoto zamérili na vyhodnoceni mikrostrukturnich zmén
elastinovych a kolagennich vldken pfi zatézovani (po 20 mmHg az do 80 mmHg) v TM my-
st a kréalici hrudni aorty. Vybranych 27 vldken si manudlné vytrasovali, udélali snimky pod
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dvou-fotonovym mikroskopem obvodové-axialni roviny pres jejich zvinénou c¢ast. Ziskali
tak sadu snimkt pres radialni smér, kde zanalyzovali body o nejvyssi intenzité, viz obrazek
3.14, které pak pouzili pro vypocet celkové délky vlakna jeho multilinearni aproximaci.
Elastin ma schopnost autofluorescence a pro zachyceni informaci o kolagennich vlaknech

Radial

b) e)

Obrazek 3.14: a) Obvodové-axidlni snimek kolagenu a elastinu v TM krali¢i hrudni aorty na
dvou-fotonovém mikroskopu, b) sefazeni snimku obvodové-axidlni roviny v ra-
didlnim sméru, c), d) a e) ziskdni maxim kolagenu a elastinu (zelena a cervend
barva), f) schéma jednotlivych tseku vldkna a predstava vypoctu jeho délky
a vlnitosti. Prevzato z [60].

byla pouzita metoda Second Harmonic Imaging Microscopy, ktera je zalozena na neline-
arnim optickém efektu - Second Harmonic Generation (SHG). Nemuselo tak byt pouzito
barveni vlaken nebo fixace a vlakna mohla byt pozorovana i pti zatizeni. Pomoci vypoctu
délky vldkna L ziskali vinitost vlakna w pomoci téchto vztaht:

di = \/(Axl — A$i+1)2 + (Radz — R&di+1)2 + (Obvl - Obvi+1)2 s (34)
n—1

L=Yd, (3.5)
L

w = (3.6)

V(Azy — Az,)* + (Rad; — Rad,)* + (Obvy — Obv,)*

kde d; je délka useku i vlakna, Ax, Rad a Obv jsou souradnice v axidlnim, radidlnim
a obvodovém sméru. Zmény ve vinitosti béhem zatézovani byly analyzovany za pomoci 2D-
-FFT. Zatézovani simulovalo fyziologicky tlak krve (80 mmHg), podélné pomérné protazeni
bylo cca 1,3 a obvodové cca 1,6. Ze ziskanych rozdéleni pravdépodobnosti vyvodili, ze
s rostoucim peakem se snizuje vlnitost vlaken, viz obrazek 3.15. V obvodové-axialni roviné
byla vinitost kolagenu vyssi nez v obvodové-radidlni roviné, viz graf 5e) ve studii. Vlnitost
kolagenu je podstatné vyssi nez elastinu, viz graf 5f) ve studii.

Ayyalasomayajula a kol. v roce 2019 publikovali studii [61], ve které predstavili vy-
vinuty MKP model sité kolagennich vlaken v obvodové-axidlni roviné vzorku TA pro

23



3.3. SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU POZNANI

A —O— 20mmHg, BR
---e--- 20mmHg, DR

—t— 120 mmHg, BR , . L. 3
--&=-120mmHg, DR Obrazek 3.15: Rozdéleni orientace vlaken, kte-

ré ukazuje jejich zarovnani do-
minantné k obvodovému sméru
(90°) ve vsech pripadech. DR
(dark region) a BR (bright regi-
on) koresponduje s hladko-sva-
lovou vrstvou a elastickou lami-
nou. Prevzato z [60].

’
'
A

0,10

Pravdépodobnost P

Uhel o [°]

jednoosou tahovou zkousku. Jednoosou tahovou zkousku provedli na zakladé protokolu
z [59]. Strukturni parametry (distribuce orientace a ptimost vldken) byly ziskdny z von
Misesovy distribuc¢ni funkce z analyzy jednoho mista vzorku zdravé krali¢i karotidy za po-
moci konfokalniho mikroskopu, SHG, FFT a softwaru ImageJ. Z mikroskopickych snimk
byla ziejmé pritomnost dvou odlisnych rodin vlaken a pocet vlaken v kazdé rodiné nebyl
stejny, jak se predpokladalo. Za timto tcelem byl zaveden vahovy parametr p, ktery bere
v uvahu prispévek kazdé skupiny vlaken. Model také bere v tivahu pocatecni primost ko-
lagenu. Ta byla ziskana poloautomaticky jako podil délky od jednoho konce k druhému
ku délce zvlnéného vldkna.

Ve studii Jadidiho a kol. [62] z roku 2021 bylo cilem charakterizovat mikrostrukturu
a ex vivo biaxidlni mechanické vlastnosti lidskych femorélnich (stehennich) tepen v Sirsim
vékovém rozmezi (12-70 let, pramér byl 48419 let). Preferovany smér kolagennich vlaken
a jejich rozptyl kolem tohoto sméru byly stanoveny pomoci multifotonové mikroskopie se
zobrazenim SHG. Tato data byla nasledné pouzita do strukturalné motivovanych konsti-
tutivnich modeltt materialu se dvéma a ¢tyfmi rodinami vlaken. Vzorky byly histologicky
pripraveny, nafezany a obarveny Massonovym trichromem. Zjistili diagonalni orientaci
kolagenu I v TA a obvodovou v TM. Model ¢tyr rodin vlaken logicky zajistil lepsi pri-
zpusobeni nez model dvou rodin vlaken, vklada ale také do modelu dvojnasobny pocet
strukturnich parametri.

Na ziskani prameéru kolagennich vlaken a jejich vlnitosti ve zdravém a patologickém
stavu se zaméTila Niestrawska a kol. v roce 2022 [63]. Pouzili k tomu konfokalni mikroskop
a SHG. Vlnitost a jeji ziskavani je zde v itvodu velmi dobte rozebrano s velkym mnozstvi
citaci, detaily a porovnanim. Pro ziskéni distribuce a vlnitosti kolagennich vlaken zvolili
software ImageJ, distribuci prolozili von Misesovou distribué¢ni funkei pro ziskani hlavniho
sméru a parametru koncentrace a pro vlnitost vytrasovali 10 vldken na kazdém z 10 snimku
jednoho vzorku. Median primeéru vldkna v TM byl pouze 3 um a v TA 21,9 um. Kolagenni
vlakna ve zdravé TM byla orientovana prevazné v obvodovém sméru o = 10°, v TA vice
diagonalné o = 53°.

Dalsi neddvna studie Pukalukové a kol. z roku 2023 [64] se zaméFila na zmény kolagenu
a elastinu pfi biaxidlnim zatizeni 8 lidskych vzorka TA bfisni aorty (AA) a jednoho vzorku
aneurysmatu brisni aorty (AAA) pomoci multifotonové mikroskopie a SHG (66 + 11 let,
5 muzu, 4 zeny). Mikrostrukturdlni zmény svazki kolagennich a elastinovych vlaken byly
urcéeny pomoci parametri orientace, rozptylu, vinitosti a primeéru. Zatizenim se vyznamné
snizil rozptyl i vlnitost kolagennich vldken. V referen¢ni konfiguraci, tj. bez zatizeni, byly
pozorovany v TA jedna diagondlni (v = 45°) nebo dvé rodiny kolagennich vlaken. Po
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biaxialnim natazeni (A, = A\, = 1,2) byly pozorovany dvé hlavni rodiny vldken a jejich
priblizeni se k axidlnimu sméru bez vyznamného statistického rozdilu. Tohle tvrzeni je ale
v rozporu s ukdzanymi vysledky, nebo v jejich nepresné specifikaci. Interpretace poctu
rodin a jejich hlavnich smért je zmatend, v tabulce 4 (viz tabulka 3.1) misi unimodélni
a bimodalni rozdéleni, a neni zde feceno, jak z téchto hodnot vypocitali median, ktery je
zde uveden pouze pro unimodélni rozdéleni. Z nedeformovanych 8 vzorki vysla unimodélni
distribuce u 5, z deformovanych u 4. Stalo by tedy za to tyto vysledky vice prodiskutovat,
jelikoz i jejich rozptyl byl vyznamny, viz tabulka 3.1.

Tabulka 3.1: PR znadi pocet rodin kolagennich vldken, « jejich hlavni smér/y a x jejich roz-
ptyl/y v referencni (1,0) a zatizené (1,2) konfiguraci. Pfevzato z [64]

C. darce ‘ PRy [[]  ai0[] K10 [ ‘ PRis [[]  a12]) K12 [-]
AA-1 1 51 0,124 2 -71;26 0,013;0,033
AA-2 2 -45;60 0,042:0,060 2 -58:;69 0,076;0,066
AA-3 1 -75 0,073 2 -61;90 0,006;0,004
AA-4 2 -89;2 0,200;0,500 1 =27 0,007
AA-5 1 -79 0,122 1 =77 0,103
AA-6 2 3144 0,061:0,130 1 45 0,018
AA-T7 NA NA NA NA NA NA
AA-8 1 -41 0,052 1 -30 0,009
AAA-1 1 12 0,066 2 41;85 0,003;0,003
Median 1 45 0,073 2 60 0,011
Q1 Q] 1:2]  [34:72]  [0,060:0,129] | [1:2]  [36:74]  [0,005:0,050]

3.3.7. Zhodnoceni

Do roku 2014 se prace zabyvaji mikrostrukturou zdravych cév. Vétsina autorti se shoduje
na obvodovém rozlozeni kolagennich vldken v TM [7, 8, 35, 36, 50, 53, 63]. U TA jsou
vysledky uz rozdilngjsi. Pro mozkové cévy je uré¢eno obvodové rozlozeni s mnoha smérovou
siti vldken na jejim povrchu [8, 34, 36], pro bfisni aortu byly urceny dvé rodiny vldken
blize k axidlnimu sméru [37, 50, 64], nebo jedna diagondlni rodina vldken [63, 64], pro
kréni tepny jedna dominantni rodina v obvodovém sméru [53, 55], nebo ¢tyfi rodiny vldken
[11]. Zde se ale muze jednat i o dvé zvIinéné rodiny vlaken, jelikoz méreni probihalo bez
zatizeni. O TI se objevuji také rtiznorodé informace. Prevazuje nazor na dvé rodiny vldken
usporadanych blizko obvodovému sméru [37, 49], studie [53] na prasecich krénich tepnach
uvadi jednu obvodovou skupinu vlaken.

U vétsiny praci se jedna o vyhodnocené lokalni sméry vlaken, protoze to vychazi z pod-
staty pfi vyhodnocovani snimki z PLM, pomoci SHG, FFT i fluorescen¢ni mikroskopie,
a zadna z praci nediskutuje vliv zvinéni vlaken na jejich globalni smér, ktery se oproti
lokalnim smért muze vyznamné lisit. Dalsim problémem je nespravné pouziti bimodélni
distribuce, jelikoz ji pouzivaji hlavni strukturné motivované konstitutivni modely, aniz by
bylo provedeno srovnani s unimodalni distribuci, ktera by mohla poskytnout srovnatelnou
kvalitu ptizptsobeni [53, 55, 65]. Dale nehomogenita tkané v jednotlivych vrstvach je cas-
to mylné vykladdna a prezentovana jako bimodalni distribuce [49, 66]. Podivame-li se na
analyzu umeélych obrazt 3.16 z prace [46] mizeme problém vidét i na umélych sinusovkéch
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naklonénych pod 45°, kde jsou vyhodnocené lokalni sméry, neboli vzestupné a sestupné
casti viny, a globalni smér je zndzornén minimem v histogramu.

6000

Obrazek 3.16: Analyza umélych obrazt, kde vidime vyhodnoceni lokalnich smértu. Prevzato
a upraveno z [46].

Déle je v této dobé oblibené pouziti manudalni metody pomoci PLM. Na jeji nedostatky
upozornuje az Schriefl a kol. [37], pfitom ji mnoho autort dél pouziva. Shrnuti nevyhod
manualni metody:

e Casova narocnost,

 ruznd intenzita vldken muze zpusobit $patné vyhodnoceni (napt. podhodnoceni roz-
ptylu vldken nebo urceni vice dominantnich sméri, nez ve tkani ve skutecnosti je),

o velkd plocha vzorku a velky pocet namérenych bodi mtize vést k inavé operdtora
a tedy k nespravnému zaznamenani tthlu, naopak maly pocet analyzovanych bodi
miize vést k nespravnému vyhodnoceni hlavnich smérta vldken.

Préce [46] ukazuje na TM praseci aorty variabilitu v méfeni orientace kolagenu dvou
operatorii a srovnava ji s automatickym algoritmem. Vysledky obou se lisily od stfedni
hodnoty automatického algoritmu az o 9° se smérodatnou odchylkou také cca 9°. Rozdil
vznikl z toho diuvodu, ze operatori nezachytili minimalni intenzitu daného bodu, jelikoz
citlivost lidského oka neni tak velka. Metoda je tedy velmi zavisla na operatorovi nebo
operatorech.

Existuje nékolik pristupi, jak zobrazit kolagenni vlakna v mékkych tkanich, ale kazdy
mé urcitd omezeni. Napriklad SALS [53], je pfesny, ale velmi Casové naro¢ny. Metody
zalozené na fluorescencni mikroskopii, jako je konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
(CLSM) [11, 55] nebo multifotonova mikroskopie [56], jsou presné a rychlé, ale vyzaduji
drahé mikroskopické vybaveni a vétsinou slozité barveni vzorku v kombinaci adhezniho
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proteinu (CNA35) a specidlntho fluorescenéniho barviva (OG488). Nesymetricka krysta-
licka trojsroubovicova struktura kolagenu umoznuje emitovat svétlo druhé harmonické
generace (SHG) pouzivané v multifotonové nebo konfokalni mikroskopii. Tanaka a kol.
pouzili polarizacni mikroskopii se SHG k zobrazeni orientace kolagenu v lidské pokozce
obli¢eje in vivo [51]. Tato metoda se ukédzala jako zvlasté vhodnd pro pozorovani a analyzu
orientace kolagenu v relativné jednoduchych tkanich, napft. v ktzi nebo Slachach, ale neni

Z predstavenych studii jde vidét, ze fluorescenéni mikroskopie je vhodna metoda pro
ziskani vlnitosti vldken. Studie ziskaly ¢iselné zaznamy o vlnitosti ve formé parametru
vlnitosti (pfimosti) nebo amplitudy zvInéni, podle dostupnych informaci se ale nikdo
nezabyval, jak ji 1ze odlisit od rozptylu samotnych svazkl vlaken nebo zahrnout do struk-
turniho modelu materidlu [56, 61, 63], kromé pristupu Rezakhanihové a kol. [11], kde
vyhodnotili zvlast lokalni a globalni sméry vldken a jejich primost.
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4. Automaticky algoritmus pro detek-
ci orientace kolagennich vlaken

Pivodni algoritmus byl navrzen, verifikovan, validovan a publikovan Novakem a jeho ko-
lektivem v préci [46]. Jeho princip byl zaloZen na sledovani zmény intenzity svétla jednotli-
vych pixeli tfech oto¢enych mikrosnimkt pod polarizovanym svétlem. Zavislost intenzity
svétla na rotaci vzorku se chova podle funkce kosinus pri kolmych filtrech a je periodicka
po 90°, viz obrézek 4.1 a). Algoritmus tedy nebyl schopen vyhodnotit dva navzijem kol-
mé smeéry. Klasicka polarizovana mikroskopie je jednoducha a siroce pouzivana opticka
metoda preferovand pri analyzach struktury kolagenu, protoze umoznuje hodnoceni na
velké plose vzorku a nevyzaduje zadné drahé vybaveni nebo slozitou pfipravu vzorku [2,
8, 38]. Studie Novaka a kol. [46] je zaroven prvni, kde automaticky algoritmus vychazel
pouze ze snimki pod zkiizenymi (pozdéji vychylenymi) polarizatory a nepotireboval tak
ke korektnimu vyhodnoceni hlavnich sméru kolagennich vldken a jejich rozptylu zadné
pridavné zarizeni jako jsou ¢tvrtvlnové desticky nebo univerzalni kompenzatory [39-44].

Navrzené feseni rozsifeného algoritmu v disertacni praci Novdka [67] bylo pomoci
snimki s vychylenymi polarizatory oproti jejich ptivodnimu kolmému nastaveni. Vychyleni
polarizatort zpusobuje zménu v periodicité pribéhu intenzity svétla ve sledovaném pixelu
vldkna z 90° na 180°, viz obrazek 4.1 b). Jedno z puvodnich maxim se zvysi a druhé
zeslabne.

Mirné odchylky nameérenych kiivek od periodickych teoretickych zavislosti jsou zpiiso-
beny pravdépodobné tim, Ze pri otaceni vzorku se osa rotace stolku neshoduje s osou ro-
tace vzorku. Protoze se vSak tyto nesrovnalosti tykaji pouze amplitudy a nikoli faze n/2-
periodickych ktivek pro zkfizené polarizatory, nemaji zadny vliv na hodnoceny thel vldkna.
Naproti tomu mezi sudymi a lichymi lokalnimi maximy pro 6 = 10° dochéazi k vyraznému
rozdilu, coz ndm umoznuje rozlisSovat mezi dvéma vzajemné kolmymi orientacemi.

Ackoliv byla tato limitace jiz nékolikrat prekonana pfridanim univerzalnitho kompen-
zatoru pred vzorek [39, 41, 42] nebo ¢tvrt-vinové desticky za néj ve svételné cesté pola-
rizacniho mikroskopu [43, 44|, prezentovany algoritmus je vhodny pro pouziti se snimky
z jakéhokoliv polarizovaného mikroskopu bez pridanych komponent.

Podle postupu ve studii [46] je nejprve oblast na tkani snimkovana po 10° (celkem 18
snimki) s analyzatorem kolmym k polarizatoru; tato pozice polarizatori odpovida thlu
analyzatoru 6 = 0°. Algoritmus tyto snimky orotuje zpét a sesadi na prvni snimek (pomoci
fazové korelace obrazi) a vyhodnoti intenzitu svétla v kazdém pixelu. Tyto hodnoty jsou
nasledné nafitovany na nasledujici kosinovou funkci:

1 1
[(9):§—§COS[4(9—}?)] : (4.1)
kde 6 je tihel natoceni vzorku vzhledem k polarizatoru a p predstavuje thlovy (fazovy) po-
suv této funkce urcujici orientaci vlakna ve zkoumaném pixelu. Je tak jedinym nezndmym
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Obrazek 4.1: a), b) Zavislosti intenzity prochazejiciho polarizovaného svétla na hlu vlakna 6
pro Sest ruznych vlnovych délek A a dva rizné ihly natoceni analyzatoru d mére-
né pomoci vldknového optického spektrometru StellarNet BW-VIS2 (s aperturou
optického vldkna 600 um); signal pochdzel z malé kruhové oblasti (prumeér 30 um)
ve stredu vzorku kolagenni tkané.

parametrem, ktery je urcen na zakladé nejlepsi korelace s namérenymi hodnotami maxi-
malizaci Pearsonova koeficientu [68]. Orientace vlakna se rovna uhlu vyhasnuti vlakna
(minimu intenzity).

Druhd sada 18 snimku s vychylenymi polarizatory (§ # 0°) pomaha v rozhodnuti,
které ze dvou moznosti vyhodnoceni (hledané minimum) v rozsahu 180° je to spravné.
Minimum nalevo od vzrostlého maxima je ono hledané minimum.

Oproti ptivodnimu algoritmu Novaka a kol. byl vyznamné snizen narok na vypocet-
ni cas a vyhodnoceni probihd v kazdém pixelu, namisto vyhodnocovani v ROI, neboli
v oblastech 10 x 10 px. Déle byl zvySen narok na pocet vstupnich snimki. Pro popsa-
ni sinusovky staci tii hodnoty, pro n-periodickou funkci uz ale nikoliv. Minimalni pocet
snimkl nutnych ke spravné detekci sméra vldken bude uveden v podkapitole 4.3. Pivodni
algoritmus je detailné popsan v ¢lanku [46] a nebude zde déle rozebran.

Pro stanoveni prubéhu intenzity svétla pri vychylenych filtrech je zapottebi uvést né-
kolik matic. Vlna po priichodu prvnim filtrem:

Eo — H , (4.2)

matice rotace vzorku:

cosf sin6
1 (6) [— sinf cos 0] ' (43)
matice rotace druhého polarizatoru:
cosd  sind
r(9) = [— sind cos 5] ' (44)
pro 0 = 0° matice rotace druhého polarizatoru:
o 10
ro-m=[1 Y -
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prenosova matice:

o [am a] (4.6)
Qzy  Qyy
P, matice:
00
el o

Vektor elektrického pole vychazejici z nastaveni polarizacniho mikroskopu je dan:
E=R ') PRRO)R " 0)aR(0)Ey. (4.8)

Pro kolmé filtry (6 = 0°) se vektor elektrické intenzity zjednodusi. Mimodiagonalni
prvky prenosové matice muzeme zanedbat, protoze signal z experimentu je prakticky nu-
lovy pro nasobky 1/2. Signal zachyceny kamerou je imérny intenzité svétla vychazejictho
z nastaveni filtra:

1 1
I =|EJ? :§|am + aryy? (1 — cos 26) + §|am — aryy|? (1 — cos 46 cos 26 — sin 46 sin 26) +

1
+ 1 (|ozm|2 - |ozyy|2) [cos 20 (1 — cos 20) — sin 20 sin 26] .
(4.9)
Nez bude pouzit vyraz 4.9 v dalsich vypoctech, je vhodné, aby byly omezeny drob-
né hodnoty ¢ (rozsifenim goniometrické funkce v Taylorovu fadu a zachovanim pouze
nejnizsich ¢lent). Findlni vyraz intenzity svétla je nyni:

1(0) %;]am — ayy [P [1 — cos (4 (0 — p)) cos 2§ — sin (4 (0 — p)) sin 2] + i (]ozm|2 - ]ayy\2>

[cos (2(0 —p)) (1 —cos2d) —sin (2 (0 — p))sin 26] + é|am + ayy|? (1 — cos 26) |
(4.10)
kde a;; predstavuje amplitudu prostupu svétla polarizovaného podél hlavni osy 4, viz ob-
razek 3.1 ¢).

Prvni ¢ast vztahu predstavuje zdkladni prubéh pro kolmé nastaveni polarizatoru (§ =
= 0°). Vsimnéte si, ze bude nulova pro a,, = a,,, coz potvrzuje potfebu pouziti dvojlom-
nych materiali v téchto experimentech. Druha ¢ast vztahu ma periodicitu n a pro vzorky
S |Oe| # |ayy| mizeme odlisit dva navzajem kolmé smeéry vldken.

Rozdil mezi sousednimi lokdlnimi maximy zavisi na vlnové délce; na zakladé méreni
a simulaci byla jako nejlepsi kandidat vybrana vlinova délka 550 nm (zelend barva), protoze
poskytuje nejvétsi rozdil a to vice nez 50 % mezi || a |ay,|?, jak je ukdzano na obrazku
3.1 ¢). Abychom zvolili optimalni 0 pro tuto vlnovou délku, byla vypocitdna zavislost
intenzity svétla na ihlu natoceni vzorku 6 a thlu analyzatoru 6 (v celém jeho rozsahu
mezi —90° a +90°). Vyslednd mapa intenzity je vynesena na obrazku 4.2 a).

Tato mapa ukazuje, ze pro 0 > 5° je kazdé druhé maximum vyrazné snizeno a tim
se periodicita méni na 180°. V grafu 4.2 b) jsou zaznamendny fezy mapou intenzit pro
thly analyzétoru 6 = 0°, 10° a 45°. Algoritmus proto misto toho vyuziva vétsi (nesnizené)
maximum. Jakmile je nalezeno vétsi maximum, hel minimalni intenzity odpovida polo-
ze minima vlevo (vpravo) od tohoto maxima pro kladny (negativni) thel analyzatoru §
(viz obrazek 4.2 a)). Zvolili jsme § = 10°, protoze vétsi odchylka muze zpusobit preex-
ponovani snimku (viz obrazek 4.2 b)), kde se ukazuje vysoky nértst intenzity svétla pro
odchylku § = 45°. Navic posun mezi maximy 1/2-periodickych a m-periodickych funkei
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Obrazek 4.2: a) Intenzity zeleného svétla s vinovou délkou A = 550 nm pro ruzné dhly analy-
zatoru § a thly natoceni vzorku # (thel vlakna p je implicitné nastaven na 0°).
Cerné a bilé teckované ¢ary predstavuji maxima a minima intenzity vypoéita-
né pro urcitou hodnotu ¢. b) Horizontélni fezy grafem a), predstavujici funkce
uhlu natoceni vzorku 6 pro t¥i ruzné dhly analyzdtoru 6. Plnd ¢ara (§ = 0°)
ukazuje 90° periodicitu, zatimco ostatni thly ukazuji 180° periodicitu, ptficemz
kazdé druhé maximum je silné potlaceno. Extrémni rozdily v intenzitach mezi
6 = 0° a § = 45° znemoznuji praktickou aplikaci této kombinace thlia, protoze
krivka intenzity pro 6 = 45° je nad hodnotou saturace pixeld pro vétsinu uhla
0 (zndzornéno oranzovou ¢arou). P¥i pouziti jiné kamery s vyssi drovni saturace
nebo jinym nastavenim vsak lze pouzit jinou hodnotu ¢ a snadno ji zavést do
algoritmu.

intenzity roste s tthlem ¢ a dosahuje hodnot blizkych 90° pro § = 45°. VSimnéte si, ze
orientaci vlakna lze v zasadé extrahovat pouze ze sady obrazki s oto¢enymi polarizatory,
tj. z ¢arkované nebo teckované kiivky na obrazku 4.2 b). Nepresnosti ve vyhodnoceni rela-
tivné plochych minim v nesinové funkei spolu s nepfesnostmi v namérenych parametrech
zeslabeni vzorku vsak ¢ini tento pTistup spise nespolehlivym. Tato zjevna nachylnost k chy-
bam byla hlavnim divodem, ktery stal za rozhodnutim prijmout robustnéjsi dvoufazovy
postup popsany vyse.

Kontrolou rovnice (4.9) je vidét, Ze pro jednu orientaci kolagennich vldken (45°) dojde
ke zvySeni intenzity zelené a modré barvy, zatimco pro druhou (135°) dojde k poklesu.
K ovéfeni této hypotézy byl pouzit cely vyraz pro intenzitu svétla danou rovnici (4.9)
a porovnan analyticky model s méfenimi provedenymi pro rizné hodnoty ¢, viz obrazek
4.1. Hodnoty intenzit |a.|? a |ayy|* 1ze méfit pfimo pomoci konfigurace se zarovnanymi
polarizatory (6 = 90°). Hodnotu |, —ay,, |* 1ze ziskat tipravou méreni pro 6 = 0°. Posledn{
neznama |ag, + ay,|? se pak snadno ziskd z rovnosti:

|+ gy * + [etae = [P = 2 (Jeal” + |y |*) - (4.11)

4.1. Verifikace algoritmu

Protoze funkénost ptuvodniho algoritmu s periodicitou n/2 byla jiz ovéfena na umélych
snimcich i na mékkych tkdnich v [46], bylo ovéfeno pouze navrhované rozsiteni na 180°
periodicitu. Za timto ucelem byl vybran vzorek praseci Achillovy slachy, protoze orientaci
jejich jednosmérnych lehce zvlnénych vldken 1ze snadno ruéné zmérit (viz obr. 4.3). Kfivky
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Obrazek 4.3: Ovéreni algoritmu na tfech riznych mistech ve vybrané oblasti vzorku prase-
¢i Achillovy slachy. Obréazek a) ukazuje mikrosnimek (oblast se 3. pixelem je
zvétSend v pravém hornim rohu) s nastavenim pro zelenou barvu a pii 6 = 0°.
Mikrosnimek vyhodnoceny navrhovanym algoritmem je znédzornén v barevné ska-
le v b). Grafy c¢) ukazuji zavislost intenzity svétla ve vybranych tfech pixelech
na uhlu natocéeni vzorku s vychylenymi polarizatory. Minimum nalevo hlavniho
maxima (oranzovy krouzek) oznacuje tihel vldkna. Také 3. pixel se zcela odlisnou
orientaci byl vyhodnocen spravné. Histogram ziskany pro vsechny pixely je zob-
razen na grafu d) a interpolovan pomoci von Misesovy distribuéni funkce, kde
jsou uvedeny i jeji parametry. Vodorovny smér odpovida 0°.

intenzity svétla byly vyhodnoceny jak s kolmymi, tak s vychylenymi polarizatory pro tti
vybrané pixely, kde vlakno v pixelu 3 je témeér kolmé k orientaci vlakna dominujici vétsiné
vzorku. Nejprve se z n/2-periodické funkce intenzity (zaznamenané kolmymi polarizétory)
urc¢i orientace vldkna v kazdém pixelu (méfeno jako odchylka od vodorovného sméru).
Poté jsou hlavni maxima, ktera se zvétsuji pii zdznamu s vychylenymi polarizatory (pro
0 = 10°), rozeznatelnd v prubézich na obrazku 4.3 c) a thel vldkna je urcen jako thel
minima umisténého hned vlevo od hlavniho (vétstho) maxima v odpovidajici n-periodické
funkci intenzity.
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Druha sada snimkt meérenych vychylenymi polarizatory tedy slouzi pouze jako po-
miucka, kterda umoznuje volit mezi dvéma vzajemné kolmymi orientacemi vlaken urcenymi
v prvnim kroku. Nakonec, abychom ziskali strukturalni parametry potrebné pro konsti-
tutivni modely, je vysledny histogram (obrazek d) prolozen nésledujici von Misesovou
distribuc¢ni funkei [6]:

e(bcos(2(p—p)))
Q(SO) - TC[()(b) )

kde b je parametr koncentrace, u je stredni tihel distribuce, ¢ je 1ihel vlakna ve vysetiova-
ném pixelu a [y(b) je Besselova funkce. Kvalita této aproximace je hodnocena koeficientem
determinace R? € (0,1). Koeficient determinace R* udéva jaky podil rozptylu v pozoro-
vani zavislé proménné se podarilo regresi vysvétlit, tedy vétsi hodnoty znamenaji vétsi
tspésnost regrese. [69] Tato aproximace a jeji parametry jsou zobrazeny s histogramy na
vsech prislusnych obrazcich.

(4.12)

4.2. Validace algoritmu

Obréazek 4.4 ukazuje vysledky validace, tj. srovnani mezi automatizovanym algoritmem
a manualnimi mérenimi. Vysledky rué¢niho méreni s ptiblizné 300 hodnocenymi oblastmi
¢tvercového tvaru (kazdd o velikosti cca 39 x 39 pixelit) jsou prezentovany v histogramech.

Odchylky mezi parametry ruéniho a automatizovaného vyhodnoceni (mezi 4° a 6°
pro stredni thel) lze pri¢ist (fddové) mensimu poctu rucné vyhodnocovanych ploch. To
je indikovano jejich niZ§fmi hodnotami koeficientu determinace R? zatimco pro au-

man’

tomatizovany algoritmus je aproximace histogramu perfektni (Rglg > 0,96). Manualni
histogramy evidentné trpi nizkym poc¢tem méreni a nésledné vlivem Sumu, coz potvrzuje
lepsi shoda dvou méné presnych proklddacich krivek manualnich dat s prolozenim dat

algoritmu (reprezentovaného RZ ) na obrazku 4.4 nez u samotnych ruc¢nich méfeni

man—alg
(R72nan) :

4.3. Pocet mikrosnimkt potrebnych k detekci orienta-
ce kolagennich vlaken

Dosavadni prezentovany postup vyuziva dvé sady 18 snimku s krokem rotace 10°. Aby
byla snizena casova narocnost, bylo na algoritmu a na snimcich z jedné mérené oblasti
praseci Achillovy Slachy a aorty testovano, jaky je minimalni pocet snimkua nutnych k de-
tekci spravné orientace kolagennich vlaken bez vyrazné ztraty informace nebo presnosti.
Pro Achillovu slachu je srovnani na obrazku 4.5. Procento udava ¢ast ohodnocenych pi-
xelt. Nevyhodnocené pixely predstavuji diry nebo tkané jiné nez kolagen, které byly pri
vypoctu vyrazeny na zakladé nékterého z kritérii. Vysledné histogramy v levém dolnim
rohu mikrosnimkt jsou prolozeny von Misesovou distribu¢ni funkei.

Prestoze ve vSech srovnavanych variantach byl stredni tithel spravné vyhodnocen, v ostat-
nich parametrech rozdéleni jsou znac¢né rozdily. Achillova slacha sestava prevazné z ko-
lagennich vlaken, mély by byt vyhodnoceny vsechny pixely s vyjimkou dér mezi jednot-
livymi svazky. Zatimco prvni tii vyhodnocené mikrosnimky jsou ve vsech parametrech
témér identické, posledni histogram (pouze na zakladé 3 snimki) ma nizsi pocet vyhodno-
cenych pixelil, znaéné mnozstvi chybné vyhodnocenych tihli (posunutych o 90°) a odlisny
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Obrazek 4.4: Ovéfeni algoritmu s praseci Achillovou slachou pomoci ruéntho méfeni thli vla-
ken ve vyznacenych oblastech. Horni mikrosnimky ukazuji cca 300 vysSetrovanych
¢tvercovych oblasti s tihly vldken stanovenymi pro jednotlivé oblasti (zvétsené ve
vyfezech) ru¢né operatorem. Obrazky v prostfednim raddku ukazuji (v barevné
skéle) orientaci vldkna vyhodnocenou algoritmem. Histogramy z ru¢nich méfeni
jsou zobrazeny ve spodnim fadku, doplnéné v legendach o parametry von Miseso-
va rozdéleni prizpusobené ruénim mérenim (s indexy man a oranzovou kiivkou)
a vysledkiam algoritmu (s indexy alg a éervenou kfivkou).

parametr koncentrace b. Pro histogram zalozeny na 4 snimcich jsou tyto chyby také vy-
znamné, i kdyz nizsi. Naproti tomu 5 snimkt dava spravné parametry distribuce, ale vyssi
procento nevyhodnocenych pixelt (tj. pixelt, které vypadly, protoze jejich Pearsontuv koe-
ficient byl pod stanovenou minimalni prahovou hodnotou a orientaci vlakna nebylo mozné
spolehlivé urcit). Je zde tedy riziko vétsich chyb pii hodnoceni méné homogennich tkéni.
Nésledné bylo rozhodnuto, ze 6 snimku (s krokem rotace o 30°), bude predstavovat ne-
zbytné minimum, které bude zaznamenéno jak s kolmymi, tak s nato¢enymi polarizatory.
To se muze zdat v rozporu s diivéjsim tvrzenim, ze 3 snimky jsou dostatecné pro sprav-
né vyhodnoceni minim v rdmei nt/2-periodicity pribéhu intenzity svétla zaznamenaného
kolmymi polarizatory, viz Novak a kol. [46]. Tato nekonzistence je vSak zpusobena nasim
rozhodnutim zachovat pocet snimku v obou sadach (s kolmymi i nato¢enymi polarizatory)
stejny, abychom predesli chybam obsluhy a zvysili presnost.
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Obrazek 4.5: Porovnani vyslednych histogrami a parametra jejich von Misesovych distribuci
ziskanych riznymi pocty vstupnich mikrosnimku praseci Achillovy slachy. Vzorek
byl zadmérné orientovin v thlu cca 152° = —28°.
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Obrazek 4.6: Porovnani vyslednych histogrami s riznym poc¢tem vstupnich mikrosnimk pra-
seci aorty z obvodové-axidlni roviny.
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vvvvvv

kolagenu, provedli jsme stejné srovnani pro TM stény praseci aorty. Zde byla vyhodnocena
ptiblizné polovina pixelii, coz odpovida procentu kolagenu v této vrstvé (viz podkapito-
la 2.1). Histogramy na obrazku 4.6 potvrzuji, ze stfedni tithel a parametr koncentrace
distribuce byly ve vsech pripadech vyhodnoceny spravné a presné. Lze konstatovat, ze
pro hodnoceni srovnatelnych tkani staci 6 otocenych mikrosnimki, aby nedoslo ke snizeni
poc¢tu hodnocenych pixelit nebo nespravnému vyhodnoceni jejich sméri. Popis algorit-

mu, jeho validace i verifikace byly publikovany v casopise BioMed Research International
v roce 2021 [70].
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5. Hyperelastické konstitutivni mode-
ly materialu

Konstitutivni modely byly vymysleny a zavedeny z divodu potfeby matematického po-
pisu chovani materidlu za riznych stavi deformace. Vzhledem k velkym u velkych tepen
vice nez 90% vratnym deformacim v prubcéhu zatézovani tkané pouzivame modely hypere-
lastické. Prvnim typem jsou modely fenomenologické (Yeoh, Mooney-Rivlin, ortotropni
Fung atd.), které nerespektuji vnitini strukturu a vychézi pouze z mechanického testova-
ni tkani (zkouska jednoosa tahova, ekvibiaxidlni, tahem v rovinné deformaci, stlacovani
aj.), diky kterému muzeme zjistit intramurdlni (probihajici ve sténé pri fyziologickych
tlacich) a zbytkova napéti, elastickou deformacni energii pri pulzaci aj. Druhym typem
jsou strukturné motivované modely, které jsou kromé mechanickych parametri zalozeny
i na analyze intramurélnich slozek, predevsim kolagenu, ale i elastinu a buné¢k hladkého
svalstva, vstupy jsou hlavni smér vlaken, jejich rozptyl a vlnitost. Tyto vstupy jsou uz
dobte zndmé u velkych cév nékterych savéich druhtt napr. u mysi, kralikt ¢i prasat. U lidi
je ziskani téchto dat vzacné az ojedinélé.

5.1. Izotropni

Model Neo-Hooke sice spadd mezi fenomenologické modely, ma i strukturni zdivodnéni
zalozené na veli¢iné n, kterd zahrnuje pocet molekularnich fetézci v jednotkovém objemu:

W:(;(fl—s)+cll(J—1)2, (5.1)

kde G = 2nkT je po¢ateni modul pruznosti ve smyku, I; je modifikovany 1. invariant
pravého Cauchy-Greenova tenzoru deformace ziskany sectenim druhych mocnin modifiko-
vanych (pouzivané pro popis pouze devidtorové slozky deformace) hodnot hlavnich pomér-
nych protazeni, d = 2/K je parametr stlacitelnosti materidlu a J je 3. invariant tenzoru
deformacniho gradientu dany souc¢inem hlavnich pomérnych protazeni. Dalsimi veli¢inami
jsou Boltzmanova konstanta k, absolutni teplota 7" a objemovy modul pruznosti K. [71]

5.2. Anizotropni

Pro popis cév, u kterych zname dominantni smérovou orientaci vlaken a disperzi kolem
ni jsou nejvhodnéjsi anizotropni hyperelastické modely. Energie napjatosti sestava z ob-
jemové a devidtorové casti, kterd se déle sklada z izotropniho prispévku W;,, matrice
a anizotropniho prispévku vldken W,,;s,. U tepen pouzivame jen nestlacitelné modely,
takze energie napjatosti je vyjadiena jako:

W = Wdev(C>AaB) = VVZ'SO(C> + Waniso(caAaB) 5 (52)
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kde A a B predstavuji strukturni tenzory definujici sméry dvou osnov vldken a C' je pravy
Cauchy-Greenuv tenzor deformace. [71]

Holzapfel 2000

Nejcitovanéjsim a nejpouzivanéjsim konstitutivnim modelem pro cévni sténu se stal model
Holzapfela, Gassera a Ogdena z roku 2000 [72]. Céva je modelovana jako dvouvrstva
(TM a TA) tlustosténna nelinedrné elasticka nestlacitelna trubice. Kazda vrstva obsahuje
matrici vyztuzenou dvéma osnovami vldken usporadanych symetricky kolem obvodového
sméru. Model je urCen (pouzivan) ke studii odezvy tepen kombinovanym namahanim
(axiélni predepnuti, vnitini tlak, krut). Kazdou vrstvu vystihuji tfi materidlové parametry.
Energie napjatosti W je déna izotropni ¢asti (matrici), kterda je popsdna modelem neo-
-Hook, a anizotropni ¢asti (dvéma osnovami vlaken):

W = g (h-3)+ 21212 24:6 [e’@(’il)Q - 1} . (5.3)

Pro kazdou vrstvu ziskdme tfi materidlové parametry: ¢ > 0 a k; > 0 jsou napéto-
vé parametry a ks > 0 je bezrozmérny parametr. I; je modifikovany invariant pravého
Cauchy-Creenova tenzoru deformace (C), I a I jsou modifikované pseudoinvarianty C,
které vyjadruji deformaci vyztuznych vlaken a popisuji devidtorovou slozku deformace:

f4 = C’ A= CLZCTUCLJ y (54)

[_6 = é B = biC_'ijbj, (55)

kde Ai, A2 a A3 jsou pomérna protazeni.

Holzapfel 2005

O pét let pozdéji Holzapfel a kol. predstavuje vylepseni modelu z roku 2000 [25]. Energie
napjatosti je predstavena ve tvaru:

W=c(l,—3)+ Zl ) (e’”[<1—@><Il—3>2+9”i‘”2] - 1) , (5.6)
24

=4,6

kde o € (0;1) je bezrozmérny parametr, ktery zde slouzi jako vahovy faktor. Pro o = 1
dostavame model Holzapfel2000 [viz rovnice (5.3)] a pro ¢ = 0 dostédvame izotropni odezvu
s exponencidlnim zpevnénim. Diky tomuto parametru dosdhneme nenulového zpevnéni
i mimo dominantni sméry vlaken.

Gasser 2006

Model Gassera a kol. z roku 2006 [6] v sobé jako prvni zahrnuje disperzi vlaken. Zavadi
v ném parametr disperze k € (0;1/3), ktery ziskdme prepoctem parametru koncentrace
b € (0;00) z von Misesovy distribu¢ni funkce. Jejich vztah mizeme vidét na obrazku 5.1.
Energie napjatosti je ddana tvarem:

_ 2 - e
W g ([1 _ 3> n 27}{12 Z (ekz[nh-l-(l—&-i)[i—l] - 1) ‘ (5.7)

=46
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Obrazek 5.1: Znizornéni zavislosti parametru disperze a koncentrace. Prevzato a upraveno
z [6].

Oproti predeslym konstitutivnim modelim muzeme o tomto Tict, ze stavi na po-
znatcich z mikrostruktury tkané a jeji analyzy z histologickych fezi. Parametr koncentrace
b jsme schopni ziskat z naseho algoritmu pifimo pro konkrétni oblast vzorku nebo jako
priumérnou hodnotu pro vice oblasti za u¢elem pokryti vétsi (popr. celé) oblasti vzorku.
Parametr x poté ziskdme nésledujici integraci:

T

K = i/g(@) sin® ©dO , (5.8)

0

(@) A | b eb(cos(20)+1) ( 9)
Q = Py —— 5
2 er fi (\/%)
kde © € (0;2n) je smérovy tihel a er fi(z) je imaginarni chybova funkce. Konkrétni vyznam
dalsich clent naleznete v [6]. Von Misesova distribuéni funkce, se kterou dale budeme
pracovat, je definovand takto:
-6 ebcos(@—u)
Q( ) - 27[[0([)) )

kde p je stfedni hodnota, kolem které je distribuce symetricky rozlozena a Iy(b) je Besse-
lova funkce:

(5.10)

T

Ih(b) = Tlc/ebm@d@. (5.11)
0

Martufi a Gasser 2011

Vychéazi z predstavy propojeni kolagennich fibril proteoglykanovymi mustky [73], viz obré-
zek 5.2 a). Déle na obrazku 5.2 b) mtzete vidét trojihelnikovity bilinedrni prubéh hustoty
pravdépodobnosti narovnani jednotlivych vldken (v neo-Hookovské matrici), kde pri Apin
dojde k protazeni prvniho vlakna, které zacina nést zatizeni, a pii A4, dojde k napiimeni
nejvice zvlnénych vlaken, takze zatizeni nesou vSechna vlakna. Trojihelnikovity pribéh
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5.2. ANIZOTROPNI

nevychazi z experimentu, ale je to autory zvoleny nejjednodussi prubéh hustoty pravdeé-
podobnosti.

a) c)
e 0,77
- —> B
2
A o = 0,67
Proteoglykanovy mustek Kolagenni fibrila 2
el _
b) = 0,5
— > E
b7 ey
8 S 0,47
= 2
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g E Z
5% Q4
® E 5 0 24
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§ > 0,1
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Protazeni kolagenniho vlakna

Obrazek 5.2: a) Schématické zobrazeni propojeni kolagennich fibril proteoglykanovymi mist-
ky, b) schéma priubéhu hustoty pravdépodobnosti napfimovani rizné zvinénych
vlaken, ¢) znazornéni velkého deformac¢niho zpevnéni v modelu Martufi2011. Pte-
kresleno z [73].

Integraci kumulativni distribu¢ni funkce ziskdme odezvu kolagennich vldken o(A) (1.
Piola-Kirchhoffovo napéti):

0 0< A< \in

2k
o5 (0= Ain)’ Anin < A<D

a

o(A) = 2(A = Anaa)” (5.12)
kIN\— —————"——b b< A< Az
3a?

k(A —D) Amaz < A < 00

kde k je tuhost vldkna, a = Aoz — Amin @ b = (Amaz + Amin) /2 je stfedni hodnota. Celkovy
prispévek kolagennich vldken dostaneme integraci pres jednotkovou kouli, v niz je brana
v tvahu i jejich distribuce kolem hlavniho sméru.

Holzapfel 2015

Nesymetricky disperzni model predstavil Holzapfel a kol. ve své studii v roce 2015 [74]. Vy-
uziva konstrukce nového strukturniho tenzoru a von Mises distribu¢ni funkce. Studie dale
prinasi dobre vypracovany prehled dalsich dosavadnich konstitutivnich modelt uvazuji-
cich disperzi kolagennich vlaken, které zde nejsou zminény (viz tabulka 1 v [74]). Modely
jsou zde rozdéleny podle jejich ptistupu. Prvni pfistup je thlova integrace (angular inte-
gration — Al) a druhy pfistup je za pomoci zobecnéného strukturniho tenzoru (generalized
structure tensor - GST).

Holzapfel a Ogden 2019

Cilem préace Holzapfela a Ogdena z roku 2019 [75] bylo popsat efekt kiizového propojeni
kolagennich vldken v mikrostruktutre cévni tkané. Tento model je tak povazovan za prvni
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5.3. POUZITI PARAMETRU Z HISTOGRAMU DO KONSTITUTIVNICH MODELU

3D model vystihujici anizotropni odezvu arteridlni stény s propojenim kolagennich vlaken.
Vyzkum nejprve sméroval k popisu riznych hustot zesiténi a jejich tuhosti na zakladé
jednoosych zkousek. Déle je zde ilustrovano rizné usporadani zesiténi kolagennich vldken
a ktizovych propojeni. Vysledny model obsahuje dvé rodiny vldken usporadanych ve 3D
s dvéma sadami krizovych vazeb mezi nimi v izotropni neo-Hookovské matrici, viz obrazek

5.3.
Er

' ' s AN N '
>< >< Lo . N L B
N ’ 7/ N N '
>< Lo , N Lo
. . Z AN

Kitizové propojeni Kolagenni vlakno

Obrazek 5.3: Schématické zobrazeni kiizovych propojeni kolagennich vlaken. Vpravo je pribli-
zeni propojeni, které je pod ihlem o vzhledem k orientaci vlaken F+. Prekresleno

z [75].

Energie napjatosti je zavedena ve tvaru:

W= ;u (I, —3) + 2]22 [ek2<f4—1>2 — 1} + ;y (I—1)°+ ;/{ (Is — o), (5.13)
kde prvni ¢len zastupuje izotropni matrici, druhy ¢len je exponencialni forma pro popis
kolagennich vlaken zndma z modelu Holzapfel 2000, tfeti ¢len se vénuje k¥izovym propoje-
nim a jejich pfispévku k tuhosti tkané, kde v > 0 je tuhostni parametr zesiténi, ¢tvrty clen
predstavuje vzajemnou interakci vlaken se zesiténim, kde x > 0 je napétovy parametr,
a ¢y = cos ap, kde oy je thel mezi vldkny a kiizovym propojenim.

Interakci mezi vlakny a zesiténim je nutné dale zkoumat a k ovéreni robustnosti vy-
stavovat model dalsim mechanickym zkouskam a experimentim.

5.3. Pouziti parametrt z histogramti do konstitutiv-
nich model

V roce 2012 Gasser a kol. [2] publikovali studii zaméfenou na 24 vzorku (cca 1 x 0,5 cm)
aneurysmat z lidskych btisnich aort. Pouzili PLM s univerzalnim oto¢nym stolem a vzorky
zafixovali, nafezali na cca 7um tlusté fezy a obarvili. Vzorky nebyly zatiZeny a z kazdého

vzorku byly pouzity dva histologické tezy z TM a jeden z TA. Data ziskana manualni
metodou prolozili n-periodickym Binghamovym rozdélenim:

0(®,0) = E exp [/{1 (cos ® cos ©)” + Ky (cos P sin @)2} : (5.14)
c

kde © je azimutalni a ® je elevacni tihel kolagennich vldken, k1 a ko definuji tvar rozdéleni
(pozice symetrie, pocet peaki) a ¢ je normaliza¢ni parametr. Vyhodnocené parametry byly
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5.3. POUZITI PARAMETRU Z HISTOGRAMU DO KONSTITUTIVNICH MODELU

pouzity jako vstupy do dvou riznych konstitutivnich modelt. Prvnim byl fenomenologic-
ky model motivovany praci Funga a kol. [20], kde 1. Piola-Kirchhoffovo napéti je dano
vztahem:

0.15
2k1 (1 + k3sin©) (A2 — 1) exp [ky (A2 — 1)] Amin < A < 00 (5.15)

U(A):{o 0< A< Apin
kde k1, ko a ks jsou parametry modelu a A je protazeni kolagennich vlaken. Parametr ks
definuje jak se méni vlastnosti kolagennich vlaken s ohledem na azimutalni thel. Bezroz-
mérny parametr ko urcuje tvar napétové-deformacni krivky a ki je napéfovy parametr.
Druhy pouzity model je podle prace Martufi a Gasser 2011 (vice informaci o modelu je
v kapitole 5.2), kde 1. Piola Kirchhofovo napéti je v rovnici 5.12.

Na obrazku 5.4 je zndzornéna predikce obou konstitutivnich modelii na zakladé vyhod-
nocenych dat z PLM. Neidentifikovali zddny vyznamny rozdil mezi TA a TM, coz miuze
byt zpltisobeno nizkym poctem vyhodnocenych smért a nepresnym manualnim vyhodno-
cenim. Naopak obrazky ¢. 3 z PLM ve studii ukazuji na jednu rodinu vlaken zvlnénou
a zarovnanou do obvodového sméru u TM a dvé na sebe kolmé rodiny vldken v TA.
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Obrazek 5.4: Deformacné-napétova odezva axidlné a obvodové zarovnanych kolagennich vla-
ken. Plna ¢ara predstavuje odezvu Fungova modelu a prerusovand modelu Mar-
tufi a Gasser 2011. Pfekresleno z [2].

V publikaci Wana a kol. [56] bylo pouzito a srovnano nékolik modelt: model ¢tyt rodin
vlaken, model s pfimym zaclenénim histogramt distribuce kolagenu, model distribuce
vlaken se zaclenénym Gaussovskym rozdélenim a souctem t¥i Gaussovskych rozdéleni.

Model ¢tyF rodin vldken predstaveny v [76], neboli rozsiteny Holzapfel 2000, pred-
poklada, ze se tkan sklada z izotropni amorfni pevné latky se ¢tyfmi rodinami vlaken
orientovanymi v axialnim, obvodovém a ve dvou diagonalnich smérech se zachovanim
symetrie s energii napjatosti:

W= b2° (I, —3) + kﬁjl ;zifg {eb'g((Ak)Q‘l) . 1] , (5.16)

kde by, b a b5 jsou materidlové parametry (k pfedstavuje rodinu vldken), A* je protazenf
k-té rodiny vldken, ve kterém jsou schovany thly, pod kterymi se rodiny vlaken nachézeji.
Tento model v sobé nezaclenuje rozptyly jednotlivych rodin, aby tato informace nebyla
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5.3. POUZITI PARAMETRU Z HISTOGRAMU DO KONSTITUTIVNICH MODELU

ztracena, jako dalsi byl pouzit model s primym zaclenénim distribuce kolagenu
predstaven v [77] s energii napjatosti:

kde interval mezi —90° a 90° byl rozdélen na 45 rodin vlaken se stejnymi materidlovymi
parametry b°, b", b3', bf a b5. ¢ je intenzita sloupce histogramu pii k-tém thlu vlakna.
Model distribuce vlaken se zaclenénym Gaussovskym rozdélenim mé energii

napjatosti:
2 90 2
be bm m m 27 bc c k 27
W= 2 (I, — 3)+ L |e” (R I L /gb(a) (GO da, (5.18)
2 205" 205
—90

kde ¢ («) reprezentuje Gaussovu distribuci:

(a - bp>2
¢ (o) = aye “ (5.19)

kde a,, b, a ¢, jsou konstanty ziskané fitovinim této distribu¢ni funkce na naméfeny
histogram hla orientaci vlaken.

Suma tii Gaussovskych rozdéleni detailnéji popise namérenou distribuci a jeji
energie napjatosti je dana:

W :b; (L —3)+ { (09 1) 1]

Y

2b5°
ca Ca 2 \?
* o / ¢ (a [b ) —1] da

T (5.20)
bcb [ e ()2 1 .
bcb/¢ ) |e” (09 1| o

—90 L J
bbcC / o (@) | 0T 1 da,

790 L

Bylo prokéazéano, ze model distribuce vlaken vyuzivajici t¥i Gaussovské rozdéleni je scho-
pen aproximovat data experimentdlni mechanické odezvy s nejmensim 95% intervalem
spolehlivosti, tedy dobré prizptsobeni distribuce vldken in vivo v konstitutivnim modelu
predpovidéd mechanickou odezvu konzistentnéji a s mensimi chybami.

Ve studii Jadidiho a kol. [62] z roku 2021 byl pouzit model pro dvé a ¢tyfi rodiny
vlaken s energiemi napjatosti:

W, = % (L=3)+ > Ly [ek2E3 - 1} : (5.21)

i=col1,cola 2

col

c k co
W, 254 (L=3)+ > ﬁ {ekZ B _ 1}

col

i=coly ,cola 2 (522)
LM o ] 4 A )
Akg akgme !

kde vSechna k jsou prislusné materidlové parametry.
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6. Experimenty pro zjisténi vlivu ruaz-
né velikosti biaxialni deformace na
orientaci a rozptyl vlaken

V ramci této kapitoly bylo provedeno nékolik experimentii pro zjisténi vlivu zatizeni na
zménu orientace a narovnani vldken s vyhodnocenim strukturnich parametri potiebnych
do konstitutivnich modelt materialu. PLM i vétsina uvedenych metod poskytuje infor-
mace spise o lokalnich smérech vlaken (v kazdém pixelu, poprf. v malé oblasti ROI), nez
o globalnich smérech potiebnych pro konstitutivni modely. Nékteré neddvné studie nazna-
cuji, ze vztah mezi lokdlnimi a globalnimi sméry by mohl byt vyfesen analyzou rozlozeni
sméru vldken pod zatizenim, ¢imz by se eliminovaly uéinky vInitosti [2, 37, 50, 53, 55, 56,
59, 60]. Proto bylo provedeno hodnoceni zmén v distribuci orientace kolagennich vldken ve
sténé praseci aorty pfi radidlnim stlaceni a dvouosém tahu a porovnany rtizné aproximace
ziskanych histogrami.

K vyhodnocovani byl pouzit univerzalni trinokularni polariza¢ni mikroskop s rota¢nim
stolem Padim Drexx a 5MPx mikrokamerou Bresser Optik, GmbH. Maximalni rozliseni je
2592x1944 px se vzorkovaci frekvenci 15 snimki za sekundu. Pro snimkovani byla v soft-
waru kamery nastavena hladina slozek RGB na 86:150:94 kvili zvyraznéni diatenuace,
kterd je nejvyssi pti zelené barvé, viz obrazek 3.1 c).

6.1. Priprava histologickych rezi

Priprava vzorku prasecich aort pro pozorovani pod polarizovanym mikroskopem se provadi
ve Fakultni nemocnici u sv. Anny v Brné (dédle FNUSA) podle nésledujictho zjednoduse-
ného postupu. Z aort byly nejprve vytiznuty ¢tverce o velikosti 18 x 18 mm s dirazem
na zachovani a vyznaceni obvodového a axidlniho sméru (viz obrazek 6.1). Vzorky jsou

proximélni smér ! distalni smeér

Obrazek 6.1: Konvence pii vysekavani a nésledném znaceni obvodového a axidlniho sméru
vzorkll prasec¢i aorty. Proximdalni smér znamena smérem nahoru neboli k srdci,
distalni naopak smérem doli ¢ili od téla.

z aorty vyTezavany tésné vedle sebe a tak, aby neobsahovaly diry od bo¢nich vétvi tepen.
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6.2. HODNOCENI SMERU PRI RADIALNIM STLACENTI

Po experimentech, kde byly vzorky jednak radidlné stlaceny a nebo dvojose deformovany,
byly vSechny fixovany v deformovaném stavu v 10% formaldehydu pti pokojové teploté po
dobu nejméné 24 hodin. Bylo prokéazano, ze formaldehyd ma velmi malé uc¢inky na sekun-
dérni zmény v organizaci kolagenu [78]. Poté byly vzorky pievezeny na I. Ustav patologie
a anatomie FNUSA. Zde byly podrobeny dalsim nutnym procesim a to namocenim do
alkoholu, které zptisobi odvodnéni vzorku, nésledné ponotrenim do xylenu, ktery vzorek
prosyti, a diky kterému se 1épe do néj dostane parafin. Po zaliti parafinem vzdy nésleduje
proces v autotechnikonu (odvodnovaci tkanovy automat) a dekalcifikace, pokud jsou ve
tkani vapenaté slozky, které by branily narezani vzorku. Dale byly vzorky z aort narezany
ve vSech tfech rovinach, pokud to bylo mozné, na tenké platky o tloustce 5 —7um (viz ob-
razek 6.2). V posledni fazi byly platky zbaveny prebytecného vosku, ponoteny do xylenu,
poté do alkoholu, nésledné do destilované vody a nakonec obarveny barvivem PSR, (0,1%).
Proces histologie je velice naro¢ny a neméné zatizeny lidskym faktorem.

orientace kolagennich
vldken [°]

Obrazek 6.2: a) Vysek vzorku na idealizované aorté, b) jeho narovnani na podloZce p¥i prove-
deném experimentu, c¢) provedeni fezii v obvodové-radidlni roviné, d) umisténi na
podlozni sklicko, e) zndzornéni orientace kolagennich vldken. Prekresleno z [46].

6.2. Hodnoceni smért pri radialnim stlaceni

V pripravené lazni z fyziologického roztoku byla rozmrazena ¢ast praseci aorty. Po ustaleni
teploty na 36,5°C bylo z aorty vyseknuto devét ¢tvercovych vzorkt, které byly ocislovany
a oznaceny dle zavedené konvence. U vzorki byla zmérena tloustka v péti bodech, poté
byly vzorky vloZeny do ptipravku, viz obrazek 6.3 ¢). U kazdého vzorku byla nastaven
pocatecni referencni stav, kdy Sroubovaci ¢ast s hlavici se dotykala horniho skla, ale vzorek
jesté nestlacovala. Vzorky byly néasledné stlaceny s riznou mirou deformace, napt. prvni
vzorek o 1/4 otécky hlavice, druhy o 1/2, tieti o 3/4 atd. a zafixovany v roztoku 10%
formaldehydu.

Jeden vzorek byl rovnou prispendlen k podloZce bez zatizeni v 10% formaldehydu. Po
24 hodinéch stlaceni v pripravku v digestori, byly vzorky vyjmuty, byla zmérena tloustka
v péti bodech u kazdého vzorku a vypoctena mira deformace, viz tabulka 6.1. Vzorky byly
nésledné prevezeny na I. Ustav patologie a anatomie FNUSA, kde z nich byly pfipraveny
histologické tezy v obvodové-radidlni roviné. Jelikoz byly vzorky umistény mezi dvéma
sklicky, formaldehyd nezafixoval tkan dostatecné a vzorky se po vyjmuti zkroutily. Rezy
z obvodové-axialni roviny nebylo mozné provést. Tento experiment byl proveden pro dvé
sady vzorki. Na kazdém vzorku bylo ndhodné vybrano 10 oblasti, které byly nasnim-
kovany pod polarizacnim mikroskopem pii zkiizenych i vychylenych polarizatorech (10x
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\. . W
i
Obréazek 6.3: a) Rozfiznuta ¢ast aorty s vyseknutymi ¢étvercovymi vzorky, b) ldzen z fyziolo-
gického roztoku, c) pripravek se stlacenymi vzorky s riznou mirou deformace.

objektiv, velikost snimku: 1280 x 960 px, velikost vyhodnocené oblasti na jednom fezu:
2 x 2mm). Vzorek v mikroskopu byl vzdy zorientovén tak, aby jeho delsi okraj (obvodovy
smér) byl v horizontalnim sméru. Prvni zkousku stlac¢ovanim provedl Ing. Vojtéch Man,
Ph.D. s Ing. Kamilem Novakem, Ph.D. v roce 2017. Jeji vyhodnoceni bylo spolu s druhym
experimentem provedeno v roce 2019 v rdmci této disertacni prace. Vysledky z prvniho
a druhého experimentu jsou shrnuty v tabulce 6.1. Déale je ukdzédno srovnani experimen-
ti na distribu¢nich von Misesovych funkcich 6.4 a v grafu 6.5. Parametr koncentrace b
a hlavni smér vlaken p byl ziskdn z von Misesovy distribuéni funkce zavedené v rovnici
4.12.

1. experiment 2. experiment
Z —vz. 15 £ —vz. 0
°© —vz. 16 ° —vz. 1
3+ — vz. 6 T — vz. 2
—vz. 1 —vz. 3
. — vz. 12 —vz. 4
_cls — vz. 14 — :’/; g
é ol vz. 17 1 vz, 7
n
=
=
@
=
g
S}
7 i
8
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O T T \\ T I T I
—-90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90

Uhel orientace vldkna [°] Uhel orientace vldkna [°]

Obrazek 6.4: Srovnani trendil rozptyli a orientaci vlaken u vzorku z prvniho a druhého ex-
perimentu. Obvodovy smér zde znac¢i 0°. Podle vysledkt z 1. sady vzorku lze
obecné pozorovat snizujici se rozptyl s rostouci deformaci. U 2. experimentu
trend vzrustu amplitudy (sniZeni rozptylu u vzorku 0-3) dokazuje postupné na-
rovnavani vldken pfi deformaci, nasledny pokles amplitudy (zvétSeni rozptylu
u vzorku 4-7) predstavuje zpeviiovani tkané a shlukovani vldken do snopcu.
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Z tabulky 6.1 i distribu¢nich funkeci 6.4 je zfejmé, zZe se hlavni smér vldken neméni
a jeho stredni hodnota z obou experimentii je 0,48° 4+ 1,9, koncentrace vlaken se zvysuje
s deformaci a ma unimodélni charakter, viz graf 6.5.

Tabulka 6.1: Srovnani namahanych vzorka podle pomérného protazeni A, v radidlnim sméru
u prvni a druhé sady.

1. experiment 15 16 6 1 12 14 17

Ar[—] 0,9 0,9 0,89 0,85 0,83 0,81 0,7

b[—] 0,8 1,6 8,2 7,8 8,6 5,8 12,9

w[°] -1,7 -4.6 -0,51 0,3 -0,15 1,7 2,9

R? 0,73 0,89 091 0,90 0,94 0,97 0,97

2. experiment 0 1 2 3 4 ) 6 7
Arl—] 1,0 0,84 0,83 0,68 0,69 0,55 0,54 0,42
b[—] 4.4 10,8 6,1 16,6 14,2 5,1 3,3 3,4
w[°] 0,4 3,3 0,5 1,2 1,7 1,1 1,3 -0,3
R? 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,97 0,99

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

Vzorky ze 2. experimentu

Vyloucené vzorky ze 2. experimentu

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

%

1 0.9 08 07 0.6 0.5 04
Ar[—]

Obrazek 6.5: Zavislost pomérného protazeni A, v radidlnim sméru vzorku a parametru koncen-

trace b obou experimentu s jejich linearni regresi metodou nejmensich ¢tverci.

7 vysledkt druhé zkousky stlacovanim a obrazku 6.4 lze vidét, Ze jsme u 5., 6. a 7.
vzorku prekrocili maximalni miru stlaceni, kterd je do cca 30 % deformace (viz obrazek
2.5 a [25]) a jejim zvySovanim se rozptyl snizuje. Radidlnimu stlaceni o 30 % odpovida
(za predpokladu nestlacitelnosti, kde A\, A A, = 1) protaZzeni o cca 20 % v axidlnim a obvo-
dovém sméru (za predpokladu pticné izotropie materialu, tedy A\, = A\, = %)

V grafu 6.5 zavislosti pomérného protazeni ), a parametru koncentrace b z obou sad je
vidét trend snizovani rozptylu se zvysujici se deformaci. Do linedrni regrese 2. experimentu
(oranzové body a piimka) a obou sad (modra piimka) nebyly zahrnuty vzorky 5, 6 a 7
(Zluté body). 1. experiment je znazornén fialovymi body a jejich aproximaci ptimkou.

Na obrazku 6.6 je vidét, ze u nejvic stlacenych vzorku (6. a 7., které jsou v grafu 6.4
takika identické) se vlakna shlukuji do svazki snazicich se tkan co nejvice zpevnit. Vzhle-

dem k tomu, Ze nebylo mozné provést histologické fezy v obvodové-axialni roviné, budou

A7



6.2. HODNOCENI SMERU PRI RADIALNIM STLACENTI

dalsi experimenty provadény na specialné vyvinutém pripravku, viz pristi podkapitola
6.3.

Obrazek 6.6: Snimky z polariza¢niho mikroskopu
ze 4. a 6. vzorku z vybranych oblas-
ti pri kolmych filtrech - analyzatoru
a polarizatoru. Je zde viditelné shlu-
kovani vlaken a tedy jejich zpevinova-
ni pri zatézovani.

100 pm

V ramci validace dostatecného poc¢tu vyhodnocenych oblasti (10) bylo provedeno srov-
nani dvou métreni na jednom vzorku, viz obrazek 6.7. Rozdily v tthlu i parametru koncent-
race jsou zanedbatelné, takze pro pokryti vzorku, ktery nemé vyrazné vyssi nehomogenitu,
staci deset ndhodné vybranych oblasti.

Prvni sada Druhaé sada
1,2 1,2

’ b=0,8 b=0,9
p=-171 1] p=-2,9
R?*=0,73 R?=0,71

=
NeJ
t

Normovand hustota [-]
=)
D

0,6
0,3 0,3 1
0 0
90  —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90

Uhel orientace vlakna [°] Uhel orientace vldkna [°]

Obréazek 6.7: Srovnani dvou ruznych sad snimku namérenych a vyhodnocenych oblasti na stej-
ném vzorku ¢. 15.
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6.3. Hodnoceni smért pri dvouosém tahu

Specidlni pripravek na dvojosé tahové zatizeni (viz obrézek 6.8) byl navrzen tak, aby pte-
konal limitaci nedostatecné fixace stlacenych vzorku a jejich nasledného zkrouceni vlivem
zbytkové napjatosti a strukturniho usporadani bunék a vlaken, a také aby mohl byt umis-
tén v digestori po celou dobu fixace vzorkii. Ve standardnim dvouosém testovacim stroji,
ktery mame na UMTMB, by experiment provést nesel kvili toxicité a rychlému odpa-
rovani formaldehydu, jelikoz stroj by nebylo mozné cely premistit do digestore. V této
podkapitole budou predstaveny vysledné surové histogramy hli z obvodové-axialni rovi-
ny v tezech pres tloustku stény s jejich distribu¢nimi funkcemi a u nezatizenych vzorkt
i surové histogramy uhla z obvodové-radidlni a axialné-radialni roviny.

Obrazek 6.8: Piipravek byl navrzen v ramci
bakaldrské prace [79] tak, aby
mohl byt pfimo se vzorkem pfe-
klopen a ponoren do 10% formal-
dehydu pro dostatecnou fixaci,
kterda zabrani zkrouceni vzorkt
a umozni jejich nafezani na ten-
ké platky ve vsech ttfech rovi-
nach.

Upevnéni vzorku je zde realizovano osmi rybarskymi hacky (dvéma na kazdé strané
vzorku), které jsou pripevnény k ¢elistem pomoci vahadel. Vahadla slouzi k vyrovnani za-
tizeni vzorku, pokud neni napichnut presné v bodech rovnobéznych s hranou vzorku, nebo
pokud vzorek neni presné ¢tvercovy, pripadné nehomogenni. Zatizeni ve dvou smérech se
koriguje zvlast sroubovakem. Na vzorky byly nakresleny markery a pomoci snimkt z ka-
mery pred a po deformaci byly ve standardnim softwaru pro dvouosé testovani s presnosti
cca 0,001 vyhodnoceny velikosti protazeni v obvodovém i axidlnim sméru.

Pripady s protazenim lisicim se o méné nez 0,02 byly povazovany za ekvibiaxialni,
protoze nebylo mozné dosdhnout identickych poméri roztazeni v dusledku nezavislého
ruc¢niho prodluzovani v obou smérech a interference mezi nimi. Ostatni pripady jsou déle
oznaceny jako obvodové dominantni nebo axialné dominantni zatizeni.

Po diskuzi s laborantkou z I. Ustavu patologie a anatomie FNUSA byla pro rozmra-
zovani vzorkt pouzita voda. Fyziologicky roztok muze negativné ovliviiovat dalsi prubéh
jejich zpracovani a Tezani. Par vzorka z kazdé aorty bylo ptfipichnuto bez pridané defor-
mace na polystyren a ponechano ve formaldehydu pro zafixovani v narovnaném stavu.
Zbylé byly zafixovany ve formaldehydu piimo na pripravku s pridanou deformaci. Vzorky
byly nasledné histologicky zpracovany, narezany a obarveny ve FNUSA.

Nékteré vzorky ze tii vySetrovanych prasecich aort (1AO, 2A0 a 3A0) nemohly byt
vyhodnoceny, jelikoz jejich fezy v obvodové-axidlni roviné byly dost tenké a vldkna byla
poskozend. U ostatnich vzorku byly vyhodnoceny sméry ve vsech rovindch (pokud to bylo
mozné a nebyla poskozena vldkna). Na kazdém histologickém fezu bylo nasnimkovano
a vyhodnoceno 9 oblasti ve stfedu vzorku (5x objektiv, velikost vyhodnocené oblasti
na jednom fezu: 4 x 4mm), které byly sec¢teny a normovany. Vysledné histogramy byly
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aproximovany unimodalni nebo bimodélni von Misesovou distribu¢ni funkei (viz rovnice
4.12 a 6.1), kde b (by, by) je parametr koncentrace, u (f11, pe2) je lokdlni smér vlaken:

(b1 cos (2 - (¢ — 1)) (b2 cos (2 (¢ — p2)))
2T[[0(bl) + P 2tho(b2>

Vice jak polovina vrstev u kazdého vzorku byla povazovana za vnitini ¢ast aorty
TM+TT (dale znaceno pouze jako TM) a zbytek za vnéjsi TA. Unimodalni nebo bimo-
dalni rozdéleni bylo uréeno vyssim koeficientem determinace R?. Pokud u obé distribuce
davaly R? > 0,9 a R? u unimod4lni nebylo nizsi oproti bimodalni o vice nez 0,05, byla
upiednostnéna unimodalni distribuce. Obecné u TA vyslo vyssi R? pro bimodalni rozdé-
leni, u TM pro unimodalni.

oni(p) = exp (6.1)

1A0

Ze sedmi extrahovanych vzorkt z ¢asti prvni vySetfované praseci aorty 1AO se nepodarilo
vyhodnotit jeden nezatizeny vzorek a jeden, ktery byl zatiZeny rovnomérné do obou smé-
ra, kvili jejich nedostatecné tloustce histologickych fezti nebo Spatné fixaci na podlozce.
V obrézku 6.9 je vyhodnoceny jeden nezatizeny vzorek (zluté pozadi), jeden vzorek s vét-
Sim zatiZenim v ose z (oranzové pozadi) a ose y (Cervené pozadi) a dva vzorky, u kterych
bylo cilem rovnomérné zatizeni do obou sméru (fialové pozadi).

Vzorek 0 Vzorek 1 Vzorek 2
nezatizeny Az = 1,1, y = 1,07 Az = 1,06,y = 1,1
) EAZ . . 1. v. TA 1.v. 1. v
1=3,2 1by=27" 2. v. b=25 S 2. 2. v
- ‘1;12 :Elgzs w2 =28 3. v. “szoo A 3. v
% 1.5 — 4. BT =098 -- 4w 4 v
. :31";1 .. 5. V. —‘TM -5 v
§ = 10° 6. V. Z:,‘Z’QQ . © 6. v
g R2 = 0,99 TV, 2 _ (¢ e
5 10 N B S
9 A
g
5 0,5
Z.
0 e - - el —
—90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90
Uhel orientace vlaknal®] Uhel orientace vlsknal®] Uhel orientace vlaknal®]
Vzorek 3 Vzorek 4
50 e =2y =1,06 Mg = 1,15,0y = 1,17
7 b 1T§ v b rl;A4 by = 2,4 L.
— n=5° 2.V py = ~14° i = 40° .
P R% =0,96 s R? =0,97 .
3 4. 1 A
5 c- 5. -5y,
% " 6. v.
i
)
g
2
15
g
-
3
Z
—90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90

Uhel orientace vlékna [°] Uhel orientace vldknal®]

Obréazek 6.9: Histogramy (teckované) hlavnich sméru kolagennich vldken v péti vzorcich 1AO
naméhanych na specidlnim piipravku. 1. vrstva (zlutd) odpovidé fezu na vnéjsi
strané stény tepny, tedy TA, nasledujici vrstvy poté sméruji k vnitini strané stény
tepny, tedy pres TM k TI. Plné ¢ary predstavuji bimodalni nebo unimodalni von
Misesovu distribuéni funkei pro TA (oranzovd) a TM (fialovd). Obvodovy smér
znaci 0°.

7 nezatizeného vzorku 0 se podarilo ziskat nejvice neporusenych histologickych fezt
pres radialni smér, viz obrazek 6.10. Histogram 1. vrstvy jednoznacné reprezentuje vnéjsi
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vrstvu stény - TA, kde vlakna nejsou tak husta jako v TI, ale jsou orientovana s vétsim
rozptylem kolem obvodového sméru. Ze snimkii ani z histogramii nemuzeme jednoznacné
rozlisit vlnitost vldken a jejich rozptyl. Data z histogramu ale naznacuji existenci dvou
dominantnich sméri vlaken orientovanych blizko obvodovému sméru. Koeficient determi-
nace R? je u prvnich tiech histogrami vy3si pro bimodalni rozdéleni, smérem k TI je
rozdélen{ jednoznaéné unimodaln{ a parametr koncentrace b roste. Uhlova odchylka v jed-
notkach stupnii od obvodového sméru miize byt chybou nepresné urc¢eného pocatecniho
natoceni okraje vzorku vzhledem k vodorovné ¢i horizontalni ose.

a) Vzorek 0 b)
2,0 TA 5 1 20T, 2 2
) S v b=1,9 £
by = 3,2 by =2,7 2. v. ™ b=2°
g = —12°  pg = 28° 5 g L5 R2 =0,98
o R%?=0,98 iy 2
1,51 e 2 1,0
£ s i
% u_: 1’00 6. v 5 0,5
£ R?=0,99 4 -, |
% 1,0 8 -
=] )
3 ) 2014 —6,0 4]
@] . = 5°
5 ; 1,57 R2=0,94
S 2
“0,5 1 £
’ E 170
I &t Z% 075 . N
0 y f athh i 0 Nl
—-90 —45 0 45 90 —90  —45 0 45 90
Uhel orientace vldkna [°] Uhel orientace vldkna[°]

Obréazek 6.10: Histogramy thlu orientaci vldken ve vSech tfech rovindch (a) obvodové-axial-
ni rovina, b) obvodové-radidlni rovina, c¢) axidlné-radidlni rovina nezatiZzeného
vzorku 0.

Vzorek 1 byl vice zatizen v obvodovém sméru, takze data uz od 1. vrstvy (TA) na-
znacuji zarovnani vlaken do obvodového sméru. Smérem k TI se b zvysuje a tedy rozptyl
vlaken snizuje. Bohuzel z tohoto vzorku byl ziskan nizky pocet histologickych tezii, takze
nemtuzeme srovnat parametry koncentrace s ostatnimi vzorky.

Druhy vzorek byl naopak vice zatiZen v axidlnim (o 10 %) nez obvodovém (o 6 %)
sméru. V histogramech thli orientaci vlaken se to projevilo celkovym zplosténim grafi,
coz odpovida redistribuci vlaken do vice zatizeného axidlniho sméru.

U zatizeného vzorku 3 se povedlo rovnomérné dvouosé zatizeni s deformaci o 6 %
v obvodovém (\;) i axidlnim (\,) sméru. Za predpokladu nestlacitelného a pri¢né izotrop-
niho materidlu tahle deformace odpovida radidlni deformaci o 11 %. Oproti histogramu
z 1. vrstvy nezatizené¢ho vzorku 0 je vidét, ze vlivem deformace doslo k snizeni rozptylu
(zvySeni parametru koncentrace b).

Vzorek 4 byl naméahan nejvice ze vsech vzorki (A, = 1,15 a A, = 1,17). Histogram
z 1. vrstvy ukazuje dominantni orientaci zhruba kolem 40°, coz bylo s nejvétsi pravdépo-
dobnosti pri¢inou spatného zakrojeni tkané, které jde i zretelné vidét primo na sklicku.
Histogram ze 2. vrstvy uz je typicky predstavitel TA a smérem k TI se opét vlakna
priblizuji k obvodovému sméru.

Zatimco ve vnéjsich vrstvach je zde vyraznéjsi trend k bimodalnimu rozdéleni, vnitini
vrstvy maji rozdéleni unimodélni se soucinitelem koncentrace srovnatelnym s nezatizenym
vzorkem, nebo zatizenym nékolikandsobné mensi ekvibiaxialni deformaci. Fakt, ze oproti
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oc¢ekavani nedochazi se zvysenim deformace ke zmensovani rozptylu lze vysvétlit faktem,
ze zatizeni je vétsi v axidlnim sméru. Mize se tedy natacenim vldken do tohoto smé-
ru kompenzovat snizovani rozptylu vlivem natahovani zvlnénych obvodové orientovanych
vldken.

2A0

Nezatizené vzorky jsou predstaveny v obrazku 6.11 s jejich obvodové-radidlnimi a axidlné
radialnimi distribucemi.

a) Vzorek 0 b) -
%0 TA L v. o=
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% 5 0,5 :
= Z
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Obrazek 6.11: Histogramy uhlu orientaci vldken ve vSech tfech rovinach (a) obvodoveé-axidl-
ni rovina, b) obvodové-radidlni rovina, c¢) axidlné-radidlni rovina nezatizeného
vzorku 0 a 5.

Ze druhé vysetrované praseci aorty 2A0 bylo vyseknuto dvanact vzorki, od kazdého
zvoleného typu zatizeni tti, bohuzel vzdy pouze dva mohly byt analyzovany, viz obrazek
6.12.
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Vyhodnocené trendy odpovidaji vysledkiim z 1AO. Unimodalni distribuce obvodové
zatizenych vzorkt a zvyseni rozptylu az dokonce bimodélni rozdéleni u nezatizenych a axi-
alné zatizenych vzorki znaci zvlnéna obvodoveé postavena vldkna v praseci zdravé aorté.
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R? = 0,82 R? = 0,89
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Obrazek 6.12: Histogramy hlavnich smért kolagennich vldken a jejich distribuce pro dvé hlavni
vrstvy stény v osmi vzorcich 2A0.
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U tfeti praseci aorty byl kladen velky diraz na vétsi tloustky histologickych fezt (5—7 ym),
takze se nepodarilo vyhodnotit pouze jeden nezatizeny vzorek. Z vyhodnocenych vzorkiu
bylo ziskano velké mnozstvi fezi ptes tloustku stény aorty, viz obrazek 6.14. Pro nezatizené
vzorky byly provedeny opét analyzy pro zbyvajici dvé roviny, viz obrazek 6.13.
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Obréazek 6.13: Histogramy thla orientaci vldken ve vsSech tfech rovindch (a) obvodové-axial-
ni rovina, b) obvodové-radidlni rovina, c) axidlné-radialni rovina nezatiZeného
vzorku 0 a 6.
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6.3. HODNOCENI SMERU PRI DVOUOSEM TAHU
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Obrazek 6.14: Histogramy hlavnich smért kolagennich vldken a jejich distribuce pro dvé hlavni
vrstvy stény v osmi vzorcich 3A0O.
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6.4. MATEMATICKY MODEL JEDNOOSEHO ZATIZENI

6.4. Matematicky model jednoosého zatizeni

V této podkapitole je uvedeno porovnani zmén orientace vlaken pri jednoosém zatizeni
dvou idelizovanych modeli usporadani kolagenu, které bylo predmétem bakalarské prace
[80]: a) dvé rodiny spirdlovych vldken pod dhlem « = +40°, + 45° a +50°, b) jednou
rodinou sinusové zvlnénych vlaken s maximalnim tihlem sklonu o = +40°, + 45° a +50°,
viz horni fada v obrazku 6.15. U modeli predpokladame dokonale poddajnou matrici
a nulovou ohybovou tuhost vlaken, tedy nenesou zadné zatizeni, pokud nejsou primé
a orientovana ve sméru zatizeni, jako u modeli Holzapfel 2000 [72] a Gasser 2006 [6].

a> NV

45° 459

18 4
13,5 3
K 9 2
4,5 1
0 0 : : .
-90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90
Uhel orientace vlgkna [°] Uhel orientace vldkna [°]

Obrazek 6.15: Horni rada predstavuje idealizované modely usporddani kolagennich vldken ve
sténé tepny a) se dvéma rodinami spirdlovych vldken pod £45° a b) jednou
rodinou sinusové zvlnénych vldken. Spodni fada ukazuje vysledné histogramy,
které jsou doplnény o uhly vlaken 40° a 50°, kde je fialovou barvou uveden
vysledek bez deformace vzorku. Prevzato a upraveno z [80].

Vysledky v tabulce 6.2 ukazuji limitni inZzenyrské pretvoreni potiebné pro narovnani
vlakna ve sméru jednoosého zatizeni. Hodnoty pro vlakna usporadana ve dvou rodinach
spirdlovych vldken jsou ptiblizné dvakrat vyssi nez u vlnitych vldken se stejnym maxi-
malnim thlem. K tomuto rozdilu dochazi, protoze pouze zhruba polovina délky kontury
vinitych vlaken podléhé reorientaci béhem natahovani, na rozdil od rovnych spirdlovych
vlaken, kterd je tfeba znovu orientovat v celé své délce.

Tabulka 6.2: Limitni hodnoty inzenyrské pretvoreni pro oba modely s ruznymi thly vldken.

Model a==+40° o =+£45° o= £50°
Dvé rodiny spiralovych vldken 0,31 0,41 0,56
Jedna rodina zvlnénych vldken 0,16 0,22 0,29

P1i ekvibiaxialni deformaci by v modelu a) nedochézelo k reorientaci vldken, ta by
nesla od pocéatku zatizeni a prodluzovala by se, naproti tomu u modelu b) by vysledek

26



6.4. MATEMATICKY MODEL JEDNOOSEHO ZATIZENI

byl podobny jako u jednoosého tahu a protazeni a globalni orientace vlaken by zavisela
na vztahu deformace mezi vlakny a matrici.
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7. Vyhodnocené strukturni paramet-
ry pro praseci aortu

Sofistikované anizotropni konstitutivni modely publikované v poslednich desetiletich jsou
vétsinou zalozeny na nékterych predpokladech distribuce kolagennich vldken spise nez
na experimentalnim zkoumani jejich usporadéni. Napriklad v modelu Holzapfel 2000 [72]
(viz podkapitola 5.2) se pouzivaji dvé symetrické rodiny spirdlovych vldken nebo v mo-
delu ze studie Ferruzzi a kol. 2011 ¢tyfi rodiny vldken [81]. Pokrodilejsi model Gasser
2006 [6] uvazuje disperzi vldken k pro obé rodiny vldken a jejich stfedni thly. Pokud
jsou takovéto konstitutivni modely vyplnény pouze parametry z mechanickych zkousek
arterialni stény, ztraceji hodnocené strukturni parametry své strukturalni pozadi a jsou
¢asto v rozporu s histologickymi néalezy [53, 55, 82]. Nedostatek strukturnich informaci
o usporadani kolagennich vldken v rtznych tepnach, patologickych i zdravych, je stéle
limitujicim faktorem pro strukturné zalozené konstitutivni modelovani arterialnich tkani.

Rada autorii pouziva primarné bimodalni distribuci k aproximaci experimentalné zfs-
kanych histogrami sméri kolagennich vlaken v arterialni sténé, jak predpokladaji i nejcas-
téji pouzivané konstitutivni modely. Ziidka kdy jsou tyto bimodalni distribuce srovnany
s unimodalnim rozdélenim, kterda mohou poskytnout srovnatelnou nebo dokonce lepsi
aproximaci [2, 53, 55, 65, 83, 84]. Déle se zdanliva bimodalni distribuce muze zaménit
s nehomogenitou tkané [49, 66], nebo naprf. jedna rodina zvlnénych vldken se v histogra-
mu s jednoznac¢nou bimodalni distribuci mize zaménit za dvé rodiny vldken s rtznymi
globalnimi sméry [46].

Hodnoceni smért vlaken po pixelech nebo malych oblastech nedokaze rozlisit mezi
lokalnimi a globalnimi sméry vlaken a nasledné mezi jejich rozptylem a vInitosti. Ackoli
jsou udaje o orientaci vlaken v nezatizeném stavu tkané potirebné pro vyse uvedené konsti-
tutivni modely, nékteré nedavné studie naznacuji, ze by tato otazka mohla byt vyresena
analyzou rozlozeni sméru vldken pii zatizeni [37, 53, 55]. Proto byly zkoumdany i zmény
v distribuci kolagennich vlaken ve sténé praseci aorty pri riznych stavech zatizeni a byly
porovnany ruzné aproximace ziskanych histogramii.

Velké mnozstvi predeslych studii zpracovala data ze vzorkl savcich tepen, napt. mysi
[56, 60, 85|, praseci [38, 46], kralici [11, 59-61]. Ve vétsiné piipadi se jednalo o zdravé tepny,
stejné tak, jako vysledky ze vzorka prasecich aort, které byly predstaveny v predchozi
kapitole 6.3 a budou dale v této kapitole rozebrany.

7.1. Metodika

Pro nizky pocet vyhodnocenych nezatizenych vzorki z aort 1AO, 2A0 a 3A0O, byly histo-
logicky zpracovany a vyhodnoceny jesté vzorky z aort 4A0 a 5A0 v pouze nezatizeném
stavu.
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7.1. METODIKA

Zatizené vzorky prasecich aort byly sefazeny podle zvoleného zatizeni a rozdéleny do
t11 skupin, viz tabulka 7.1.

Tabulka 7.1: Zatizené vzorky byly rozdéleny do t#{ skupin: dominantné obvodové zatizeni (vice
do osy ), axidlni (vice do osy y) a ekvibiaxidlni.

Obvodové dominantni Axiilné dominantni Ekvibiaxialni

Vzorek A [-] A [ | Vzorek A [-] A [] | Vzorek A [] A, [

1AO1 1,00 1,07 | 1AO2 1,06 1,10 | 1AO3 1,06 1,06
2A01 1,07 099 | 2A02 1,001 121 | 1AO4 1,15 1,17
2A09 125 098 | 2408 099 123 | 2A07 1,12 1,11
3201 1,13 1,09 | 3A02 1,03 1,18 | 2A03 1,13 1,14
3005 1,04 1,02 | 3A03 1,15 1,19 | 3A08 1,17 1,16
3A\07 1,00 1,32

Strukturni parametry byly ziskdny proloZzenim dat unimodalni nebo bimodalni von
Misesovou distribu¢ni funkci, viz rovnice 4.12 a 6.1, za pomoci Curve Fitting Toolbox
ze softwaru MATLAB. Parametr disperze x, pouzivany ve strukturnich konstitutivnich
modelech, se dé& ziskat prepoc¢tem z parametru koncentrace b rovnici 5.8 a jejich vztah
je zachyceny na obrazku 7.1. Parametry z obvodové-axialni roviny nezatiZzenych vzorkt

0.4
x
<0371
g
q;i Obréazek 7.1: Pro pfesné narovnand vlakna
£ 027 plati b — oo a Kk — 0 a pro izot-
= ropni distribuci vldken plati b =
(]
201t =0 a K = 3. Piekresleno z [86].
—
g =5
0 : ; ‘
0 ) 10 15 20

Parametr koncentrace b -]

jsou pro TA a TM v tabulce 7.2. Vysledné strukturni parametry ze zatizenych vzorkt
z obvodové-axialni roviny jsou pro TA a TM v tabulkach 7.3 a 7.4.

Distribuce, ktera lépe vyhovovala vzorku, je zvyraznéna tucné. Byla preferovana uni-
mod4lni distribuce nad bimoddlni, pokud obé poskytly R? > 0,9 a pokud zdroven R?
u unimodalni distribuce nebylo nizsi nez u bimodalni o vice nez 0,05. Pro vzorky 0, 5, 8
a 9 z aorty 2A0 nebyly vyhodnoceny parametry pro TM, jelikoz nebylo k dispozici vice
nez dva nebo tii histologické fezy (vrstvy). Bimodalni distribuce vétsinou lépe odpovidala
TA, zatimco TM casto odpovidala unimodalni distribuci. Protoze unimodéalni rozdéleni
vyhovovalo vétsiné vzorkil, jeho parametry byly vyuzity pfi rizném zatizeni pro srovnani
vSech vysledku. Orientace vldken byla (az na nékolik vyjimek) blizkd obvodovému sméru
a nebyl zjistén zadny vliv zatiZzeni na stfedni orientaci vlaken. Byl vsak viditelny vliv
zatizeni na koncentrac¢ni parametr b, ktery se zvysil pro dominantné obvodové zatizeni
(ve sméru vldken) i pro ekvibiaxidlni zatizeni. Sklon k vice unimodélnim distribucim s ob-
vodovym protaZenim potvrdil i jejich vysoky R? nad nebo blizko hodnoty 0,9. Naproti
tomu parametr b klesal se zatizenim ptisobicim axialné, tj. kolmo k dominantnimu sméru
vlakna.
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7.1. METODIKA

Tabulka 7.2: Parametry unimodéalniho a bimodélniho von Misesova rozdéleni pro nezatizené
vzorky (Az = Ay = 1,0) prasecich aort v TA a TM s vypoc¢tenymi pramérnymi
hodnotami se smérodatnymi odchylkami (SD).

Unimodalni Bimodalni
Vzorek  b[-]  pl[’] rR? b bl ml[] m[] R
1AO0 1.3 6 090 3,2 2,7  -12 28 0,98
2A00 0,6 -6 064 1,8 1,1 -25 37 0,82
2A05 0,7 7 058 2,1 24  -25 35 0,89
3A00 0,5 64 073 1,5 0,5 -57 52 0,87
& 3A06 14 0 0,95 26 2.5 -17 18 0,99
2 4A01 01 70 001 3,0 2,6 @ -46 53 0,90
& 4A02 07 -8 072 2,1 14  -27 32 0,93
T 4A03 08 .16 078 23 14  -35 20 0,97
S 4A04 05 19 027 29 1,9  -37 39 0,88
5A01 1,1 -1 090 2,5 1,6  -17 27 0,98
5A02 0,8 37 059 1,2 3,3  -16 48 0,97
5A03 0,9 37 043 4,2 0,9 -39 50 0,92
5A04 1,2 14 077 3,7 1,2 -25 24 0,95
Primér 08 —14,1 2.6 1,8 =291 356
+SD +0,4  +29.0 +0,9 +08 £13,1 £12.2
1AO0 3,9 10 0,99 23 5,6 7 12 0,99
2A0 0 NA NA
2A0 5 NA NA
3A00 06 35 088 0,2 1,5 -29 38 0,94
E 3006 14 4 091 3,6 2,7 -20 18 0,99
g 4A01 03 2 017 2,8 2,2 -40 39 0,88
S 4A02 07 10 085 1,6 1,5 -16 37 0,97
= 4A03 07 17 059 2,7 1,8 -41 20 0,94
g 4A04 1,0 -31 0499 4,1 1,0  -38 36 0,90
5A01 16 -3 087 2,9 1,7 -19 25 0,98
5A02 1,0 34 078 1,5 3,3 -1 49 0,98
5A03 1,0 27 059 38 08  -33 38 0,91
5A04 1,0 -1 08 2,8 1,5 -16 30 0,96
Primér 1,2 0,4 2.6 22 —224 311
+SD +1,0 +£214 +1,1  +£14 +157 £11.1

Pro porovnani stfednich tihlt ziskanych pomoci rtiznych rozdéleni, byl u bimodalniho
rozdéleni zaveden a vypocitan stiedni tthel mezi dominantnimi sméry w,, nasledovné:
H1 + o
Wpy = , (7.1)
2
ktery za predpokladu zvinénych vldken vyjadiuje dominantni globalni smér vlaken, a da-
le thel mezi dominantnimi sméry ¢, vyjadiujici miru narovnani vladken pfi pusobicim
zatizeni, tedy alternativu rozptylu u unimodalniho rozdéleni (viz tabulka 7.5):

Ppr = |1 — piaf - (7.2)
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Tabulka 7.3: Parametry unimodalniho a bimodalniho von Misesova rozdéleni pro zatizené vzor-
ky prasecich aort v TA s vypoctenymi primérnymi hodnotami se SD.

TA
Unimodalni Bimodalni

Vzorek  b[-] [ rR? b bl ml[ opm[] R
. 1A01 2,5 10 098 32 50 4 20 0,99
£ 2001 13 9 090 2,9 2.2 -7 32 0,96
< 2009 1,9 5 0,96 1.8 4,1 -12 14 0,99
Z 3A01 1,0 1 087 2,5 1,6  -18 28 0,98
© 3705 11 1 092 24 2,0 -18 24 0,99

Primér 1,6 4,8 26 30 —118 236

+SD 10,6  +4,7 405 +15 +6,3  +£7.0
~1A02 07 6 068 24 1,9 -28 29 0,95
E 2402 08 0 070 2,3 1,9 -25 31 0,91
< 2008 11 33 040 55 1,3 -39 37 0,89
% 3A02 11 17 082 1,8 3,3  -13 34 0,97
3003 16 7 091 3,1 4,6 -14 22 0,99
3007 0,1 86 00l 3,3 1,6 -40 60 0,96

Primér 09 11,9 31 24 —265 355

+SD +0,5  =+40,0 +1,3  £1,3 +£11,7  £13,0
2 1A03 1,8 5 0,96 35 3,6 11 20 0,99
E 1A04 08 23 078 1,4 2,4  -14 40 0,97
2 2007 1,9 8 099 30 21 18 6 0,99
= 2003 07 6 064 2,0 2,1  -23 35 0,88
= 3A08 12 11 074 51 20 -24 23 0,99

Primér 1,3 3,1 30 24 —180 248

+SD 40,6 +£13,3 +14 40,7 456 +£134

7.2. Statisticka analyza

Byla provedena skupina testii analyzy statistické vyznammnosti na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 v softwaru Minitab 15 pomoci jednosmérné funkce ANOVA pro porovnani
parametru koncentrace b unimodalniho von Misesova rozdéleni a thlu mezi rodinami
vlaken bimodalniho von Misesova rozdéleni mezi obéma vrstvami TA a TM. Normalita dat
byla ovérena Kolmogorov-Smirnov testem ve stejném programu pred provedenim analyzy
ANOVA.

Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi TA a TM pro zadny typ
zatizeni, proto jsou v tabulce 7.6 uvedeny pouze souhrnné vysledky. Statisticky vyznamny
rozdil byl nalezen mezi vSemi skupinami kromé nezatizenych vs. vice axialné zatizenych
vzorkil a mezi vice obvodové zatizenymi a ekvibiaxialnimi. Stejné vysledky ukézaly i testy
pro porovnani ihlu mezi rodinami vldken ¢,, u bimodalnich distribuci.
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Tabulka 7.4: Parametry unimodalniho a bimodalniho von Misesova rozdéleni pro zatizené vzor-
ky prasecich aort v TM s vypoc¢tenymi primérnymi hodnotami se SD. Pro nékteré
vzorky nebylo mozné vyhodnotit parametry v TM, kvili nedostatecnému poctu
histologickych fezi, ty jsou oznaceny zkratkou NA.

™
Unimodalni Bimodalni
Vzorek  b[-] w[°] R b bl om[] 2] R?
. 1A01 3,2 4 0,99 49 5,2 -6 13 0,99
£ 2001 14 12 094 24 2.2 -7 29 0,98
~ 2A09 NA NA
Z 3A01 2,1 -12 0,98 42 24 -22 3 0,99
© 3005 14 -2 0,98 24 2.2 17 15 0,99
Priimér 2.0 0,3 3,5 31 —13,1 151
+SD +0,9 £10,0 +1,3 +14 £78  £10,7
1A02 1,9 7 0,98 2.7 3,4 -9 19 0,99
. 2002 0,8 17 0,75 15 1,1 4 44 0,76
S 2A08 NA NA
o 3A02 15 21 091 1,7 3,8 -4 32 0,98
< 3A03 1,7 10 0,95 2.7 4.4 -9 23 0,99
3007 06 28 024 4,1 1,6 -37 45 0,93
Primer 1,3 5,2 2.5 29 —125 326
+SD +0,6 +19.4 +1,0 +14 +139 +118
= 1A03 3,1 17 0,99 272 55 8 21 0,99
T 1A04 29 3 0,99 42 4.2 -7 13 0,99
£ 2007 21 -6 099 25 3,2 -18 4 0,99
= 2A03 1,4 12 094 19 2.4 -6 27 0,97
= 3A08 1.6 11 090 4,4 2,0 -22 14 0,99
Primér 2,2 3,2 3,0 3,5 —9.0 15,8
+SD +0,8 +£11.6 +12 +14 +11,7 487

7.3. Vysledky

Experimenty ukazaly dominantné obvodovou orientaci kolagennich vlaken i v nezatizeném
stavu, potvrzenou pro unimodalni i bimodalni distribuci. Stfedni thel w,, nevykazoval zad-
né zmény a zustal blizko nule (obvodovému sméru) pti jakémkoli zatizeni. Koncentrace
se zvysovala (snizovala) s dominantné obvodovym (axidlnim) zatizenim. Ackoli je tento
efekt vysoce ocekavan, pro rozptylena spiralova vlakna neni divod pro jejich reorientaci
pri ekvibiaxidlnim zatizeni, zatimco zvlnéna vlakna se musi prodluzovat pti ekvibiaxial-
nim natahovani podobné jako u jednoosého. Tyto tendence byly potvrzeny pro unimo-
dalni i bimodalni rozdéleni statisticky vyznamnymi rozdily mezi ekvibiaxidlné zatizenymi
a nezatizenymi vzorky a také nevyznamnymi rozdily mezi ekvibiaxialnim zatizenim a jed-
noosym zatizenim (v dominantnim sméru vlédkna, tedy do osy z). Uhel ©pr mezi obéma
rodinami vlaken se neménil s pri¢nym zatizenim a klesal podobné s ekvibiaxialnim a podél-
nym jednoosym zatizenim (viz tabulka 7.3 a tabulka 7.4). Tento efekt opét nemohl nastat
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Tabulka 7.5: Pro obé vrstvy a vSechny typy zatizeni byly vypocitany praimérné hodnoty uhli
mezi rodinami ¢, se SD a jejich stiedu wy, se SD. Pro obé vrstvy dohromady byl
vypocitan parametr koncentrace by, se SD unimodalniho von Misesova rozdéleni.

TA ™ TA+TM

opr £SD[°]  wp £SD[°]  @pr £SD[?]  wy £SD°] by £ SD[—]
Nezat. | 6474227  33+56 5354209 44487 1.0 40,7
Obv. d. 35,44+938 5,9+4,5 28,2476 1,0 £ 8,6 1,8 £0,7
Ax.d. | 6204228  45+48  451+21,9 101469 1,14 0,6
Ekv. 428 £ 14,7 34+£71 24,8+95 3,4+£9,2 1,8 +0,8

Tabulka 7.6: Vypoctena statistickd vyznamnost rozdilt mezi skupinami pro parametr koncen-
trace b unimodalni distribuce a tihlu mezi rodinami ¢, u bimodalni distribuce
v ramci celé stény aorty. U statisticky vyznamnych rozdilt je p-hodnota zvyraz-
néna tucné.

p-hodnota: b ‘ Nezatizené  Obvodové dom.  Axidlné dom.  Ekvibiaxialni
Nezatizené - 0,010 0,726 0,010
Obvodové dom. 0,010 - 0,027 0,963
Axialné dom. 0,726 0,027 - 0,036
Ekvibiaxialni 0,010 0,963 0,036 -
p-hodnota: @, ‘ Nezatizené  Obvodové dom.  Axiadlné dom.  Ekvibiaxialni
Nezatizené - 0,002 0,527 0,002
Obvodové dom. 0,002 - 0,018 0,894
Axialné dom. 0,527 0,018 - 0,027
Ekvibiaxialni 0,002 0,894 0,027 -

u dvou rozptylenych rodin vlaken, kdy ekvibiaxidlni deformace neindukuje zadnou rotaci
vlakna, ale podporuje hypotézu o jedné rodiné vilnitych vlaken, ktera se pri ekvibiaxialnim
a jednoosém zatizeni podobné narovnavaji.

7.4. Diskuze

Existuje nékolik studii aplikujicich podobné koncepty hodnoceni smért vlaken v arterialni
sténé pii deformaci. Napriklad v [55] provedli histologické analyzy na ruznych drovnich
vnitiniho tlaku v TA a prokézali podobnou tendenci zvysSovani koncentrac¢nich parametri
pro thly v roviné i mimo rovinu. Ve studii [53] pouzili SALS pro detekci smértu vldken
ve vzorcich, bud nezatizenych nebo pod jednoosym tahem v dominantnim sméru vlakna.
Zjistili vyssi koncentraci vlaken pod zatézi, jednu skupinu vldken v TT a TM a dvé skupiny
v TA.

Ackoliv zékladni charakteristiky (orientace a rozptyl kolagennich vldken) ziskané z his-
tologii mohou byt pouzity do strukturnich konstitutivnich modell, data jsou omezena na
2D rovinu jejich tenkymi rezy. Prevazujici vysledky histologickych analyz ukazuji dvé ne-
bo vice rodin vldken usporadanych symetricky blizko k obvodovému sméru [37, 50, 76].
Vysledky stanovené manualnimi metodami vSak mohou byt zkresleny malym mnozstvim
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vyhodnocenych dat [2, 8, 37, 87]. Navic data uréend nezatiZenymi nebo jednoosové nata-
zenymi vzorky mohou byt chybné interpretovana kvli jejich zvlnéni, protoze histogramy
dvou rodin vléken se jevily podobné vlnitym vlakntm [2, 37]. Ve studii [50] se priklanéji
ke dvéma rodindm v TA a TI a jedné rodiné v TM v obvodovém sméru. Jejich data byla
ziskana pomoci SHG z konfokalnich mikroskopickych snimk vzorkt pod stejnym osovym
predpétim a tlakem. Nebylo tedy také mozné vyhodnotit zmény orientace vldken nebo
rozlisit mezi disperzi a vlnitosti. Na druhé strané nase vysledky o distribuci kolagennich
vlaken po tloustce nezatizené stény aorty souhlasi s [82], ktefi nasli obvodové usporadana
vlakna v TT a TM, s postupnym prechodem k témér izotropni distribuci vlaken v TA.
Autori, ktefi prizptisobili vSechny parametry modeltt Holzapfel 2000 nebo Gasser 2006
pouze mechanickym testovacim datim, tedy bez histologické informace, ziskali vétSinou
dva sméry kolem +45° v jednotlivych vrstvach, jak je uvedeno v [6, 49, 72, 83]. Tyto vysled-
ky se typicky vyskytuji u TA, zatimco u TM jsou vldkna naklonéna k obvodovému sméru
(viz [72, 83]). Pouze jedna studie podporuje tuto orientaci histologicky: v lidské aorté v T1
a TM [49] zjistila dvé rodiny vldken, které jsou navic vysoce symetrické (439,4°/ —39,6°).
Naproti tomu stejnd skupina [50] potvrdila existenci jedné rodiny vldken v lidské aorté
v TM (obvodové) a TI (axidlni). Ze stejnych experimentt navrhuji dvé rodiny vldken
v TA, ale diukazy jsou spise slabé; vlakna v TA jsou vysoce rozptylena v ruznych smérech
a lze je nahradit jednou (Sroubovicovou) skupinou vlaken bez vyznamné ztraty presnosti.

7.5. Limitace metody

Abychom zminili omezeni této studie, néktera z nich jsou vlastni metodé PLM aplikované
v nasich histologickych analyzach. Vzhledem k potiebé tenkych platka tkané se mohou
vzorky pri umisténi na sklenénou desku deformovat. Prestoze je jeho zakladni orientace
striktné dodrzena, miize dojit k nékolikastupnovym nepfesnostem v disledku zaktiveni
fezu, zejména u uzkych fezi. Tyto nepresnosti mohou zptlisobit zjisténé odchylky orien-
tace hlavniho vlakna od obvodového sméru v fadu jednotek stupnti; k vyssim odchylkam
unimodalnich distribuci dochazi vétsinou tehdy, je-li kvalita unimodalniho fitovani nizka.
Pouziti prasecich aort misto lidskych nemusi predstavovat omezeni, spiSe eliminuje zmény
v arteridlni strukture souvisejici s vekem. Tenké histologické Tfezy dale znemoznuji traso-
vat vlakno ve 3D prostoru a v obvodové-axidlni roviné, takze viditelné jsou pouze ¢asti
sinusové zvlnénych svazkl vldken, viz obrazek 7.2.

Na druhou stranu nas automatizovany algoritmus pro vyhodnoceni smeéri vlaken ucinil
proces plné operatorové nezavislym [46] a umoznil ndm analyzovat velké datové sady.
Konkrétné jsme ziskali hodnoty & 5.10° pro kazdou z hodnocenych 9 oblast{ (= 4 x 4mm)
v ramci vzorkl velikosti 18 x 18 mm. Porovnanim vystupii pro nékolik riiznych vybéra
téchto regionti v rdmci jednoho histologického fezu bylo potvrzeno, ze poc¢et hodnocenych
regionti byl dostatecény k zajisténi vystupi nezavislych na tomto vybéru.

7.6. Zavér

Neni mozné dat platnou odpovéd, zda existuji vrstvy se dvéma rodinami rozptylenych
spiralovych vlaken, protoze udaje o orientaci kolagennich vlaken v tepnach jsou v lite-
rature prilis variabilni. Vysledky nasi studie vsak ukazuji, Ze jedna rodina dominantné
obvodovych vinitych vldken se mnohem lépe shoduje s experimentdlnimi zjisténimi [88,
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100 pm

Obréazek 7.2: Snimek TA z 1AO ze vzorku 3 ze sady biaxidlné natahovanych vzorku pod a)
nepolarizovanym a b) polarizovanym svétlem s tpravou na zelenou barvu. Pod
polarizovanym svétlem jsou vidét jasné tseky svazkid vldken zndzornénych bilou
teckovanou ¢arou. Pri tak tenkych rezech neni mozné jednotliva vlakna trasovat
pres obvodové-axialni rovinu.

100]. Pro vysvétleni vSech nesrovnalosti a potvrzeni této hypotézy by méla byt provedena
komplexni analyza explicitné hodnotici vlnitost vlaken a jejich globalni sméry.
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8. Vyhodnocené strukturni paramet-
ry pro lidskou aortu

Pro analyzu in vitro vzorka z 10 lidskych bfisnich aort z kadavera (priamérny dosazeny
vek 84 +8 let, 6 zen, 4 muzi) byl pouzit jednak automaticky algoritmus pro snimky z PLM
a jednak software ImageJ pro snimky z laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu
(CLSM) Leica TCS SP8X, ktery je k dispozici na Ustavu biomedicinského inzenyrstvi
FEKT VUT. Princip CLSM je uveden v podkapitole 3.2 a na obrazku 3.2. Vzorky pro
tyto dvé metody byly odebrany vzdy v tésné blizkosti vedle sebe v Anatomickém usta-
vu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné, opatieny markery pro zachovani je-
jich orientace a zafixovany. Vzorky pro PLM byly zafixovany ve formaldehydu spendliky
v nezatizeném stavu a preddny na 1. Ustav patologie a anatomie FNUSA na nésledné
histologické zpracovani.

8.1. PLM

Pro polariza¢ni mikroskopii byly vzorky nachystany, nasnimkovany a vyhodnoceny stej-
nym zpusobem, jako byly pfipraveny prase¢i aorty v kapitole 6.1 (5x objektiv, velikost
vyhodnocené oblasti na jednom fezu: 4 x 4 mm, tloustka fezu: 5 — 7pm). Vysledné histo-
gramy s distribu¢nimi funkcemi a celkovymi daty jsou v grafu 8.1 a v tabulce 8.1.

Histogramy ukazuji v 7 pripadech z 10 (1, 3, 4, 6, 7, 8 a 9) na unimodélni nebo bimo-
dalni distribuci blizko obvodového sméru pres vsechny dostupné tezy. Ve tfech pripadech
(2, 5 a 10) ukazuji unimodélni distribuci v blizkosti axidlniho sméru vldken. To muze
byt zptsobeno lokalnim usporadanim kolagenu v disledku mozné aterosklerdzy vzhledem
k vysokému stari darct. Vrstvy zarazené do TM ve vSech dostupnych pripadech kopiro-
valy trend vyhodnoceny pro TA. Pro porovnani unimodalni a bimodalni von Misesovou
distribu¢ni funkci byla pouzita stejna pravidla jako u prasecich aort v predchozi kapitole.
Metoda PLM umoznuje vyhodnotit pouze lokalni sméry kolagennich vlaken a neumoznuje
vyhodnotit vlnitost, ta bude vyhodnocena za pomoci snimkt z konfokalniho mikroskopu
v dalsi podkapitole.
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8.1. PLM
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Obréazek 8.1: Surové histogramy (teckované) s aproximaci von Misesovou distribuéni funkeci
(plné) pro TA a TM lidskych aort vyhodnocené pomoci PLM.
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8.1. PLM

Tabulka 8.1: Parametry unimodélniho a bimodélniho von Misesova rozdéleni pro nezatizené
vzorky lidskych aort v TA a TM s vypoctenymi primérnymi hodnotami se smé-
rodatnymi odchylkami (SD).

Unimodalni Bimodalni
Dérce¢. 0[]  n[] R bl bl m[] m[] R
1 0,7 22 058 1,4 2,6 -21 41 0,87
2 3,2 70 0,94 14 75 61 72 0,98
3 1,7 18 0,96 34 1,2 12 35 0,98
4 1,6 5 0,86 0,5 3,3 5 6 0,89
5 2,3 -78 0,99 30 1,7 -78 12 0,99
< 6 2,6 9 0,75 10,1 0,2 9 28 0,99
= 7 2,9 14 0,94 1,1 6,7 5 16 0,99
8 5,3 12 0,99 95 3,0 -14 -8 0,99
9 1,2 -1 093 2,8 0,4 -5 25 0,99
10 4,5 -82 0,99 85 5,3 -76 89 0,99
Primér 2,6 -3,5 4,2 32 —10,3 316
+SD +1,5 4458 +37 426 +41,5 +£29,7
1 0,5 16 0,39 2,0 2,6 -23 46 0,90
2 3,4 72 0,99 53 2.5 69 78 0,99
3 1,6 2 0,94 35 0,5 1 9 0,98
4 NA NA
5 2,4 77 0,98 22 4,0 -89 19 0,99
= 6 1,4 1 0,78 52 0,2 0 55 0,99
= 7 1,1 13 0,82 3,6 0,3 11 65 0,98
8 5,8 -13 0,98 124 28 -15 -7 0,99
9 1,3 -5 0,95 3.0 1,2 -15 19 0,99
10 4,0 -84 0,98 20 7.1 -86 -84 0,99
Primér 24 -8,3 4.4 24  —16,3 222
+SD +1,7 4477 +33 422 4485 +486
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8.2. CLSM

8.2. CLSM

Vzorky pro pozorovani pod konfokalnim mikroskopem byly fixovany Zamboniho fixa¢nim
roztokem a nafezany mikrotomem na 25 a 50 um tlusté fezy v obvodové-axialni roviné na
Anatomickém ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Déle byly vzorky
opatfeny primarni a sekundarni protilatkou pro zvyraznéni kolagenu I, jelikoZ jeho mnoz-
stvi se s rostoucim vékem nesnizuje, jako u kolagenu III, a je tudiz i hlavnim ptritomnym
typem kolagenu ve vSech segmentech aorty [89]. Excitacni a emisni maxima byla: Ao, =
= 651nm, E,,,, = 667nm, objektiv 20x, velikost snimku: 581,25 x 581,25 um, velikost
vyhodnocené oblasti na jednom rezu: 1,7 x 1,7 mm.

8.2.1. Metodika

K provedeni analyzy obrazu pomoci metody strukturniho tenzoru byl pouzit program
ImageJ, plugin OrientationJ a NeuronJ [54], ktery byl pouzit k vyhodnoceni sméru vla-
ken a jejich vlnitosti i ve studiich [11, 61, 63]. Software vypoc¢ita strukturni tenzor pro
kazdy pixel vypoctem gradientl intenzity pixeli ve smérech x a y v ramci uzivatelem
zadaného lokdlniho Gaussova okna (pouzitda hodnota smérodatné odchylky: ¥ = 3 px).
Rozlozeni orientace vlakna je sestaveno z orientaci pixell, které jsou vazeny hodnotami
koherence, takze jsou zduraznény protahlé struktury. Pokud by byla zvolena vyssi sméro-
datna odchylka, byla by vice eliminovana izotropni slozka histogrami, zpoc¢atku méreni
a vyhodnocovani nebylo ale jasné, jakda hodnota bude nejvice vyhovovat pro vsechny
nasnimkované oblasti, proto byla nastavena hodnota ¢ = 3px s tim, Ze jsme schopni
izotropni slozku tplné eliminovat naslednym prepoctem v programu MATLAB. Program
generuje pouze histogram lokélnich orientaci vlaken, stejné jako u PLM. Von Misesova
distribu¢ni funkce byla nafitovana v programu MATLAB.

8.2.2. Vysledky

Vysledné histogramy s distribu¢nimi funkcemi a celkovymi daty pro TA jsou v grafu 8.2
a v tabulce 8.2. U prvnich trech vzorka se podarilo ziskat vétsi pocet fezi po tloustce
stény aorty, tak druhd polovina fezli byla vyhodnocena jako TM, viz obrazek 8.3 a ta-
bulka 8.3. Do tabulek byly doplnény i vyhodnocené strukturni parametry pii odebrané
izotropni slozce (homogenni tkarn, kde ji program vyhodnotil jako ndhodné rozlozena vlak-
na), kterd se v histogramech pivodné nachézela a mohla ndm tak zkreslovat porovnani
mezi PLM a CLSM. U PLM tento problém nenastava, jelikoz vyvinuty automaticky al-
goritmus vyhodnocuje pouze pixely, ve kterych dokaze rozlisit sinusovou funkci ménici
se intenzity svétla v zavislosti na otoceni vzorku vici polarizatorim. Hodnota parametru
koncentrace b se zvysila zhruba dvojnasobné, hlavni sméry ztustaly takika stejné, nebo
nemeéni podstatu vysledk.

U 6 z 10 vzorka byl prokdzan dominantni obvodovy smér (darce ¢. 1, 4, 5, 6, 9 a 10)
kolagennich vldken, u dvou dominantni axidlni smér (darce ¢. 2 a 8) a u dvou zbyvajicich
tendence k ¢isté izotropnimu rozdéleni (darce ¢. 3 a 7) s tim, ze u vSech vzorkt kromé ¢. 6.
je pozorovana jista mira izotropie. Byl porovnan pomér minima ku maximu von Misesovy
kiivky pro PLM (0,04 +0,05) s CLSM s (0,36 +0,17) i bez (0,06 & 0,03) izotropni slozky,
kde byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi PLM a CLSM s izotropni slozkou
(p=0) a nevyznamny pro PLM a CLSM jiz bez izotropni slozky (p=0,44) pomoci analyzy
ANOVA.
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Obréazek 8.2: Surové histogramy (teckované) s aproximaci von Misesovou distribuéni funkeci
(plné) pro vnéjsi vrstvy TA lidskych aort vyhodnocenych pomoci CLSM.
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Obrazek 8.3: Surové histogramy (teckované) s aproximaci von Misesovou distribu¢ni funkei
(plné) pro dalsi vrstvy TM lidskych aort vyhodnocenych pomoci CLSM.
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Tabulka 8.2: Parametry unimodalniho a bimodélniho von Misesova rozdéleni pro nezatizené
vzorky lidskych aort v TA s vypoétenymi prumérnymi hodnotami se SD, kde
prvni polovina tabulky je se zahrnutou izotropni slozkou a druha polovina bez

ni.
TA
Unimodalni Bimodalni
Dérce¢.  b[]  p[] R bl bl owm] oml] R

1 0,6 5 0,98 13 0,2 2 34 0,99
2 0,6 -87 0,96 1,4 0,1 -86 90 0,99
B 3 0,2 42 067 0,7 0,7 5 81 0,99
2 4 0,9 -4 0,97 19 0,4 -9 26 0,99
S 5 0,3 21 0,92 09 0,5 4 70 0,99
; 6 1,4 7 0,99 20 0,9 7 8 0,99
2 7 0,4 -37 0,81 1,1 1,0 -65 -1 0,99
= 8 0,5 -73 0,78 1,7 05 -T7 5 0,99
5 9 0,6 -1 0,99 0,1 1,1 21 1 0,99
e 10 0,4 1 0,97 09 0,1 -2 69 0,99

Primér 0,6  —12.6 1,2 06 —242 382

+SD +0,3  +40,8 +0,6 +04  +37 +36
1 1,5 5 0,99 22 1.5 -5 19 0,99
2 1,7 -90 0,97 1,7 1,7 -89 90 0,97
. 3 0,5 42 057 1,9 1,8 10 75 0,94
%’* 4 1,6 -5 0,98 2.7 1,3 -12 11 0,99
= 5 1,0 18 089 24 1,3 3 49 0,98
= 6 1,8 7 0,99 22 2,2 -3 17 0,99
= 7 0,7 -37 0,73 2,2 1,9 -63 -7 0,98
3 8 2,0 75 0,94 43 0,8 -78 -61 0,98
S 9 1,5 0 0,99 1,7 2.0 -14 11 0,99
aa 10 1,4 0 0,99 20 1,5 -11 15 0,99

Primér 14 =135 2.3 1.6 —262 219

+SD +0,5 +414 +0,8 +04 £36,1 +42.5

U vzorku od darcu ¢. 5, 8 a 10 doslo u TA k nejvétsimu nesouladu vysledku z pre-
zentovanych dvou metod. Pro vzorek od darce ¢. 5 u PLM byla vyhodnocena unimodélni
distribuce se strednim tthlem —78° a u CLSM 21°, u déarce ¢. 8 u PLM —12° a u CL-
SM —73° a u darce ¢. 10 u PLM —82° a u CLSM 1°. Rozdil v hlavnim sméru u vzorku
¢. 5, 8 a 10 je 98°, 61° a 83°. Vysvéetlenim zde muize byt, bud Ze v misté vzorku byla
lokalné narusena struktura napr. aterosklerézou nebo jinym onemocnénim, anebo doslo
k otoceni vzorku a Spatnému zaznaceni jeho orientace laborantem. U téchto tii vzorkt
bylo provedeno kontrolni druhé méreni v jinych oblastech, nez bylo ptivodné snimkova-
no, jelikoz puvodni osnimkovand oblast méla rozmér cca 1,7 x 1,7mm (u PLM je oblast
cca 4 x 4mm, viz podkapitola 8.2.3). Srovnani vysledkt z obou dvou méteni pod CLSM
je na obrazku 8.4, kde je patrny nevyznamny rozdil mezi obéma méfenimi u vzorka od
darct ¢. 5 a 10. U darce ¢. 8 je patrny vyznamnéjsi rozdil, prvni maximum kleslo, druhé
se zvysilo. Treti kiivka u druhého méteni ale vyjadiuje trend z méteni prvniho, zaroven
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Tabulka 8.3: Parametry unimodélniho a bimodélniho von Misesova rozdéleni pro nezatizené
vzorky lidskych aort v TM s jejich praimérnymi hodnotami se SD, kde prvni
polovina tabulky je se zahrnutou izotropni slozkou a druh& polovina bez ni.

T™
Unimodalni Bimodalni
Dérce ¢.  b[ N R bl bl ml[] om[] R
1 0,2 14 0,79 0,3 0,7 -84 10 0,89
— 2 0,3 14 083 1,1 0,5 2 77 0,99
S 3 0,5 42 0,96 0,7 1,0 11 62 0,99
S Primér 0,3 23,3 0,7 0,7 =237 49,7
+SD  +0,2  £16,2 +04 +0,3 £524 +352
. 1 1,2 11 087 3,2 1,0 2 40 0,94
E 2 1,1 10 087 2,9 0,9 1 47 0,98
A 3 1,0 43 091 1,7 2,1 17 62 0,99
N
& Primér 1,1 21,3 26 13 6,7 49,7
+SD 40,1 +18,38 +0,8 +0,7 +£9  +11.2

druhé meéreni se prakticky shoduje s vysledky z PLM, takze rozpor mezi CLSM a PLM
se da vysvétlit nehomogenitou tkané. Pro dalsi analyzy autorka doporucuje zamérit se
jednak na histologickou pripravu vice fezii po tloustce stény cévy a jednak na zvétseni
snimkované a analyzované oblasti, aby byla srovnatelna s oblasti analyzovanou pod PLM.

1,0 <

¢c. 5 2 1. v. c. 8 TA 1. v. ¢. 10 1. v.
°© 20 v by =1,7 1b2 =0,5 20 v e 2.v
TA p1 = —T7° g = 5° TA S
—_— L 3. vl L 3.v. L -
- 0,8 b=0.3 v - R — 0,90 v b—o0.4 3. v.
k) p=21° R p=1°
Q 2 _ N c 2 _
E 2 0.6 | R? = 0,92 | : | R? =0,97
o 2
Vit —_—
=
s 0,4 =
: ©
B
g trrapaett
Zo 0,2 frosmmedet T L e T
0
1,0 T3 = =
¢. 5 2 1. v. ¢c. 8 1 v ¢. 10 1. v.
© 20V 2.v 2. v.
— 0,8 | TA e 3wl L TA e 3wl L T 3. v.
= Y Tp=0,2 by =0,8 by=1,2 b=0,4
= n=3° p1 = —73° pg = 0° w=3°
- 8 R? =0,94 R? =0,98 R? =0,99
g 2 0,6 r r
o &
PR
S L
g 0,4
B | e ‘
= T P N R R T oo ey
0 t t t t t t
—90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90
Uhel orientace vldkna [°] Uhel orientace vldkna [°] Uhel orientace vldkna [°]

Obrazek 8.4: Srovnani 1. méfeni s jeho opakovanym mérenim z divodu nesouladu s vysledky
z PLM.

Primérné hodnoty thli mezi rodinami ¢, a jejich stfedu w,, bimodalniho von Mi-
sesova rozdéleni jsou v tabulce 8.4. Hodnoty ziskané pomoci PLM jsou takrka shodné
s hodnotami pro nezatizené vzorky prasecich aort (viz. tabulka 7.5). V histogramech ale
prevlada unimodalni distribuce u TA vyhodnocené pomoci PLM i CLSM i pro TM pod
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PLM. V TM pod CLSM je z histogramu ziejmy jeden vrchol (viz obrazek 8.3), koeficient
determinace se ale priklani spise k bimodalnimu rozdéleni i po eliminaci izotropni slozky
u vsech tfech vzorkt. Dominantni vrchol u prvnich dvou vzorku je v obvodovém sméru,
druhy vrchol je bokem, pro nés takika neviditelny, a méa i vyznamné nizsi parametr kon-
centrace. PTi tak malém poc¢tu vzorkl tedy nemtzeme stfedni dhel wy,, pro TM u CLSM
dale rozebirat.

Tabulka 8.4: Pro obé vrstvy TA i TM u PLM a CLSM (bez izotropni slozky) byly vypocitany
primérné hodnoty thli mezi rodinami ¢, se SD a jejich stfedu wy, se SD.

PLM CLSM
TA ™™ TA ™

o £ SD[F] 60,1 £535 56,6+49,2 4814489 430+44
wyr £ SD[F]  10,74+253  29+451 —22+309 282+99

8.2.3. Limitace metodiky

Zvolena tloustka Tezi (nejprve 25um a poté 50um) je stale nizkd, jelikoz se nepodatilo
ziskat 3D snimek, kde by bylo mozné vyhodnocovat vldkna napri¢ fezem. Barveni primarni
a sekundarni protilatkou nebylo prilis vyrazné, kvili tomu muselo byt zvoleno pomérné
velké zvétseni objektivu (20x). Snimand oblast byla nékolikandsobné mensi nez u PLM
(1,7 x 1,7mm), coz by mohlo vést k nespravné interpretaci orientace a rozptylu kolagenu,
viz studie [90].

Pouziti fluorescencéniho barviva CNA35-OG488 by mohlo prinést lepsi kvalitu obrazu
(viz. studie [11, 55]), avSak k jeho aplikaci je potieba ptistup do specialni laboratore
s moznosti prace s geneticky modifikovanymi organismy.

8.3. Diskuze

Ve vétsiné studii se objevuji poznatky o dvou [37, 49, 76|, tFech [37] nebo dokonce ¢tyfech
rodindch [11, 37, 56] kolagennich vldken v tepnach napti¢ jejich tloustkou, kterd nejsou
podlozena srovndnim s unimodalnim rozdélenim [56, 64], nebo uvazovana jako jedna ro-
dina zvlnénych vlaken.

Nase vysledky podporuji hypotézu o jedné rodiné vlaken blizko obvodového sméru
v TA i TM, coz odpovida i vysledkum ve studiich [7, 8, 34, 35, 53, 55, 57] a v nasich pred-
chozich experimentech na prasecich tepnach predstavenych v kapitole 6 a diskutovanych
v 7.

Obé metody vyhodnocuji pouze lokalni sméry kolagennich vlaken, nikoliv globalni,
které se mohou od lokalnich lisit kvili zvlnéni vldken. Jako vstupy do strukturnich konsti-
tutivnich modeltt by mély slouzit pravé globalni sméry a ty se snazila ziskat ndm znama
jedna studie [11], podle jejich postupu byly vyhodnoceny globdlni sméry vytrasovanych
vlaken u lidskych tepen v dalsi kapitole 9. Ve studii bohuzel chybi porovnani a diskuze
nad vyhodnocenymi lokalnimi a globalnimi sméry v zavislosti na vlnitosti vlaken.

Autorce prace neni znama zadna jind studie, ktera by porovnala vysledky strukturnich
parametri ze dvou rozdilnych metod pro jedny vzorky nebo od stejnych dércu. U 3/10
vzorkil byl pozorovan rozpor mezi vysledky u jednotlivych metod. Jednalo se o vzorky
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od darct ¢. 5, 8 a 10, kde rozdil v hlavnim sméru byl 98°, 61° a 83°. Vysvétlenim zde
muze byt lokalné narusena struktura tkané vlivem onemocnéni, nebo chyba laboranta pti
odebirani tkané a jeho naslednému oznaceni orientace vzorku. Déale zde muze hrat vliv
velikost snimkované plochy vzorky u obou metod. U PLM vyhodnocena oblast méri cca
4 x4mm, u CLSM cca 1,7 x 1,7mm, kvtli zvolenému vétsimu zvétseni vzorku. Proto bylo
provedeno druhé snimkovani a vyhodnoceni dalsich oblasti pod CLSM. Vysledky u dvou
ukazaly nevyznamny rozdil mezi obéma mérenimi, u jednoho doslo k rozdilu a priblizeni
se vysledkiim z PLM, takze to lze vysvétlit nehomogenitou tkané. Do budoucna autor-
ka doporucuje zamérit se na velikost vyhodnocované plochy pod CLSM a zvétsit ji na
podobny rozmér, jako vyhodnocujeme u PLM.

Déle si je autorka védoma nizkému poctu darcti, do budoucna podporuje dalsi shirani
vzorkll a jejich analyzy pro rigoréznéjsi zavéry se zamérenim se vice na TM, kde bylo
vyhodnoceno velmi malé mnozstvi vzorkt hlavné u metody CLSM. Rezy byly vzdy vedeny
smérech od TA k TM, v dalsi analyze by se mohlo vyzkouset provést i fezy od TI smérem
k TA, pro vyhodnoceni vlivu aterosklerézy v tepnach.

Kazda metoda funguje na rozdilném principu analyzy obrazu. U PLM algoritmus vy-
hodnocuje lokalni smér vlakna v kazdém pixelu na zakladé pribéhu intenzity svétla pri
otaceni vzorku vzhledem ke kolmym a vychylenym polarizatorim. Pokud je v obraze
dira mezi vlakny, nebo se zde kolagenni vlakna nevyskytuji, algoritmus toto misto nevy-
hodnocuje a nezobrazi se tak ani ve vysledném histogramu. Vyhodou algoritmu je jeho
vyhodnocovaci rychlost a vysokd presnost [46, 70]. Nevyhodou celého pristupu je vyssi
casova narocnost pripravy histologickych fez, jejich tloustka, kterda znemoznuje analyzu
vlnitosti vlaken, a vyssi ¢asova narocnost pti snimkovani jednotlivych oblasti. Ke spravné-
mu a co nejméné ¢asové narocnému vyhodnoceni totiz potiebujeme 6 snimka s kolmymi
polarizatory a 6 snimkii s vychylenymi, viz podkapitola 4.3.

U CLSM naopak vyhodnocujeme v softwaru ImageJ pouze jeden snimek pomoci meto-
dy strukturniho tenzoru v kazdém pixelu obrazu. Je zde zapotiebi vhodné zvolit velikost
smérodatné odchylky lokalniho Gaussova okna, kterd nam ovliviiuje vyslednou velikost
vyhodnocené izotropni slozky v histogramech a co nejvice ji omezit nebo eliminovat jejim
uplnym naslednym odectem. Vétsina strukturnich konstitutivnich modelt ji do sebe neu-
mi zahrnout, protoze maji izotropni slozku popsanou modelem neo-Hook, viz kapitola 5.
Vyhodou tohoto pristupu je rychlost, jelikoz pofizujeme na konkrétni oblasti vzorku pouze
jeden snimek a software ImageJ ho dokaze vyhodnotit za nékolik jednotek sekund (podob-
né jako vyvinuty algoritmus u PLM), pfesnost a moznost vétsi tloustky fezu a zachyceni
tak vétsi délky vldkna pro vyhodnoceni jeho vlnitosti [11, 55, 61, 63]. Nevyhodou je na-

Vv

mikroskopu.

74



9. Vinitost

Vlnitost kolagennich vldken T' € (1; 00) byla vyhodnocena z CLSM snimkt podle postupu
popsaného ve studii [63] pomoci rovnice:

_ Ly

T = 9.1
L07 ( )

kde Ly je oznacuje délku vldkna a Ly vzdalenost mezi jeho koncovymi body. Pokud T = 1
jedna se o prima vldkna a ¢im je T vétsi, tim jsou vlakna nebo svazek vice zvinéna.

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

S = 7 (9.2)

Na kazdém snimku (oblasti na vzorku) bylo poloautomaticky vytrasovano 10 vldken,
viz obrézek 9.1, na kazdém fezu jich tedy bylo vyhodnoceno 90 (pro TA celkem 900, pro
TM 270).

Obrazek 9.1: Snimek bfisni aorty z CL-
SM ve stupnich sedi pro
vytrasovani 10 vybranych
kolagennich vldken (fialové)
od darce ¢. 7.

Zobecnéné rozdéleni extrémnich hodnot (Generalized Extreme Value Distribution, déle
zkratkou GEVD) vinitosti T pro vsechny vzorky TA a TM jsou v prvni fadé na obrazku
9.2 a v tabulce 9.1. GEVD se ¢asto pouziva k modelovani nejmensi nebo nejvétsi hodnoty
mezi velkym souborem nezavislych, identicky rozdélenych nahodnych hodnot predstavu-
jicich méreni nebo pozorovani. Kombinuje v sobé tii jednodussi rozdéleni do jedné formy
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a umoznuje tak vybér toho nejvhodnéjsiho na zakladé samotného datového souboru. Jeho
hustota pravdépodobnosti je:

o) = iexp [— (1 + N"‘))_i

[

<1 ¥ k(f‘“)> o (9.3)

g

kde 4 je parametr umisténi, o > 0 je parametr méfitka (rozsahu) a k # 0 je parametr
tvaru.

TA ™
20 p ‘ ‘ ‘ ‘

18
16 ¢
14
12
10 r

Hustota pravdépodobnosti f

S N ke O
= T T T

1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Vlnitost 7' [-] Vlnitost T [-]
20
18
16
14 +
12
10

Hustota pravdépodobnosti f

OO[\J%CDOO
T T T T

5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Pifmost S [-] Piimost S [-]

Obrazek 9.2: Distribuce parametru vlnitosti 7" a primosti S pro kolagenni vlakna u TA (vlevo)
a TM (vpravo) v nezatizeném stavu z celého souboru vyhodnocenych vzorku
spolu s GEVD (u vlnitosti) a Beta rozdélenim (u pfimosti).

Rozdéleni Beta parametru piimosti S pro vSechny vzorky TA a TM jsou uvedeny ve
druhé radé na obrazku 9.2 a v tabulce 9.2. Beta rozdéleni je pravdépodobnostni funkce
pro proménnou omezenou rozsahem v intervalu (0; 1) a jeji hustota pravdépodobnosti je:

1 -1
fla) = mo—ma® (=)’ (9-4)
B (a,5)
kde B je Beta funkce, nebo také normalizacni konstanta zajistujici, ze celkova pravdépo-
dobnost je 1, a > 0 je parametr tvaru, 5 > 0 rozsahu. Definice obou pouzitych rozdéleni

jsou pouzita z MathWorks Help Center.
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Tabulka 9.1: Parametry GEVD na vlnitosti kolagennich vlaken v nezatizeném stavu z celého
souboru vyhodnocenych vzork.

TA T™
Log-pravdépodobnostni hodnota ~ 1589,3 614,7
Stredni hodnota 1,07 1,05
Rozptyl 0,0093  0,00096
k 0,38 0,13
o 0,03 0,02
I 1,039 1,034

Tabulka 9.2: Parametry rozdéleni Beta na primosti kolagennich vldken v nezatizeném stavu
z celého souboru vyhodnocenych vzork.

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

Piimost S jednotlivych vzorkt pro vrstvy TA a TM je znazornéna v krabicovém grafu
9.3. V kazdém ramecku stredova znacka oznacuje median a spodni a horni okraj ramecku
oznacuje dolni a horni kvartil (25% a 75% kvantil). Vousy oznacuji minimaln{ a maximalni
hodnotu rozsahu, ze kterého jsou vyloucené odlehlé hodnoty (Cervené kiizky), které jsou
dél o vice nez 1,5 nasobku délky horniho a spodniho kvartilu (délky rdamecku). VSechny
vzorky kromé ¢. 9 maji rozptyl mezi hodnotami 0,9 a 1, coz znadi spise narovnand vlakna.

10+ - S N 3 SN IS A S
' M T I I | - T 7T I |
R e R A s = =
| €L | T I || | |
o9bd T ot 1] | Lo
37 7 |
= T + |+ R R
wn + | T ‘
+ + o+ n T +
& 08+ i o
\§ T T + T } T
)a + }
|
g o7 1 i
= +
A 061
T 4+
05 +—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3
L . | L . |
C. vzorku vrstvy TA ™

Obréazek 9.3: Krabicovy graf parametru primosti S pro jednotlivé vzorky vrstev TA (oranzoveé)
a TM (fialove).
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9.1. GLOBALNI SMERY

9.1. Globalni sméry

Z koncovych bodi vytrasovanych vlaken byl urcen vektor a poté globalni sméry pro TA
a TM aproximované unimodalni von Misesovou distribuc¢ni funkci, viz obrazky 9.4 a 9.5.
Pramérny globalni smér pro TA vysSel 51,3 +39° (vyloucen vzorek od dérce ¢. 6, ktery vy-
kazuje izotropni rozdéleni s velmi nizkym R? von Misesovy distribu¢ni funkce). Vzhledem
k velkému rozptylu nam primérny smér témér nic netika a je potfeba do budoucna vyhod-
notit vétsi pocet vzorkli. Primérny parametr koncentrace b pro TA vysel 2,6 + 1,3. Nizsi
hodnoty koeficientu determinace jsou zpusobené nizsim poc¢tem hodnot v histogramech,
v kazdém je zobrazeno zastoupeni globalniho thlu pro 90 vytrasovanych vlaken, coz je
ale srovnatelné ¢islo s publikovanymi vysledky ze studii pouzivajicich manualni metody
(2, 37, 38].

3,0

obv.

2,5Tp=2,3
2,0+

1,5+

1,01

Normovand hustota [-]

Normovand hustota [-]
l—‘
ot

2,57y =1,7 To=3,7
2,01

1,5+

1,01
0,5 !n
0 L2 i I

2,57, =4,3

Normovand hustota [-]

—-90 —45 0 45 90 —90 —45 0 45 90

Uhel orientace vlskna [°] Uhel orientace vldkna [°]

2,01
1,5¢

1,0+

Normovand hustota [-]

—90 —45 0 45 90
Uhel orientace vlakna [°]

Obrazek 9.4: Surové histogramy globalnich smért kolagennich vldken s aproximaci von Mi-
sesovou distribuéni funkei (Cerné) pro TA lidskych aort vyhodnocenych pomoci
CLSM.
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Obrazek 9.5: Surové histogramy globalnich smért kolagennich vldken s aproximaci von Mise-
sovou distribuéni funkei (¢erné) pro TM lidskych aort vyhodnocenych pomoci
CLSM.

V tabulce 9.3 je srovnani parametri unimodalniho von Misesova rozdéleni pro TA
a TM pro lokalni (bez izotropni slozky) a globalni sméry s prumérnou vlnitosti 7" a pii-
mosti S pro kazdy vzorek. Vlnitost byla u vsech vzorki nizka kromé darci ¢. 7, 9 a 10.

Tabulka 9.3: Srovnani parametri unimodélniho von Misesova rozdéleni pro TA a TM pro
lokélni a globalni sméry vyhodnocené pomoci CLSM. Lokélni sméry byly vyhod-
noceny automaticky pomoci softwaru ImageJ a globalni poloautomaticky pomoci
vytrasovanych vlaken, ze kterych byla urcena vlnitost T a primost S.

CLSM lokalni sméry CLSM globalni sméry

Dérce¢.  b[]  p[] R’ bl u[f] R’ S T[]

1 1,5 5 0,99 2,3 37 0,88 096 1,04

2 1,7  -90 097 4,5 7 0,78 096 1,04

3 0,5 42 057 2,7 80 0,72 004 1,06

4 1,6 -5 0,98 1,4  -41 0,49 096 1,04

5 1,0 18 080 1,2 65 0,61 004 1,06

< 6 1,8 7 0,99 0,4 -5 0,13 095 1,05

e 7 0,7  -37 0,73 1,7 75 0,73 091 1,10

8 2,0 -75 094 3,7 82 0,73 094 1,06

9 1,5 0 0,99 1,5 52 0,52 0,85 1,18

10 1,4 0 0,99 4,3 35 0,87 092 1,09
Primer 14 —135 24 457 093 1,07
+SD 405 414 +1.4  £409 10,03 40,04

1 1,2 11 087 5,9 65 0,82 096 1,04

2 1,1 10 087 2,6 70 0,70 095 1,05

E 3 1,0 43 091 4,0  -72 0,94 095 1,05

Primer 1,1 21,3 42 21,0 095 1,05
+SD  +0,1 4188 +1,7  £80,6 1+0,01 40,01

Vizualnim porovnanim grafti 8.2 a 9.4 pro TA a 8.3 a 9.5 pro TM a za pomoci tabulky
9.3 je vidét odklon u TA u vzorki od darcu ¢. 1, 4, 5, 9 a 10 od obvodového sméru lokalnich
uhli k jedné globalni diagonalni spirdlovité rodiné vladken. V tomto pripadé si mizeme
predstavit mirné zvlnéna sinusova vldkna s lokdlnimi thly v rozpéti —45° az 45° pod
globalnim thlem cca 45° (jelikoz jejich globalni thly u jsou 37°, —41°, 65°, 52° a 35°).
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U TA u vzorku od darce ¢. 2 jsou naopak lokalni thly kolem axialniho sméru, coz pak
odpovida zjisténému globalnimu axialnimu smeéru s vysokym parametrem koncentrace b.

Vzorek od dérce ¢. 3 u TA ukazoval na dva hlavni lokalni sméry - obvodovy (10°)
a axidlni (75°) se srovnatelnym parametrem koncentrace b, a smérem k TM se pak kon-
centrovaly kolem tthlu 43°. Zjistény globalni diagonélni az axialni smér tedy také odpovida
sinusovym vlakniim pod zminénymi lokalnimi sméry. U TM nastava ale rozpor, protoze
pokud si predstavime jednu rodinu sinusovych vlaken, kde lokalni thly jsou mezi 0° az
90°, mél by globalni thel vychazet jako kladny diagonalni, podle vytrasovanych vlaken
ale vychazi jako zaporny diagondlni.

U vzorku od darce ¢. 6 globélni tihel podle von Misesovy distribu¢ni funkce vychazi
sice jako obvodovy pod —5°, ale s velmi malou koncentraci, tedy spise se zde musime
klonit k izotropné rozestavénym vldkntim. Graf lokalnich smérti ma oproti tomu nejvétsi
koncentraci kolem obvodového sméru.

Vzorky od dérci €. 7 a 8 (pokud vezmeme v iivahu i druhé méteni) vykazuji podobnost
se vzorkem od darce ¢. 3. Jejich lokalni sméry se pohybovaly kolem thla cca —70° a 0°
a jejich vinitost je zvlasté u vzorku od dérce ¢. 7 vyssi (1,09). Globélni smér tedy opét
odpovida jedné rodiné sinusové zvlnénych vlaken kolem axialniho sméru.

Na rozdil od lokalnich smért jsme nikde nedostali obvodovou orientaci, globalni a lo-
kalni sméry jsou tedy ve vzajemném rozporu, ktery prozatim neumime vysvétlit.

9.2. Diskuze

Stredni hodnota parametru primosti S vysla pro TA 0,94 a pro TM 0,96. O néco vice
narovnand vlakna ukazuje rozdéleni Beta i GEVD pro TM. Ve studii [63] stfedni hodnota
parametru primosti S vysla pro TA 0,752 a pro TM 0,979. V jejich studii méli vzorky ze
zdravych lidskych brignich aort bez aterosklerotickych zmén se staiim darcu 59 + 7 let (6
zen a 6 muzu).

Nejnovéjsi studie [64] hodnotici zmény parametri v disledku biaxidlniho zatizeni
(Azy = 1,2) TA v lidskych biisnich aortdch vyhodnotila stfedni hodnotu S bez zatize-
ni jako 0,91 a se zatizenim 0,96, coz podporuje nase vysledky primosti vlaken v TA.

Ve studii [11] vysla stfedni hodnota S 0,718 pro soubor vzorku TA krali¢ich spole¢nych
karotid, kde se jednalo o zdravé tepny. Ve stejném roce byla publikovana studie [55],
ktera ale zkoumala zménu vlnitosti, orientace a rozptylu kolagennich vldken pfti zatizeni.
Hustotu pravdépodobnosti nemaji prolozenou zadnym rozdélenim, ale muzeme z obrazku
5 odhadnout, ze i bez zatizeni se stredni hodnota S pohybovala kolem 0,9 a pfi zatizeni
se priblizovala 1 a tedy plné narovnanym vldkntm.

Préce [61] se také zabyvé vinitosti kolagennich vldken v krali¢ich karotiddch a pro 6
vzorki jim vySel parametr ptimosti 0,77 4 0,02, coz odpovida vysledkim studie [11].

Piinosnéjsi je ale pro nés analyza globalnich smért kolagennich vlaken, jelikoz do
strukturnich konstitutivnich modelii materidlu se jako vstupy pouzivaji pravé globalni
sméry vlaken a ne lokalni. Vétsina studii a metod uvadi pravé pouze lokalni sméry vldken,
které se ale nemusi shodovat s globalnimi, tak jako tomu je u nasi analyzy, kde je rozpor
opravdu zretelny.
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Zaver

Za posledni roky vyvoje a vyzkumu v oblasti biomechaniky kardiovaskularniho systému
se upfednostnuji anizotropni, strukturni konstitutivni modely pro popis mechanického
chovani a se zohlednénim mikrostruktury cévni tkané. Tyto modely popisuji cévni sténu
presnéji, nez modely izotropni nebo anizotropni fenomenologické, které se navzdory tomu
stale pouzivaji, protoze nam chybi jednoznac¢ny popis jeji struktury kvantifikovany do
podoby parametri modelu. Navic kazda céva lisici se primérem a tloustkou stény se
muze lisit i v mikrostruktufe a usporadani vlaken.

Vstupy do strukturnich konstitutivnich modelt jsou globalni smér vlaken, rozptyl ko-
lem tohoto sméru a vlnitost. Pro jejich detekci existuje rada riznych pristupt a metod.
Jednou z nejcastéji pouzivanych je polarizovanad mikroskopie vzhledem k jeji jednodu-
chosti a presnosti. V této praci je prezentovan, verifikovan a validovan automaticky al-
goritmus pro vyhodnocovani strukturnich parametriit mékkych tkani, ktery je zalozen na
dvou sadach Sesti rotovanych mikrosnimki ziskanych jak s kolmymi, tak s vychylenymi
polarizatory. Vychylka mezi polarizatory prekonava omezeni 90° periodicity intenzity po-
larizovaného svétla a presné a rychle vyhodnocuje orientaci a rozptyl vldken v roviné
v celém rozsahu 180° bez nutnosti dalsiho pridavného vybaveni [70].

Vlnitost vldken ztézuje automatickou analyzu sméri, ale je velmi dilezita pro jejich
spravnou funkci. Z dosavadnich vysledkii ze snimki z polarizacniho mikroskopu a auto-
matizovaného algoritmu jsme schopni ziskat pouze lokalni sméry vlaken. I tato informace
je pro ziskani vsech parametria dtlezita, bohuzel o vlnitosti ndm neposkytne potiebné
informace. Tenké histologické fezy nam znemoznuji trasovat vlakno ve 3D prostoru a v ob-
vodové-axidlni roviné tak vidime pouze ¢asti sinusové zvinénych svazki vlidken.

Globalni sméry vldken mutzeme ziskat napt. z analyzy vzorkl pod zatizenim, kdy eli-
minujeme vlnitost a dojde k jejich napfimeni. Analyzou namahanych vzorka prasecich
brisnich aort pomoci PLM a automatického algoritmu byla zjisténa existence jedné ro-
diny sinusové zvlnénych vldken v dominantné obvodovém sméru, nez dvé spirdlovité [88,
100]. Vzorky lidskych brisnich aort nebylo mozné pred fixaci deformovat, jelikoz vzorky
byly hned histologicky pripravovany pro polarizovanou a laserovou skenovaci konfokalni
mikroskopii, ale za pomoci softwaru ImageJ a pluginu NeuronJ bylo mozné vytrasovat
na kazdém snimku 10 vldken a pomoci jejich koncovych souradnic a celkové délky vldkna
byla vyhodnocena vlnitost a globalni smér. Na vysledcich 1ze pozorovat rozpor, jelikoz
lokalni sméry ukézaly dominantni obvodovou orientaci, globdlni ukazaly diagonélni nebo
axialni smér.

V ramci disertacni prace byl dale kladen diraz na spravné vyhodnocovani unimodalni
nebo bimodalni distribu¢ni von Misesovy funkce, jelikoz v mnoha studiich je tohle opo-
mijeno a dochazi tak k tomu, zZe bimodélni distribuce nejsou srovnany s unimodalnim
rozdélenim, kterda mohou poskytnout srovnatelnou aproximaci, nebo jedna rodina zvlné-
nych vladken se v histogramu s jednoznac¢nou bimodalni distribuci mtze zaménit za dveé
rodiny vlaken s riznymi globalnimi sméry.
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U analyzy vzorki z lidskych aort si je autorka védoma, ze jejich vyssi pocet by vedl
k rigor6znéjsim zavérim, avSak vyhodnocenych 10 vzorkt bylo sbirano dva roky. Spolu
s prvnimi experimenty na prasecich aortach a dokonc¢enim automatického algoritmu s jeho
validaci a verifikaci by ¢ekani na vice vzorku z lidskych aort presahovalo ¢asovy ramec
doktorského studia.

V ramci sbéru vzorkt z lidskych aort byly zaroven sbirany i vzorky z pravych a levych
krénich tepen, které jsou pripraveny pro vyhodnocovani pod PLM i CLSM, a které jsou
klicové pro dalsi smérovani oblasti mikrostruktury tkani a jejich vlivu na mechanické
vlastnosti v nadf vyzkumné skupiné na UMTMB. Autorka v&ii, Ze jeji zavery a poznatky
z analyzy prasecich a lidskych brisnich aort pomtzou v dalsich analyzach usporadani
kolagennich vlaken nejen v lidskych krénich tepnach.

Navrh budoucich praci

Podle vysledki a zavéri zverejnénych v této praci autorka navrhuje nadale se vénovat ana-
lyze dalsich vzorku tepen zaroven pod PLM i pod CLSM, aby byl ziskan vétsi soubor dat
pro jednotlivé tepny (lidské aorty, pravé a levé kréni tepny). U PLM by autorka ponechala
stavajici nastaveni, u CLSM by se zamétila na lepsi odhad smérodatné odchylky lokalniho
Gaussova okna, aby byla eliminovana izotropni slozka ve vyslednych histogramech, a dale
na zvétseni snimkované oblasti (zvolit mensi zvétSeni objektivu nebo snimkovat vétsi plo-
chu = vice snimku pfi stavajicim objektivu), aby byla srovnatelna s oblasti snimkovanou
pod PLM.

Dale je nutné se zamérit na vyhodnocovani vlnitosti a globalnich smért kolagennich
vlaken, protoze jak je vidét, predchozi studie tohle opomijeji, nahrazuji globalni sméry
lokalnimi v konstitutivnich modelech materialu, ale jejich rozdil mtze byt znacny, tak
jako v nagem pifpadé. ReSenim by mohla byt analjza nezatizenych a zatiZenych vzorkd
z lidskych aort a krénich tepen. Deformace vzorka by ale musela probéhnout primo na
Anatomickém ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné hned po jejich od-
béru a zaroven pred fixaci v Zamboniho fixaénim roztoku (CLSM) nebo formaldehydu
(PLM).
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Seznam pouzitych zkratek

2D Dvojrozmérny

3D Trojrozmérny

AA Brisni aorta (Abdominal Aorta)

AAA Aneurysma brisni aorty (Abdominal Aortic Aneurysm)

Al Uhlové integrace (Angular Integration)

BF Svétlé pole (Bright-field)

CIA Ky¢elni tepny (Common iliac arteries)

CLSM Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie ( Confocal Laser Scanning Microsco-
py)

DAPI 2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin

DIC Diferenciélni interferenéni kontrast (Differential Interference Contrast)

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DTI (Diffusion Tensor Imaging)

EVG Elastice van Gieson

FEKT Fakulta elektrotechniky a komunikacnich technologii

FFT Rychld Fourierova transformace (Fast Fourier Transform)

FNUSA Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné

FSI Fakulta strojniho inzenyrstvi

GEVD Zobecnéné rozdéleni extrémnich hodnot (Generalized Ezxtreme Value Dis-
tribution)

GST Zobecnény strukturni tenzor (Generalized Structure Tensor)

IMC Hoffmantv modulac¢ni kontrast (Integrated Modulation Contrast)

MLU Medidlni lamelarni jednotka (Medial Lamellar Unit)

MRI Magnetické resonance (Magnetic Resonance Imaging)
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0G
PH
PLM
PSR
ROI
SALS
SD
SHG
TA
ThA
TI
T™
UFI
UMTMB
VUT

Oregon Green

Fazovy kontrast (Phase Contrast)

Polarizacéni svételnd mikroskopie (Polarized Light Microscopy)

Picro Sirius Red

Oblast zajmu (Region of Interest)
(Small Angle Light Scattering)
Smeérodatnd odchylka

(Second Harmonic Generation)
Tunica adventitia

Hrudni aorta (Thoracic Aorta)
Tunica intima

Tunica media

Ustav fyzikalniho inZenyrstvi
Ustav mechaniky téles, mechatroniky a biomechaniky

Vysoké uceni technické
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