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1 Prehled problematiky a cile prace

1.1 Historie kvantifikace v mikroskopii a prehled literatury
1.1.1 Zakladni vychodiska stereologie

Historicky vyvoj kvantitativnich metod v mikroskopickych oborech se z velké casti kryje
s vyvojem stereologie [1, 17]. Tento termin vychazi z feckého otepede (,,tuhy, pevny, pro-
storovy“). Pfestoze jako obor se v mezinarodni komunité biologi, geologi a pracovniki
v analyze materiali etabluje od pocatku 60. let 20. stoleti, jeji kofeny sahaji hloubéji.

Stereologie vychazi z geometrie, jejiz poznatky aplikuje na analyzu vzorkd rozmanitého

puvodu, velikosti a vnitini struktury. Zabyva se statistickym odvozovanim geometrickych
vlastnosti hodnocenych struktur a objektii z aplikace testovacich sond na orientované tfezy
vzorkem. Jednim ze zakladnich problémi, které motivovaly rozvoj stereologie, byly diskuze
nad moznostmi kvantitativniho hodnoceni trojrozmérnych (3-D) objektii na zédkladé studia
jejich dvojrozmérnych (2-D) fezt ¢ vybrusi. Prestoze zabér moderni stereologie je v sou-
Casnosti Sirsi a pochopeni jejiho teoretického zazemi vyzaduje vhled do nékterych oblasti
matematiky, zlistava jednim z nezbytnych nastroju v interpretaci informaci obsazenych v sé-
riich fyzickych ¢i optickych fezii porizenych riznymi mikroskopickymi technikami.

Sedesata léta 20. stoleti jsou povazovana za prvni dekddu moderni historie stereologie. Pii

lepsi dostupnosti kvalitni a korigované optiky, s rozvojem imunocytochemie a elektronové
mikroskopie rostl vyznam kvantitativniho hodnoceni popisovanych mikrostruktur. V roce
1961 byla zaloZena International Society for Stereology (ISS). Své aplikace si rychle nachézely
jiz v minulosti popsané postupy:

e Bonaventura Cavalieri, student Galilea Galileiho, formuloval r. 1637 postup umoznujici
dostatecné presny odhad stfedniho objemu téles pomoci souctu ploch, ktera télesa
zaujimaji na sérii ekvidistantnich fezti. Cavalieriho princip fiké, ze maji-li dvé télesa
stejnou zakladnu a stejny profil na fezech paralelnich se zakladnami v téze vysce u obou
téles, pak je objem téchto téles totozny (dale viz oddil 2.2.1, str. 8).

e Hrabé George-Louis Leclerc Buffon popsal r. 1733 tzv. problém ,Buffonovy jehly*,
v némz popisoval vztah mezi pravdépodobnosti vzniku priiseciku nahodné hozené jehly
(hilky) se systémem paralelnich ekvidistantnich spar v podlaze, na niz jehly dopadly,
délkou jehel (htilek) a rozestupem spar. V modifikované podobé [25] je princip uzivan
k odhadu plochy a délky objektii (dale viz oddil 2.2.2, str. 8).

e Geolog Achille Delesse v r. 1847 popsal empirickou techniku pro odhad objemovych
frakci mineralt v horniné na zékladé plosnych podili téchto mineraltt na vybrusu
horninou (dale viz oddil 2.2.1, str. 8). V r. 1898 byl Delesseho pfistup doplnén rov-
néz empirickym Rosiwalovym pravidlem usnadiiujicim odhad plosnych podilét pomoci
praktictéjsich podili délkovych.

1.1.2 | Unbiased stereology*

V 70. letech 20. stoleti pribyva stereologickych praci v Journal of Microscopy a Acta Stereolo-
gica (nyni Image Analysis & Stereology). S pfispénim matematikt se ukazuje, Ze fada kvan-
titativnich studii v biologii obsahuje nepodlozené a obtizné ovéritelné predpoklady o tvarech
hodnocenych objektti, resp. ze se tyto predpoklady c¢asto neshoduji se skutecnosti. Strategie
oprav téchto predpokladt riiznymi korek¢nimi faktory je postupné opousténa a nahrazovana
teoreticky podlozenéjsi stochastickou geometrii a implementaci teorie pravdépodobnosti do
popisu biologickych objektii. Stereologické postupy postavené na tomto novém zakladé a vy-
uzivajici nevychylené vzorkovani (unbiased sampling) dévaji vznik skalové univerzalngjsim



kvantifikacnim technikdm nezatizenym a priori pfedpoklady o povaze studovaného materi-
alu (assumption-free, model-free unbiased methods). Tento pfistup je souborné v literatuie
oznacovan jako ,unbiased stereology®“. Terminem ,stereologicky bias“ je oznacovana od-
chylka vysledkti od skutecné hodnoty vznikla vlivem systematické chyby. Metody ,unbiased
stereology® se vyznacuji tim, ze nartistem poctu hodnocenych vzorkt ve studii klesa rozptyl
vysledki kolem centralni tendence, ktera neni od ,skutecné, pravdivé“ hodnoty na rozdil od
yunbiased* metod vychylena (toto tvrzeni se vztahuje jen na bias stereologicky, nikoliv napft.
na chybnou volbu metody a zpracovani vzorkt, vliv artefakti).

V 80. letech 20. stoleti je fesena jedna ze zakladnich otéazek stereologie — problém spolehli-
vého a univerzalniho pocitani trojrozmérnych objektt z dvojrozmérnych fezi. Jak formuloval
S. D. Wicksell v r. 1925 [26], pocet profilti v jednotce plochy histologického fezu neodpovida
poctu realnych trojrozmérnych objekt v objemu tkané. Tato teze je zndma pod pojmem
,the corpuscle problem“. Podstatou problému je skutecnost, Ze riizné objekty maji v zavis-
losti na svém tvaru, velikosti a orientaci odliSnou pravdépodobnost vyskytu v roviné rezu —
konkrétné velké objekty komplexniho tvaru a s dlouhou osou smétujici kolmo na rovinu fezu
maji vyssi pravdépodobnost, ze budou ve 2-D hodnoceni zachyceny a zapocitany, nezli od-
povida jejich skutecnému podilu na celkovém poctu objektt v 3-D vzorku. Snahy fesit tento
rozpor matematickymi faktory korigujicimi heterogenitu rozmeéri, orientace a asféricitu ob-
jektt vsak opét vnasely do metodiky obtizné ovéritelné modelové predpoklady a byly tak
potencialné zdrojem systematické chyby [16]. Kriticky rozbor hojné pouzivané Abercrom-
bieho metody a dalsich empirickych postupt pfinasi [9]. Za situace, kdy sila histologickych
fezil neni vzhledem k rozmériim hodnocenych c¢astic zcela zanedbatelnd, se navic uplatiuje
projekce hlubsich ¢asti netransparentnich mérenych objekti do pozorované roviny a nad-
hodnoceni maximélnich rozmért profila ¢astic (tj. sila fezu ovliviiuje pozorované rozméry
objektt, tzv. Holmesuv efekt). Nejen z téchto duvodu je ve stereologii zvykem terminolo-
gicky rozliSovat ¢astecné transparentni a trojrozmérny histologicky fez urcité sily (slab, slice)
a idealizovanou dvojrozmérnou projekei struktur do roviny fezu (section).

Reseni problému, které je anglicky publikovano v r. 1984 jako princip disektoru [23],
je prvni robustni, modelovymi predpoklady a korekénimi faktory nezatizenou metodou pro
odhad poctu objekti v objemové jednotce tkané. Princip je i s potfebnym aparatem po-
psan v oddilu 2.2.5 (str. 9). V roce 1985 je publikovana technika jiné stereologické objemové
sondy, tzv. ,unbiased brick“ [11], kterd slouzi ke stejnému ucelu jako disektor, ovsem po-
stupuje podle odlisnych pravidel, ktera jsou 3-D rozsitenim 2-D nevychyleného hodnoticiho
ramecku (unbiased counting frame) (2.2.4, str. 9) publikovaného jiz diive [3]. Kombinace
disektoru se systematickym vzorkovanim pfinesla techniku frakcionatoru (fractionator) [4]
k odhadu celkového poctu mikroskopickych objekt v makroanatomickych vzorcich nezavisle
na objemovych zménach zpisobenych fixaci a zalévanim do médii pro krajeni. K dalsim tech-
nikdm zavedenym v tomto obdobi patti odhad velikosti ¢astic aplikaci sondy zvané nukleator
(nucleator) na izotropni ¢ vertikdlni uniformni fezy a odhad objemové vazeného stfedniho
objemu objektii [6]. ZkuSenost ukazala, Ze je zapotiebi respektovat minimdalni soucet dimenzi
(D) testovanych objektt (bodi, linii, ploch, téles) a pouzitych stereologickych sond tak, aby
byl vétsi nebo roven tifem: ke kvantifikaci objemt (3-D) se tak pouziva bodova testovaci sit
(0-D), ke kvantifikaci povrchi (2-D) linearni testovaci systém (1-D), odhad délek (1-D) se
provadi pomoci systému rovin (2-D) a odhad poctu objekti (0-D) s vyuzitim objemovych
testovacich systému (3-D).



1.1.3 Variabilita vysledka a optimalizace biologickych studii

U novéjsich stereologickych metod se jiz nevyskytovala ta ¢ast variability vysledk, ktera by
byla zptisobenéa rtiznou mirou plnéni modelovych predpokladt o povaze analyzovanych tkani,
protoze vyse prezentované metody tyto predpoklady jiz neobsahovaly. Tim se oteviela cesta
k podrobnéjsimu studiu variability dat [5, 8] a ukazalo se, Ze variabilitu dat (posuzovanou
napft. pomoci varia¢niho koeficientu, CV) lze rozdélit na slozky rozdilného pivodu:

Biologicka variabilita zahrnuje rozdily interindividudlni (mezi zkoumanymi jedinci), jez
mohou byt zptsobeny kombinaci evolu¢nich faktori, genotypu, vlivu prostiedi apod.,
a obvykle predstavuje hlavni zdroj variability dat v biologickych studiich. S rostoucim
poctem jedinct zkoumanych v dané populaci jeji vliv klesa.

Variabilita zpuasobena vybérem vzorku pochazejicich z téhoz individua (intraindividu-
alni, sampling error) se vyjadiuje pomoci koeficientu chyby vybéru (CE). Lze ji redu-
kovat navysSenim poctu tkanovych blockti ¢i fezti vybranych k analyze, coz je zpravidla
ekonomictéjsi nezli navysovat pocet jedinct ve studii a snizovat tak variabilitu biolo-
gickou.

Samostatné posouzeni téchto dvou slozek umoznuje optimalizovat design studie a zvySovat
jeji efektivitu. Na otazku ,,jaky je optimalni pocet zkoumanych jedinci a histologickych fezt
potfebny pro spolehlivou stereologickou kvantifikaci daného parametru?“ lze pak odpovédét:
ytakovy, jehoz zpusob vybéru (jedinct, fezl) nejefektivnéji snizuje celkovou variabilitu vy-
slednych dat vztazenou na cas a néklady spotiebované na analyzu®.

V praxi se osvédcuje napt. tento postup: objem vzorku obsahujici kvantifikované objekty
je zpracovan do cca 10 systematickych nahodnych fezti, je provedena kvantifikace a tento
proces se zopakuje na 2-3 jedincich pro kazdou z porovnavanych skupin. Pilotni vysledky
umoznuji odhadnout prispévek biologické variability a variability zptisobené vzorkovanim.
Po nalezeni takové hodnoty CE, kdy dalsi zpfesnovani vybéru jiz nevede k vyznamnému
poklesu variability, je vhodné navysit pocet hodnocenych jedincii ve studii (obvykle 5 az 10
v kazdé skupiné) a hledat odpovéd napf. na otdzku, zda mezi porovnavanymi skupinami je
kvantitativni rozdil v daném mikroskopickém parametru (napf. pocet bunék v organu etc).
Popsany pristup byva oznacovan téz jako ,,Do more, less well“ [7].

Od devadesatych let do soucasnosti popularita stereologie i pocet jejich aplikaci v biologic-
kém vyzkumu stoupa a s ni i dostupnost kurzi poradanych napt. Society For Neurosciences,
International Brain Research Organization, International Society for Stereology, European
Molecular Biology Organization aj. Nartst stereologickych publikaci v recenzovanych ¢asopi-
sech od 60. let do konce 20. stoleti je priblizné exponencialni. Zvysuje se dostupnost software
i hardware pro stereologii (motorizovany XY-1i Z-posuv, digitdlni snimani obrazu, konfokalni
mikroskopie). Dalsi literarni zdroje jsou pak citovany u konkrétnich sdéleni predkladanych
v této dizerta¢ni praci [29]-[45].

1.2 Priehled otazek a hypotéz dizertacni prace
Cilem publikaci obsazenych v predkladané dizerta¢ni praci bylo odpovédét na nasledujici
otazky a testovat dale uvedené hypotézy.

1.2.1 Metody kvantitativniho popisu cévni stény

1. Jak zavisi aplikovatelnost, reprodukovatelnost, variabilita vysledkd a mozna mira au-
tomatizace metod obrazové analyzy a stereologie na strategii a technice histologického
zpracovani tkanovych blocka [29]7



1.2.2 Studium aterogeneze a jejich komplikaci

2.

Které z morfometrickych postupti jsou aplikovatelné jako zptesnéni histopatologické
klasifikace aterosklerézy podle Stary a American Heart Association [20, 21, 22] se
zaméfenim na posouzeni vulnerability aterosklerotickych 1ézi [29]7

Existuji rozdily v histologickém nalezu u vzorkt cévni stény symptomatického nebo
rostouciho, resp. praskajiciho aterosklerotického aneuryzmatu bfisni aorty (AAA) ¢lo-
véka [30, 31, 32]? Souvisi histologicky nélez s cytoplazmatickymi hodnotami zanétlivych
cytokini a metabolizmem kolagenu typu III7

. Jak se lisi objemova frakce hladkych svalovych bunék, elastinu a kolagenu v tunica

media normélni subrenalni aorty a aneuryzmatu bfisni aorty clovéka? Je Fourierova
transformace (FFT) mikrofotografii pofizenych pfi standardizovaném zvétSeni néstro-
jem umoznujicim odliSeni morfologie elastinu ve sténé aorty normalni, postiZzené ate-
rosklerotickymi lézemi a postizené rozvojem aneuryzmatu [33|?

Je heterotopickd transplantace srdce u apolipoprotein E-deficientni (apoE-KO) mysi
vhodnym modelem pro studium regrese aterosklerézy aortalniho sinu a koronarnich
arterii [34]7

. Jaké je zavislost rozsahu aterosklerotického poskozeni hrudni descendentni aorty apokE-

KO mysi na délce podavani cholesterolem obohacené diety [35]7

Je syngenni heterotopicka transplantace aorty u juvenilni apolipoprotein E-deficientni
my$i vhodnym modelem pro studium regrese aterosklerotickych 1ézi [36, 37]?

1.2.3 Morfometrie a 3-D rekonstrukce v biomechanice cévni stény

8.

10.

11.

2

2.1

Je FF'T vhodnou metodou k popisu rozdilu morfologie elastinové sité v hrudnich a bris-
nich segmentech téze aorty u prasete? Existuji rozdily mezi morfologii elastinu vent-
ralni a dorzalni stény aorty prasete, které lze detekovat pomoci FFT? Je sila lamelarni
jednotky tvorené sendvicovité usporadanymi komplexy elastin-kolagen-myocyt-elastin
stejnd v hrudni a bfisni aorté tychz jedincti [38, 39]7

Jaka je objemova frakce hladkych svalovych bunék, elastinu a kolagenu, jaka je sila
stény a thel rozevieni vlivem predpéti ve sténé hrudni a brisni aorty prasete a jak lze
uplatnit tato data v modelovani stény elastickych arterii [40, 41, 42]7

Jaky je vhodny piistup pro vazbu mezi modelem sifeni vzruchové aktivity myokardem
a kone¢néprvkovym modelem svaloviny srdec¢nich komor s respektovanim anizotropniho
usporadani vrstev kardiomyocytu [43]7

Jak vhodnjm zpiisobem modelovat distribuci napéti cévni stény a rychlostnich profilti
proudici kapaliny v zavislosti na realné geometrii modelu vakovitého aneuryzmatu
bfisni aorty s implementaci interakce mezi sténou a kapalinou? Je mozné odhadnout
vliv asymetrického intramuralniho trombu na dalsi vyvoj aneuryzmatu [44, 45]?

Metody

Analyza obrazu

Pro ptehled uvadime vybrané nejcastéjsi postupy spadajici pod skupinu operaci provadeé-
nych nad obrazem (image processing), kdy vstupem jsou vlastni obrazova data a vystupem
je modifikovany obraz nebo popis vlastnosti vstupniho obrazu. Vétsina metod pristupuje



k obrazu jako ke dvojrozmérnym datiim, a to standardizovanymi postupy analyzy digital-
niho signalu. Problémt, jimiz se analyza obrazu zabyva, je veliké mnozstvi, at uz se jedna
o rozliseni, dynamicky rozsah, $ifku pasma a bitovou hloubku, filtrace, Fourierovu trans-
formaci, aplikaci operatoru diferencialniho poctu, detekci hran, redukeci Sumu, konektivitu,
geometrické transformace, ipravy barev a konverze mezi barevnymi prostory, vzajemnou
registraci (sesazovani) vice obrazki, logické operace mezi obrazky, segmentaci, retus apod.
Kromé statickych 2-D obrazki lze ke zpracovani obrazu fadit i jejich série porizené v Case
(napf. time-lapse techniky) ¢i v riznych mistech zkoumaného objektu (napf. tomografie).
Ptehled i detailni informace o metodach lze ¢erpat napf. z monografii [15, 18, 28].

2.1.1 Matematicka morfologie

Pti zpracovani obrazu je castym tkolem segmentace, tj. odliSeni oblasti ¢i objektii naseho
zajmu od nami definovaného pozadi. Takto segmentovany ¢i naprahovany obraz je mozné
napt. pomoci masek binarizovat a dale zpracovavat jako obraz binarni (tj. takovy digitalni
obraz, jehoz kazdy pixel ma pravé dvé mozné hodnoty) pomoci metod matematické morfo-
logie. Zéakladni pojmy matematické morfologie jsou:

eroze — ubrani Sitky objektu,

dilatace — pridani slupky objektu,

otevieni — eroze nasledovana dilataci, maze malé objekty a rozpojuje ¢astice spojené tenkou
siji,

zavieni — dilatace néasledovand erozi, vyhladi obrysy, zaplni malé trhliny, spoji blizké ob-
jekty,

homotropické transformace — na rozdil od predchozich ¢tyf operaci neméni spojitost
objektt a dér; typickymi priklady jsou operace skeletonizace, homotypické znackovani
a zesileni.

Eroze, dilatace, otevieni a zavieni jsou definovany typem matice (kernel, tj. strukturni
element v bitmapé, s nimz operaci provadime) a po¢tem iteraci (tj. idajem, kolikrat za sebou
bude operace provedena). Aplikovani transformaci matematické morfologie v analyze pocita-
c¢ovych obrazli je omezeno diskrétnim vzorkovanim spojitého analogového signéalu, k némuz
dochazi pti snimani digitalniho obrazu, a z toho vyplyvajicich vlastnosti obrazu jako je napf.
typ miizky a konektivita pixelt, blize viz [28].

2.2 Stereologie

Protoze aplikace stereologickych metod v cévni biologii jsou rozebrany i s priklady v pre-
hledném élanku [29], na tomto misté uvadime pouze zptisoby vypoctu jednotlivych kvanti-
tativnich parametri. Ke studiu odvozeni nékterych vztahii a Sirsich souvislosti lze doporucit
monografie [10, 17, 19].

2.2.1 Odhady ploch a objemii bodovymi testovacimi miizkami
Odhad plochy v roviné fezu pomoci bodové testovaci sondy (miizky), rovnice 1:
estA=a - P, (1)

kde est A je odhad plochy méfeného objektu, a je parametr pouzité testovaci sité (plo-
cha piislusejici jednomu testovacimu bodu) a P je pocet pruseciki sité s hodnocenym
objektem.



Delesseho princip — plosny podil A4 dava odhad objemového podilu Vi, téze slozky, rov-
nice 2:
est Ay = estVy. (2)

Rosiwalovo pravidlo — plosny podil A4 je roven délkovému podilu Lj, rovnice 3:
est Ay =estLy,. (3)
Vypocet odhadu objemu podle Cavalieriho principu, rovnice 4:

estV =T -(A1+ A+ ...+ Apn), (4)

kde est V' je odhadnuty objem, 7' je vzdalenost mezi dvéma sousednimi hodnocenymi
fezy, A; je plocha odhadnuta u i-tého fezu pii poctu m hodnocenych fezu.

2.2.2 Odhad délek pomoci rovin ve 3-D a linearnimi sondami ve 2-D

Délkova hustota je vhodnym vyjadienim délek biologickych struktur ve znamém objemu
tkané a a lze ji vyjadiit jako Ly (Y, ref) dle rovnice 5:

L(Y)
V(ref)’

kde L(Y) je délka objekti Y v referenénim prostoru o objemu V (ref).

Ly(Y,ref) =

(5)

Dvojrozmérnym testovacim systémem pouzitelnym k tomuto odhadu je mnozina izot-
ropnich systematickych ndhodnych rovin (IUR, isotropic uniform random sections),
které zachyti hodnoceny objekt s pravdépodobnosti pfimo tmérnou jeho délce. V sys-
tému téchto fezti odhadujeme délkovou hustotu dle rovnice 6:

2
est Ly = o Q 4, (6)
1%

kde @4 je pocet profili zachycenych systémem rovin v objemu vymezeném témito
rovinami a Sy, je plosna hustota testovacich rovin.

Odhad délek linearnich struktur ve 2-D Ize s vyhodou provést pomoci modifikované
Buffonovy metody, pfi niz je délka objektii odhadovana z poc¢tu priseciki testovaciho
systému (linie ¢ kiivky) s hodnocenymi vldknitymi objekty. V ramci fezi pak lze
vyjadfovat i délkovou hustotu hodnocenych profili v fezu (intensity of planar fibre
process) L, dle rovnice 7:

La=— (7)
kde L je odhad délky a A je referenc¢ni plocha fezu, v niz se dané linearni struktury
vldkna vyskytuji a v niz odhad provadime.

2.2.3 Odhady povrchu a povrchové hustoty

Povrchova hustota je casto uzivanym kvantitativnim parametrem ploch v objemovém
elementu vzorku a je definovana podle rovnice 8:

Sy(Y,ref) = %, (8)

kde Sy (Y, ref) je povrchova hustota plochy povrchu S(Y') v referenénim objemu V' (ref).



Odhad povrchové hustoty vyzaduje aplikaci linearnich sond na izotropni uniformni na-
hodné orientované (IUR) nebo vertikalni uniformni (VUR) fezy, kdy vysledek ziskame

dle rovnice 9:
est SV = 2IL7 (9)

kde I}, je pocet priisecikti povrchu s linearni testovaci sondou.

Pii pouziti vétsiho poctu obrazku k odhadu povrchové hustoty pocitame tento para-
metr dle rovnice 10: 2.y
_ i=1 11
est Sy (Y,ref) Up-S P (10)
kde Sy (Y, ref) je povrchova hustota povrchu S(Y') v referenénim objemu V (ref), I; je
pocet priisecikii povrchu se sondou pro obrazek s indexem ¢, P; je poc¢et bodt pomocné
bodové miizky zasahujicich referenéni prostor obrazku s indexem i a [/p je délka [
testovaci linie pfipadajici na bod p pomocné mrizky.

Predpokladem pro tento odhad povrchu je nahodnost orientace rezi, tj. testovaci li-
nie prokladané vzorkem musi byt izotropni IUR ¢i VUR fezy. Z praktickych davodh
je casto vhodnéjsi namisto zcela izotropnich fezti pripravovat VUR tezy, které vsak
jiz nejsou izotropni ve 3-D, ale jen v horizontalni roviné. Izotropii zajistime v arbit-
rarné zvolené horizontalni roviné rotaci kolem zvolené vertikalni osy o ndhodny thel
¢. Horizontalni rovinu si u dané série vzorkil sami volime a terminy ,horizontalni“
a ,vertikalni“ nemaji zadny vztah k anatomickym rovinam. Vzorek pak krajime syste-
matickymi fezy kolmo na horizontalni rovinu. Vertikalni rovina, kterou jsme preparat
prokrajeli, zasdhne s vyssi pravdépodobnosti horizontalni plochy, nezli vertikalné orien-
tované plochy. Abychom toto vychyleni vyrovnali, potfebujeme pouzit takové testovaci
linie, jejichz délkova hustota je imérna sinf, kdy 6 je odklon od vertikaly a prubéh
téchto linii je spise horizontalni nezli vertikalni. Takové vlastnosti spliuji kiivky zvané
cykloidy, jsou-li orientovany svou kratsi osou paralelné se zminénou vertikalni osou.
Kombinace roviny generované VUR otocenim o thel ¢ a aplikaci sité cykloid odpo-
vida pouziti izotropniho ¢arového testovaciho systému. VUR fezy miizeme s vyhodou
pouzit soucasné s urcovanim plochy i k odhadu objemi Cavalieriho metodou, ktera
nevyzaduje nahodnou orientaci Tez.

2.2.4 Mikrovazalni hustota

Pri kvantifikaci kapilar, pre- a postkapilar ve vétsich tkanovych bloccich je vhodné pres
trojrozmérnou povahu cév pouzit dvojrozmérné kritérium miry jejich pfitomnosti, tzv. mik-
rovazalni hustotu (microvessel density), kterou lze stereologicky vyjadrit jako parametr Q4
podle rovnice 11:

Q

Q=" (1)

kde @) je pocet profili mikrocév zachycenych na fezu o referen¢ni plose A. Pravidlo k zapodi-
tani profili objektt ve 2-D je nestranné [3]. Plochu hodnoticiho ramecku zndme z kalibrace,
event. ji mizeme pii nepravidelnostech obryst referencni plochy hodnotit bodovou testovaci
miizkou.

2.2.5 Odhady numerické hustoty c¢astic disektorem

Disektor je stereologickd objemova testovaci sonda k pocitani objektti v referencni obje-
mové jednotce. Z pocCtu objektii a znalosti referenéniho objemu mtizeme odhadnout
jejich numerickou hustotu. Dodrzeni pravidel disektoru zarucuje vysledek nevychyleny



(unbiased) rozdily ve velikosti a orientaci pocitanych objektt (napf. bunék). V zavis-
losti na technice porizeni fezii rovinami tkanového blocku lze pouzit disektor:

fyzicky — zaloZzeny na obrazech dvou ¢ vice fyzickych Fezi registrovanych v ose 7,
opticky — postupnym proostfovanim preparatu prochazime jednotlivé roviny, v nichz
pocitame jednotlivé objekty.

Vypocet odhadu hustoty provadime podle rovnice 12:

. Z?:l Q;(pm“) P
TSRl ah

kde est Nv(par) je odhad (estimétor) poc¢tu ¢astic v objemové jednotce referenéniho
prostoru, @~ (par) je pocet ¢astic zapocitanych v disektoru, P;(ref) je pocet bodii
miizky pfipadajici na referenéni prostor, p celkovy pocet bodi pomocné mfiizky, a
plocha hodnoticiho ramecku a h je celkova vyska disektoru. V roviné jednotlivych fezi
se pak aplikuje pocitaci pravidlo shodné s 2-D hodnoticim rameckem.

est N, (par) (12)

2.2.6 Primy odhad poc¢tu objektu pomoci optického frakcionatoru

Technika disektoru umoznuje odhad poctu ¢astic v referenénim prostoru prepoctem z jejich
numerické hustoty. V piipadé, ze jedinym parametrem vyznamnym pro biologickou otazku
je prosty pocet mikroskopickych objektti, je metodou volby opticky frakcionator jakozto
kombinace optického disektoru (viz oddil 2.2.5, str. 9) a jedno- ¢i vicetiroviiového vzorkovani
(oddil 2.2.7, str. 10). Aplikace frakcionatoru je obvykle trojstuptiova:

1. Cely vzorek je zalit do média umoziiujiciho jeho kompletni rozkrajeni na fezy. Céast
fezl vybranych k dalsimu hodnoceni tvofi znamy podil (frakci) ozna¢enou ssf (section
sampling fraction) a hodnota tohoto podilu je znama.

2. V kazdém z vybranych feztl jsou pomoci optického disektoru spocitany hodnocené
objekty. Podil ploch 2-D hodnoticich rameckt disektoru vici plose fezi je oznacen as f
(area sampling fraction) a je znam.

3. Podil vysky disektoru a sily fezu je oznacen hsf (height sampling fraction).
Celkovy pocet hodnocenych objektt ve vzorku N pak odhadujeme podle rovnice 13:

est N = Q_ ¢ (13)

f  ssf-asf-hsf’
kde @ je celkovy pocet objekti zapocitanych v optickych disektorech, f je obecné oznaceni
pro podil konecného vybéru hodnoceného objemu v celkovém objemu vzorku a hsf, asf
a ssf jsou podily rozepsané v jednotlivych stupnich vzorkovani.

2.2.7 Vzorkovani

Systematicky uniformni nadhodny vybér (SURS) je vhodné provadét na kazdé trovni
odbéru, kdy dochazi k redukci, resp. vzorkovani odebrané tkané z makroskopického
organu, redukci poc¢tu hodnocenych histologickych fezt, ¢i vybéru zornych poli pofi-
zovanych silnéjsim objektivem v ramci jednoho histologického Tezu.

Pozice prvniho vzorku v sérii je uréena ndhodnym cislem. Pozice dalSich vzorka jsou
ekvidistantni vzhledem k prvnimu. Hustota vybéru vzorku se ridi pozadovanym koefi-
cientem chyby (viz oddil 2.2.8, str. 11). Rozptyl SURS je vZdy minimélné stejny jako
u prostého ndhodného vybéru, vétsinou je vsak vyznacné nizsi.
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2.2.8 Hodnoceni koeficientu chyby

Koeficient chyby (CE) je uziteénou mirou variability, kterd je pro zékladni soubor defi-
novana rovnici 14:

_sD

X

CE (14)

Posouzeni variability Cavalieriho Fezu prostorové korelovanymi objekty je mozné pro-
vést hodnocenim variability zptisobené vybérem (sampling error) odhadem CE (rovnice
15, 16) dle Gundersena a Jensenové [5]:

1 3a+c—4b

E — . 1
est CE,(GJ) S D , (15)
kde koeficienty a, b, ¢ jsou definovany jako:
n n—1 n—2
CZ:ZAlAZ, b:ZAi'AiJrla C:ZAi'AiJrQ' (16)
i=1 i=1 i=1

Vyuziti délkové hustoty pro analyzu trhlin

P1i analyze pribéhu ruptury ¢i disekce cévni sténou lze s vyhodou pouzit znalosti délkové
hustoty profilti jednotlivych slozek cévni stény na fezu L 4 k mikroskopickému posouzeni toho,
kterou ze slozek se trhlina preferencné siti. Lze postupovat testovanim nulové hypotézy Hy:
Ruptura ¢i disekce probihé cévni sténou nahodnym zpiisobem, tj. bez preferenc¢niho pribéhu
napfic¢ uréitymi strukturami (napf. elastinovymi vlakny).

7 odhadu referen¢ni hodnoty délkové hustoty profild objekt v fezu lze podle rovnice 17
[24] vypoditat teoreticky pocet priseciki trhliny s danou strukturou (napt. s elastinovymi
vlakny) pfi platnosti nulové hypotézy Hy, kterd predpokladd ndhodnou drahu trhliny ve
tkani: 5

estPL:l-—-LA, (17)
™

kde P;, je vypocteny pocet prisecikt profilu trhliny na fezu s hodnocenou slozkou cévni
stény (napf. s elastinovymi vlakny) a [ je délka profilu trhliny v fezu. Pii signifikantnim
rozdilu teoretické hodnoty P, a hodnoty P; skutec¢né napocitané v histologickych fezech lze
zamitnout Hy. Pri signifikantnim vysledku parového porovnani P, < Pj, resp. pti P, > P;
lze pak usoudit na skutecnost, zda ruptura protina slozku cévni stény vice, resp. méné, nezli
by odpovidalo ndhodé.

2.3 Trojrozmeérné rekonstrukce

Cévy, jejichz sténu mikroskopicky analyzujeme, jsou vétSinou soucasné anatomickymi ob-
jekty, jejichz makroskopické rozméry nelze vzhledem k sile histologickych fezi a délce his-
tologickych Fezii zanedbat. Potfebujeme-li ozfejmit prostorové vztahy jednotlivych soucasti
vétsiho vzorku ¢ naopak vizualizovat geometricky slozity pribéh drobnych cév (napi. vasa
varosum) se souc¢asnym zachovanim informace o histologické skladbé preparatu, mtizeme vy-
uzit potencial pocitacovych trojrozmérnych modelt zalozenych na rekonstrukci optickych ¢i
fyzickych sériovych fezii. Kromé vizualizac¢niho efektu lze z rekonstruovanych objekti vytézit
i dalsi kvantitativni data jako napt. velikost povrchu a objemu (u uzavienych objekti).

U mikroskopickych rekonstrukei zalozenych na optickych fezech dominuje v soucasné
dobé jako zdroj obrazti konfokalni mikroskopie, viz napt. [12, 14]. Alternativou ke klasickym
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Vv

tuce puvodnich prostorovych vztaht jednodussi a rychlejsi nezli u klasickych histologickych
fezti [13]. Volba vhodného zdroje obrazovych dat je vSak vazana na rozméry rekonstruo-
vanych struktur, pricemz pro nékteré objekty ztstava v histologii a zejména v embryologii
rekonstrukce zaloZend na fyzickych sériovych fezech doposud metodou volby, viz napt. [27].
Velkou inspiraci pro nasi praci byla monografie [2], pojednavajici podrobné jak o vhodné
pripravé sériovych fezl pouzitelnych k rekonstrukeim, tak o restituci fezi. Prestoze tato pu-
blikace patii ke klasickym pracim v oboru, vétsina zasad v ni popsanych ma obecnou platnost
a je vyuzitelna i v dobé pocitacovych rekonstrukei. Technika rekonstrukci ze sériovych ez,
jejiz variantu popisujeme v nasledujicim textu, je dosti pracné, ma fadu tskali (sesazovani
fezll v ose Z, odstranéni vlivu artefaktt vzniklych kréjenim) a dosud skyté prostor pro tviréi
praci potiebnou k jejich pfekonavani.

2.3.1 Rekonstrukce ze série histologickych rezu

1. Snimky objektt ziskdme klasickou mikrofotografickou cestou. Pokud objekty (napf.
vEtsi cévy) svou velikosti presahuji moznosti mikrofotografie, mohou byt proto naske-
novany béznym stolnim skenerem, kdy vhodnym rozlisSenim miize byt napt. 1200-2400
dpi.

2. Byly-li fezy skenovany, pro rychlou separaci jednotlivych fezii ze série sklicek mtizeme
s vyhodou pouzit kombinaci posouvani vybéru o konstantni velikosti a automatizova-
ného sniméni obrazovky pomoci volné dostupnych programii IrfanView (Irfan Skiljan)
a WinGrab (Per Skjerpe, Stavanger, Norsko). Vysledkem je neregistrovana série.

3. Hlavni pripravnou fazi je registrace obrazi, tj. snaha o restituci fezi do stavu pred
rozkrajenim. Pfi delsich sériich se nevyhneme manualnim korekcim (translace, rotace),
napt. v programu ImagRegl (Jiii Janacek, FgU AV CR v Praze). Metody elastické
registrace mohou vyrovnat deformace vzniklé krajenim fezii, u dlouhych sérii vsak
zpravidla nejsou pouzitelné. Optimalni pfekryv mezi sousednimi fezy vynikne v nega-
tivu.

4. V registrovanych obrazech pak segmentujeme oblasti naseho zajmu (kontury vyznac-
nych struktur), napf. programem Ellipse3D (ViDiTo, Kosice, Slovensko). Volime mezi
poloautomatickymi néastroji (princip prahovani, watershed, LiveWire apod.) ¢i manual-
nim obkreslovanim grafickym tabletem. Rezy nepouzitelné pro rekonstrukei (roztrzené,
deformované, netiplné) ponechdme v sérii a pfi segmentaci je presko¢ime a interpolu-
jeme. Jednotlivé kontury patiici k téze struktufe sdruzujeme jako objekty urcité tridy.

5. Pro orientaci mezi objekty a hledani chyb miizeme pred vlastni rekonstrukei zviditelnit
kontury ve 3-D (napf. modulem Contours v programu Ellipse3D).

6. Rekonstrukei povrchu zobrazime modulem Surface (Ellipse3D). V ném volime pro kaz-
dou tiidu nastaveni prithlednosti, stupné vyhlazeni, barvu, intenzitni prah pro zobra-
zeni, kvalitu (a tim i vypocetni naroc¢nost) rekonstrukce (zvl1ast pro XY a zvlast pro 2)
apod. V globalnim nastaveni mtizeme provést fez objektem pomoci masky. Pokud po-
zadujeme rekonstrukei jen nékterych rovin, vratime se zpét na sérii zdrojovych obrazki
s konturami a Processing Crop vymezime pozadované axialni roviny.

7. Modul Surface nejprve vytvori volumetricky model objektt ze série kontur dané tiidy.
Pak pro zobrazeni vytvari model povrchu téchto objekti tim, ze v sérii obrazki dete-
kuje tzv. isosurface, coz je povrch vytvareny pri renderingu spojenim série 2-D kontur.
Je mozné nastavit citlivost propojeni téchto kontur, coz je uzitecné napt. pokud mame
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u ruznych organu ruzné odstupy mezi sousednimi konturami (u organt s mensi nepra-
videlnosti nebyva nutné segmentovat kontury v kazdé roving).

3 Vysledky a zavéry

3.1 Hlavni vysledky a nalezy

Za hlavni piinos kvantitativnich metod v predkladané praci povazujeme hodnoceni morfo-
logickych vlastnosti tkanovych vzorkd pomoci spojitych kvantitativnich proménnych, coz
v kombinaci se systematickym a nestrannym vybérem vzorkt umoznuje aplikovat na po-
rovnavané skupiny standardni statistické postupy a testy. Diky tomu poskytuji predlozené
publikace nasledujici odpovédi na otazky formulované v oddilu 1.2:

3.1.1 Metody kvantitativniho popisu cévni stény

1. K vyhoddm metod obrazové analyzy patii moznost automatizace (skriptovani) pii
zpracovani velkého poctu histologickych vzorkt uniformniho vzhledu. Velké ¢ast biolo-
gického materialu, zejména patologicky zménéné vzorky a biopsie, ma pti prehlednych
metodach i afinitni histochemii variabilni barvitelnost, resp. obsahuje artefakty, coz ¢ini
mnohdy automatické zpracovani obrazu nepouzitelnym. Stereologické postupy maji
vétsinou vétsi podil interaktivni prace uzivatele, avSsak prostor pro subjektivni chybu
je minimalizovan aplikaci jednoznac¢nych pravidel. Piitomnost artefaktti a variabilita
vzorkl obvykle nelimituje vyuziti histologickych fezii a zpracovani mnohdy cenného
materialu je hospodarnéjsi. Vétsina stereologickych metod je velmi dobfe dokumen-
tovana v fadé prestiznich publikaci a poskytuje nevychylené (unbiased) vysledky. Na
kazdé trovni odbéru ¢i redukce materidlu by mél probéhnout systematicky uniformni
ndhodny vybér (SURS), ktery zajisti, aby se analyzované struktury staly souc¢éasti mik-
roskopického vybéru s pravdépodobnosti pfimo zavislou na frekvenci jejich vyskytu ve
vzorku. SURS pfinasi efektivni a rovhomérné pokryti materidlu vybérem, tj. stejnou
Sanci pro vsechny ¢asti vzorku, aby se staly soucasti hodnoceného vybéru, a snizeni
variability zptisobené vybérem [29)].

3.1.2 Studium aterogeneze a jejich komplikaci

2. Pro posouzeni vulnerability aterosklerotickych 1ézi je k doplnéni stavajici kvalitativni
klasifikace vhodné mérit pomérné zuzeni cévniho lumina 1ézi, objemovy podil lipido-
vych depozit, hemoragii, kolagenniho vaziva a hladké svaloviny v 1ézi, silu fibrézni
cepicky léze. Rozvoj zanétlivé infiltrace lze kvantifikovat jako numerickou hustotu jed-
notlivych druhti leukocyti znacenych afinitni histochemii ¢i jako plosnou nebo objemo-
vou frakci zanétlivych cytokinii, adheznich molekul a metaloproteinaz. Neoangiogeneze
se projevi zvySenim poctu profili specificky znacenych endotelialnich shlukt na fezu
tunica adventitia ¢i tunica media. Tyto parametry je vhodné doplnit posouzenim frag-
mentace elastinu pomoci stiedni vzdalenosti sousednich elastickych lamel, objemového
podilu elastinu v tunica media a délkové hustoty elastinu [29].

3. Prokézali jsme vyznacnou roli zanétlivého procesu u pacientii s rupturou aneuryzmatu
abdominélni aorty (AAA), a to na trovni zanétlivych lozisek [31, 32] infiltrujicich
neovaskularizované oblasti stény ruptur AAA ve srovnani s asymptomatickymi AAA.
Histologicky obraz zanétu odpovidal vyssim hladindm IL-6, IL-8 a TNF-« [32] a zvySeni
metabolizmu kolagenu typu III s pfevahou jeho degradace [30] u ruptur AAA.
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4. U aneuryzmatické aorty dochéazi k vyznacnému poklesu objemové frakce kontraktil-

niho fenotypu hladkych svalovych bunék v tunica media, zatimco objemova frakce
kolagenu je oproti normalni aorté relativné zvysena a objemova frakce elastinu se po-
hybuje v rozpéti od nuly az k normalnim hodnotam. Vysledky Fourierovy transformace
(FFT) mikrofotografii tunica media lze kvantifikovat tvarovym faktorem cirkularniho
histogramu FFT, ktery je citlivy na zmény v orientaci a fragmentaci elastinové sité.
Metodika je citliva k rozdiliim mezi normalni a patologickou sténou aorty, avsak pro
extrémni rotacni asymetrii stavby stény AAA se vysledky pro aterosklerotickou aortu
a AAA prekryvaji [33].

. U transplantovanych srdci apolipoprotein E-deficientnich (apoE-KO) mysi i transplan-

tovanych srdci wild-type mysi byly aterosklerotické léze aortalniho sinu vétsinou atrom-
bogenni a stabiln€jsi nezli platy apoE-KO mysi, u nichz transplantace nebyla pro-
vedena. Posttransplantacni reakce cév myokardu maskovala potencialni regresi ate-
rosklerézy v koronarnim tecisti. Transplantace srdce apoE-KO mysi nepredstavuje
vhodny experimentalni model pro studium regrese aterosklerézy [34].

. Dlouhodobé podavani cholesterolem obohacené diety je u apoE-KO mysi spojeno

s masivnéjsim rozvojem aterosklerotickych zmén hrudni aorty v disledku akcelero-
vaného ukladani cholesterolu do cévni stény [35].

P1i pokusu navodit regresi aterosklerotickych 1ézi heterotopickou transplantaci aorty
u juvenilnich jedincii apolipoprotein E-deficientni mysi doslo k transplantac¢ni arteritide
s tvorbou neointimy, elastinolyzou a infiltraci arterialni stény T- a B-lymfocyty, mak-
rofagy a neutrofily. Tyto zmény pievazily nad moznou regresi aterosklerotickych 1ézi,
a to i u skupiny kontrolnich wild-type mysi. U juvenilnich zvirat povazujeme tedy tuto
techniku za prilis invazivni zasah, ktery pro poskozeni vasa vasorum transplantovaného
tseku neni pro regresni studie vhodny [36, 37].

3.1.3 Morfometrie a 3-D rekonstrukce v biomechanice cévni stény

8.

10.

11.

Ptinos FFT u studia norméalnich vzorkt aorty prasete je pomérné omezeny. Nebyly
nalezeny rozdily v morfologii elastinové sité hrudni vs. bfisni aorty ani ventralni vs.
dorzalni stény aorty. Stfedni vzdalenost sousednich elastinovych lamel na transverzal-
nim fezu aortou prasete byla vétsi u brisnich nezli u hrudnich segmentt tychz aort
(38, 39].

Morfometrické iidaje o geometrii a slozeni hrudni a bfisni aorty prasete byly vyuzity
jako vstupni data pro kompozitni model aortalni stény. Pocitacova simulace zalozena
na histologické analyze ukazala, ze vyznam rezidualniho napéti mezibunécéné hmoty
(pfevazné elastinu) prevazuje ve sténé arterie elastického typu nad tonusem hladkych
svalovych bunék. Naproti tomu v periferii arteridlniho systému, kde zastoupeni hladké
svaloviny v cévni sténé vyrazné prevazuje nad pritomnosti elastinu, hraje aktivace
myocyti pii regulaci prisvitu cév hlavni roli [40]. Upfesnéné data byla pouZita i v na-
vazujicich numerickych simulacich s kompozitnim jedno- [41] a dvojvrstevnym [42]
modelem arterialni stény.

V adaptovaném makroskopickém konec¢néprvkovém modelu geometrie srdec¢nich komor
psa byl definovan pribéh drah pievodniho systému srde¢niho. Sifeni vzruchové akti-
vity prevodnim systémem i jeho prestup na pracovni myokard byl simulovan pomoci
matematické metody bunéénych automatt [43].

Model s redlnou geometrii lumen a stény AAA zalozenou na CT-angiografii a s respek-
tovanim anatomickych okrajovych podminek rekonstruovanych z CT ukazuje detailné
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vliv lokéalnich nepravidelnosti vyduté, vliv vétveni a redistribuce toku kapaliny a vliv
rotacné asymetrického trombu a sily aortalni stény na distribuci napéti ve sténé AAA
a na rychlostni profily proudici kapaliny béhem systolicko-diastolického cyklu. Pfinos
navrzené studie by mohl byt vyznamny zejména pii sledovani pacienti s asymptoma-
tickym AAA o rozméru pod 5 cm a s vy$S$im opera¢nim rizikem [45, 44]. Bez dat zis-
kanych magnetickou rezonanci (MRI) ¢i endoskopickou sonografii nelze doplnit model
o udaje o slozeni cévni stény konkrétniho pacienta. Model vyzaduje validaci a korekci
na zakladé klinickych zkusenosti cévniho chirurga.

3.2 MozZné pokrac¢ovani vyzkumu

Na zakladé dosavadni prace povazujeme za perspektivni nasledujici problémy, na jejichz
feseni se podilime:

1. Ve spolupraci s Ustavem fyziologie Lékaiské fakulty UK v Plzni studujeme mikro-
skopickou strukturu subrenalni aorty u modelu chronického renalniho selhani potkani
s parcialni nefrektomii a hypertenzi. V pfipravné studii jsme zmapovali variabilitu obje-
mového podilu elastinu a hladkych svalovych bunék, délkové hustoty elastinu, stfedniho
poctu elastinovych lamel a stredni vzdalenosti mezi sousednimi elastinovymi lamelami
v sériich histologickych fezi tunica media normélnich kontrolnich zvitat. Optimalizo-
vali jsme metodiku vzorkovani histologickych fezi vybérem mikroskopickych zornych
poli a vyhodnotili jejich potfebny pocet vzhledem k variabilité uvedenych parametri
a rotacni asymetrii aortalni stény. V navazujici praci testujeme nasledujici hypotézu
Hy: P1i 10 tydnt trvajici hypertenzi v systémovém obéhu modelu chronického renalniho
selhani nedochézi u potkana k remodelaci stény subrenalni aorty, ktera by se projevila
zménou vyse uvedenych parametri.

2. Ve spolupréci s Klinikou kardiovaskularni chirurgie Institutu klinické a experimentalni
mediciny v Praze jsme navrhli histologické hodnoceni vlivu aplikace t¥i druht tkano-
vych lepidel do falesného lumen modelu disekce aorty u miniprasete. V probihajici
studii testujeme hypotézu Hy: Aplikace konkrétniho druhu lepidla (Gelatin-resorcinol-
formaldehyd, BioGlue, Tissucol) neni faktorem vysvétlujicim variabilitu v histopato-
logickych nalezech po dobu 1-12 meésicii od aplikace lepidla v modelu aortalni disekce
u miniprasete.

3. Ve spolupraci s Flebologickym centrem Praha jsme provedli pilotni studii k porovnani
objemové frakce hladké svaloviny v tunica media a tunica adventitia vzorkt vena sa-
phena magna et parva odebranych pacientim s chronickou insuficienci povrchovych zil
dolnich koncetin. V soucasnosti sbirame material k ovéfeni hypotézy Hj: Ve skupiné
pacientii Flebologického centra Praha neni vyznacného rozdilu v zastoupeni hladké
svaloviny ve sténé varikéznich vzorki vena saphena parva ve srovnani se vzorky vena
saphena magna.

4. Ve spolupréaci s Katedrou mechaniky Fakulty aplikovanych véd Zapadoceské univerzity
v Plzni hodnotime orientaci jader hladkych svalovych bunék ve vzorku aorty prasete
poté, co vzorek podstoupil mechanické testovani. Cilem hodnoceni je méfenim do-
statecného poctu jader myocyti ziskat histogramy thli mezi dlouhou osou myocyti
a radidlnim (axidlnim) smérem cévy tak, aby bylo mozno posoudit modelovy koncept
usporadani myocytt tunica media a prilehlych vldken mezibunécné hmoty do systému
dvojité sroubovice obtacejici tunica media aorty.
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5. Ve spolupraci s Institut fiir Histologie und Embryologie, Veterindrmedizinische Univer-

sitét Wien, kvantifikujeme plosnou hustotu profilti krevnich cév s endotelem znacenym
kombinaci lektinové histochemie a imunohistochemie v histologickych fezech nadorove
transformovanymi a kontrolnimi vzorky lymfatickych uzlin psa (studie je vii¢i nasemu
pracovisti zaslepena). Cilem préce je statisticky popsat vztah hustoty mikrocirkulace
uzlin vuci ne/pritomnosti histologického gradingu neoplazie a expresi vaskularniho en-
dotelidlniho rustového faktoru (VEGE A-20). Druhotnym cilem je zpfesnit dosud ne-
jasny popis angioarchitektoniky mikrocév v lymfomech prostiednictvim analyzy shluki
tvorenych profily cév na fezu a testovanim an/izotropie téchto profili pomoci Delauna-
yovy triangulace za ti¢elem posouzeni teorie tzv. ,hot spots® (pfedpokladanych center
neoangiogeneze, na jejichz hodnoceni jsou postaveny nékteré prace zkoumajici novo-
tvorbu cév v lymfomech). Soucasné na fezech identickou uzlinou porovnavame senzi-
tivitu a specificitu péti riznych protokolti imunohistochemie a lektinové histochemie
pouzitelnych pro prikaz endotelu u psa a variabilitu kvantifikace mikrocév pti opako-
vaném hodnoceni tymz pozorovatelem a dvéma nezavislymi pozorovateli.
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Dissertation abstract

The dissertation thesis consists of seventeen papers dealing with quantitative histological
assessment of vascular wall and with application of morphometry in atherosclerosis research
as well as in biomechanics of elastic arteries. History of microscopic morphometry with
an emphasis on stereology is reviewed in the Introduction. The principles of mathematical
morphology and of stereological estimation of volume, surface, area, length, and numerical
density of objects in tissue blocks are explained in the Methods. The key rules of unbia-
sed sampling of histological series and designing morphometric studies are summarized. The
distribution of the overall observed variance in biological experiments, its sources and ma-
nagement are discussed. Procedures necessary for three-dimensional reconstructions based
on scanned histological series are described.

We proved that inflammatory process was significant in patients with ruptured aneurysm
of abdominal aorta (AAA). There were more pronounced inflammatory infiltrates in areas
of neovascularization in ruptured AAA than in asymptomatic AAA patients. Histological
findings were in agreement with higher cytosol cytokine levels (IL-6, IL-8, TNF-«/), enhanced
collagen III metabolism and degradation in ruptured AAA. We found lower volume fraction
of the contractile phenotype of smooth muscle cells, higher volume fraction of collagen, and
minimal to normal elastin volume fraction within the tunica media of AAA than in normal
aorta.

Apolipoprotein E-deficient (apoE-KO) mice fed with a cholesterol-rich diet for five mon-
ths developed accelerated atherosclerosis of thoracic aorta with atherosclerotic lesions of
higher volume than the group fed for two months only. In another study, heterotopic heart
transplantation in apoE-KO mice didn’t prove itself to be a reliable experimental model
for study of atherosclerosis regression, although the lesions found in aortic sinus were more
stable in some of the transplanted than in non-transplanted animals. In another study, no
regression of initial atherosclerotic lesion was achieved by syngeneic heterotopic transplan-
tation of thoracic aorta segments of 12-week-old apoE-KO mice to wild-type recipients of the
same age. On the contrary, neointima formation, arteriosclerosis and degradation of elastin

19



prevailed in all transplanted specimens, even in control groups. It was suggested that the
minute and sensitive wall of juvenile aorta suffered from severe disturbance of vasa and
nervi vasorum caused by the invasive intervention in the transplanted animals, so that it
became vulnerable to inflammation and transplant arteriopathy. The reproducibility of the
promising regression model in 12-week-old mice was derogated by the striking dependence of
the results upon the operation technique. Thoracic to abdominal aorta transplantation did
not offer a method which would enable us to study atherosclerosis regression in 12-week-old
apoE KO mice.

The mean distance between adjacent elastic lamellae was higher in paired transversal
sections through abdominal than thoracic segments of porcine aortae. Volume fraction of
elastin within tunica media did not differ between paired samples of thoracic and abdominal
porcine aorta. We assessed volume fractions of collagen and smooth muscle, as well as elastin
length density in porcine aorta. Computer simulation performed with a composite model
of aortic wall and based on histomorphometry suggested that in the aorta the residual
strain in the extracellular matrix (mainly in elastin fibres) was much more important for the
proper function of the arterial wall than the tone of smooth muscle cells. In another paper,
morphometric analysis succeeded mechanical uniaxial traction tests in order to supply a two-
layer composite mathematical model of the aorta with sufficient data.

A three-dimensional geometry model of canine heart ventricles considering anisotropy of
the cardiac muscle was presented. Simulation of excitation of the cardiac conducting system
and myocytes was done with cellular automata and coupled with a finite element model of
heart mechanics.

We developed a computer model of the blood flow and vascular wall mechanics in AAA.
Morphology of the model including its boundary conditions was based on real patient-specific
geometry data obtained with computer tomography. Dependence of wall stress contours and
velocity profiles upon the realistic geometry of vessel lumen, thickness of arterial wall and
intramural thrombus, and branching was simulated during the cardiac cycle. This approach
was suggested to be suitable for follow-up study of patients with high surgical risk but smaller
aneurysms observed for the aneurysm growth, where simulations could be correlated with
surgeon’s clinical experience.

Stereological quantification of microscopic structure of blood vessels was found reliable,
and reproducible. Most of the stereological methods used nowadays had been designed as
unbiased, and assumption-free. Description of morphological properties of tissue specimen
with use of continuous variables and systematic unbiased sampling permitted us to apply
standard statistical procedures and tests to morphometric data. Due to our experience,
stereological quantification might be useful for other topics of vascular research, e.g. for
describing histology of hypertensive aorta remodelling in a model of chronic renal failure
in rats, for assessment of alteration of aortic wall caused by application of biological glues
into a model of aortic dissection, or for description of angioarchitectonics of microvessels in
normal and tumourous lymph nodes.
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