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Abstrakt

Z dosavadniho shrnuti poznatkl o histologii mikrocév je patrné, Ze samotna kvantifikace
mikrocév by méla byt provazena i popisem tkdné€ jimi zasobované. Tento tkanovy kontext se
vsak v méfitku vétSich organt, jako je napft. aorta velkych savci ¢i mozek ¢loveéka, mize na
makroskopickém meétitku v fadu centimetri ¢i decimetri vyznamné meénit. Vzhledem
k tomu, Ze dosavadni poznatky o rozmanitosti hustoty, usporadani a orientace mikrocév jsou
zpravidla omezeny na makroskopicky malé oblasti téchto organil, povazujeme zmapovani
distribuce mikrocév na makroskopickém meétitku za pomérné zasadni problém, jehoz feSeni
bylo jednoticim prvkem této dizertacni prace. Hlavni zjisténi ze Sesti provedenych studiich

jsou nasledujici:

Zjisténi 1: Existuje znacna segmentalni variabilita v hustoté a hloubce priniku vasa vasorum
v aort¢ prasete. Denzita vasa vasorum je nejvyssi v hrudnich segmentech, stejné jako
hloubka priniku do tunica media, kterd zde piesahuje diive publikované vysledky.
Denzita vasa vasorum s vékem zvitat klesa, relativni hloubka priniku vsak nikoliv.
Jednotlivé segmenty aorty prasete nejsou pro studie zabyvajici se vaskularizaci krevni

stény vzajemné zamenitelné.

Zjisténi 2: Numerickd i délkova hustota mikrocév je v Sedé hmoté vyssi nezli v bilé hmoté
lidského mozku; v ramci Sedé hmoty je pak srovnatelnd mezi korovymi oblastmi
a bazalnimi ganglii. Vysokd denzita mikrocév je statisticky spojena se ztratou jejich
preferencni orientace.

Zjisténi 3: Nami vySetiované tenkosténné tubularni §tépy nebyly ani po 6 mésicich in vivo
implantace do krkavic kralika invadovany vristanim vasa vasorum, coz vSak pii vysoké
prostupnosti $tépt nebranilo diferenciaci hladkych svalovych bunék.

Zjisténi 4: Ke kalibraci mikro-CT je k dispozici generator virtudlnich (fantomovych) dat
vygenerovanych na zékladé zadani uzivatele, v némzZ uptesni poZzadované geometrické
charakteristiky, jako objem, povrch, délku a pocet objektli. Tato obrazova data lze pak
véetné realistického Sumu zpracovat na mikro-CT konzoli a vysledné geometrické
charakteristiky porovnat s pfedem zndmym popisem fantomovych dat. Z rozdilu lze
usoudit na chybu vzniklou segmenta¢nimi procedurami mikro-CT konzole a usoudit,

zda velikost této chyby né&jak ohroZzuje zavéry celého méteni. Z analyzy citlivosti



vidime, Ze rozliSeni by nemélo byt horsi nezli 1/10 typického rozméru vysetfovanych
mikrocév.

Zjisténi S: Vzorky vyduté biisni aorty cloveéka se vyznacovaly vyssi hustotou profila vasa
vasorum nezli normalni aorty. Hustota vasa vasorum soucasné korelovala s mirou
zangtlivé infiltrace, s markerem hypoxie, s expresi pentraxinu 3 a s makroskopickym
pramérem AAA. Soucasny vyskyt a kolokalizaci zvySené vaskularizace stény AAA
s expresi hypoxického markeru pokladame za morfologicky obraz hypoxicky
podminéné neoangiogeneze jakozto jevu, ktery je v literatufe podeziivan z vyznamné
role v patogenezi AAA a ze zvySovani jeji nachylnosti k ruptute.

Zjisténi 6: Na zakladé dat popisujicich slozeni stény krkavic prasete, avSak dosud bez
znalosti hustoty a distribuce vasa vasorum lze fici, Ze pfi vylouceni anatomickych variet
vétveni Ize sdruZzovat pravostranné cévy s levostrannymi a cévy od kastrovanych samic
a samcu. Naopak lze ocekdvat vyznamné rozdily mezi proximalnim, stiednim a
distalnim usekem krkavic, kde se tepna v kratkém tseku 2-3 cm méni z elastické na
svalovou. Vyslovujeme piedpoklad, Ze proximalni Gsek s koncentrickymi elastinovymi
lamelami bude pfi nizké prostupnosti elastinu pro difuzi latek prostoupen vasa vasorum
hustéji, nezli useky distalni. Tato hypotéza musi byt v§ak nejprve ovétrena daty z dosud
probihajici studie. Za Ucelné povazujeme rovnéZz porovnani stavby krkavice prasete
s dal$im obdobnym velkym modelem v experimentalni kardiovaskularni chirurgii, jimz

je krkavice ovce.

Téchto Sest zavéri néas opraviiuje k nasledujicimu shrnuti a zobecnéni: U organii
makroskopickych rozmérti (aorta ¢i krkavice velkych zvifat, mozek ¢lovéka) nemizeme
opravnéné predpoklddat uniformitu v rozmisténi, hustot¢ ¢i orientaci mikrocév na
mikroskopickém méfitku. Rozmanitost téchto mikroskopickych parametri vyzaduje jejich
dikladné mapovani. To v pfipadé mikroskopické variability organii velkych zvifecich
modeld uzivanych v experimentdlni mediciné umoznuje planovat experimenty s eticky
opodstatnénymi pocty jedinct ¢i tkanovych vzorkii. Ani u trojrozmérnych zobrazovacich
metod typu vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim nelze vynechat kalibraci vSech
postuptl, které dosud postradaji standardizaci. Siln€ podporujeme publikaci priméarnich

naméfenych dat v kazdé morfometrické studii.



Abstract

Considering the current knowledge on histology of microvessels suggested that
quantification of the tissue microvessels itself should be accompanied by a description of the
surrounding tissue components supplied by these microvessels. However, the microscopic
anatomy of this tissue context can vary considerably on the scale of large-sized organs, such
as the aorta of large mammals or the human brain. Given that the present knowledge on the
variability of densities, spatial arrangement, and orientation of microvessels is usually limited
to macroscopically small areas of these large organs, we consider mapping of the
microvessels on a large macroscopic scale to be a matter of great importance. This became
the unifying element of this thesis. The main findings based on six studies presented in the

thesis were as follows:

Finding #1: The density and the penetration depth of the vasa vasorum has a considerable
segmental variability in the porcine aorta. The density of the vasa vasorum was greatest
in thoracic aortic segments, as was the depth of penetration into the tunica media, which
exceeded previously published findings. The vasa vasorum density declined with age,
but the relative depth of their penetration did not. The individual segments of the
porcine aorta were not interchangeable for being used in further experimental studies

on the vascularization of porcine aorta.

Finding #2: Both the numerical density as well as the length density of microvessels was
greater in the grey matter that in the white matter of the human brain. These parameters
were comparable between the brain cortex and the basal ganglia. Greater density of
microvessels was statistically correlated with the loss of their preferential orientation.

Finding #3: Synthetic thin-walled tubular grafts examined in our study were not invaded by
the ingrowth of vasa vasorum even after 6 months of being implanted in vivo into rabbit
carotid arteries. The absence of the vasa vasorum did not prevent local differentiation
of smith muscle cells within these highly permeable thin-walled grafts.

Finding #4: A software generator of virtual (phantom) image stacks simulating micro-CT
scans was made available, including a realistic noise generator. The user input decided
on precisely known geometrical characteristics of the microvessels-minicking objects,

such as their volumes, surfaces, lengths, and numbers. The image data sets were



processed on a micro-CT console and and the error between the true known and
estimated data was quantified. The sensitivity analysis showed that resolution
decreasing below 1/10 of the typical size of the microvessels resulted in a considerable
error of the segmentation procedure, thus introducing a bias threatening the conclusions
drawn from the measurements.

Finding #5: Human abdominal aortic aneurysms (AAA) had a greater density of vasa
vasorum profiles than samples of normal aortae. The density of the vasa vasorum
positively correlated with the inflammatory infiltration, with the marker of hypoxia,
with the expression of pentraxin 3, and with the macroscopic AAA diameter. The
colocalization of increased vascularization of the AAA wall with the expression of a
hypoxia marker was considered as a morphological correlate of hypoxia-induced
neoangiogenesis. This phenomena was suggested to play a significant role in the AAA
pathogenesis and to increase its susceptibility to rupture.

Finding #6: The data mapping the relative quantities of the main tissue components the wall
of porcine carotid arteries suggested that, by excluding anatomical variations of
branching, right-sided and left-sided vessels and vessels from castrated females and
males can be pooled during experiments on these vessels. On the contrary, significant
differences were found between the proximal, middle and distal sections of the carotid
arteries, where the artery changed from elastic to muscular phenotype within a short
interval of 2-3 cm. As the mapping of the vasa vasorum is still in progress, we
hypothesize that the proximal segments with concentric elastin lamellae will be more
densely and deeply penetrated with vasa vasorum than the distal segments due to the
low diffusion permeability of elastin-rich proximal segments. However, this hypothesis
must first be verified by data from an ongoing study. We also consider it useful to
compare the structure of the pig carotid artery with another similarly large model in

experimental cardiovascular surgery, which is the sheep carotid artery.

We believe that these conclusions entitle us to the following summary: Uniformity in the
distribution, density or orientation of microvessels can not be reasonably assumed on
a macroscopic scale in large organs (such as aorta or carotid arteries of large animals, or the
human brain). The diversity of these microscopic parameters requires their thorough

mapping. In the case of microscopic variability of organs of large animal models used in



experimental medicine, this makes it possible to perform a power sample analysis to plan
experiments with ethically justified numbers of individuals or tissue samples. Even with
three-dimensional imaging methods such as high-resolution computed tomography, the
calibration of all procedures that still lack standardization cannot be omitted. We strongly

support the publication of primary measured data in each morphometric study.



Predmluva

Dizertaéni prace vznikla na $kolicim pracovisti, kterym byl Ustav histologie a embryologie
Lékarské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy. Pavodnim tématem mé dizertace byla
»~Kvantifikace histologickych zmén u arytmogenni kardiomyopatie. K tomuto tématu se mi
podafilo nasbirat vzorky pro pilotni studii a zpracovat piehledny Cclanek otistény
v tuzemském Casopise. Oproti ptivodnimu piedpokladu se mi nepodaftilo vytvofit dostatecné
pocetny soubor probandl pro vysledkovou studii o arytmogenni kardiomyopatii, coZ bylo
nepochybné dano zlepSenou in vivo diagnostikou i relativné nové zavedenym screeningem
sportovcu (jakozto rizikové skupiny ve vztahu k této diagnoze). Po porad¢ se skolitelem jsme
dospéli ke dvéma zasadnim zavérim:
1. Soubor by s velkou pravdépodobnosti neposkytl dostate¢ny objem dat a po
statistickém zpracovani by vysledky prace mohly byt neobhajitelné
2. V prabéhu poslednich let se vyrazné¢ zdokonalila diagnostika arytmogenni
kardiomyopatie, a to zejména v oblasti genetiky. Prace by tedy vyzadovala pro
uspéSné obhdajeni zahrnout do vyzkumu probandl i genetiku. Za soudobé pravni
tpravy v CR, kdy nebylo mozné provadét geneticky vyzkum materialu od Zivych
i zemfelych pacientil bez jejich souhlasu, resp. bez souhlasu osob blizkych
zemielému, a to, dle nékterych pravnich vykladi, ani anonymizované, se nejevilo
jako smysluplné pokracovat v pivodnim tématu. V praxi by nebylo mozné dohledat
osoby blizké a ziskat jejich souhlasy s genetickym vySetfenim probandl a prace by
skon¢ila ve slepé ulicce. Proto jsem se na Skolicim pracovisti zapojil do dalSich studii
zamé&fenych na kvantifikaci mikrocév a jejich tkanového kontextu. U nékterych

z nich jsem se pfipojil k tymu feSicimu jiz bézici studie. V posledni, prvoautorské

préci, jsem se pak tcastnil vSech fazi od navrhu studie po publikaéni proces.

Meé postgradualni studium se tak prodlouZilo, nicméné zakladnimi pilifi dizertace se
tak postupné stalo Sest origindlnich vysledkovych praci, které prosly standardnim
oponentnim fizenim v Casopisech Annals of Anatomy, Journal of Chemical Anatomy,
Biomedical Materials, Microscopy, Research and Technique, PLoS One a opét Annals of

Anatomy. MUj podil na téchto studiich byl nasledujici:



1. Tonar Z, TomaSek P et al. (Ann Anat, 2016), Ptiloha I: ReSerSe publikaci o prokrveni
aorty u ruznych druhtl, histologické kvantifikace, pfiprava ¢asti textu pro manuskript.

2. Kubikova T, Kochova P, Tomasek P et al. (J Chem Neuroanat, 2018), Pfiloha II: Odbér,
zpracovani a vyhodnoceni vzorki mozku vramci analyzy smrs$téni tkané pfi
histologickém zpracovani pro vypocet korekéniho faktoru a ptiprava odstavci této Casti
manuskriptu.

3. Horakova J, ... Tomasek P, Tonar Z (Biomed Mater, 2018), Ptiloha III: ReSerse
literatury o osidleni tepennych §tépti in vivo u animalnich modelt, pfiprava casti textu
pro manuskript.

4. Jitik M, Barto§ M, Tomasek P et al. (Microsc Res Tech, 2018), Ptiloha IV. ReSerSe
parametri vyuzivanych k morfometrii vlaknitych struktur v histologii tkdfiovych nosict
a biomateriali, ptispévek do manuskriptu.

5. Blassova T, Tonar Z, Tomasek P et al (PLos One, 2019), Ptiloha V: Reserse oblasti
histopatologickych markerti vyduté bfisni aorty, ptispévek k manuskriptu.

6. Tomasek P et al. (Ann Anat, 2020), Piiloha VI: Prvoautorska prace, kde jsem se podilel
na designu studie, odebiral jsem vesSkery materidl z cév clovéka, provedl jsem
makroskopickou fotodokumentaci, provedl jsem skorovani aterosklerdézy koronarnich
tepen, provedl jsem veskerou mikroskopickou fotodokumentaci pro vSechny vzorky
a vSechny metody a z nich vychazejici kvantitativni histologické hodnoceni. Podilel

jsem se na statistickém vyhodnoceni a sepsani a revizi manuskriptu.

V Plzni dne 15.03.2021
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Pouzité zkratky

Aa

AAA
ANOVA
AT

CD3
CD20

CD31

CD34

CD68

CT

FICAT

HIF I-a

HRP

IMT

IUR

LEA

Ly

Ny
n-hodnota

OPG

Plosny podil (area per area)

Vydut bfisni aorty (abdominal aortic aneurysm)

Analyza rozptylu (analysis of variance)

Tloustka adventicie (adventitia thickness)

Proteinovy koreceptor T-lymfocytli, pouyivany jako marker T-lymfocytt
B-lymfocytarni antigen exprimovany na povrchu B-lymfocytt,
pouzivany jako jejich marker

Povrchovy transmembranovy glykoprotein, pouzivany jako marker
endotelovych bunék

Povrchovy transmembranovy glykoprotein, pouzivany jako marker
endotelovych bunék

Transmembranovy glykoprotein pouzivnay jako marker makrofagi a
dalsich bun¢k monocytarni linie

Vypocetni tomografie (computer tomography)

sttedni hodnota relativni vzdélenosti profili vasa vasorum od vnéjsi
(ablumindlni) hranice vrstvy cévni stény (hodnota 0) k vnitini
(adlumindlni) hranici vrstvy (hodnota 1)

Federative International Committee on Anatomical Terminology

Nulova hypotéza formulovana pro tcely statistického testovani
Podjednotka heterodinerického transkripéniho faktoru HIF-1 (hypoxia-
inducible factor), jeden z regulatorti odpovédi na hypoxii

Kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

Soucet tloustky intimy a medie (intima+media thicknes)

Izotropni uniformni ndhodné fezy (sotropic uniform random sections)
Lycopersicon esculentum lektin, pouzivany jako marker endotelovych bunék
Délkova hustota (length per volume, length density)

Numericka hustota (number per volume, numerical density)

Pocet jedincti ¢1 hodnocenych vzorkl

Osteoprotegerin, glykoprotein vazici celou fadu liganda
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p-hodnota
PBS

PET/CT

PET/MRI

PTX3

Sy

SMCs

UEA

V.V.

2

WGA

WT

Mezni hladina vyznamnosti statistickych testi

Fosfatovym pufrem obohaceny isotonicky roztok NaCl (phosphate-
buffered saline)

Pozitronova emisni tomografie a vypocetni tomografie, hybridni metoda
(Positron emission tomography—computed tomography)

Pozitronova emisni tomografie a magneticka rezonance, hybridni metoda
(Positron emission tomography—magnetic resonance imaging)

Pentraxin 3, jeden z mnoha multifunk¢nich proteint produkovanych
béhem akutni zanétlivé odpovédi

Quantity per area - podet profilii objekti O v fezu o plose 4 (m™)
Povrchova hustota (Surface density, surface per volume)

Hladké svalové buiiky (Smooth muscle cells)

Lektin Ulex europaeus agglutinin

Cévy cév (vasa vasorum)

Objemovy podil (volume per volume, volume fraction, volume density)
von Willebrandiiv faktor, pouzivany jako marker endotelovych bun&k
Lektin Wheat germ agglutinin, pouzivany jako marker endotelovych
bunék

Tloustka celé stény cévy (wall thickness)
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1 Teoreticky uvod

1.1 Typy mikrocév

1.1.1 Zakladni rozdéleni

Krevni obéh je zajistovan elektromechanickou ¢innosti srdce, na néjzZ je napojen uzavieny
systém krevnich cév. Vlastni krevni fecisté se déli na Cast tepennou, Zilni a na oblast tzv.
mikrocirkulace. Zatimco tepny zajist'uji transport krve ze srdce do ptisluSnych organti a tkani
a zily navrat krve do srdce, oblast mikrocirkulace je stézejni pro obousmérnou vyménu
dychacich plynt, Zivin a produkti latkové pfemény mezi krvi, mezibunéénym prostorem
a buitkami. Pfechod mezi tepnami, mikrocirkulaci a zilami je plynuly a umoziiuje postupnou
transformaci pulsace krve do kontinudlniho proudéni. Ze srdce odstupuje jedna tepna pro
systémovy obéh a jedna tepna pro plicni ob&h. Tepny se postupné vétvi na mensi vétve a takto
dochazi k rozvétveni az na vlastni mikrocirkulaci, jejimiz nejdilezitéjSimi souc¢astmi jsou
arterioly, kapilary a postkapilarni venuly. Navrat krve k srdci za¢ind na irovni venul, které

se postupné spojuji v zily o zvétsujicim se priméru (Liilllmann-Rauch, 2012).
1.1.2 Podrobnéjsi klasifikace dle Terminologia Histologica

S rozvojem histologie jako védniho oboru vyvstala potieba sjednotit ndzvoslovi jednotlivych
histologickych struktur. Aby mohlo byt ve vyzkumu jednoznatné definovano, co bylo
zkoumano a mohla byt provadéna i komparace vysledkli vyzkumu konkrétnich oblasti
a struktur, je nutné pouzivat jednotnou terminologii. Ta byla sestavena Federalnim
mezinarodnim vyborem pro anatomickou terminologii (FICAT) a publikovana v monografii
Terminologia Histologica (FICAT, 2008). Podrobnou klasifikaci a terminologii tykajici se

oblasti mikrocirkulace shrnuje tabulka 1.

S pribéznym uvadénim jednotné terminologie dle Terminologia Histologica do praxe
vyvstavaji nové problémy, tykajici se napt. nesouladu mezi jednotlivymi terminologiemi
(Terminologia Histologica, Terminologia Anatomica, Terminologia Embryologica), dale
pak vyskytu synonym (napf. nexus — macula communicans — synapsis electrica aj.) ¢i
opakovani termina (napt. cellula uninucleata — cellula mononucleata aj.). VétSina terminti

ma puvod v lating, pfipadné v fectin¢, nicméné s pokrokem ve vé€deckém badani vznikaji
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1 terminy relativné nové, pro které neexistuje latinsky ekvivalent. Proto fada expert navrhuje
upravy a doplnéni stavajiciho kodifikovaného nazvoslovi tak, aby zistalo zivé, funkéni

a odpovidajici sou¢asnému stavu poznani (Varga et al., 2018, 2019).

Tabulka 1 - Klasifikace mikrocév podle Terminologia Histologica (¢eské ekvivalenty
dle: Kachlik, 2010)

Nomina Latina Anglicky ekvivalent Cesky ekvivalent

Arteriola Arteriole Tepénka

Precapillary arteriole;

Arteriola precapillaris; Metarteriola Metarteriole

Vas capillare Capillary vessel Vlasecnice
Vas capillare arteriale; Vas precapillare Arterial capillary

Vas capillare intermedium Midcapillary

Vas capillare venosum; Vas postcapillare Venous capillary

Vas capillare sinusoideum Sinusoid capillary Dérovnice
Venula Venule Zilka
Venula postcapillaris Postcapillary venule

Venula colligens Collecting venule

Venula muscularis Muscular venule

1.2 Histologicka stavba mikrocév

Samotny pojem ,,mikrocévy* je velmi Casto vyuZivany, napi. v databazi Web of Science se
heslo ,,microvessels* vyskytuje vice nez 12 000krat. Bez ptesného vymezeni jej chapeme
spiSe z hlediska praktického — zahrnuje ty cévy, které nejcastéji vidime v mikroskopickych
preparatech studovanych tkani a organt, tj. od tepének ptes vlasecnice az k zilkédm.

Z hlediska slozeni cévni stény miizeme pouzit napt. pojeti shrnuté v tabulce 2.
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Tabulka 2 - SloZeni stény mikrocév (upraveno dle Silver et al., 2001 a Ross et Pawlina,

2016)
Typ cévy Primér Tunica intima Tunica media Tunica adventitia
0,1-2 mm Endotel
Vazivo 8-10vrstev
Mala tepna Hladké svalové bunky hladkych Kolagenni vazivo
Vnitini elasticka svalovych bunék  Ojedinéla elasticka
membrana Kolagen vlakna
10-100 um  Endotel Hladké svalové
Tepénka Vazivo bunky (1-2 Neostie definovana
Hladké svalové bunky vIstvy) vazivova vrstva
Kapilara 4-25 pm Endotel Chybi Chybi
Postkapilarni 10-50 pm  Endotel
zilka Pericyty Chybi Chybi
Zilka 50-100 pm  Endotel Silngjsi nezli media
svalového Hladké svalové Vazivo
typu bunky (1-12 s ojedin¢lymi
vIStvy) elastickymi vlakny
0,1-1 mm  Endotel Siln€jsi nez tunica
Vazivo Hladké svalové media
Zilka Hladké svalové bunky (1-  bunky (12-3 Vazivo

3 vrstvy)

vrstvy spojité

s intimou)

s ojedinélymi

elastickymi vlakny

Pt1 pohledu na tabulku 2 jsou patrné nékteré nediislednosti této klasifikace, jako je naptiklad
nejednoznacnost, zda pfi priméru davame prednost vnéjSimu ¢i vnitinimu priméru.
Vezméme rovnéZ v potaz, Ze prumér cévnich profild na rutinnich histologickych fezech
hrub& neodpovida skute¢nému primeéru cév v Zivém organismu, jednak vlivem posmrtné
vazokonstrikce, jednak vlivem kolapsu u kapilar, jednak vlivem smr§téni zplsobeného
samotnou fixaci a parafinovym procesem. Dale je zjevné, zZe hranice mezi nékterymi typy je
Cist€ arbitrarni a neostra, zejména pokud je zaloZena na primeéru ¢i poctu svalovych bunék
v jednotlivych vrstvadch stény. Rovnéz pfitomnost pericytl zifejm¢ neni v riznych
organovych systémech rovnomérnéd a dosud se vedou spory, zda cévu vzhledu vlasecnice
s pericyty povazovat jiz za postkapilarni zilku (Ross et Pawlina, 2016) nebo stile za

vlasecnici (Kolinko et al., 2018). Tato otazka je pomérné komplikovana tim, Ze pericyti
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muze piibyvat ¢i ubyvat v zavislosti na v€ku ¢i funkénim stavu mikrocév (Kolinko et al.,
2018). Jejich identifikaci neusnadniuje ani skutecnost, ze nejsou dostupné specifické markery
pericytl pouzitelné soucasné ve vice organovych systémech a k jejich identifikaci je vhodna

spise transmisni elektronova mikroskopie, spolehlivé zachycujici jejich polohu a stavbu.

Tyto a dal$i nejednoznacnosti klasifikace mikrocév je nutno mit na paméti pii
interpretaci morfometrickych vysledkti. Na druhou stranu bereme v potaz, ze Cetnost cév
zachycenych v preparatech statisticky zakonité prudce roste smérem k vldsecnicim, tj.
s nejjemnéjSimi cévami se setkdvame nejcastéji. Z morfologického pohledu je vhodné
dodrzovat jistou zdrzenlivost pfi snaze korelovat morfologii mikrocév (tj. to, co vidime na
preparatech) s mikrocirkulaci, tj. s funkénim parametrem prokrveni v zivém organismu
(Kolinko et al., 2015). Tento rozpor bude patrné v budoucnu pieklenut rozvojem in vivo
zobrazovani mikrocirkulace pokro¢ilymi modifikacemi zobrazovacich metod (napf.
fotoakustické zobrazovani s vysokym rozlisenim, Kesa et al., 2021), paralelnim zpracovanim
vzorka histologickymi metodami a vzajemnou korelaci téchto postupii. Z hlediska praktické
vySetfitelnosti vzorkli vSak budou tyto zobrazovaci metody patrné jeSté néjakou dobu
vyhrazeny zvifecim modeliim, nebot’ dani za co nejvyssi rozliSeni, bliZici se mikroskopii,
jsou malé rozméry vySetfovanych vzorkl a co nejmensi odstup fyzikalnich sond od tkani

a organt, coz omezuje pouziti dosud jen na zvifeci modely.

1.3 Detekce a vizualizace mikrocév v histologii

Z praktického hlediska je k detekci mikrocév obvykle vyuZzivan endotel ¢i bazalni lamina
endotelu, at’ uz s vyuzitim imunohistochemie nebo lektinové histochemie. Univerzalni
marker endotelu, ktery by byl pouZitelny k prikazu endotelovych buné€k riznych organovych
systémi riznych zivo¢isnych druht, v literatufe nenalézdme. Pti jakékoli detekci mikrocév
1ze siln€ doporucit perfuzni fixaci vySetfovanych tkani a orgdnti. U vétSich cév, kde pocitame
s vyskytem hladkych svalovych bunék, lze uzit rovnéz markery téchto bunék (napf.

hladkosvalovy aktin).
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1.3.1 Imunohistochemie mikrocév

Imunohistochemické metody v soucasnosti v histopatologii pievazuji. S automatizaci
a standardizaci imunohistochemickych protokola, jak je bézné v patologickych laboratotich,
1ze docilit znacné uniformity barveni. Metody s nejvyssi uzitnou hodnotou jsou v tabulce 3.
Jde o metody vyuzitelné pro morfologickd hodnoceni. Hodnoceni funkce ¢i dysfunkce
endotelu jsou mimo zabér tohoto tivodu, pro piehled Ize doporucit napt. praci Chia et al.,

2020.

Tabulka 3 - Imunohistochemické metody vyuzivané k detekci mikrocév
Prokazovany antigen a priklad

studie jej pouZivajici Lokalizace, vyznam a funkce antigenu

CD31 (Norrby and Ridell, 2003) Transmembranovy glykoprotein endotelu, u lidskych tkani obvykle
poskytuje velmi dobie hodnotitelné preparaty.

CD34 (Vesela et al, 2014) Transmembranovy glykoprotein prekurzort endotelu a endotelu
krevnich cév, velmi ¢asto poskytuje ekvivalentni informaci jako
CD34.

vWF (Norrby and Ridell, 2003)  Jeden z glykoproteinovych faktord krevni srazlivosti, ptitomny ve
Weibel-Paladeho téliscich endotelu. K vyhodam patii pouziti u vice
zivocisnych druhd. K nevyhodam patii jeho absence napf.
v kapilarach centralniho nervového systému.

CD105 (Polivka et al., 2018) Marker nezralého endotelu, vhodny naptiklad k odliseni
subpopulace nezralych novotvorenych nadorovych mikrocév

Laminin (Kubikova et al., 2018)  Bazalni lamina endotelu kapilar kontinualniho typu, vhodné
napiiklad u mikrocév centralniho nervového systému. Naopak
nepouzitelny u kapilar typu sinusoid.

1.3.2 Lektinova histochemie mikrocév

Velmi uzitecnym nastrojem k vizualizaci endotelu je lektinova histochemie. Na rozdil od
imunohistochemie, ktera vyuzivd vazeb mezi protilditkou a antigenem, je lektinova
histochemie zalozena na detekci polysachariovych ¢i oligosacharidovych sekvenci
v molekuldch glykokalyx na povrchu buiiky pomoci bilkovin zvanych lektiny. Vyskyt
ruznych typt sacharidl na jednotlivych bunéénych typech za normalnich ¢i patologickych

okolnosti, stejn¢ tak jako volba vhodného lektinu, vaziciho se na tyto sacharidy, je dosud
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z velké ¢asti jen empiricky zmapovan. To vSak nebrani velmi efektivnimu uZiti téchto metod.
Ve srovnani s imunohistochemickymi postupy zde miize byt niz$i citlivost na fixaci
(Wolfesberger et al., 2008; Tonar et al., 2008) a odpadajici nutnost revitalizace antigenda, tak
bézna u imunohistochemie. Protokoly lektinové histochemie poskytuji v ptipad¢ ispésného
zvladnuti metody velmi predvidatelné vysledky a vysokou uniformitu barveni. Lektiny
a selektiny se vyuzivaji jako markery normélniho endotelu, ale také markery aktivace ¢i
dysfunkce endotelu (Ushiyama et al., 2016; Goncharov et al., 2017). Piiklady castéji

vyuzivanych a osvédcenych lektind jsou v tabulce 4.

Tabulka 4 - Metody lektinové histochemie vyuZivané k detekci mikrocév

Prokazovany lektin Priklad aplikace

UEA (Ulex europaeus agglutinin) Nakamura-Ishizu et al., 2008

WGA (wheat germ agglutinin) Nanka et al., 2001; Wolfesberger et
al., 2008; Tonar et al., 2008

RCA-I (Ricinus communis agglutinin-I) Nakamura-Ishizu et al., 2008

LEA (Lycopersicon esculentum lectin) Nanka et al., 2001; Nakamura-Ishizu
et al., 2008

ConA (Concanavalin A) Nakamura-Ishizu et al., 2008

1.4 Mikrocévy v ostatnich zobrazovacich modalitach

Zatimco v minulosti byly mikroskopické cévy z hlediska zobrazovacich metod, jako je
ultrazvuk, magneticka rezonance, ¢i vypocetni tomografie (CT), soucasti Sumu na pozadi,
v poslednich letech se rozliSovaci schopnost nékterych zobrazovacich technik zvySuje
natolik, Ze se jiZ v fadu milimetri a nékdy 1 stovek ¢i desitek mikrometrti ¢aste¢né prekryva
s mikroskopickymi metodami. To se tyka napf. fotoakustického zobrazovani in vivo (Kesa
et al., 2021) nebo kapilaroskopie (Ingegnoli et al., 2018). U ex vivo zobrazovani mikrocév
1ze vybornych vysledkll dosdhnout skenovanim korozivnich preparatii vypocetni tomografii
s vysokym rozliSenim (mikro-CT) (Eberlova et al., 2016, 2017). Jednozna¢nou vyhodou

mikro-CT je nativné trojrozmérna informace o mikrocévach, ktera je velmi dobte vyuzitelna
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pti jejich kvantifikaci (Jitik et al., 2016). Velmi slibnou metodou je mikro-angio-CT
(Hluschuk et al., 2018). Vysledky téchto novych metodickych postupti dosud vSak nejsou
dostateCné korelovany se studiemi zalozenymi na histologickych metodach. Vzajemnou
porovnatelnost dat z téchto metod Ize oziejmit studiemi, které by soucasné hodnotily tytéz
nebo velmi blizké vzorky vice metodami soucasné (napf. nejprve nedestruktivnim

zobrazovanim a poté teprve histologicky), ovSem takové studie dosud az na vyjimky chybi.

1.5 Kvantitativni popis mikrocév

1.5.1 Pouzivané kvantitativni parametry

V literatute existuje celd fada pristupti, jak kvantifikovat mikrocévy. Jednoznacnym trendem
je vyuzivani stereologie, konkrétné postupii tzv. design-based stereology (Miihlfeld, 2014).
Tyto postupy jsou v souladu se zakonitostmi tzv. stochastické geometrie (Baddeley and
Jensen, 2005) a nejsou zalozeny na obtizn¢ ovéfitelnych ¢i nesplnitelnych piedpokladech,
jako v minulosti pouzivané techniky tzv. model-based stereology (Howard and Reed, 2005).
K témto problematickym piedpokladiim patfil v minulosti naptiklad pifedpoklad izotropniho
rozlozeni sméri cév nebo pifedpoklad jejich rovnomérného rozlozeni v organech.
Stereologie, ktera respektuje trojrozmérnou stavbu cévniho feciste, se stiva metodou volby.
Soucasna méftitka kladend na morfometrické studie cév v histologii zahrnuji vZdy 1 otazku
orientace a systematické strategie vzorkovani na kterékoliv z Grovni, na niz dochazi k redukci
materialu, tj. od makroskopického organu ke tkanovym blockiim, od blo¢kt k fezlim, od fezi
k zornym polim a od mikroskopickych zornych poli az k samotnym kvantifikovanym
strukturdm (Tschanz et al.,, 2014). Prestoze jistd vybérova chyba je v mikroskopii
nevyhnutelnd, hlavni filozofii téchto postuptl je kvantifikovat miru této chyby a zjistit, zdali
muze nebo nemiize mit vliv na celkové vyznéni studie (Howard et Reed, 2005). Strategii
vzorkovani se tak vénuje stejna péce, jako samotné kvantifikaci. Z hlediska stereologie 1ze

rozdé¢lit parametry prvniho fadu (tabulka 5) a parametry vysSich fadi (tabulka 6).
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Tabulka 5 - Kvantitativni parametry prvého fadu vyuZivané v morfometrii mikrocév
(Lokkegaard et al., 2001; Howard and Reed, 2005; Miihlfeld 2014).

Kvantitativni
parametr / Anglicky
pojem (rozmér

veli¢iny) Priklady biologické interpretace, vyhody a nevyhody

Pocet profilti cév na jednotku plochy referen¢ni oblasti histologického
fezu. Pokud byla rovina fezu zndhodnéna do podoby tzv. izotropnich
Dvojrozmérna uniformnich fezi (IUR), Ize ztohoto parametru vypocitat
mikrovazalni hustota/  trojrozmérnou délkovou hustotu mikrocév dle vztahu Lyv=2*Qa. Pokud
density of microvessel rovina fezu neni ndhodna a nebylo prokazano izotropni rozlozeni
profiles Qa(mm) orientace mikrocév, mize byt tento parametr zkreslen tim, Ze cévy
kolmé na rovinu fezu se vyskytuji s mnohem vétsi pravdépodobnosti,

nezli prislusi jejich skute¢né Cetnosti ve trojrozmérné tkani.

L Pocet mikrocév na jednotku objemu tkané, kdy mikrocéva je
Numericka hustota o : L . T .
. ) . definovana jako tsek mezi dvéma uzlovymi body cévni sité. Neodrazi
mikrocév / numerical o L L. . o

. . zastoupeni mikrocév rizného pruméru a délky, ani jejich povrch, pouze
density of microvessels . . y Lo o S
jejich pocet. Vyzaduje silné ftezy pro opticky disektor nebo

Ny (mm~) . e
zregistrované fezy sériové (fyzicky disektor).
Délkova hustota / Délka mikrocév na jednotku objemu tkan¢€. Neodrazi zastoupeni
Length density Ly mikrocév riizného priméru a povrchu, ani jejich pocet. Vyzaduje IUR
(mm™) fezy nebo silné fezy. Parametr siln€ zavisi na pouZzitém zvétseni.
Povrch mikrocév na jednotku objemu tkané. U cév podilejicich se na
Povrchova hustota / latkové vyméné zohlediuje dostupny transportni povrch, i kdyz tento
Surface density Sy je nutné interpretovat podle jejich rGzné prostupnosti. Vyzaduje
(mm™) znahodnéni roviny fezu (IUR) nebo dostatecné silné fezy Ci jejich série.
Podobné jako délka, i povrch siln€ zavisi na pouzitém zvétSeni.
Ukazuje, jaka ¢ast objemu tkané ¢i organu je vyplnéna cévami. Muze
Objemovy podil / byt zkreslena stlaCenim a deformaci cév v dasledku manipulace

Volume fraction Vv (-) s odebiranym vzorkem a nevratného kolapsu lumina mikrocév, coz je

velmi bézny jev.

Plosny podil ve tkani/  Dvojrozmérna obdoba objemového podilu, s nimz je ekvivalentni dle
Area fraction (-) Delesseho principu Aa=Vy.
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Tabulka 6 - Kvantitativni parametry vysSiho radu vyuZivané v morfometrii mikrocév

Kvantitativni parametr

/ Anglicky pojem

Ptiklady biologické interpretace, vyhody a nevyhody

Shlukovani / clustering

Kvantitativni métitko toho, zda se objekty téze tfidy (napf. bunky ¢i
cévy) vyskytuji ve shlucich, které Ize z hlediska vyplnéni prostoru
povazovat na daném intervalu vzdalenosti za nenahodné
(Philimonenko et al., 2000).

Kolokalizace /

colocalization

Kvantitativni méfitko toho, zda se objekty riznych tiid vyskytuji ve
shlucich, které¢ Ize z hlediska vyplnéni prostoru povazovat na daném
intervalu vzdalenosti za nendhodné (Philimonenko et al., 2000).
Nerovnomérnou  distribuci  ve  dvojrozmérnych fezech ¢i
v trojrozmérném prostoru lze méfit pomoci relativnich distribu¢nich
indext (Mayhew et al., 2009; Prosecka et al., 2015).

Mira izotropie /isotropy

Existuje vice indexi, které porovnavaji, do jaké miry je rozlozeni
smérll mikrocév v trojrozmémém prostoru nahodné (izotropie) ¢i
naopak nenahodné, tj. s upfednostiiovanim nékterych smérti na ukor

jinych (anizotropie) (Kochova et al., 2011).

Tortuozita / tortuosity

Pomér skutecné trojrozmérné délky cév ku spojnici jejich koncii
(Jifik et al., 2016).

Fraktalni rozmér / fractal

dimension

Popis komplexity sit¢ mikrocév se snahou vystihnout, jakou Cast
objemu tkang ¢i jejiho plosného fezu vypliiuje jednorozmérmny skelet
cévniho feciste. Odlisné parametry mohou rozliSit napf. rlstové

vzorce nadorovych cév od nenadorovych (Lang et al., 2012).

Konektivita sité /

connectivity

Topologicka mira ¢etnosti vzajemnych spojek mezi soucasti cévni
sité, je vyjadfitelna naptiklad jako pocet spojek, které by bylo nutno
rozrusit k tomu, aby se sit’ rozpadla na mensi nezavislé celky. Lze ji

odvodit z tzv. Euler-Poincarého cisla (Nyengaard, 1999).
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2 Cile a hypotézy dizertace

Z dosavadniho shrnuti poznatkli o histologii mikrocév podaného v ptedchozim ptehledu je

patrné, ze samotnd kvantifikace mikrocév by méla byt provézena i popisem tkan¢ jimi

zasobované. Tento tkanovy kontext se vSak v métitku vétSich organti, jako je napf. aorta

velkych savct €1 mozek ¢lovéka, mize na makroskopickém méfitku v fadu centimetrti i

decimetri vyznamné ménit. Vzhledem k tomu, Ze dosavadni poznatky o rozmanitosti

hustoty, uspofadani a orientace mikrocév jsou zpravidla omezeny na makroskopicky malé

oblasti téchto orgdnli, povazujeme zmapovani distribuce mikrocév na makroskopickém

meéfitku za pomérn€ zasadni problém, jehoz feSeni bylo jednoticim prvkem této dizertacni

prace. Formulovali jsme proto nékolik vyzkumnych otazek, které i pii castecném soub&hu na

sebe chronologicky navazovaly takto:

1.

Jak se v makroskopickém méfitku liSi hustota mikrocév a jejich distribu¢ni hloubka
v riiznych segmentech aorty prasete, kterd je vyznamnym modelem v experimentalni
chirurgii?

Jak se v makroskopickém méftitku li§i trojrozmérna hustota mikrocév raznych

topograficky vzdalenych oblasti §ed¢ a bilé hmoty lidského mozku?

Jak se uplatiiuje novotvorba vasa vasorum u bunééného osidleni syntetickych

kopolymernich tubularnich §tépa implantovanych in vivo do krkavice kralika?
Jak kalibrovat vySetfovani mikrocév pomoci mikro-CT?

Jak souvisi denzita mikrocév ve sténé vyduté bifiSni aorty (abdominal aortic

aneurysm, AAA) s ostatnimi markery remodelace stény u pacientl

S jakou variabilitou v histologické stavbé je tfeba pocitat pro budouci analyzu vasa
vasorum Vv riznych segmentech krkavice prasete, kterd je vyznamnym modelem

v experimentalni chirurgii?

Zodpovézeni téchto Sesti vyzkumnych otdzek predstavuje Sest cilil, které se staly pfedmétem

Sesti studii. U nich nyni ve stejném potadi bliZze rozebereme jejich motivaci a uptfesnime

hypotézy v téchto studiich testované.
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2.1 Mapovani vasa vasorum v tunica media a tunica adventitia aorty
prasete

2.1.1 Motivace a cile prace

Vasa vasorum vyzivuji sténu tepen i zil, pfiCemz se vyznamné uplatnuji jak v jeji
homeostaze, tak pii patologickych stavech (Kachlik et al., 2003; Ritman et Lerman, 2007;
Kachlik et al., 2007; Kachlik et al., 2008; Witter et al., 2010; Tonar et al., 2012; Houdek et
al., 2013; Patzelt et al., 2019). Aorta prasete je vyznamnym modelem v experimentdlni
chirurgii elastickych tepen. Ma vSechny vyhody velkého a pro lidskou aortu jiz pomérné
realistického zvifeciho modelu. Pied publikaci této studie bylo znamo, ze vasa vasorum
zasobuji vnéjsi vrstvu (tunica adventitia) a ¢aste¢né i stiedni vrstvu (tunica media) tepenné
stény, znacné se vsak liSily udaje o relativni hloubce, do niz smérem zvenku tyto drobné cévy
pronikaji. Zcela pak v literatufe chybélo kvantitativni porovnani riznych segmentii aorty
(vzestupna aorta, aortalni oblouk, hrudni sestupna aorta, bfisni suprerenalni a infrarenalni
aorta). Nebylo tedy zjevné, do jaké miry jsou vysledky ziskané na rGznych segmentech
vzajemné porovnatelné. Cilem této studie se proto stalo vytvoreni mapy mikroskopické
distribuce vasa vasorum mezi péti segmenty aorty prasete a s respektovanim riznych

veékovych skupin, které se v experimentech obvykle pouzivaji.

2.1.2 Hypotézy

Pti mapovani vasa vasorum jsme testovali Ctyfi ndsledujici nulové hypotézy:

A. Ho(A): Dvojrozmérnd hustota profili vasa vasorum vztazeni na jednotku plochy
pfi€ného fezu se u téhoZz jedince nelisi pii porovnani péti proximalnich a distalnich
segmentd aorty u rostoucich prasat (0-230 dnti). Hypotéza byla testovana zvlast’ pro
medii, pro adventicii, 1 pro sténu jako celek. Vzhledem k tomu, Ze v pilotni studii byly
zaznamenany zna¢né rozdily v tlouStce tunica media, byla tloustka medie jesté
podrobnéji rozdélena na arbitrarné definované rovnomeérné pétiny.

B. Ho(B): Stfedni hodnota hloubky, do niZ v medii a adventicii pronikaji profily vasa
vasorum, se pii porovnani tychz aortalnich segmenti nelisi ve vékovych skupinach
sajicich selat, odstavenych selat, a dale rostoucich prasat. Porovnani bylo provedeno

zvIast pro medii a zv1ast’ pro adventicii.
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C. Ho(C): Dvojrozmérna hustota profilii vasa vasorum vztazena na jednotku plochy
pfi¢ného fezu se nelisi pfi porovnani adventicie a medie (vetné jejich péti vrstev).
Porovnani bylo provedeno pro vSechny tii vékové skupiny zvlast.

D. Ho(D): Hustota a distribuce vasa vasorum nekoreluji s tloustkou aortalni stény ani
s histologickym slozenim této stény publikovanym v ptedchozi studii (Tonar et al.,

2015b).

Podrobna metodika, vysledky, diskuse a zavéry jsou v plném rozsahu soucasti publikace
v Casopise Annals of Anatomy (Tonar et al., 2016). Publikace je v piiloze I této dizertacni

prace.

2.2 Mapovani denzity mikrocév ve vzorcich Sedé a bilé hmoty mozku
¢lovéka

2.2.1 Motivace a cile prace

Mikroskopicka stavba centrdlniho nervového systému je v porovndni s ostatnimi
organovymi systémy kvantitativné mapovana jiz pomérné dlouho, od samych pocatki
stereologie, tj. jiz nckolik desetileti. K nejprobddanéjSim castem zde patii zejména
hippocampus a dalsi oblasti se vztahem k paméti. Znalost distribuce a hustot mikrocév
v mozku mé vyuziti pro interpretaci funkénich zobrazovacich metod, pro distribuci kysliku,
zivin, kontrastnich latek, ¢i 1é€iv v riznych oblastech Sedé a bilé hmoty. V dob¢ planovani
a provedeni nasi studie vSak nebyla k dispozici data porovnavajici numerickou a délkovou
hustotu mikrocév v riznych ¢astech lidského mozku. Cilem této studie bylo zmapovat
pomoci stereologie alespon pfiblizné rozdily a variabilitu v hustoté¢ mikrocév v Sedé a bilé
hmot¢ hemisfér koncového mozku, v bazalnich gangliich, v mozkovém kmeni a v mozecku,
a to u 16 vzorkl jednoho makroskopicky normalniho mozku dospélého ¢lovéka v 6. deceniu
a u 16 vzorkd druhého mozku ¢lovéka v 8. deceniu s prfedpokladanou jiz probihajici vékové

podminénou atrofii mikrocév.

2.2.2 Hypotézy

Pfi mapovani mikrocév mozku ¢lovéka jsme testovali nésledujici nulové hypotézy:
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A. Ho(A): Trojrozmérna délkova hustota a numericka hustota mikrocév se u obou mozki
nelisi.

B. Ho(B): Trojrozmérnd délkova hustota a numerickd hustota mikrocév se nelisi pii
porovnani Sedé hmoty koncového mozku, podkorové sedé hmoty a bilé hmoty.

C. Ho(C): Trojrozmérna délkova hustota a numericka hustota mikrocév nekoreluji
s hodnotami prostorové anizotropie mikrocév publikovanymi diive u tychz mozkt

(Kochova et al., 2011).

Podrobna metodika, vysledky, diskuse a zavéry jsou v plném rozsahu soucasti publikace
v ¢asopise Journal of Chemical Neuroanatomy (Kubikova et al., 2018). Publikace je

v ptiloze II této dizertacni prace.

2.3 Uloha vasa vasorum v osidleni syntetického cévniho Stépu
implantovaného in vivo

2.3.1 Motivace a cile prace

Jednou z vyznamnych oblasti tkanového inzenyrstvi je vyvoj umélych cévnich Stépi
a ndhrad. Ty materialy a vyrobky, které projdou tispés$né sérii in vitro testli, pokracuji do testl
in vivo, v nichZ se zkouma4, zda a jak jsou tolerovany organismem ptijemce, jaka je mira
jejich prichodnosti v ¢ase a zda se vnitini prostory tkanového nosice osidluji bunkami
a mezibunécnou hmotou pijjemce. Ve studii, vniz jsme hodnotili osidlovani Stépi
vyrobenych z poly(L-laktid-co-e-kaprolaktonu) a implantovanych jako interpozit a. carotis
kralika, jsme se po histologické strance zaméfili na rozdily v expresi komponent cévni stény

a vaskularizaci $tépti po 10 tydnech a po 6 mésicich prezivani.
2.3.2 Hypotézy

Pii zkoumani vaskularizace $t€pt jsme planovali testovat nasledujici nulovou hypotézu:

A. Ho(A): Exprese kolagenu typu I, hladkosvalového aktinu, CD31-pozitivnich vasa
vasorum a neurofilament protein-pozitivnich nervi vasorum se nelisi po 10 tydnech

a 6 mésicich pfeZivani.
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2.4 Generovani virtualnich obrazovych dat pro kalibraci vySetfovani
mikrocév pomoci mikro-CT

2.4.1 Motivace a cile prace

Vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim, zvana téz mikro-CT, se stdva metodou volby
pro trojrozmérnou charakteristiku a kvantifikaci rentgen-kontrastnich biomaterialt a tvrdych
tkani. Pfi rozliSovaci schopnosti blizici se desitkdm az jednotkam mikrometri se tato metoda
prekryva s mikroskopii. Zpracovani obrazovych dat u materidlti s nizkou ¢i vzajemné se
piekryvajici radioopacitou vyzaduje pti segmentaci obrazovych dat pokrocilé segmentacni
metody. Tato obrazovd segmentace dat mlze byt zdrojem artefaktll a zkresleni neznamé
velikosti. Nasim cilem bylo proto vyvinout a otestovat software, ktery dokdze generovat
ptesn¢ kalibrovana trojrozmérnd virtudlni obrazova data vlaknitych a poréznich struktur
o znamych objemech, povrsich, délkach a poctech objekti. Tato obrazova data by pak bylo
mozno pouzit ke kalibraci segmenta¢nich procedur pouzivanych v postprocessingu mikro-
CT vysetieni s cilem kvantifikovat chybu vnesenou segmenta¢nimi algoritmy. Software by

m¢él rovnéz simulovat realisticky Sum.

U tohoto tkolu nebyly testovany hypotézy ve védeckém slova smyslu, protoZe cilem bylo
vytvofit funkéni néstroj. Byla vSak provedena rozsahld citlivostni analyza parametri

pouzivanych pro generovani virtualnich trojrozmérnych obrazovych dat.

2.5 Denzita mikrocév ve sténé AAA v kontextu ostatnich markeru
remodelace vyduti

2.5.1 Motivace a cile prace

Ptestoze histologicky popis zmén ve sténé aterosklerotickym zanétem podminénych vyduti
btis$ni aorty v poslednich dekadach znacné pokrocil, stale se nedostava hlubSiho pochopeni
souvislosti mezi jednotlivymi vySetfovanymi markery, a to jak pfimo ve sténé vydute,
popiipad¢ naléhajiciho trombu, tak u markert cirkulujicich v plazmé. Jen mélo studii totiz
soucasn¢ vysetfuje rozsahlejsi panely stavajicich ¢i nové testovanych markert a velky deficit
poznani dosud panuje v oblasti kvantitativni histologie AAA. Cilem nasi studie bylo proto
porovnat histologicky zjevnou expresi celkem dvanacti slozek AAA oproti stén¢ normalni

aorty; mezi vySetfované slozky patfily strukturdlni proteiny (elastin, kolagen, aktin, desmin),
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faktory imunity (T-lymfocyty, B-lymfocyty, makrofagy, neutrofilni granulocyty, pentraxin
3 (PTX3)), osteoprotegerin (OPG), vasa vasorum a marker hypoxie (HIF 1-alpha).

2.5.2 Hypotézy

Na zaklad¢ navrha z ostatnich publikaci zvefejnénych v dob¢ planovani nasi studie jsme

testovali nasledujici nulovou hypotézu:

A. Ho(A): Exprese vySe uvedenych dvanacti slozek ma u AAA i norméalni aorty podobné

hodnoty 1 vzajemné statistické korelace.

2.6 Mapovani histologické variability segmentii krkavice prasete jako
zaklad pro budouci studii variability vasa vasorum

2.6.1 Motivace a cile prace

Pro tepny s primérem cca 4-6 mm a méné€ dosud nejsou k dispozici umélé nahrady, které by
byly dlouhodobé priichodné a mohly tak plnit svoji funkci. Protoze revaskularizace
myokardu vyzaduje prave tepny o téchto prumérech, jedna se o oblast intenzivniho vyzkumu,
které tymy soustfedici se na vyvoj umélych cév vénuji velkou pozornost. Arteria carotis
prasete a ovce odpovidd témto tepnam svou velikosti a jeji prichodnost je snadno
opakovatelné vysSetfitelnd ultrazvukem, proto jsou tyto tepny vyznamnym modelem pro
testovani noveé vyvijenych umélych cévnich $téph pro oblast kardiochirurgie. Nase pilotni
pozorovani naznacovala, Ze mikroskopicka stavba proximalnich tsekl krkavic prasete se
dramaticky 1i8i od distalnich usekt. Pfi reSersi jsme zjistili, Ze tyto pomérné dlouhé tepny
jesté nebyly histologicky zmapovany, coz ¢ini vysledky ziskané na tomto modelu jen obtizné
vzajemné porovnatelné. Navic nebylo znamo, do jaké miry tyto zvifeci tepny svoji
histologickou stavbou viibec odpovidaji skutecnym korondrnim tepnam clovéka ve veéku
obvyklych revaskulariza¢nich zékrokl a do jaké miry odpovidaji i tepennym S$téplim prvni
volby pro revaskularizaci jako je arteria thoracica interna, tj. do jaké miry je zvifeci model
viibec moZno povazovat za realisticky s ohledem na konec¢nou moznou aplikaci u lidskych
pacientl. Cilem nasi vlastni studie bylo proto zaplnit tuto mezeru v poznéni a v interpretaci
vysledkl ziskdvanych na modelu krkavic prasete. Protoze na zdkladé ptedchozich studii

kombinujicich popis vasa vasorum se sloZzenim cévni stény (Tonar et al., 2016; Blassova et
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al., 2019) se domnivame, ze nelze interpretovat jedno z téchto témat oddélené¢ od druhého
a soucasn¢ se jednd u kazdé z oblasti (vasa vasorum a slozeni stény) o velmi rozsahlé studie
Citajici tisice preparatl, volili jsme analyzu slozeni stény jako prvni krok pied planovanou

kvantifikaci samotnych vasa vasorum.

2.6.2 Hypotézy

Na zakladé vysetfeni pilotnich vzorkd, literdrni reSerSe a experimentdlni praxe s modelem

a. carotis prasete jsme testovali nasledujici nulové hypotézy:

A. Ho(A): Histologicka stavba pravostranné a levostranné a. carotis prasete se u t¢hoz
jedince nelisi a lze je proto vzijemné zameénitelné pouzivat jako experimentalni
a kontrolni tepny.

B. Ho(B): Histologicka stavba odpovidajicich segmentt a. carotis prasete se neli§i mezi
samci a samicemi a jedince obou pohlavi lze proto z histologického pohledu
kombinovat do vyzkumnych skupin experimentd.

C. Ho(C): Histologicka stavba proximalnich, stfednich a distalnich tsekt a. carotis
prasete se u t€hoz jedince nelisi a nezalezi proto na misté implantace cévnich §tepi.

D. Ho(D): Histologicka stavba a. carotis prasete se vyznamné nelisi od koronéarnich tepen

a arteria thoracica interna ¢lovéka.
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3 Material a metody

3.1 Mapovani vasa vasorum v tunica media a tunica adventitia aorty
prasete

Aortdlni segmenty pochazely z jiz dfive publikovanych studii o orientaci bunék hladké
svaloviny v aorté prasete (Tonar et al., 2015a) a histologickém slozeni aorty (Tonar et al.,
2015b). Studie byla zalozena na 25 jedincich (12 samct, 11 samic, 1 kastrovany samec,
1 jedinec bez dokumentovaného pohlavi) tfi vékovych skupin: sajici selata ve véku 0-28 dni
(n=13 jedinci, 64 aortalnich segmentil); odstavend selata ve v€ku 29-75 dni (n=7; 35
aortalnich segment); dale rostouci prasata (180-230 dni; n=5 jedincd, 24 aortalnich
segmentt). Po fixaci formolem bylo z aorty kazdého jedince vySetfeno pét segmentl:
vzestupna aorta, aortalni oblouk, hrudni sestupnd aorta, bfiSni suprerenalni a infrarenalni
aorta. Z kazdého segmentu byly vysetieny dva pricné histologické fezy, jeden barveny
kombinaci Verhoeffova hematoxylinu a zeleného trichromu (Kocova, 1970), druhy
s imunohistochemickym pritkazem endotelu pomoci protilatky proti von Willebrandovu
faktoru. Z kazdého fezu byly fotografovany dva snimky z protilehlych oblasti stény (objektiv

4x), tj. celkem 246 snimka ze 123 fezq.
V kazdém vzorku byly vyhodnoceny nasledujici parametry:

1) Qa(media): dvojrozmérnéd hustota von Willebrand-pozitivnich profili vasa
vasorum na jednotku plochy fezu medie

1) f(media): stfedni hodnota relativni vzdalenosti profilii vasa vasorum od vnéjsi
(abluminalni) hranice medie (hodnota 0) k vnitini (adluminalni) hranici medie
(hodnota 1)

1i1) Int+media thickness (IMT): soucet tloustky intimy a medie jako stfedni
vzdalenost intimalniho profilu a abluminélni hranice medie

1v) Qa(adventitia): dvojrozmérna hustota von Willebrand-pozitivnich profild
vasa vasorum na jednotku plochy fezu adventicie

V) f(adv): stiedni hodnota relativni vzdalenosti profili vasa vasorum od vnéjsi
(ablumindlni) hranice adventicie (hodnota 0) k vnitini (adlumindlni) hranici

adventicie (hodnota 1)
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vi) Adventitia thickness (AT): tloustka adventicie jako stfedni vzdalenost
adluminélni a ablumindalni hranice adventicie

vil))  Qa(wall): dvojrozmérna hustota von Willebrand-pozitivnich profili vasa
vasorum na jednotku plochy fezu celou sténou

viii)  Wall thickness (WT): soucet IMT+AT

iX) Aa(elastin, collagen, actin, desmin, vimentin): plosné podily elastinu,

kolagenu, aktinu, desminu a vimentinu v referenénim prostoru intimy a medie

Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované piiloze

I. na str. 61.

3.2 Mapovani denzity mikrocév ve vzorcich Sedé a bilé hmoty mozku
Clovéka
K analyze bylo odebrano vzdy 16 tkanovych bloc¢kli ze dvou mozk ¢lovéka vysetfovanych
v ramci zdravotni pitvy. Mozek €. 1 pochazel od 53leté zeny bez makroskopickych zndmek
postizeni mozku. Mozek ¢. 2. pochazel od 70letého muze s predpokladanou veékove
podminénou mikrovaskularni atrofii mozku. U zddného ze zemfelych nesouvisela pficina
smrti s postizenim mozku, ani nebylo pii pitvé nalezeno zadné zjevné postizeni mozku.
Smyslem vybéru téchto odliSnych veékovych skupin a pohlavi bylo zachytit maximalni
moznou biologickou variabilitu. Blocky byly odebrany z téchto oblasti: kira koncového
mozku (3%, povodi a. cerebri anterior, media et posterior), putamen et globus pallidus,
thalamus, Sedd hmota mozeckovych hemisfér; dale bila hmota koncového mozku (opét 3%
z té¢hoz povodi jako Sedd hmota plus dve interteritorialni oblasti na hranici mezi zasobenim
sousednich tepen), pfedni a zadni raménko capsula interna, bild hmota Varolova mostu, bila

hmota mozecku.

Ze vSech oblasti byly zhotoveny jednak 20 pum silné fezy s piesnou znalosti anatomické
roviny fezu, jednak série Ctyt rutinnich 4 um silnych fezli po zndhodnéni orientace principem
orientatoru (Mattfeld et al., 1990; Nyengaard et Gundersen, 2006; Miihlfeld et al., 2010).
V tezech byly mikrocévy prokazany pomoci imunohistochemického prikazu lamininu, ktery
tvoti v centrdlnim nervovém systému souvislou vrstvu pod endotelem mikrocév. V silnych

fezech jsme pomoci optického disektoru (Sterio, 1984) kvantifikovali numerickou hustotu
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krevnich mikrocév Nv (Lokkegaard et al., 2001), pti¢emz pro kazdy z 16 tkanovych blockt
kazdého mozku bylo vySetieno 144 mikrofotografii. V sérii ndhodné orientovanych rutinnich
fyzickych fezii jsme technikou nevychyleného pocitaciho ramecku (Gundersen, 1977)
kvantifikovali délkovou hustotu Ly piepoctem z dvojrozmérné hustoty profilti mikrocév Qa
(Baddeley and Jensen, 2005), pti¢emz pro kazdy z tkanovych blockll bylo vysetieno 256

mikrofotografii a poc¢itano v priméru 210 cévnich profili na vzorek.

Pro korekci smrsténi tkdnovych bloc¢kll vlivem formolové fixace a parafinového procesu
jsme porovnali objemy nativnich blocku pted fixaci, po fixaci formolem a na konci celého
histologického zpracovani, a to zvIast’ u korové Sedé hmoty, bazalnich ganglii a u bilé¢ hmoty.
Vysledné koeficienty smrsténi byly pouzity pro korekci dat ziskanych z parafinovych fezl

tak, aby uptesnily hodnoty hustot do stavu pted zpracovanim.

Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované piiloze

II. na str. 77.

3.3 Uloha vasa vasorum v osidleni syntetického cévniho Stépu
implantovaného in vivo

Umglé stépy byly explantovany spolecné s proximalnim i distalnim usekem a. carotis kralika
po 10 tydnech (n=5 jedinct) a po 6 mésicich (n=5 kralikd). Jako vnitini kontrola byla pro
kazdy Sté€p vySetiena i druhostranna krkavice té¢hoz jedince. Po fixaci formolem byly vzorky
zpracovany na parafinové fezy o sile 4 um s orientaci fezu kolmou i podélnou viici ose cévy.
Rezy byly barveny hematoxylinem-eosinem (celkova morfologie), Verhoeffovym
hematoxylinem a zelenym trichromem (elastin a cévni svalovina), orcein (elastin),
pikrosiriova cerveinl (kolagen typu I a III pfi pozorovani v cirkularné polarizovaném svétle).
Imunohistochemicky byl prokdzan alfa-hladkosvalovy aktin (cévni svalovina
a myofibroblasty), CD31 (marker endotelu), neurofilament protein (marker perifernich

nervil) a CD68 (marker makrofagii). Preparaty byly pak vySetfeny optickou mikroskopii.

Vzhledem k rozséhlé dezintegraci vrstev §tépu na fezech jsme upustili od kvantitativniho
hodnoceni. Vzhledem k nizkému poctu zvifat, kterd ptezila v kazdé z porovnavanych skupin,

nebylo moZné provést standardni statistické testovani.
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Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované piiloze

III. na str. 90.

3.4 Generovani virtualnich obrazovych dat pro kalibraci vySetrovani
mikrocév pomoci mikro-CT

Z hlediska morfologl se jednalo o intenzivni spolupraci s programatory. K ni jsme ptispéli
vybérem takovych kvantifikovanych parametrii, které¢ jsou obvyklé v morfometrii
biomateriall, konkrétné: objemovy podil Vv (volume per volume), povrchova hustota Sv
(surface per volume), délkova hustota Lv (length per volume) a numericka hustota Nv
(number per volume). Pro realistické testovani a ladéni programu jsme vyuzivali data ze

skute¢né existujicich biomateriall, konkrétné:

1) polykaprolaktonové cévni §té€py s vldkny o pruméru 1-6 pm, kterd vyplnovala
prostor s objemovym podilem 25-70 % (Horakova et al., 2018; Plencner et al.,
2014)

1) kompozitni porézni tkanové nosice sestavajici z kolagenu, polyDL-laktidovych
submikronovych vldken a hyaluronatu sodného s porozitou v rozmezi 70-80 %

(Prosecka et al., 2015; Suchy et al., 2015).

Software jsme testovali na platformé Windows s nainstalovanym programovym prostfedim
python. Standardni obrazové data o rozmérech 500x500%500 voxell s rozliSenim 35 pixeld
byla generovéna piiblizn€ 4 minuty. Vygenerovand data jsme nechali zpracovat u naSich
spolupracovnikli dale na mikro-CT konzoli Skyscan. Vyslednd data jsme shromézdili
a porovnali s a priori zndmymi vygenerovanymi hodnotami a provedli citlivostni analyzu
pomoci korela¢nich grafi, Bland-Altmanovych grafii a s vyhodnocenim relativni chyby

objemtl 1 povrchil pfi riznych rozliSenich (20-70 pixeld).

Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované ptiloze

IV. na str. 108.

3.5 Denzita mikrocév ve sténé AAA v kontextu ostatnich markeru
remodelace vyduti

Histologicky jsme vysSettili tkanové blocky stény AAA u pacienti (n=39) podstupujicich

elektivni otevienou AAA, jejiz soucasti byla i resekce ¢asti vaku AAA. Pro porovnani jsme
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vySetfili i normélni subrendlni aortu ziskanou od nebijicich darct ledvin (n=8). Formolem

fixované parafinové fezy byly barveny panelem 14 metod (tabulka 7):

Tabulka 7 - Histologické metody barveni pouzité pri vySetfovani AAA

Metoda barveni

Ucel barveni a vizualizace sloZek aortalni stény

Hematoxylin-eosin

Verhoeftitv hematoxylin a zeleny
trichrom

Pikrosiriova Cerven

Orcein

Imunohistochemicky prikaz alfa-
hladkosvalového aktinu

Imunohistochemicky prukaz desminu
Imunohistochemicky prikaz MAC387

Imunohistochemicky prikaz
myeloperoxidazy

Imunohistochemicky prikaz CD3
Imunohistochemicky prikaz CD20
Imunohistochemicky prikaz CD31
Imunohistochemicky priikaz HIF 1-a

Imunohistochemicky prikaz
Pentraxinu-3

Imunohistochemicky prikaz
osteoprotegerinu

Celkova morfologie stény

Celkova morfologie, pojivové tkan¢ a svalovina

Kolagen typu I a typu III pfi pozorovani v cirkularné
polarizovaném svétle

Elastick¢ membrany ¢i jejich fragmenty

Kontraktilni fenotyp hladkych svalovych bun¢k

Kontraktilni fenotyp hladkych svalovych bunék
Infiltrace stény aorty makrofagy

Infiltrace aortalni stény neutrofilnimi granulocyty

T-lymfocyty

B-lymfocyty

Endotel vasa vasorum

Hypoxia-inducible factor 1-a, marker tkanové hypoxie

Pentraxin-3, souc¢ast proteint akutni zanétlivé
odpoveédi

Osteoprotegerin, polyvalentni glykoprotein

Pro kaZdou z barvicich metod jsme poftidili ¢tyfi snimky systematicky ndhodné pokryvajici

dva histologické ftezy. V mikrofotografiich jsme pak bodovou testovaci miizkou

kvantifikovali plosné podily (Aa) pozitivity €1 imunopozitivity ve sténé aorty; v ptipadé vasa

vasorum $lo o dvojrozmérnou hustotu jejich CD3 1-pozitivnich cévnich profilt (Qa).

Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované piiloze

V. na str. 128.
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3.6 Mapovani histologické variability segmentii krkavice prasete jako
zaklad pro budouci studii variability vasa vasorum

Vysettili jsme 41 krkavic od 21 jedinct (12 samic a 9 samcii) piestickych Cernostrakatych
prasat o stafi 12-21 tydnt a hmotnosti 20-65 kg. Vypreparované tepny, které¢ méfily 8-13 cm,
byly rozdéleny do segmentii po 1 cm a kazdy segment byl pak vysetiovan histologicky

zvI1ast.

Vzorky koronarnich tepen byly ziskany v ramci pitvy provadéné u 21 jedincii ve véku 57-78
let. Pomér pohlavi 2:1 ve prospéch muzi (14 muza a 7 Zen) i vékové rozmezi odpovidalo
typickym pacientim podstupujicim revaskularizaci myokardu. Byly odebrany vzorky z mist
typicky pteklenovanych pti koronarni revaskularizaci, konkrétné u arteria coronaria sinistra
to byly segmenty ramus circumflexus, ramus marginalis sinister, ramus interventricularis
anterior, ramus diagonalis; u arteria coronaria dextra to byly segmenty ramus marginalis
sinister, ramus interventricularis posterior a ramus posterolateralis dexter.Rovnéz byly
odebrany proximalni, stfedni a distalni segmenty arteria thoracica interna. U korondrnich

tepen jsme klasifikovali stupen aterosklerozy (Stary et al, 1994; Stary, 2000).

Vsechny cévni segmenty byly po fixaci formalinem zpracovany na histologické fezy barvené
hematoxylinem-eosinem, Verhoeffovym hematoxylinem a zelenym trichromem,
pikrosiriovou cCerveni a imunohistochemicky s prikazem hladkosvalového aktinu. Po
systematickém nestranném vzorkovani zornych poli jsme v mikrofotografiich kvantifikovali
plosny podil elastinu v intimé a medii a zvlast’ rovnéZ v adventicii, ploSny podil kolagenu
v intimé¢ a v medii a zvlast’ jeste 1 v adventicii, plosny podil hladkosvalového aktinu v intimé

a medii, tloustku intimy a medie a celkovou tloustku cévni stény.

Dalsi podrobnosti nutné pro reprodukovatelnost studie jsou uvedeny v publikované

ptiloze VI. na str. 143.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Mapovani vasa vasorum v tunica media a tunica adventitia aorty
prasete

4.1.1 Hlavni zjiSténi

Tunica media v hrudnich segmentech aorty méla vyssi hustotu a hlubsi prinik profilii vasa
vasorum nezli v segmentech biisSni aorty. Hustota vasa vasorum postupné klesala s vékem
zvirat, a to jak v medii, tak v adventicii. Relativni hloubka priniku vasa vasorum do medie
zlstavala konstantni nezavisle na stafi zvitat a tloust’ce medie. Behem starnuti zvitat zistaval
pomér tloustky medie a adventicie v ramci tychz segmentii neménny. Media starSich zvitat
byla zasobena niz§i hustotou vasa vasorum nezli u mladSich zvifat, ale jejich rozmisténi
uvnitf medie se s vékem neménilo. Hustota vasa vasorum v medii pozitivn¢ korelovala

s tloust’kou medie a s mnoZstvim elastinu v ni.

V porovnani s dfive publikovanymi studiemi jsme pomoci imunohistochemické
kvantifikace vasa vasorum ukazali, Ze tato pronikaji hloub¢&ji smérem adluminalné do oblasti,
které byly dfive v literatufe povazovany za avaskuldrni. V pfiloze prace jsme zvefejnili
veskerd primarni morfometrickd data v podobé€ spojitych proménnych. Domnivame se, Ze
mapovani hustot profili a hloubky priniku vasa vasorum je vhodnym ndstrojem pro
histologicke studie zabyvajici se u prase¢iho modelu ateroskler6zou, zanétlivou novotvorbou

cév, vydutémi aorty ¢i distribuci latek uvoliiovanych z aortalnich stentt.

4.1.2 Publikace

Tonar Z, Tomasek P, Loskot P, Janacéek J, Kralickova M, Witter K. Vasa vasorum in the
tunica media and tunica adventitia of the porcine aorta. Ann Anat. 2016 May;205:22-36. doi:
10.1016/j.aanat.2016.01.008.

PIné znéni publikace vetné obrazové dokumentace je v pfiloze I na str. 61.
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4.2 Mapovani denzity mikrocév ve vzorcich Sedé a bilé hmoty mozku
Clovéka

4.2.1 Hlavni zjiSténi

Numericka hustota 1 délkova hustota krevnich mikrocév sedé hmoty koncového mozku byla
srovnatelna s hodnotami u podkorové Sedé hmoty bazéalnich ganglii. Ob¢ hustoty byly vyssi
u Sedé¢ hmoty nezli v bilé hmoté. Numericka hustota stiedné silné korelovala s délkovou
hustotou. Oblasti mozku s vy$s§i numerickou hustotou mikrocév se vyznacovaly ztratou

prednostni orientace mikrocév.

Némi ziskané data se piekryvala s dfive publikovanymi idaji pro nékteré z oblasti
mozku, avSak publikaci mapujici mikrocévy mozku ¢lovéka ve stejném rozsahu vzorkovani
jsme v literatuie nenalezli. VSechna primérni kvantitativni data jsme publikovali spolu
s ¢lankem. Stfedni hodnoty 1 miru variability cévniho fecisté¢ mozku, kterou jsme zmapovali,
lze vyuzit jak v pocitaovém modelovani prokrveni rznych ¢asti centralniho nervového
systému, tak napt. k vysvétleni distribuce kontrastnich latek u zobrazovani mozku (CT
angiografie, PET/CT, PET/MRI), popf. pfi mapovani distribuce ucinnych latek do téchto
oblasti. Zmapovani variability hustot mikrocév u nasich pilotnich vzorkl rovnéz umoznuje
provedeni analyzy sily testu pfi odhadu minimalniho poc¢tu vzorka potiebného k prikazu

biologickych rozdilti v hustotach pfi planovani a optimalizaci dalSich studii.
4.2.2 Publikace

Kubikova T, Kochova P, TomaSek P, Witter K, Tonar Z. Numerical and length densities of
microvessels in the human brain: Correlation with preferential orientation of microvessels in
the cerebral cortex, subcortical grey matter and white matter, pons and cerebellum. J Chem
Neuroanat. 2018 Mar;88:22-32. doi: 10.1016/j.jchemneu.2017.11.005.

PIné znéni publikace vcetné obrazové dokumentace je v ptiloze Il na str. 77.
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4.3 Uloha vasa vasorum v osidleni syntetického cévniho Stépu
implantovaného in vivo

4.3.1 Hlavni zjiSténi

Po 10 tydnech byly ve sténé §tépu nalezeny jen izolované hladké svalové buiiky, zatimco po
6 mesicich se jiz jednalo o vrstvy aktin-pozitivnich svalovych bunék. Tyto vrstvy byly
nalezeny jen v téch $tépech, jejichz prisvit zistal dobte prichodny. Mnozstvi kolagenu typu
I a IIT bylo jen velmi nizké. Elastin nebyl pfitomen u zddného Stépu. Endotelizaci Stépi
nebylo mozné posoudit pro kiehkost §tépii, ktera vedla k znaénému poskozeni a dezintegraci
Stépl. V Zadném ze $té€pi nebyly nalezeny Zddné cévy typu vasa vasorum ani Zadné nervy

(nervi vasorum), a to ani po 10 tydnech, ani po 6 mésicich.

Z histologického pohledu se jednalo o dobie tolerované $tépy, kolem nichz nebyla
nalezena zadna reakce svédcici o nedostatecné biokompatibilité. Nebyla pfitomna loziska
obrovskych bun&k z cizich téles. Stépy byly vzhledem ke kontrolnim nativnim krkavicim
velmi tenkosténné a naSe ndlezy interpretujeme tak, ze tento typ St€pl neposkytuje
dostate¢nou oporu a niky vhodné pro rozsahlejsi bunécné osidleni. Jako perspektivnéjsi se
jevi vicevrstevné typy $tépt, jejichz tloustka by realisticky odrdzela tloustku tepny, kterou
ma §tép nahrazovat. Za zajimavé pokladame zjisténi, ze usidleni nékolika malo (3-5) vrstev
bun¢k hladké svaloviny ve skeletu nosi¢e nevyzadovala vrdstani vasa vasorum, coz
nasvédcuje tomu, zZe permeabilita a poréznost nosice, ktera byla zdokumentovéana ex vivo,

pretrvava i v podminkach in vivo.
4.3.2 Publikace

Horakova J, Mikes P, Lukas D, Saman A, Jencova V, Klapstova A, Svarcova T, Ackermann
M, Novotny V, Kalab M, Lonsky V, Bartos M, Rampichova M, Litvinec A, Kubikova T,
Tomasek P, Tonar Z. Electrospun vascular grafts fabricated from poly(L-lactide-co-¢-
caprolactone) used as a bypass for the rabbit carotid artery. Biomed Mater. 13(6):065009.
doi: 10.1088/1748-605X/aade9d.

PIné znéni publikace vCetné obrazové dokumentace je v ptiloze III na str. 90.
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4.4 Generovani virtualnich obrazovych dat pro kalibraci vySetfovani
mikrocév pomoci mikro-CT

4.4.1 Hlavni zjiSténi

Nasemu mezioborovému tymu se podafilo navrhnout a detailn¢ otestovat program TeiGen,
ktery byl vcetné¢ kodu volné zveiejnén pro kalibraci segmenta¢nich procedur mikro-CT
konzoli. Program je schopen dle zaddni generovat fantomovéa obrazova data s piesné
znamymi objemy, povrchy, délkami a poCty struktur. Podle simulovaného materialu lze
generovat virtualni stacky trojiho typu: nedotykajici se valcovité struktury ¢i vlakna,
protinajici se struktury a porézni material. Program je schopen voliteln¢ generovat Sum zcela

realisticky vici redlnym mikro-CT skentim.

Kvantifikovali jsme miru chyby po evaluaci 48 sad virtudlnich stacki a eliminovali
chybu objemt a povrchil kolidujicich objektl, coz se ukazalo jako velmi netrivialni zadani.
Analyza citlivosti jednotlivych vstupnich parametri ukézala hranice rozliSeni a Sumu, mimo
jejichz bezpecné rozmezi jiz vyznamné stoupd chyba kvantifikace takovych dat pomoci
mikro-CT. Velikost chyby rostla, pokud velikost voxelu ptresdhla 1/10 typického rozméru
zobrazovanych struktur. Tim jsme simulovali efekt nejmenSich detaild v hodnocenych
obrazech na skutecnost, pfi jakém rozliSeni jest€¢ mohou byt spolehlivé kvantifikovany. Tyto
procedury si pomoci naseho software mohou nyni vyzkumnici nasimulovat pfedem bez
plytvani drahym strojovym Casem a zvolit tak optimalni rozliSeni pro ty struktury, které chtéji
pomoci mikro-CT spolehlivé kvantifikovat. Program dokaZze ukladat generovand obrazova
data a metadata ve formatu DICOM, béZném v oblasti trojrozmérného zobrazovani. Program
tak vypliluje metodickou mezeru, kterd dosud nebyla fesena vyrobci mikro-CT konzoli, kdy
vyzkumnici neméli v minulosti Zddnou mozZnost vnitini kontroly nad velikosti chyby, které
se pfi vyuziti riznych segmentacnich procedur a pti ndsledné automatizované morfometrii
vlaknitych a poréznich mikrostruktur nutné¢ dopoustéli. Kromé publikace algoritmu, vSech

primarnich dat a protokolil je i samotny program TeiGen volné dostupny jako open source.

4.4.2 Publikace

Jitikk M, Barto§ M, Tomasek P, Maleckova A, Kural T, Hordkova J, LukaS D, Suchy T,
Kochova P, Hubalek Kalbacova M, Kralickova M, Tonar Z. Generating standardized image
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data for testing and calibrating quantification of volumes, surfaces, lengths, and object counts
in fibrous and porous materials using X-ray microtomography. Microsc Res Tech. 2018
Jun;81(6):551-568. doi: 10.1002/jemt.23011.

PIné znéni publikace vCetné obrazové dokumentace je v piiloze IV na str. 108.

4.5 Denzita mikrocév ve sténé AAA v kontextu ostatnich markeru
remodelace vyduti

4.5.1 Hlavni zjiSténi

Vzorky stény AAA obsahovaly v porovnani se sténou normalnich aort mensi podily aktinu,
mén¢ desminu, méné elastinu a méné osteoprotegerinu. Naproti tomu obsahovaly vzorky
AAA vétsi podily kolagenu, makrofdgi, neutrofilnich granulocyti, T-lymfocytd, B-
lymfocyt, HIF-1a a pentraxinu 3. Vzorky AAA m¢ély vyssi hustotu CD31-pozitivnich
profild vasa vasorum nezli normalni aorty. Marker hypoxie pozitivné¢ koreloval s podilem
aktinu a negativné s podilem kolagenu. Hustota vasa vasorum korelovala se zanétlivymi
infiltraty, s markerem hypoxie, s expresi pentraxinu 3 a s makroskopickym priimérem AAA.

Kompletni priméarni morfometrické data byla publikovana spole¢n¢ s ¢lankem.

Relativné niz§i exprese osteoprotegerinu u AAA podporuje ve svétle ostatnich
literarnich zdrojt jeho v literatufe navrhovanou protektivni roli v remodelaci AAA. Vyssi
exprese pentraxinu 3 a kolokalizace jeho exprese se zadnétlivou infiltraci spiSe podporuje dalsi
vyzkum solubilni formy pentraxinu 3 jako mozného kandidata na marker AAA tak, jak je
zvazovana 1 v dalSich publikacich. Pfes zvySenou vaskularizaci zmnoZenych vasa vasorum
jsme v tychZ vzorcich zaznamenali 1 zvySenou expresi hypoxického markeru, coz poklddame
za morfologicky obraz hypoxicky podminéné neoangiogeneze jakoZto jevu, ktery je
v literatuie podeziivan z vyznamné role v patogenezi AAA a ze zvySovani jeji nachylnosti

k ruptute.
4.5.2 Publikace

Blassova T, Tonar Z, Tomasek P, Hosek P, Hollan I, Treska V, Molacek J. Inflammatory

cell infiltrates, hypoxia, vascularization, pentraxin 3 and osteoprotegerin in abdominal aortic
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aneurysms - A quantitative histological study. PLoS One. 2019 Nov 8;14(11):¢0224818. doi:
10.1371/journal.pone.0224818. eCollection 2019.

PIné znéni publikace vCetné obrazové dokumentace je v piiloze V na str. 128.

4.6 Mapovani histologické variability segmentii krkavice prasete jako
zaklad pro budouci studii variability vasa vasorum

4.6.1 Hlavni zjiSténi

Neplanovanym zjisténim byl popis abnormalit ve vétveni karotického systému prasete, které
byly zachyceny u tiech z 21 jedincti. Slo o aberantni odstup z a. subclavia dextra, aberantni

vétev pro Stitnou Zlazu z a. carotis communis a zdvojeni pravé a. carotis externa.

Z hlediska kvantitativné vysetfenych histologickych parametri nebylo rozdili mezi
pravostrannou a levostrannou tepnou téhoz jedince, az na hrani¢né€ vyssi podil elastinu v levé
a. carotis communis. Tento rozdil vymizel po vyfazeni jedinci s vySe uvedenymi
anatomickymi abnormalitami vétveni. Porovnani stavby od proximdlnich k distdlnim
usekim ukdzalo prudky pokles podilu elastinu smérem distdln€ a soucasné narist podilu
aktinu v témze sméru. Podil kolagenu pfitom zistaval pfiblizn€ stejny. Proximalni useky
mély stavbu elastickych tepen s koncentrickymi elastickymi lamelami, zatimco distalni
useky se v rozmezi cca 2-3 cm zménily na tepny svalového typu. Zatimco tloustka intimy
amedie smérem proximodistalné klesala, celkova tloustka tepny zlstavala stejna, az se
s rozSifujici adventicii v distalnich usecich rozSitovala. Pokud bychom pifedpokladali, Ze
elastin snizuje permeabilitu cévni stény a ucinnost difuze, pak bychom v proximdlnich
usecich s bohat§imi elastinovymi lamelami mohli o¢ekédvat vyssi hustotu vasa vasorum a

jejich prinik hloubéji adluminalné — tento predpoklad bude ovéten v prave probihajici studii.

Porovnanim krkavic prasete s lidskymi tepnami jsme zjistili zna¢né kvantitativni
rozdily v jejich histologické stavbe. U krkavic prasete dominovalo vyssi zastoupeni elastinu
a aktinu. U korondrnich tepen ¢lovéka bylo patrné rozruseni elastinu a ztrata kontraktilniho
fenotypu cévni svaloviny vlivem aterosklerdzy. Naproti tomu a. thoracica interna tychz
jedincti byla témért prosta aterosklerdzy a elastin byl v ni velmi dobfe zachovan. Tloustka

stény 1 pomér intimy a medie ku celkové tlouSt’ce stény se u krkavic prasete svoji variabilitou
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castecné prekryvaly s hodnotami u lidskych tepen. Spolu se shrnutim jsme publikovali

1 veSkera primarni morfometricka data.

Vysledy analyz maji znacny prakticky dopad do planovani dalSich in vivo studii
vyuzivajicich krkavice prasete jako model pro kardiovaskularni chirurgii. Diky variabilité
zmapovanych a publikovanych parametri lze nyni provadét analyzu sily testu
s odivodnénim poctu jedinct a vzorkli nutnych pro prikaz zmén ptredpokladané velikosti,
coz je standardni a eticky nutny krok pro opodstatnéni ztrat na zivotech experimentalnich
zvitat. Naptiklad, pokud v experimentu ocekavame pokles podilu aktinu o 20 % u stfednich
segmentu krkavice (tj. z 54,3 % na 42,7 %), pottebujeme minimaln¢ 9 takovych vzorkl v
kazdé z porovnavanych skupin, pokud pouzijeme typickou silu testu f=0.8 (chyba II. druhu)
a 0=0.05 (chyba I. druhu) (Chow et al. 2008). Podobn¢, detekce 25% nartistu tloustky intimy
a medie v proximalnich segmentech (tj. ztlusténi z 634 um na 792 um) by vyzadovalo 13
vzorkt v kazdé z porovnavanych skupin. Déle z naSeho zjisténi plyne, Ze 1ze pouzivat pravou
i levou krkavici zaménitelné a lze sdruzovat zvitata rizného pohlavi, aniz by to narusilo
interpretaci histologickych vysledkii ziskanych na téchto tepnach. Ukazalo se, Ze pro
morfometrii in vivo experimentl je zcela zdsadni dodrzovat misto a délku testovanych $tépa,

protoze stavba krkavice se prudce méni v ramci nékolika malo centimetri.

Ptestoze se jiz pied nasi studii dalo ofekavat, Ze stavba krkavic mladych a zdravych
prasat se bude liSit od stavby koronarnich tepen pacientll v 6.-8. deceniu, nyni mame
kvantitativni pfedstavu o velikosti a vyznamu téchto rozdild a tim padem 1 o interpreta¢nich
limitech in vivo testl provadénych na modelu krkavice prasete. Pies zmapovani téchto
rozdilt,, anebo pravé diky nim, zistdva krkavice prasete nejvice realistickym a nejlépe
dokumentovanym a etablovanym modelem pro in vivo testovani maloprimérovych umélych
cévnich nadhrad. Nase morfometrické4 data navic ukazuji limity, v nichz by se mély pohybovat
nové vyrabéné pokrocilé umélé cévni ndhrady v tkdnovém inZenyrstvi, kde jednim ze
slibnych trendl se jevi konstrukce vicevrstevnych umélych cév simulujicich komplex
intima+medie a adventicie a s tloustkou stény vhodné se adaptujici jak na model krkavice

prasete, tak na vrstevnatost redlnych koronarnich tepen ¢lovéka.

Shromazdénd morfometricka data popisujici segmentalni variabilitu histologického

sloZzeni krkavic povazujeme za vyznamny podklad pro nyni probihajici kvantifikaci
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samotnych vasa vasorum v fezech pochazejicich z tychz tkanovych bloc¢kld. Samotna
morfometrie vasa vasorum, ktera v soucasnosti probih4, by byla jen obtizné interpretovatelna
bez kontextu slozeni stény, tj. hlavnich bunéénych typl a dominantnich slozek mezibunécéné

hmoty.

4.6.2 Publikace

Tomasek P, Tonar Z, Grajciarova M, Kural T, Turek D, Horakova J, Palek R, Eberlova L,
Kralickova M, Liska V. Histological mapping of porcine carotid arteries - An animal model
for the assessment of artificial conduits suitable for coronary bypass grafting in humans. Ann
Anat. 2020 Mar;228:151434. doi: 10.1016/j.aanat.2019.151434.

PIné znéni publikace véetn¢ obrazové dokumentace je v ptiloze VI na str. 143.
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5 Zavéry prace

Otazky formulované v kapitole 3 byly tedy zodpovézeny nasledujicim zptisobem:

1.

Jak se v makroskopickém méftitku li§i hustota mikrocév a jejich distribu¢ni hloubka
v riznych segmentech aorty prasete, kterd je vyznamnym modelem v experimentalni

chirurgii?

Zavér 1: Existuje znacnd segmentalni variabilita v hustoté a hloubce priniku vasa
vasorum. Denzita vasa vasorum je nejvysSi v hrudnich segmentech, stejné jako
hloubka pruniku do tunica media, ktera zde ptesahuje diive publikované vysledky.
Denzita vasa vasorum s vékem zvitat klesa, relativni hloubka priniku vsak nikoliv.
Jednotlivé segmenty aorty prasete nejsou pro studie zabyvajici se vaskularizaci cévni

stény vzajemné zamenitelné.

Jak se v makroskopickém méfitku li§i trojrozmérnd hustota mikrocév riiznych

topograficky vzdalenych oblasti §ed¢ a bilé hmoty lidského mozku?

Zavér 2: Numericka i délkova hustota mikrocév je v Sedé hmoté€ vyssi nezli v bilé
hmot¢; v ramci Sedé hmoty je pak srovnatelnd mezi korovymi oblastmi a bazalnimi
ganglii. Vysokd denzita mikrocév je statisticky spojena se ztratou jejich preferen¢ni

orientace.

Jak se uplatiiuje novotvorba vasa vasorum u bunéfného osidleni syntetickych

kopolymernich tubularnich §tépi implantovanych in vivo do krkavic kralika?

Zavér 3: Nami vysetfované tenkosténné tubularni §tépy nebyly ani po 6 mé&sicich in
vivo invadovany vristdnim vasa vasorum, coz vSak pii vysoké prostupnosti stepii

nebranilo diferenciaci hladkych svalovych bunék.
Jak kalibrovat vySetfovani mikrocév pomoci mikro-CT?

Zavér 4: K dispozici je generator virtudlnich (fantomovych) dat vygenerovanych na
zakladé zadani uZzivatele, v némz upfesni pozadované geometrické charakteristiky,
jako objem, povrch, délku a pocet objektl. Tato obrazova data Ize pak vcetné
realistického Sumu zpracovat na mikro-CT konzoli a vysledné geometrické

charakteristiky porovnat s pfedem zndmym popisem fantomovych dat. Z rozdilu lze
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usoudit na chybu vzniklou segmenta¢nimi procedurami mikro-CT konzole a usoudit,
zda velikost této chyby né&jak ohrozuje zavéry celého méfeni. Z analyzy citlivosti
vidime, ze rozliSeni by nemélo byt horsi nezli 1/10 typického rozméru vysetiovanych

mikrocév.

5. Jak souvisi denzita mikrocév ve stén¢ vyduté bifiSni aorty (abdominal aortic

aneurysm, AAA) s ostatnimi markery remodelace stény u pacientl

Zavér 5: Vzorky AAA se vyznaCovaly vyssi hustotou profili vasa vasorum nezli
normalni aorty. Hustota vasa vasorum soucasn¢ korelovala s mirou zanétlivé
infiltrace, s markerem hypoxie, sexpresi pentraxinu 3 a s makroskopickym
pramérem AAA. Soucasny vyskyt a kolokalizaci zvySené vaskularizace stény AAA
s expresi hypoxického markeru poklddame za morfologicky obraz hypoxicky
podminéné neoangiogeneze jakoZto jevu, ktery je v literatuie podeziivan z vyznamné

role v patogenezi AAA a ze zvySovani jeji nachylnosti k rupture.

6. S jakou variabilitou v histologické stavbé je tfeba pocitat pro budouci analyzu vasa
vasorum v riznych segmentech krkavice prasete, ktera je vyznamnym modelem

v experimentalni chirurgii?

Zavér 6: Na zaklad¢ dat popisujicich slozeni tepenné stény, avSak dosud bez znalosti
hustoty a distribuce vasa vasorum lze fici, ze pii vylou€eni anatomickych variet
vétveni lze sdruZovat pravostranné cévy s levostrannymi a cévy od kastrovanych
samic a samcl. Naopak lze ocekavat vyznamné rozdily mezi proximalnim, sttednim
a distalnim usekem krkavic, kde se tepna v kratkém useku 2-3 cm méni z elastické na
svalovou. Vyslovujeme ptedpoklad, Ze proximalni usek s koncentrickymi
elastinovymi lamelami bude pii nizké prostupnosti elastinu pro difuzi latek
prostoupen vasa vasorum hustéji a blize prasvitu, nezli useky distalni. Tato hypotéza
musi byt v§ak nejprve ovéfena daty z dosud probihajici studie. Za Gcelné povazujeme
rovnéz porovnani stavby krkavice prasete s dalSim obdobnym velkym modelem

v experimentalni kardiovaskularni chirurgii, jimz je krkavice ovce.

Domnivame se, Ze zkuSenosti nabyté pii praci na Sesti pfiloZzenych studiich a ziskané pii

formulaci uvedenych Sesti dil¢ich zavéri nas opraviiuji k nasledujicimu shrnuti a zobecnéni:
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U organti makroskopickych rozmért (aorta ¢i krkavice velkych zvitat, mozek ¢loveka)
nemuzeme opravnéné predpokladat uniformitu v rozmisténi, hustoté ¢i orientaci mikrocév
na mikroskopickém méfitku. Rozmanitost téchto mikroskopickych parametri vyzaduje
jejich dukladné mapovani. To v ptipad¢ mikroskopické variability organi velkych zvitecich
modeld uzivanych v experimentdlni mediciné umoziiuje planovat experimenty s eticky
opodstatnénymi pocty jedinct ¢i tkanovych vzorkll. Ani u trojrozmérnych zobrazovacich
metod typu vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim nelze vynechat kalibraci vSech
postupil, které dosud postradaji standardizaci. Silné podporujeme publikaci primarnich

namétenych dat v kazdé morfometrické studii.
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