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1 Podékovani autoru

Domnivame se, ze z pochopeni principii a omezeni soucasnych moznosti kvantitativni
histologie mohou profitovat pregraduélni studenti zejména ve studiu preklinickych obort
(patologie), na néz je studium histologie pfipravuje. Autoti doufaji, Ze po zvefejnéni vy-
sledkit na WWW strankach LF UK v Plzni, umoznéném diky dotaci FRVS, atlas poslouzi
ve vyuce a védecké praci i odborné verejnosti a zaroven doufaji, Ze na zakladé jeji odezvy
bude mozné tento atlas i nadale zkvalitnovat.

7 téch spolupracovnikii, ktefi nejsou jmenovité uvedeni v autorském kolektivu, avsak
bez jejichz ptispévku ¢i rady by tato publikace pravdépodobné nevznikla, autori dékuji
RNDr. Lucii Kubinové, CSc., a MUDr. Petru Karenovi, CSc., z Fyziologického tstavu
AV CR v Praze, doc. Ing. Zoltanu Tomori, CSc., z Ustavu experimentélnej fyziky SAV,
MUDr. Jitce Kuncové, Ph.D., a MUDr. Jitce Sviglerové, PhD., z Ustavu fyziologie LF UK
v Plzni, Dr.med.vet Birgitt Wolfesberger a Magdalena Helmreich z Veterindrmedizinische
Universitdt Wien, organizatorim a vyucujicim The EMBO practical course on Electron
Microscopy and Stereology (Prof. MUDr. Ivan Ragka, DrSc., Ing. Jana Nebesafova, CSc.,
Prof. Terry Mayhew, Dr. John Lucocq) a pani Jaroslavé Berankové z Ustavu histologie a
embryologie v Plzni.
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2 Seznam zkratek a symbola

Neni-li kodifikovan zavazny a jednoznacny cesky preklad ptivodné cizojazy¢ného terminu,
resp. je-li to vhodné pro pochopeni symbolu ¢i zkratky, uvadime ve vybranych pripadech
i pivodni anglickou terminologii tak, jak se obvykle vyskytuje v publikacich.

0-D — bodovy, bezrozmérny

1-D — jednorozmérny

2-D - dvojrozmeérny

3-D - trojrozmérny

a-SM actin — alfa aktin hladkjch svalovych bunék

a — konstanta bodové testovaci sité, plocha prislusejici statisticky jednomu bodu site;
u disektoru odpovidé plose hodnoticiho ramecku (m?)

— pomeér plochy a délky jednotkového tvaru testovaciho systému pouzitého k odhadu
délek ve 2-D dle Buffonova principu (m)

A, B,C - koeficienty pro odhad estCE,(GJ)

a,b,c — hlavni, prvni vedlejsi a druha vedlejsi poloosa elipsoidu

|2

A — plocha (area, surface area) (m?)

A4 —plosny podil hodnocené slozky v referenéni plose vzorku (area per area, area fraction)
AAA - aneuryzma abdominalni aorty

ANOVA - analyza variance (analysis of variance) nebo jeji neparametrickd obdoba
apoE-KO — apolipoprotein E-deficience (knock out)

asf — podil plochy hodnoticich ramecki viici celé plose fezli v druhém stupni vzorkovani
optického frakcionatoru (area sampling fraction)

BV? — biologické4 variance (¢tverec rozdilti mezi odhadem a odekdvanou hodnotou)

C — vnéjsi obvod profilu tubularniho organu na fezu, pficemz rovina fezu je priblizné
kolmé na dlouhou osu trubice (m)

CE - koeficient chyby (coefficient of error), pomér druhé odmocniny z rozptylu a arit-
metického primeéru vybéru

CE,(GJ) - koeficient chyby (CE) podle Gundersena a Jensenové
CE? — celkova vybérova chyba (relativni variance, sampling error)
CT - vypocetni tomografie (computer tomography)

CV — varia¢ni koeficient (coefficient of variation), pomér smérodatné odchylky populace
k popula¢nimu primeéru

CV? — celkovd variance odhadu (total observed variance)
d,d — sila histologického fezu (m)

d — miizkova konstanta (vyska) Merzovy miizky (m)

D — rozmér (dimension)

dl — vzdalenost bodu od lumina cévy (m)

d2 — vzdalenost bodu od vnéjsi hranice adventicie cévy (m)
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DT(P) — Delaunayova triangulace pro mnozinu bodia P

E — efektivita (F = W)

cas
E(X) - stfedni hodnota experimentélné zjisténé hodnoty veli¢iny X
eGFP - zeleny fluorescencni proteiny (enhanced green fluorescent protein)
est — odhad kvantitativniho parametru (estimate, estimation)

f —obecné oznaceni pro podil (frakei) kone¢ného vybéru hodnoceného objemu v celkovém
objemu vzorku; také oznaceni pro funkci

¢ — uhel rotace blocku kolem vertikalni osy u VUR fezu (°)
FFT - rychla Fourierova transformace (fast Fourier transform)

H — pocet rovnobézek vymezujicich horizontalni segmenty na myslené polokouli u vy-
hodnocovani 3-D orientace

h — celkova vyska disektoru (m)
Hy — nulova hypotéza
HE - prehledné barveni hematoxylinem a eosinem

hsf — podil vysek optickych disektori vici celé vysce fezil ve tietim stupni vzorkovani
optického frakcionatoru (height sampling fraction)

I; — pocet priseciktt povrchu s linearni sondou pro obrazek s indexem ¢
I;, — pocet priseciki povrchu s linearni testovaci sondou
IL-6, IL-8 — interleukin 6 a 8

IMT - stiedni sila intima a media na fezu kolmém na dlouhou osu cévy (intima media
thickness) (m)

ISS — International Society for Stereology
IUR - izotropni rovnomérny nahodny (isotropic uniform random)

K — pomér poctu objektti ve vzdalenosti nizsi nezli polomér r od typického objektu dané
tfidy ku primeérné hustoté castic

[ — délka (napf. délka profilu trhliny v fezu, délka testovaci sondy apod.) (m)

L — celkové délka (m)

L - délka hranice objektu odhadnuta podle modifikovaného Buffonova principu (m)
L4 — délkova hustota profilii objektt v Fezu (intensity of planar fibre process) (m™)
LC - Langerhansovy bunky ktize

L; — délkovy podil (length per length)

l/p — délka testovaci linie ptipadajici na bod m¥izky (length per point) (m)

LUT — stfedni vzdalenost mezi sousednimi profily elastinovych lamel na fezu (lamellar
unit thickness) (m)

Ly — délkova hustota (length density) (m~2)
p — skuteénd (ocekdvand a zpravidla nezndmda) hodnota parametru

m — pocet Tezil vybranych z histologické série k hodnoceni Cavalieriho metodou



MGT - zeleny trichrom s Verhoeffovym zelezitym hematoxylinem modifikovany dle Ko-
Cové [24]

MRI - magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)
MV D — mikrovazalni hustota (microvessel density) (m™2)

MTE — stifedni sila epitelu vypoctena jako pomér jeho objemu a jedné z ploch povrchu
kolmych na MTFE (mean thickness of epithelium) (m)

N — pocet
n — pocet vzorkl; nebo ndhodné ¢islo C (0;1); nebo valence uzlového bodu
N — celkovy poéet hodnocengch objekti ve vzorku

NA — pocet profili trojrozmérnych struktur na jednotku plochy fezu (z historickych
divodu a vécné nespravné prezentovany jako pocet objektd na jednotku plochy)

Ny — numericka hustota (numerical density) (m~3)

p — pocet bodli pomocné miizky v disektoru

P — pocet prisecikil testovaci sité s hodnocenym objektem
(P) — mnozina bodt (P)

P, — pocet bodti pomocné bodové miizky zasahujicich referen¢ni prostor obrazku s inde-
xem ¢

P;, — teoreticky vypoctena intenzita poctu prisecikt profilu trhliny na fezu s profily
hodnocené slozky cévni stény

P; — skutec¢né pozorovana intenzita poc¢tu priseciki profilu trhliny na fezu s profily hod-
nocené slozky cévni stény

P, — pocet uzlovych bodu kapilarni sité o valenci n

PCF - péarova korela¢ni funkce (pair-correlation function)
) — pocet objekti

()~ — pocet castic zapocitanych v disektoru

Q4 — pocet profilti objektt v fezu o plose A (m~?)

R, — polomér vnéjsiho obvodu tubularniho organu (m)

r; — polomér vnitiniho obvodu tubuldrniho organu (m)

r — polomér (radius) (m)

RAAA - ruptura aneuryzmatu abdominélni aorty

ROI - oblast zadjmu, napi. definované uZivatelem v obraze nebo v sérii obrazi (region of
interest)

> —suma
> I — celkovy pocet prusecikii objekti s testovacim systémem
S~ w(dis) — celkovy objem disektortt (m™3)

S — povrch (topologicky ttvar), jehoz kvantitu lze vyjadiit plochou povrchu (viz plocha,
surface area, m?)

SD - smérodatna odchylka vybéru (standard deviation)

7



ssf — podil Tezi z celého vzorku v prvnim stupni vzorkovani optického frakcionatoru
(section sampling fraction)

SURS - systematicky rovnomérny nahodny vybér (systematic uniform random sam-
pling)
Sy — povrchovd hustota (surface density) (m™!)

T — vzdélenost mezi dvéma sousednimi hodnocenymi fezy (m) nebo miizkova konstanta
u linearniho testovaciho systému (m)

t — sila fezu (m)

TH - tyrosinhydroxylaza

0 — odklon od vertikalni osy u techniky VUR fezi (°)

TNF-a — tumor necrosis factor-a

UCF - 2-D stereologicky hodnotici ramedek (unbiased counting frame)

V' — pocet polednikli vymezujicich vertikalni segmenty na myslené polokouli u vyhodno-
covani 3-D orientace

V — objem (volume) (m?)
VEGF A-20 — vascular endothelial growth factor A-20
V(ref) — referen¢ni objem (m?)

Vi, —objemovy podil hodnocené slozky v referenénim objemu vzorku (volume per volume,
volume fraction)

VUR - vertikalni rovnomérny ndhodny (vertical uniform random)
vWEF — von Willebrandiv faktor
WGA — wheat germ agglutinin

WT — zvitata bez cilené mutace s genotypem a fenotypem béznym pro dany druh, resp.
bez zndmé mutace, kterd by méla vztah ke studovanému problému (wild type)

T — aritmeticky primér vybéru
XY — horizontalni osy posuvu stolku mikroskopu

Z — vertikalni osa posuvu stolku mikroskopu



3 Prehled problematiky a cile prace

3.1 Motivace

Prakticka vyuka normalni histologie a embryologie na Lékaiské fakulté UK v Plzni je
dosud zaméfena pievazné na kvalitativni popis tkanovych fezi. Vyznam kvantifikace mi-
kroskopickych struktur vsak dlouhodobé roste, a to nejen pfi feseni vyzkumnych ota-
zek, ale z hlediska vyuky zejména v mikroskopické pripravé pro patologickou histolo-
gii, kde neziidka histologicky grading ¢i klasifikace nékterych onemocnéni vychazi ze
(semi)kvantitativniho hodnoceni preparati. Metodika histomorfometrie je velmi ¢asto za-
visla na konkrétnich moznostech softwarového vybaveni riznych pracovist a neni standar-
dizovéana, coz dosud podle naseho nazoru komplikuje smysluplné zatazeni této problema-
tiky do vyuky. Z hlediska student morfologickych obori se jako nejvhodnéjsi jevi nazorny
prehled kvantifika¢nich metod s vysvétlenim principti a s uvedenim piikladt nezavislych
na implementaci v konkrétnim software. Ucelené a verejné dostupné zpracovani kvantita-
tivni histologie v ¢eském jazyce ve formeé pristupné studentiim morfologickych obori pre-
i postgradudlnich studijnich programi chybi (podle sou¢asného védomi navrhovatele). Ze
zkuSenosti naseho pracovisté nabytych pii praci s nadanymi studenty vyplyva potieba
predlozit studentiim multimedialni prezentaci, ktera by zahrnovala prehled dostupnych
metod, geometrickych (stereologickych) principi hodnoceni poctu, délek, povrchii, ob-
jemu, orientace a anizotropie mikroskopickych struktur. Soucasné je vhodné doprovodit
kazdou z metod ptikladem konkrétni aplikace na normélni ¢i patologické preparaty (véetné
biopsii) a pro studenty s hlub$im zdjmem i srozumitelné vysvétlenym matematickym
aparatem, na némz je konkrétni metoda zaloZena. Dalsi kapitolou nesmirné vyznamnou
z hlediska diagnostiky tkanovych blockt je strategie vzorkovani bloc¢kt a biopsii na trovni
makroskopické, irovni vybéru fezt z histologickych sérii i na trovni vybéru mikroskopic-
kych zornych poli v rdmci daného preparatu, tj. na vybéru (samplingu) té ¢asti materialu,
na némz je diagnostika zalozena. Domnivame se, Ze z pochopeni principti a omezeni sou-
casnych moznosti kvantitativni histologie budou profitovat pregradualni studenti zejména
ve studiu preklinickych obort (patologie), na néz je studium histologie pfipravuje. Atlas
poslouzi i odborné vefejnosti po zverejnéni vysledkit na WWW strankach LF UK v Plzni
bez jakychkoliv omezeni.

3.2 Cile prace

e vytvoreni prehledu historie a zédkladnich vychodisek stereologie jako geometrického
a kvantitativniho popisu mikroskopickych objektti studovanych histologickymi tech-
nikami,

e zpracovani problematiky variability morfologickych dat (biologické variabilita a va-
riabilita zptsobend vybérem),

e piehledné zpracovani zptsobu vypoctu ploch, povrchové hustoty, objemu, délky,
mikrovazalni hustoty, numerické hustoty bunék, hodnoceni orientace a anizotropie,

e vytvoreni obrazové dokumentace a flashovych animaci s priklady pro kazdou z kvan-
titativnich metod,

e zpristupnéni vysledkt studentiim i odborné verejnosti na WWW strankach praco-
visté (www.lfp.cuni.cz/histologie),



e lepsi orientovanost studenttt v moznostech a limitech kvantitativni histologie a
porozuméni nékterym histopatologickym diagnostickym schématim zaloZzenym na
(semi)kvantitativnim hodnoceni preparatu.

3.3 Historie kvantifikace v mikroskopii a prehled literatury
3.3.1 Zakladni vychodiska stereologie

Historicky vyvoj kvantitativnich metod v mikroskopickych oborech se z velké ¢asti kryje
s vyvojem stereologie [5, 30]. Tento termin vychézi z feckého otepeds, coz lze prelozit jako
,tuhy, pevny, prostorovy“. Prestoze jako obor se v mezinarodni komunité biologti, geologt
a pracovnikl v analyze materialti etabluje od poc¢atku 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 objekti z aplikace testovacich sond na orientované fezy
vzorkem. Jednim ze zakladnich problémi, které motivovaly rozvoj stereologie, byly dis-
kuze nad moznostmi kvantitativniho hodnoceni trojrozmérnych (3-D) objekti na zakladé
studia jejich dvojrozmérnych (2-D) fezt ¢i vybrusi. Prestoze zdbér moderni stereologie
je v soucasnosti Sirsi a pochopeni jejiho teoretického zazemi vyzaduje vhled do nékte-
rych oblasti matematiky, ztistava jednim z nezbytnych néastroji v interpretaci informaci
obsazenych v sériich fyzickych ¢i optickych fezll pofizenych rtiznymi mikroskopickymi
technikami.

Sedesata léta 20. stoleti jsou povazovana za prvni dekddu moderni historie stereologie.
P1i lepsi dostupnosti kvalitni a korigované optiky, s rozvojem imunocytochemie a elektro-
nové 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 umoz-
nujici dostatecné presny odhad stiedniho objemu téles pomoci souctu ploch, ktera
télesa zaujimaji na sérii ekvidistantnich fezti. Cavalieriho princip fika, Ze maji-li dveé
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 5.4, str. 19).

e Hrabé George-Louis Leclerc Buffon popsal r. 1733 tzv. problém ,Buffonovy jehly“,
v némz popisoval vztah mezi pravdépodobnosti vzniku priseciku ndhodné hozené
jehly (htlky) se systémem paralelnich ekvidistantnich spar v podlaze, na niz jehly
dopadly, délkou jehel (htilek) a rozestupem spar. V modifikované podobé [50] je
princip uzivan k odhadu plochy a délky objekti (dale viz oddil 5.5, str. 19).

e Geolog Achille Delesse v r. 1847 popsal empirickou techniku pro odhad objemovych
frakci mineralt v horniné na zakladé plosnych podili téchto mineralti na vybrusu
horninou (déle viz oddil 5.4, str. 19). V r. 1898 byl Delesseho pfistup doplnén rovnéz
empirickym Rosiwalovym pravidlem usnadnujicim odhad plosnych podilt pomoci
praktictéjsich podili délkovych.

3.3.2 ,,Unbiased stereology*

V 70. letech 20. stoleti ptibyvéa stereologickych praci v Journal of Microscopy, Acta Stereo-
logica (nyni Image Analysis & Stereology), Microscopy Research and Technique a v dalsich
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Casopisech (predevsim z oboru neurovéd). S pfispénim matematiki se ukazuje, Ze fada
kvantitativnich studii v biologii obsahuje nepodlozené a obtizné ovéritelné predpoklady
o tvarech hodnocenych objektl, resp. ze se tyto predpoklady casto neshoduji se sku-
teCnosti. Strategie oprav téchto predpokladi rtuznymi korekénimi faktory je postupné
opousténa a nahrazovana teoreticky podlozenéjsi stochastickou geometrii (6téyog — “cil”,
stochasticky = ndhodny) a implementaci teorie pravdépodobnosti do popisu biologic-
kych objekti. Stereologické postupy postavené na tomto novém zakladé a vyuzivajici
nevychylené vzorkovani (unbiased sampling) dévaji vznik Skalové univerzalnéj$im kvan-
tifika¢nim technikdm nezatiZenym a priori predpoklady o povaze studovaného materialu
(assumption-free, model-free unbiased methods). Tento p¥istup je souborné v literatute
oznacovan jako ,unbiased stereology“. Terminem ,stereologicky bias“ je oznacovana od-
chylka vysledkil od skutecné hodnoty vznikla vlivem systematické chyby. Metody ,,unbi-
ased stereology“ se vyznacuji tim, Ze nartistem poctu hodnocenych vzorki ve studii klesa
rozptyl vysledkl kolem centralni tendence, ktera neni od ,,skutecné, pravdivé“ hodnoty na
rozdil od ,unbiased“ metod vychylena (toto tvrzeni se vztahuje jen na bias stereologicky,
nikoliv napf. na chybnou volbu metody a zpracovani vzorku, vliv artefakt apod.).

V 80. letech 20. stoleti je TeSena jedna ze zakladnich otazek stereologie — problém
spolehlivého a univerzalniho pocitani trojrozmérnych objekti z dvojrozmérnych fezi. Jak
formuloval S. D. Wicksell v r. 1925 [51], pocet profili v jednotce plochy histologického Fezu
neodpovida poctu realnych trojrozmérnych objekttt v objemu tkané. Tato teze je znama
pod pojmem ,,the corpuscle problem®. Podstatou problému je skute¢nost, ze riizné objekty
maji v zavislosti na svém tvaru, velikosti a orientaci odliSnou pravdépodobnost vyskytu
v roviné fezu. Velké objekty komplexniho tvaru a s dlouhou osou sméfujici kolmo na
rovinu fezu maji vyssi pravdépodobnost, ze budou ve 2-D hodnoceni zachyceny a zapoci-
tany, nezli odpovida jejich skute¢nému podilu na celkovém poctu objekti v 3-D vzorku.
Snahy fesit tento rozpor matematickymi faktory korigujicimi heterogenitu rozméri, ori-
entace a asféricitu objekti vsak opét vnasely do metodiky obtizné ovéritelné modelové
predpoklady a byly tak potencidlné zdrojem systematické chyby [28]. Kriticky rozbor
Abercrombieho metody, pouzivané pro vypocet skutec¢ného poc¢tu objektt ve 3-D korekci
poctu profili objektt hodnocenych na fezech, pfinasi [18] (spolu s rozborem dalsich em-
pirickych postupti). Za situace, kdy sila histologickych fezti neni vzhledem k rozmértim
hodnocenych ¢astic zcela zanedbatelné, se navic uplatnuje projekce hlubsich ¢asti ne-
transparentnich méfenych objektd do pozorované roviny a nadhodnoceni maximalnich
rozméri profilti ¢astic (tj. sila Fezu ovliviiuje pozorované rozméry objekti, tzv. Holmestuv
efekt). Nejen z téchto divodi je ve stereologii zvykem terminologicky rozliovat ¢astetné
transparentni a trojrozmérny histologicky fez urcité sily (slab, slice) a idealizovanou dvoj-
rozmérnou projekei struktur do roviny fezu (section).

Reseni problému, které je anglicky publikovano v r. 1984 jako princip disektoru [42],
je prvni robustni, modelovymi predpoklady a korekénimi faktory nezatizenou metodou
pro odhad poc¢tu objektii v objemové jednotce tkané. Princip je i s potfebnym aparatem
popséan v oddilu 5.8 (str. 22). V roce 1985 je publikovana technika jiné stereologické ob-
jemové sondy, tzv. ,unbiased brick“ [20], ktera slouzi ke stejnému ucelu jako disektor,
ovsem postupuje podle odlisnych pravidel, ktera jsou 3-D rozsifenim 2-D nevychyleného
hodnoticiho ramecku (unbiased counting frame) (5.7, str. 21) publikovaného jiz diive
[12]. Kombinace disektoru se systematickym vzorkovanim pfinesla techniku frakciondtoru
(fractionator) [13] k odhadu celkového poctu mikroskopickych objekt v makroanatomic-
kych vzorcich nezavisle na objemovych zménach zpiisobenych fixaci a zalévanim do médii
pro krajeni. K dalsim technikdm zavedenym v tomto obdobi patii odhad velikosti Cas-
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tic aplikaci sondy zvané nukledtor (nucleator) na izotropni ¢i vertikalni uniformni fezy
a odhad objemové vazeného stfedniho objemu objektii [15]. ZkuSenost ukazala, ze je za-
potiebi respektovat minimalni soucet dimenzi (D) testovanych objektt (bodd, linii, ploch,
téles) a pouzitych stereologickych sond tak, aby byl vétsi nebo roven tfem: ke kvantifikaci
objemu (3-D) se tak pouzivd bodova testovaci sit (0-D), ke kvantifikaci povrchi (2-D)
linedrni testovaci systém (1-D), odhad délek (1-D) se provadi pomoci systému rovin (2-D)
a odhad poc¢tu objektt (0-D) s vyuzitim objemovych testovacich systémi (3-D).

Vysledky novéjsich stereologickych metod tak nejsou zatizeny vychylkami zptisobe-
nymi rdznou mirou plnéni modelovych predpokladii o povaze analyzovanych tkani, pro-
toze uvedené metody jiz tyto predpoklady neobsahuji.

3.3.3 Variabilita vysledkt a optimalizace biologickych studii

P¥i podrobnéjsim studiu variability dat [14, 17] je uzite¢né si uvédomit, ze variabilitu dat
(posuzovanou napi. pomoci variacniho koeficientu, CV) lze rozdélit na slozky rozdilného
puvodu:

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

Variabilita zptisobena vybérem vzorku pochézejicich z téhoz individua (intraindi-
viduélni, sampling error) se vyjadiuje pomoci koeficientu chyby vybéru (CE). Lze
ji redukovat navysenim poctu tkanovych blockt ¢i fezti vybranych k analyze, coz
je zpravidla ekonomic¢téjsi nezli navysovat pocet jedincti ve studii a snizovat tak
variabilitu biologickou.

Samostatné posouzeni téchto dvou slozek umoznuje optimalizovat design studie a zvySovat
jeji efektivitu. Na otazku ,jaky je optimalni pocet zkoumanych jedinci a histologickych
fezii potiebny pro spolehlivou stereologickou kvantifikaci daného parametru?“ lze pak
odpovédét: takovy, jehoZz zpisob vybéru (jedincii, fezi) nejefektivnéji snizuje celkovou
variabilitu vyslednych dat vztazenou na Cas a ndklady spotfebované na analyzu“ (po-
drobnéji viz oddil (6).

V praxi se osvédcuje napf. tento postup: objem vzorku obsahujici kvantifikované ob-
jekty je zpracovan do cca 10 systematickych ndhodnych fezi, je provedena kvantifikace
a tento proces se zopakuje na 2-3 jedincich pro kazdou z porovnavanych skupin. Pi-
lotni vysledky umoznuji odhadnout prispévek biologické variability a variability zptisobené
vzorkovanim. Po nalezeni takové hodnoty CE, kdy dalsi zpfesiiovani vybéru jiz nevede
k vyznamnému poklesu variability, je vhodné navysit pocet hodnocenych jedinct ve studii
(obvykle 5 az 10 v kazdé skupiné) a hledat odpovéd napi. na otézku, zda mezi porovnava-
nymi skupinami je kvantitativni rozdil v daném mikroskopickém parametru (napf. pocet
bunék v organu atd.). Popsany pfistup byva oznacovan téz jako ,,Do more, less well“ [16].
Pokud lze napft. z literatury odhadnout rozdil v hodnotach sledovaného parametru mezi
porovnavanymi skupinami, je v konkrétnim ptipadé jesté vhodné upravit volbu rozsahu
vybéru (tj. pocet jedinct ve skupiné) k zajisténi pozadované sily testu.

Od devadesatych let do soucasnosti popularita stereologie i pocet jejich aplikaci v bio-
logickém vyzkumu stoupé a s ni i dostupnost kurzii porddanych napt. Society For Neuros-
ciences, International Brain Research Organization, International Society for Stereology,
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European Molecular Biology Organization aj. Nartst stereologickych publikaci v recen-
zovanych casopisech od 60. let do konce 20. stoleti je pfiblizné exponencidlni. Zvysuje
se dostupnost software i hardware pro stereologii (motorizovany XY-1i Z-posuv, digitalni
snimani obrazu, konfokalni mikroskopie).
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4 Analyza obrazu a stereologie

Pro prehled uvadime vybrané nejcastéjsi postupy spadajici pod skupinu operaci provadé-
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 digi-
talniho signdlu. Problémt, jimiz se analyza obrazu zabyva, je veliké mnozstvi, at uz se
jedna o rozliseni, dynamicky rozsah, sitku pasma a bitovou hloubku, filtrace, Fourierovu
transformaci, aplikaci operatoru diferencialniho poctu, detekci hran, redukci Sumu, ko-
nektivitu, geometrické transformace, ipravy barev a konverze mezi barevnymi prostory,
vzéjemnou registraci (sesazovani) vice obrazki, logické operace mezi obrazky, segmentaci,
retus apod. Kromeé statickych 2-D obrazkt lze ke zpracovani obrazu radit i jejich série po-
Fizené v ¢ase (napf. time-lapse techniky) ¢i v rtiznych mistech zkoumaného objektu (napft.
tomografie). Vhledem k tomu, Ze predklddany atlas je zaméfen zejména na stereologické
metody (viz. Oddil 5), odkazujeme zéjemce o podrobné informace o obrazové analyze na
obsazné a soucasné prehledné monografie [25, 35, 53].

4.1 Matematicka morfologie

Pti zpracovani obrazu je castym tikolem segmentace, tj. odliseni oblasti ¢i objektti naseho
zajmu od nami definovaného pozadi. Takto segmentovany ¢i naprahovany obraz je mozné
napf. pomoci masek binarizovat a dale zpracovavat jako obraz binarni (tj. takovy digi-
talni obraz, jehoz kazdy pixel ma pravé dvé mozné hodnoty) pomoci metod matematické
morfologie. Zakladni pojmy matematické morfologie jsou:

eroze — odebrani povrchové vrstvy objektu,
dilatace — pridani povrchové vrstvy objektu,

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

uzavieni — dilatace nasledovana erozi, vyhladi obrysy, zaplni malé trhliny, spoji blizké
objekty,

homotopické transformace — na rozdil od predchozich ¢ty operaci neméni spojitost
objekti a dér; typickymi priklady jsou operace skeletonizace, homotopické znacko-
vani 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. udajem, kolikrét za se-
bou bude operace provedena). Aplikovani transformaci matematické morfologie v analyze
pocitacovych obrazii je omezeno diskrétnim vzorkovanim spojitého analogového signalu,
k némuz dochéazi pii snimani digitalniho obrazu, a z toho vyplyvajicich vlastnosti obrazu
jako je napt. typ miizky a konektivita pixeld, blize viz [53].

4.2 Vyhody analyzy obrazu a stereologie

Obrazova analyza casto vyuziva postupti, pti nichz po tpravé a filtrovani mikrofotografii
dochézi k segmentaci obrazu (napi. pomoci riznych typi prahovani a obdobnych postupti)
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a aplikaci operaci matematické morfologie a méticich nastroji na segmentované c¢asti ob-
razu. Vétsinu krokd lze snadno automatizovat do rychlych procedur (véetné uzivatelsky
editovatelnych skriptt v jazycich typu C ¢ JAVA), v nichZ mohou byt zafazeny ruzné in-
terakce s uzivatelem (napf. kontrola spravnosti a odstranéni chyb automatickych segmen-
tac¢nich postupii, drobné tpravy apod.). Proto jsou nastroje obrazové analyzy v soucasné
dostupné podobé zpravidla efektivnéjsi pro zpracovani velkého mnozstvi preparatt spise
uniformniho vzhledu a kontrastu a s ne prili§ ¢astymi artefakty vzniklymi pii preparaci,
krajeni ¢i barveni vzorki. Sofistikované programy dokazi kombinovat fadu segmentacnich
kritérii a disponuji mnohdy schopnosti ,jucit se“ na zakladé interakce s uzivatelem, ktery
ma zpravidla jasnou predstavu, které casti preparatu maji byt segmentovany a které hraji
pro dany problém tulohu pozadi.

V realité se vSak velmi casto setkdvame prave s preparaty nestejnomérné barvitelnosti
a s fadou artefakti, coz nemusi byt vzdy pouze disledek nekvalitniho laboratorniho zpra-
covani, ale mize byt ovlivnéno okolnostmi odbéru vzorku, které histologicka laboratot
nemitize ovlivnit, dale napi. zménou ¢i testovanim novych histologickych detekénich sys-
témi apod. Zejména vzorky patologickych tkani ¢i vzorky archivni se mohou z hlediska
barvicich technik chovat nestandardné. Néekteré typy fragilnich vzorkid se i pfes vyuziti
specialnich zalévacich postupi drobi ¢i v nich pfinejmensim vznikaji cetné praskliny na-
rusujici souvislost oblasti, které maji byt vybrany k segmentaci, ¢i souvislost referenc¢nich
ploch. Vyuzitelnost nadefinovanych rutin v obrazovych analyzatorech a je pak u tako-
vych vzorki omezena, coz vyzaduje casté zasahy a korekce obsluhy, ¢imz se zase snizuje
reprodukovatelnost hodnoceni. Casova naroc¢nost identifikace a odstratiovani chyb vznik-
lych automatickymi rutinami neziidka fadové dosahuje (¢i prekracuje) tspory vzniklé
automatizaci.

V soucasnosti ma veétSina stereologickych postupti podobu interaktivnich ¢i semi-
automatickych postupt, pfi nichz zpravidla uzivatel sam na zakladé svych zkuSenosti
rozhoduje, zdali je ¢i neni zapocitana platna interakce vyhodnocovaného objektu s testo-
vacim systémem. Tim odpadé fada potencidlnich zdrojt chyb méfeni, nebot pro kazdou
interakci se lze rozhodnout v rdmci binarni logiky ano/ne, coz pfispiva k vysoké repro-
dukovatelnosti [47, 46] vétsiny metod. Po¢itani udélosti s sebou obecné nese méné chyb,
nezli méfeni. Automatizace stereologickych metod je naproti tomu dosti omezena, ale
vzhledem k tomu, ze hodnoceni provadi pozorovatel se svymi zkusenostmi, jsou stereolo-
gické postupy casto velmi robustni vici odchylkdm v barveni a nékterym artefakttim. To
mé za dusledek lepsi vyuziti materidlu pro sampling, nebot lze do hodnoceni zahrnout
prakticky vSechny preparaty produkované pfi rutinnim provozu laboratore, véetné téch,
u nichz by nestejnomérnost barveni, praskliny, prach, ¢i jiné artefakty neinosné kompli-
kovaly obrazovou analyzu. Vyuzitelnost naprosté vétsiny fezi je rovnéz podminkou pro
efektivni vzorkovani blockt a snizuje variabilitu vysledkd. Uvedené ovSsem neznamena,
ze by bylo mozné v pripravé preparatl pro stereologii rezignovat na maximalni kvalitu
pripravy preparatu.

5 Stereologie

Ke studiu odvozeni nize uvedenych vztahti a Sirsich souvislosti 1ze doporucit prehledné
ucebnice stereologie a morfometrie [19, 11, 30, 36, 35], které byly soucasné velkou inspiraci
pro predkladanou piirucku. Konkrétni aplikace stereologickych metod v cévni biologii jsou
rozebrany i s piiklady v prehledném ¢lanku [45].
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5.1 Dimenze sond a kvantifikovanych veli¢in

Spravny postup vyzaduje urcity vztah mezi dimenzemi testovaci geometrické sondy a
dimenzemi kvantifikované velic¢iny u stereologickych parametri prvého fadu (V, A, L, N).
Jako parametry prvého fadu se oznacuji:

V - objem (volume)
A — plocha (area)
L — délka (length)

N — pocet (number)

=

Point (0OD) Line (1D) Plane (2D) | Volume (3D)
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Obr. 1: Soucet dimenzi veli¢iny a stereologické sondy je vzdy roven
tfem. Pfepracovano podle Howard et Reed, 2005 [19].

Dimenze geometrické sondy Dimenze kvantifikované veli¢iny

Bod (L) Objem (L?)

Linie (L') Plocha povrchu (L?)
Rovina (L?) Délka (L')

Objem (L?) Podet (L°)

Tabulka 1: Vztahy mezi rozméry sond a kvantifikovanych veli¢in

Abychom se nedopustili zasadni chyby vedouci k nenapravitelné vychylce v nami zis-
kanych datech (tzv. stereological bias), nesmi celkovy pocet dostupnych dimenzi ve tkani
(tj. t¥i) prekracovat soucet dimenzi geometrické sondy a kvantifikované veli¢iny.

Pokud bychom napftiklad pfi tiloze, jejimz cilem je ,,pocitani bunék®, zhodnotili pouze
pocet (bezrozmérny, tj. 0-D) profilt téchto bunék v roviné fezu tkani (fez je idealizované
dvojrozmérny, 2-D), ¢ini tento soucet 2 + 0 = 2, coz je mensi nezli 3 dimenze skuteéné
tkané obsahujici bunky. Bunky se totiz jakozto objekty, jejichz trojrozmérnost nemii-
zeme v mikroskopickém méritku zanedbat, vyskytuji i v treti dimenzi analyzované tkané.
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Obecné se tak diky své velikosti a orientaci mezi sebou lisi pravdépodobnosti, Ze se jejich
profily ocitnou v roviné fezu, vysledkem c¢ehoz je vychyleny kvantitativni tdaj, v némz
jsou nadhodnoceny buriky vétsich rozmeéri a bunky orientované svou delsi osou kolmo na
feznou rovinu.

5.2 Strategie zajiSténi nahodnosti stereologickych sond vci vzor-
kiim

Aplikace stereologickych sond na hodnocené vzorky musi byt ndhodna a tato ndhodnost
musi byt ve smyslu vzajemné pozice (posunu, pro vSechny veli¢iny), tak ve smyslu orien-
tace (u linii a povrchi). Jak jiz bylo zminéno, historicky je s touto ndhodnosti nakladano
dvéma odlisnymi zpusoby.

Stereologie zaloZena na modelovych pfedpokladech (model-based stereology) —za-
hrnuje metody, v jejichz zakladech jsou predpoklady o urcité velikosti, tvaru a ori-
entaci kvantifikovanych objekti. Takova metoda mtize naptiklad poskytovat spo-
lehlivé vysledky tehdy, je-li aplikovana na bunky pfiblizné kulovitého tvaru, uni-
formni velikosti a izotropniho rozlozeni ve tkani. Vzhledem ke zjevné nerealnosti
takovychto predpokladii jsou realné biologické vzorky idealizovany a pripodobnény
modelovym vzorkiim, které pozadavkim dané metody vyhovuji. Realné odchylky
od téchto modell jsou poté korigovany rtiznymi konstantami, korekénimi faktory,
apod. Vzhledem k tomu, zZe je velmi obtizné urcit pfesné miru odchylky realné tkané
od modelového idealizovaného vzorku, ziistava v principu i velikost a pouziti téchto
korek¢nich faktort zpochybnitelné a mnohdy prakticky neovéritelné. Tato skupina
metod dominovala ve stereologii cca do 80. let 20. stoleti a prikladem muze byt:

e _pocitani bunék® na zékladé pocitani jejich profilt na fezu,

e odhady ,délky stfevnich klku“ z délky profila stfevnich klkid na fezu urcité
orientace, apod.

Stereologie zaloZzena na vhodném designu aplikované metody (design-based ste-
reology) — zahrnuje metody, jejichZ schopnost poskytovat validni data nezavisi na
restriktivnich pfedpokladech o vlastnostech (tvaru, velikosti, distribuci) kvantifi-
kovanych struktur, nybrz na vhodném vzorkovani hodnocenych mikroskopickych
¢asti objektl. Strategie nestranného vzorkovani a randomizace sond vii¢i vzorktim
je zakladem téchto metod a je minimalné stejné dulezita, jako vlastni aplikace ge-
ometrickych sond ¢i spravnost interaktivniho hodnoceni preparatu pozorovatelem.
Vzhledem k absenci a priori pfedpoklad o vlastnostech vzorku se tyto metody
oznacuji také jako ,assumption-free“ a nepouzivaji zadné ,korekcni faktory“. Od
80. let 20. stoleti se tyto metody stavaji metodami volby ¢i zlatymi standardy pro
vétsinu aplikaci stereologie. Piikladem muze byt:

e dvojrozmérny hodnotici ramecek (unbiased counting frame) pro planarni stu-

die,
e disektor,

e frakcionator, atd.
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5.3 Poméry a hustoty

Kromé parametrti prvého fadu lze vyjadiovat vysledky i formou vzajemnych pomért,
k nimz nejcastéji patii:

Objemovy podil (volume fraction, volume density), Vi, podil vybrané faze v re-
feren¢nim objemu,

= napr. objemovy podil tunica muscularis v jednotce objemu stfevni stény.

Povrchova hustota (surface density), Sy, plocha povrchu vztazend na jednotku ob-
jemu (mm~1)

= napf. resorp¢ni povrch strevniho epitelu v jednotce objemu stievni stény.

Délkova hustota (length density), Ly, délka linedrniho Gtvaru vztaZena na jednotku
objemu (mm™?)

= napt. délka kapilar v jednotce objemu lamina propria mucosae stievni stény.

Numericka hustota (numerical density), Ny, pocet objektt nachazejici se v jed-
notce objemu (mm™3)

= napf. pocet osteocytarnich lakun pritomnjch v objemové jednotce kompaktni
kosti.

Pomeéry a hustoty mohou byt vyrazné ovlivnény kontrakci tkané béhem fixace a vlivem
teplotnich zmén pii zalévani fezl v parafinovém procesu, ev. riiznou mirou jejich rozvi-
nuti po napnuti na sklicko. Navic tkané pochazejici z riznych organii a z riznych jedinct
rozli¢ného stari a rozlicného stupné hydratace jevi odliSnou miru téchto objemovych zmén
(tzv. ,differential shrinkage“). To mtize vést k chybné interpretaci téchto poméra. Piikla-
dem toho muze byt tradovany masivni ibytek neuronti v mozku starsich osob vyvozeny
na zakladé nizsi numerické hustoty neuront, ktera ovSem byla z velké ¢asti zptisobena vy-
raznéjsi kontrakei vice hydratované tkané mladsich jedinci, coz vedlo k nepomérné mensi
hodnoté jmenovatele numerické hustoty a tim k precenéni poc¢tu neuronti na jednotku
objemu ve srovnani v méné se kontrahujici tkani starsich jedinct. Pfi hodnoceni referenc-
niho objemu je tedy tieba mit toto na paméti a vyvarovat se pri interpretaci vysledkt
této ,referenéni pasti® (reference trap, podrobnéji viz [6]), coz hrozi zejména v piipadé,
kdy jsou za&véry vyvozovany pouze z poméri a hustot. Stereologické poméry a denzity
lze plnohodnotné interpretovat jediné tehdy, je-li referencni prostor pfedem znam, nikoliv
méfen. Toho lze prakticky dosahnout napi. odbérem presné znamého objemu tkanového
vzorku kalibrovanymi bioptickymi jehlami.

5.4 Odhady ploch a objemui bodovymi testovacimi mrizkami
Odhad plochy v roviné fezu pomoci bodové testovaci sondy (m¥izky), rovnice 1:
estA=a - P, (1)
kde est A je odhad plochy méreného objektu, a je parametr pouzité testovaci sité

(plocha pfislusejici jednomu testovacimu bodu) a P je pocet priseciki sité s hod-
nocenym objektem.
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Delesseho princip — plosny podil A4 dava odhad objemového podilu Vi, téze slozky,
rovnice 2:
est Vi, = est Ay. (2)

Rosiwalovo pravidlo — plosny podil A4 je roven délkovému podilu Ly, 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, 1" je vzdalenost mezi dvéma sousednimi hodnocenymi
fezy, A; je plocha odhadnuté u i-tého fezu pii poctu m hodnocenych trezu.

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

Délkova hustota je vhodnym vyjadfenim délek biologickych struktur ve znamém ob-
jemu tkané 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
izotropnich systematickych nahodnych rovin (IUR, isotropic uniform random secti-
ons), které zachyti hodnoceny objekt s pravdépodobnosti pfimo timérnou jeho délce.
V systému téchto fezli odhadujeme délkovou hustotu dle rovnice 6:

est Ly =2-Qy, (6)

kde ()4 je pocet profilti zachycenych systémem IUR rovin vztazeny na soucet ploch
téchto testovacich rovin.

Odhad délek linearnich struktur ve 2-D Ize s vyhodou provést pomoci modifiko-
vané Buffonovy metody, pfi niz je délka objektt L odhadovéna z celkového po-
¢tu prisecikt Y I testovaciho systému (linie ¢i k¥ivky) s hodnocenymi vldknitymi
objekty dle rovnice 7.

. T a
L=—-—x-x I 7
Y )
kde ¢ je pomér plochy a délky jednotkového tvaru testovaciho systému (napi. ob-

délniku ¢i ¢tverce u pravothlych linedrnich testovacich systémi).

V réamci fezli pak lze vyjadfovat i délkovou hustotu hodnocenych profili v fezu
(intensity of planar fibre process) L, dle rovnice 8:

L
LA = Zu (8)

kde L je odhad délky a A je referenc¢ni plocha fezu, v niz se dané linearni struktury
vlakna vyskytuji a v niz odhad provadime.
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5.6 Odhady plochy povrchu a povrchové hustoty

Povrchova hustota je ¢asto uzivanym kvantitativnim parametrem ploch v objemovém
elementu vzorku a je definovana podle rovnice 9:

Sy (Y, ref) — % (9)

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

Odhad povrchové hustoty vyzaduje aplikaci linearnich sond na izotropni uniformni
nédhodné orientované (IUR) nebo vertikdlni uniformni (VUR) fezy, kdy vysledek
ziskame dle rovnice 10:

21,

tSy = —————
cstov Ly (test)’

(10)
kde I; je pocet prisecikt povrchu s linearni testovaci sondou o délkové hustoté
Ly (test).

P1i pouziti vétsiho poctu obrazkua k odhadu povrchové hustoty pocitame tento pa-
rametr dle rovnice 11:

2.5 I
eStSV(Yv T@f) = —1;17 (11)
Up->2i P
kde Sy (Y, ref) je povrchova hustota povrchu S(Y') v referenénim objemu V (ref),
I; je pocet prusecikit povrchu se sondou pro obrazek s indexem ¢, P; je pocet bodu
pomocné bodové miizky zasahujicich referenéni prostor obrazku s indexem i a l/p
je délka [ testovaci linie pripadajici na bod p pomocné mrizky.

Predpokladem pro tento odhad plochy povrchu je nahodnost orientace fezt, tj.
testovaci linie prokladané vzorkem musi byt izotropni IUR ¢i VUR tezy. Z prak-
tickych divodtl je ¢asto vhodnéjsi namisto zcela izotropnich fezi pripravovat VUR
fezy, které vsSak jiz nejsou izotropni ve 3-D, ale jen v horizontalni roviné. Izotropii
zajistime v arbitrarné zvolené horizontalni roviné rotaci kolem zvolené vertikalni
osy o ndhodny thel ¢ (Obr. 2). Horizontalni rovinu si u dané série vzorki sami
volime a terminy ,horizontalni“ a ,vertikalni“ nemaji zadny vztah k anatomickym
rovindm, nebot metodu lze aplikovat na celé orgéany, jejich ¢asti nebo napf. jehlové
bioptické vzorky. Vzorek pak krajime systematickymi fezy kolmo na horizontalni
rovinu. Vertikalni rovina, kterou jsme preparat prokrajeli, zasahne s vyssi pravdeé-
podobnosti horizontalni plochy, nezli vertikalné orientované plochy. Abychom toto
vychyleni vyrovnali, potiebujeme pouzit takové testovaci linie, jejichz délkova hus-
tota je tmeérna sinf, kdy 0 je odklon od vertikdly a pribéh téchto linii je spise
horizontalni nezli vertikalni. Takové vlastnosti spliiuji kiivky zvané cykloidy (Obr.
3), jsou-li orientovany svou kratsi osou paralelné se zminénou vertikalni osou. Kom-
binace roviny generované VUR otocenim o thel ¢ a aplikaci sité cykloid odpovida
pouziti izotropniho ¢arového testovaciho systému. VUR fezy mulzeme s vyhodou
pouzit soucasné s urcovanim plochy i k odhadu objemt Cavalieriho metodou, ktera
nevyzaduje nahodnou orientaci Tezt.
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Obr. 2: Princip vertikalnich ndhodnych fezti pro od-  Obr. 3: Geometrické vlastnosti
had povrchu a objemu (VUR). Pfi abitrarné zvolené  cykloidy.

horizontalni roviné je provedena rotace blocku o na-

hodny thel ¢ kolem vertiklni osy. Rezna rovina pfi

histologickém zpracovani je pak kolma na rovinu ho-

rizontalni.

5.7 Kvantifikace mikrocév

Pii kvantifikaci kapilar, pre- a postkapilar ve vétsich tkanovych bloccich je mozné zvolit
nékolik pristupt:

1. V sérii optickych fezii z konfokalniho mikroskopu lze primo sledovat jednotlivé ka-
pilary a méfit ¢ odhadovat jejich délku L(cap,ref) a vyjadiit ji jako délkovou
hustotu kapilar na jednotku objemu Ly (cap,ref) nebo ji vztahnout na jednotku
délky prilehlych struktur (nap¥. svalovych vldken témito kapilarami zasobovanych,
viz [7]).

2. Topologicky lze systém kapilar charakterizovat jako trojrozmérnou sit s uzlovymi
body, v nichz se kapilary vétvi. Je tedy mozné v silnych izotropnich rovnomeérnych
nahodnych (IUR) fezech optickym disektorem (viz oddil 5.8) kvantifikovat numeric-
kou hustotu téchto uzlovych bodi (mist vétveni kapilar). Ve stejnych fezech jejich
délkovou hustotu Ly (cap, ref). Kapilara je definovana jako tisek cévy mezi dvéma
uzlovymi body. Konektivita sité kapilar je popsana pomoci téchto uzlovych bodi a
pro kazdy z pozorovanych uzlovych bodi je zaznamenan pocet cév, které se v ném
stykaji (valence uzlového bodu), z ¢ehoz vyplyne parametr P, jako pocet uzlovych
bodii o valenci n. Odtud lze vypocitat numerickou hustotu kapilar, tj. pocet kapilar
v jednotce objemu tkané Ny (cap,ref) podle rovnice 12, viz [26].

Ny (cap,ref) = g((fzg = Z(ngv(c];l))+ 1. (12)

3. Mame-li k dispozici pouze jednotlivé histologické fezy, je mozné i pres trojrozmérnou
povahu cév pouzit dvojrozmérné kritérium miry jejich pfitomnosti, tzv. mikrovazalni
hustotu (microvessel density), kterou lze stereologicky vyjadfit jako parametr Q4
podle rovnice 13:

Q

Za

Q= (13)
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kde @) je pocet profilti mikrocév zachycenych na fezu o referencni plose A. Pravidlo
k zapocitani profilti objektt ve 2-D je znazornéno na Obr. 5. Plochu hodnoticiho réa-
mecku zname z kalibrace, event. ji mizeme pfi nepravidelnostech obrysi referenc¢ni
plochy hodnotit bodovou testovaci mftizkou. Tento pristup je vhodné doplnit ana-
Iyzou (an)izotropie @4, tj. porovnat hodnoty tohoto parametru ve tfech na sebe
kolmgych rovinach, viz [46].

5.8 Odhady numerické hustoty castic disektorem

Disektor je stereologicka objemova testovaci sonda k pocitani objekti v referenc¢ni obje-
mové jednotce. Z poctu objektt a znalosti referen¢niho objemu miizeme odhadnout
jejich numerickou hustotu. Dodrzeni pravidel disektoru zarucuje vysledek nevychy-
leny (unbiased) rozdily ve velikosti a orientaci poéitanych objektt (napt. bunék).
V zéavislosti na technice porizeni ezl rovinami tkanového bloc¢ku lze pouzit disektor:

fyzicky — zaloZeny na obrazech dvou ¢i vice fyzickych fezu registrovanych v ose Z,

opticky — postupnym proostfovanim preparatu prochézime jednotlivé roviny, v nichz
pocitame jednotlivé objekty.

Vypocet odhadu hustoty provadime podle rovnice 14:

est N,(par) = 2oy @ (par) | _p (14)

> i biref) a-h’

kde est Nv(par) je odhad (estimator) poctu ¢astic v objemové jednotce referenéniho
prostoru, @~ (par) je pocet ¢astic zapocitanych v disektoru, P;(ref) je pocet bodi
miizky pripadajici na referen¢ni prostor, p celkovy pocet bodi@i pomocné miizky,
a plocha hodnoticiho rdmecku a h je celkova vyska disektoru. Grafické znazornéni
boc¢niho pohledu na 3-D sérii fezti disektoru podava Obr. 4. V roviné jednotlivych
fezi se pak aplikuje pocitaci pravidlo shodné s 2-D hodnoticim rameckem, jak je
popsano u Obr. 5.

h 2 - |

y |
j?\ 78y |
iy =

- N J

D
“----:-j\}-:-

Obr. 4: Schéma disektoru pro hodnoceni hustoty bunék v objemu tkédné zpracované do histo-
logickych fezii ¢i s nasniménim fez optickych. Boéni pohled na 11 fezt (pfi zvolené sile fezu
d), resp. 21 fezt (pfi sile d'). Spodni rovina je referen¢ni, horni nédhledova. Zapocitavame jen
ty Castice, které neprotinaji ndhledovou rovinu a lezi alespon ¢aste¢né uvniti disektoru o vysce
h (buiikky A, B, D, E). Silu fezu je nutno volit s ohledem na nejmensi rozméry hodnocenych
bunék tak, aby i nejmensi objekty byly fezem protnuty. Pfi chybné volbé sily fezu d bychom
objekt F nezaznamenali.
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A
Obr. 5: Schéma mikrofotografie s profily nékolika objektt (napf. krevnich cév)
a s projekci hodnoticiho rdmecku sestavajiciho ze dvou povolenych (zelené)
a dvou zakazanych (Gervené) linii. Kolem ramecku je jesté bezpe¢nostni padsmo
umoznujici vyhodnotit event. kontakt profila s prodlouzenim zakizanych linii
smérem vzhuru i dolti do nekonecéna. Zapocitany jsou profily vyznacené Sedé,

které plné spadaji dovniti rdmecku nebo protinaji povolené linie a soucasné
neprotinaji linie zakazané.

5.9 Primy odhad poctu objektu pomoci optického frakcionatoru

Technika disektoru umoznuje odhad poctu ¢astic v referenénim prostoru prepoctem z je-
jich numerické hustoty. V pripadé, ze jedinym parametrem vyznamnym pro biologickou
otazku je prosty pocet mikroskopickych objekti, je metodou volby opticky frakcionator
jakozto kombinace optického disektoru (viz oddil 5.8, str. 22) a jedno- ¢i vicetroviiového
vzorkovani (oddil 6.4.1, str. 34). Aplikace frakcionétoru je obvykle trojstuptiova:

1. Cely vzorek je zalit do média umoznujiciho jeho kompletni rozkrajeni na fezy.
Cést feztt vybranych k dalsimu hodnoceni tvoii znamy podil (frakci) oznacenou
ssf (section sampling fraction) a hodnota tohoto podilu je zndma.

2. 'V kazdém z vybranych fezi jsou pomoci optického disektoru spocitany hodnocené
objekty. Podil ploch 2-D hodnoticich ramecki disektoru viici plose fezii je oznacen
asf (area sampling fraction) a je znam.

3. Podil vysky disektoru a sily fezu je oznacen hsf (height sampling fraction).

Celkovy pocet hodnocenych objekti ve vzorku N pak odhadujeme podle rovnice 15:

est N = Q_ ¢ (15)

f  ssf-asf-hsf’

kde @ je celkovy pocet objekti zapocitanych v optickych disektorech, f je obecné oznaceni
pro podil konec¢ného vybéru hodnoceného objemu v celkovém objemu vzorku a hsf, asf
a ssf jsou podily rozepsané v jednotlivych stupnich vzorkovani.
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5.10 Vyuziti délkové hustoty pro analyzu trhlin

P1i analyze pribéhu ruptury ¢i disekce cévni sténou lze s vyhodou pouzit znalosti délkové
hustoty profild jednotlivych slozek cévni stény na fezu L, k mikroskopickému posou-
zeni toho, kterou ze slozek se trhlina preferencéné sifi. Lze postupovat testovanim nulové
hypotézy Hy: Ruptura ¢i disekce probiha cévni sténou ndhodnym zptisobem, tj. bez pre-
ferencniho pribéhu napti¢ uréitymi strukturami (napt. elastinovymi vlékny).

Z odhadu referen¢ni hodnoty délkové hustoty profilti objektii v fezu lze podle rovnice 16
[43] vypocitat teoreticky pocet priiseciki trhliny s danou strukturou (napf. s elastinovymi
vlakny) pfi platnosti nulové hypotézy Hy, kterd pfedpokladd ndhodnou drahu trhliny ve
tkani:

estPL:l~%~LA, (16)

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

5.11 Relative labelling index

Tento néstroj [29] je uziteény v piipadé, Ze potfebujeme zodpovédét otézku, zda jsou
objekty (burtiky, profily bunék) v rtznych kompartmentech (napt. jednotlivych vrstvach
stfevni stény nebo cévni stény apod.) distribuovany ndhodné a pokud nejsou, ktery mor-
fologicky definovatelny kompartment (napf. vrstva) je danym typem bunék (objekti)
preferovan? Nulovou hypotézu o rovnomérné distribuci objektit v kompartmentech lze
testovat nasledujicim zpisobem:

1. Stanovime plosné poméry A, ¢i objemové poméry Vi, jednotlivych kompartmentt
v celkovém referenénim prostoru napf. pomoci bodové testovaci mrizky,

2. z poméri Ay, resp. Vi kompartmentt ziskdme pomérné predpokladané nahodné
rozdéleni objektlt mezi kompartmenty,

3. spocitame skutecny vyskyt objektt v kazdém z testovanych kompartmenti.

4. spocitame relative labelling index (RLI) jako pomér (pozorovany/predpokladany
pocet objektt) pro kazdy kompartment (um=2),

5. pro kompartmenty osidlené imeérné jejich plosnému ¢i objemovému podilu ziskdme
RLI =~ 1, a pro preferen¢né osidlené kompartmenty RLI > 1,

6. k testovani statistické vyznamnosti odchylek skutec¢nych hodnot RLI od hodnot
ocekavanych podle plosnych a objemovych pomért kompartmenti pouzijeme napf.
x? analyzu.

Pozn: Termin ,relative labelling index“ nebo ,labelling index“ je pouzivan i ve zcela
jiném vyznamu pro oznaceni pomérného zastoupeni bunék (¢i jejich profilti na fezu) ozna-
¢enych libovolnou metodou v celkové populaci bunék (& jejich profili na fezu), napf.
v histopatologické charakteristice tumort, bunék ziskanych z exsudati apod.
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5.12 Analyza shluki a kolokalizace objektu

Tyto techniky jsou uréené k testovani statistické ne/nahodnosti rozlozeni bunék v referené-
nim prostoru prostfednictvim analyzy lokalnich maxim (clustering) a minim (inhibition)
denzity objekti. Vyuziva funkce popsané rovnici 17:

1 dK(r
Per() = o S

(17)

kde PCF je parova korela¢ni funkce [43], K je pomér poctu objektti ve vzdalenosti nizsi
nezli r od typického objektu urcitého typu ku primeérné hustoté téchto castic.

Potiebny aparat, softwarové implementace a i priklady aplikaci metody jsou podrobné
popséany [34].

Obr. 6: Grafické znazornéni K-funkce podle [34].

Kolokalizace je obdobnou analyzou pro objekty vice nez jedné tridy.

5.13 Analyza anizotropie struktur ve 2-D

Popisujeme-li distribuci objektii v histologickych fezech, mtze byt uzitecné posoudit napft.
jejich stfedni vzdalenost ve sméru osy X a ptat se, zdali je stejna, jako stiedni vzdale-
nost téchto objekti ve sméru osy Y (tj. ve sméru kolmém na X). Pokud by tyto stfedni
vzdalenosti ve dvou na sebe kolmych smérech byly podobné, mtzeme hovorit o 2-D izot-
ropnim rozmisténi objektd na fezu. Pokud by se vzdalenosti vyznamné lisily, svédcilo by
to o vrstevnatosti v rozlozeni objekti, resp. o jejich 2-D anizotropii.

Vhodnym néstrojem pro tento kol je statistické vyhodnoceni Delaunayovy triangu-
je takova triangulace DT(P), kdy se zadny z bodt mnoziny P nenachézi uvniti kruznice
opsané kterémukoliv trojthelniku (tj. uvnit¥ takové kruznice, kterd u daného trojihel-
niku prochézi v8emi tfemi vrcholy). DT(P) maximalizuje nejmensi vnitini thly vSech
trojuhelnikt spojujicich mnozinu bodt (Obr. 7).

Po oznaceni zkoumanych objekt a po jejich triangulaci (napfiklad pomoci software
Qhull [3]) vyhodnocujeme vyslednou sit trojuhelniki tak, ze vypocéitdme parametry ta-
kové sité geometrickych objektl, kterd je za danych okolnosti nejvhodnéjsim modelem
pro skuteéné triangulovanou sit. Modelovymi sitémi mohou byt napf. sité ¢tyfthelnik,
zejména vSak trojuhelniki rovnostrannych (v ptipadé izotropni sité€) ¢ rovnoramennych
(v ptipadé anizotropie). Lze pak vypocitat strany a vysky téchto troj- ¢ ¢tyfuhelnika
a rozhodnout, ktery z nich se nejvice blizi skutecnému rozmisténi sledovanych objekti
v plose.

25



Obr. 7: Delaunayova triangulace bodt.

5.14 Petri-metrics

Jako ,petri-metrics“ se oznacuji dvojrozmérné stereologické techniky pouzivané pro reseni
¢astych rutinnich biologickych problému (nap¥. odhady délek planérnich struktur ¢i poci-
tani bunék), u nichz neni zapotiebi brat v ivahu tfeti rozmér. P¥ikladem jsou naptiklad in
vitro studie v kultivacnich miskach ¢i skliccich, vyzadujici poc¢itani bunék a mikrostruktur
v bakteriologii, mykologii, cytologii, pfi vyzkumu kancerogeneze, angiogeneze apod.

5.14.1 2-D frakcionator

Plocha kultiva¢ni misky ¢i sklicka mtize obsahovat miliony bunék. Jednou z moznosti je
spocitat ,hrubou silou® vsechny dostupné objekty, nejcastéji s vyuzitim automatizovaného
zafizeni. Druhou strategii je provést nejprve vzorkovani a vyhodnotit pouze vybér ze
zékladni populace vSech zornych poli, vysledkem cehoz je ovsem pouze odhad skutecného
poctu pritomnych objektd. Dvojrozmérny frakcionator je obdobou trojrozmérného, tj.
jedna se o techniku nezavislou na kalibraci a zvétseni, kterd je zalozena na spocitani
objektt v pfesné znamé Casti (frakci) celého prostoru.

Pouzijeme-li jako piiklad Obr. 8, pak plocha hodnotictho ramecku (UCF, unbiased
counting frame) €ini:

UCF = — - (plocha ¢tyfahelniku). (18)

NN =

Celkovy pocet 2-D objektt pak ¢ini:

Ntotal:ZQx$:ZQx9. (19)
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Obr. 8: Mrizka pro aplikaci 2-D frakcionatoru. Pro prvni
odhad je zapotfebi napoéitat 100 < > @ < 300 bodu
= v zavislosti na variabilité mezi porovnadvanymi Petriho
miskami lze vystacit i s niz§im poctem pruseciki.

5.14.2 Odhad délek ve 2-D pomoci pravouhlé linearni sité

Tyto techniky se pouzivaji napt. pro in wvitro hodnoceni rtstu neuritid, cév, vlaknitych
mycelii apod. Vyuziva modifikovany Buffontv princip:

X%XLXZI. (20)

Miizkovou konstantu ¢ (tj. plocha testovaciho systému vztazend na jednotku délky)

si pro ¢tvercovou testovaci miizku (Obr. 9) s hranou ¢tverce 7' mizeme vyjadrit jako:

=—=0,5-T. (21)



N >\
N X \( )()({/ N

Obr. 9: Ctvercova testovaci miizka pro odhad
délek ve 2-D byla vici podkladu nahodné roto-
vana a posunuta.

5.14.3 Odhad délek ve 2-D pomoci cirkularnich oblouki

Pro praktické pouziti je vyhodné pouzit takovy typ mfizky, ktery pouziva izotropni li-
nearni systém, ¢imz odpada nutnost ndhodné rotovat mrizku vici podkladu. Piikladem
takovéhoto systému je Merzova miizka. Jednotkovym tvarem této miizky jsou cirkularni
oblouky, kdy celému oblouku o délce 7 - d lze opsat obdélnik o vysce priméru kruhu d a
délce 2d. Vypocet lze provést dle rovnice 20 s tim, ze mfiizkova konstanta pro Merzovu
miizku (Obr. 10) pak €ini:

(22)

-\-\_“—"'w. \-\'—"'\-. \\H_"'x \-.._\__\ .\.‘H‘_"‘-\a \H‘_‘_‘-\ \\L'_"-h
Obr. 10: 2-D izotropni a ndhodné posunuta cir-
kulérni testovaci mrizka. Pfi 23 pouhych prise-
¢icich ¢inil rozdil v odhadu délky oproti pred-
chozimu obrazku ¢. 9 jen 4 %.
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5.15 Odhad sily stény tubularnich struktur

V piipadé odhadu stfedni sily trubicovitych struktur (napft. stfevni stény, ureteru apod.),
jejichz vnitini nebo vnéjsi povrchy maji komplikovany tvar, jsou zrasené apod., lze pouzit
nasledujici postup. Uvazujme tsek stievni trubice o délce L, kde:

estViyar je objem stfevni stény odhadnuty dle Cavalieriho principu,
estViptestine je objem celého useku stfeva (véetné lumen) o délce L,

estViumen je objem stievniho lumen odhadnuty dle Cavalieriho principu nebo vyjadieny
jako rozdil dle rovnice 23:

eSt‘/Zumen = eStV;ntestine - 6St‘/wallv (23)

C je vnéjsi obvod profilu stfevni trubice na fezu, pficemz rovina fezu je priblizné kolma
na dlouhou osu stfevni trubice; tuto hodnotu lze obvykle s dostatecnou pfesnosti
zmérit primo z nasnimanych ¢i naskenovanych tezi, protoze vnéjsi obvod pokryty
serézou ma jednoduchou morfologii,

R, je polomér vnéjsiho obvodu profilu stfeva na fezu dle rovnice 24,

R - ¢ (24)

5
r; je polomér vnitfniho obvodu profilu stfeva na fezu.
Stiedni silu stény si pak 1ze definovat dle rovnice 25:
stfedni sila stény = R, — r; (25)
Parametr r; vSak popisuje polomér stievniho lumen, coz je vzhledem k clenitosti stfev-

niho povrchu spise virtudlni parametr, ktery nelze pfimo zméfit. Lze jej vSak vypocitat
nasledujicim postupem dle rovnic 26-28:

estVigmen = 7 - 12 - L (26)
7"2 o ‘/lumen - ‘/intestine - €StiallWS - (7T : Rz : L) - eStiallWS (27)
o on L w- L N w- L
CR2.) —
- \/(w RE - L) — estVuurWS. (28)
m- L
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6 Vychylka, spravnost a presnost

Kromé vlastnich technik pocitani objekt, délek, ploch, objemt apod., je nedilnou soucasti
kvantitativnich studii i statistické hodnoceni vysledki, analyza spravnosti a presnosti
odhadti a design vzorkovani analyzovanych ¢asti vybranych z ptivodné makroskopické
urovné az na uroven mikroskopickou.

Termin bias se pfi analyze variability pouziva ve smyslu vychylky ¢i pfedpojatosti.
Je-li E(X) experimentalné zjisténd hodnota libovolného parametru X a p skutecnd (tj.
ofekévana a neznama) hodnota, mtizeme bias vyjadiit jako:

bias = E(X) — p. (29)

Je tieba rozliSovat spravnost a presnost nasich vysledkii. Ve stereologii je terminem
spravnost obvykle oznacdovina mira, s niz odhady parametri (zdsahy v terci) konver-
guji k ocekdvané hodnoté (stfed terce). Naproti tomu pfesnost je pouZivana ve smyslu
opakovatelnosti vysledki, tj. jakozto mira shody mezi predchozimi a nasledujicimi mé-
Fenimi (reproducibility, repeatability). Graficky lze jejich vztah vyjadiit pomoci analogie
pii vyhodnocovéani zasaht v terc¢i (Obr. 11), kdy vysledky mohou byt pfesné a soucasné
spravné, nebo presné a nespravné, nebo nepfesné (s vétsim rozptylem) a se spravnou
stfedni hodnotou, ¢i nepresné a se stfedni hodnotou vychylenou od stfedu.

unbiased biased
or or
accurate inaccurate
precise
oy X
S — "
/-F;- . ,//}-__\"
imprecise @ o | ® @
L ]
____,..—"

Obr. 11: Vztah spravnosti (accuracy) a presnosti (precision), upraveno podle [19, 27].

6.1 Priklady zdroji vychylky

Odhad tedy miZe byt nespravny a mirou této nespravnosti je vychylka (bias, deviation).
Z hlediska designu experimentu a volby vhodné metody a interpretace vysledki nas bude
nadale zajimat zejména systematickd vychylka (systematic error, systematic bias), ktera
se muze skladat ze:

stereologické vychylky (stereological bias), ktera je dusledkem:
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e nesplnénych predpokladi kladenych zvolenou metodou na kvantifikované ob-
jekty,

e nesplnénim nutnosti vzajemného vztahu mezi po¢tem dimenzi sondy a hodno-
ceného parametru,

e pouzitim korekénich faktort apod,

(viz oddil 5.2). Pfi pouziti principialné vychylenych metod zaloZenych na modelo-
vych predpokladech je tato vychylka neodstranitelna.

vychylky z jinych neZli stereologickych pfi¢in (nonstereological bias, uncertaininty)
mohou byt odstranény za predpokladu, Ze lze identifikovat jejich zdroj, napft.

e nekompletni ¢ nestejnomérné barveni ez (napi. stfedni vrstvy tlustych fezt
nebo okraje ezt u histochemickych metod)

e chyby pozorovatele a odchylky mezi opakovanym hodnocenim tychz vzorkt
stejnym pozorovatelem, odchylky mezi dvéma a vice pozorovateli,

e nespravna kalibrace, odchylky ve zvétseni zptisobené nékterymi fotoaparaty pti
pouziti automatického ostfeni a zoomu pomoci objektivii kompaktnich fotoa-
parati, zkresleni zptisobené nerovnobéznosti roviny zaznamu a roviny zaostieni
objektivu pfi chybné adjustaci mikroskopického stolku ¢i zaznamového zafizeni,

e kontrakce tkdné (nejvyraznéjsi zpravidla v ose Z)
e nepresnost a nerovnomeérnost sily fezu pfi chybném nastaveni mikrotomu,

e chyby v matematickém zpracovani vysledki.

Disledkem vsech téchto moznych zdroji vychylky je potom chyba ve smyslu zvysené
odchylky nalezenych vysledkt od oc¢ekavanych hodnot. Z hlediska dalsi analyzy odchylky
a zejména z hlediska optimalizace kvantitativnich studii je uzite¢né rozliSovat v ramci
chyby tyto slozky:

e Systematicka chyba (systematic error, bias) v sobé obsahuje:

— stereologickou vychylku (inaccuracy, nespravnost) a

— vychylku z jinych nezli stereologickych pfi¢in (uncertainity, nejistota), viz vyse.
e Chyba nesystematicka (nonsystematic error, unbiased) zahrnuje:

— biologickou rtznorodost (ta je zjistitelnad teoreticky nevychylenym zptsobem
pii aplikaci spravné metody) a

— vybérovou chybu (sampling error) (teoreticky nevychylend), kterd vznika v du-
sledku toho, ze v histologii nekvantifikujeme zpravidla celou plochu vsSech fezii
z blocktd, které by byly kompletné prokrajené a zachycovaly celi ptvodni
makroskopicky organ; obvykle totiz zkoumame pouze vybér obrazovych poli,
fezi a blockt.

V pripadé, ze aplikujeme nevychylenou metodu a vyvarujeme se nejistoty pii aplikaci
spravné metody, zkoumame dale zdroje nesystematické chyby.
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6.2 Biologicka variance

Biologicka variance je jednou ze slozek celkové pozorované variance odhadu [44], kterou
lze vyjadrit jako:

CV? = BV? 4 CE? (30)
BV? =CV?* - CFE?, (31)

kde C'V? je celkova variance odhadu (total observed variance), BV? je biologick4 variance
(¢tverec rozdilt mezi odhadem a odekdvanou hodnotou) a C'E? je celkova vybérova chyba
(relativni variance, sampling error).

CV?2a CE? lze uréit z hodnoceni vysledktt odhadu a rovnici 30 proto mfizeme vyfesit
pro BV? a zjistit tak ptispévek BV k celkové varianci. Zname-li pak hodnotu BV?, mi-
zeme tento zdroj variability dany interindividudlnimi rozdily mezi jedinci porovnavanych
populaci v nasi studii:

e snizit tim, Ze zafadime do porovnavanych skupin vétsi pocet jedincu,

e zvysit tim, Ze vybereme z porovnavanych skupin mensi pocet jedinct pro vlastni

kvantifikaci.

Biologickou varianci mizeme tedy snizit pouze extenziveéjsim vzorkovanim zakladnich
porovnavanych populaci, tj. zahrnutim vice hodnot reprezentujicich jednotliva individua.
To je soucasné nastrojem k optimalizaci designu studie.

Kdybychom vsak na poc¢atku chybné zvolili misto nevychylené metody metodu zaloze-
nou na modelovych predpokladech (oddil 5.2), vedlo by zvySené vzorkovani nikoliv nutné
k vétsi spravnosti, ale daleko spise pouze k vétsi presnosti vysledki. Protoze stereologicka
vychylka (bias) neni vyssi frekvenci vzorkovani odstranitelnd, je v principu velmi obtizné
az nemozné optimalizovat efektivitu studii zalozenych na aplikaci vychylenych metod.

6.3 Vybérova chyba (sampling error)

CE? je ptispévek celkové variance vychazejici z intenzity vzorkovani blockti a Fezfi v rAmci
tého? jedince. Lze jej vyjadiit jako relativni varianci (C'E?) nebo jako koeficient chyby
coefficient of error (C'E) a za pfedpokladu odbéru jednoho tkanového blocku z kazdého
jedince zavisi na dvou faktorech:

e pocet Fezu analyzovanych z blocku (between-section variation),

e pocet mikroskopickych obrazovych poli vybranych pifi daném zvétseni v ramci
kazdého fezu (within-section variation).

Vybérovou chybu Ize:

e zmensit tim, %e zvySime vzorkovaci frekvenci, tj. vybereme vice fezu ze vSech
skute¢né zhotovenych ¢i potencialné zhotovitelnych a vybereme vice obrazovych
poli z kazdého tezu within-subject sampling

e zvétsSit tim, Ze snizime vzorkovaci frekvenci na trovni jedince.
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Analyzou vybérové chyby mezi fezy a v ramci kazdého fezu je mozné efektivné zvysit
presnost vysledkt u kazdého jedince z porovnavanych populaci, avsak pouze za predpo-
kladu, ze vzorkovani referen¢niho prostoru je nahodné.

Castym a doporuc¢ovanym schématem vzorkovani je systematické rovnomérné nahodné
vzorkovani (SURS, systematic uniform random sampling, 6.4.1). Nahodné vzorkovani za-
jistuje, aby u vSech ¢asti referenéniho prostoru byla stejné pravdépodobnost, Ze se stanou
soucasti vybéru, ktery podstoupi vlastni kvantifikaci (zde je vhodné uvédomit si zasadni
rozdil mezi touto ,spravedlivou“ vzorkovaci strategii a vybérem tzv. ,reprezentativnich
fezi“, o nichz se mnohdy vyzkumnik pouze a priori domnivd, ze poskytuji hodnotu bliz-
kou stfedni hodnoté zakladni populace vSech fezt (viz oddil 6.6.)

Jednotlivé slozky C'E? 1ze pro systematicky ndhodny vybér (SRS, systematic random
sampling) jesté rozepsat tak, Ze jej demonstrujeme jako soucet prispévku variance mezi
vzorkovanymi Fezy (between-section variance) a variance parametru z obrazovych poli a
pruseciki napocitanych v rdmci jednoho fezu (within-section variance, tzv. nugget), viz
rovnice 32:

CE? = between — sectionvariance + within — sectionvariance(nugget). (32)

Na zakladé vysledkti publikovanych ve stereologické literatufe prevazuje v soucCasnosti
nazor, ze piispévek variance v ramci jednoho fezu (nugget) do celkové vybérové chyby
je obvykle vyznamnéjsi nezli ptrispévek dany rozdily mezi vybranymi fezy. Do variance
v ramci jednoho Fezu ovSem prispiva napt. i konkrétni superpozice testovaci miizky, nebot
pii opakované nahodné superpozici mfizky na tentyz fez (mikrofotografii) miizeme nad
stejnymi strukturami napocitat rtizny pocet priseciki.

6.4 Pomeéry slozek celkové pozorované variance

U typického biologického experimentu [16] pfi kvantifikaci morfologickych struktur pii-
pada z celkové pozorované variance:

e cca 70 % na interindividudlni (biologickou) varianci,

e cca 20 % na varianci zptisobenou vybérem mezi tkdfiovymi blocky odebranymi z da-
ného jedince,

e cca 5 % na varianci zptisobenou vybérem mezi fezy vybranymi z daného blocku,

3 % na varianci zptisobenou vybérem zornych poli hodnocenych v rdmci téhoz fezu

a cca 2 % na varianci pii opakovanych méfenich.

7 uvedeného vyplyva, ze nejvétsi mira tusili by v rdamci kvantitativni studie méla byt
vynalozena na fadny odbér tkanovych blockt a na vybér dostatecného poctu fezi vzor-
kovanych rovnomérné systematicky z kazdého z nich. Soustfedénim se na velmi presné
hodnoceni nedostatecného poctu fezii a snimki miizeme i pii pouziti napi. pokrocilych
metod obrazové analyzy dosdhnout zvétSeni presnosti celého experimentu o cca 2 %.
Naproti tomu lze na zakladé distribuce prispévki celkové variance doporucit hodnoceni
zaloZzend na co nejvétsim poctu jedincl v porovnavanych skupindch a na vétsim poctu
bloc¢kt odebiranych z kazdého z nich, coz je lapidarné shrnuto v heslu "Do more less well!’
[16].
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6.4.1 Vzorkovani

Systematicky rovnomérny nahodny vybér (SURS, Obr. 12) je vhodné provadét na kazdé
urovni odbéru, kdy dochazi k redukci, resp. vzorkovani odebrané tkané z makroskopického
organu, redukci po¢tu hodnocenych histologickych fezii, ¢i vybéru zornych poli potizova-
nych silnéjsim objektivem v rdmci jednoho histologického tezu.

Obr. 12: Schéma prikladu systematického uniformniho ndhodného

vybéru.
Pro ptipad vybéru fezl lze pouzit napt. nasledujici postup. Blocek tkané o délce m x ¢
je rozkrajen do m sériovych fezll o tloustce ¢. Pozice p prvniho vzorku v sérii je uréena
nédhodné, tj. p = m x n, kde n C (0;1) je ndhodné ¢islo mezi 0 a 1. Pozice dalsich
vzorkil jsou ekvidistantni vzhledem k prvnimu, od né€jz dale je vybiran kazdy i-ty fez.
Vzorkovaci perioda (tj. vzdalenost mezi dvéma fezy vybranymi k analyze) je pak i x t.
Hustota vybéru vzorka se fidi poZzadovanym koeficientem chyby (viz oddil 6.4.2). Rozptyl
SURS je vzdy minimalné stejny jako u prostého ndhodného vybéru (u néjz jsou pozice
jednotlivych vybiranych polozek vzajemné nezavislé), vétsinou je vSak vyznacné nizsi.

Pro ostatni trovné vzorkovani (pocet jedinct ve skupiné, pocet tkanovych blocki

z jedince, pocet obrazovych poli z fezu, Obr. 13) lze postupovat zcela analogicky tak, aby
kazdé casti biologického materialu redukované vzorkovanim byla dana zpocatku stejna
pravdépodobnost, Ze se stane soucasti vybéru.

| Subject 1 Subject 3
/'N*

Section 1 Section 2 Section 3

.

Field 1 Field 2 Field 3

22,

Measurements?

Obr. 13: Vybér jedinct, tkanovych block, fezu
a obrazovych poli by mél byt na kazdé trovni
rovnomérny a nahodny.
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6.4.2 Hodnoceni koeficientu chyby

Koeficient chyby (CE) je uZite¢nou mirou variability, ktera je pro zékladni soubor de-
finovana rovnici 33:
_SD

T

CE (33)

Posouzeni variability fezu pii odhadu objemu estV ¢ pocétu objekti est N je mozné
u prostorové korelovanych objektd provést hodnocenim variability zptisobené vy-
bérem (sampling error) pomoci odhadu estC'E (rovnice 34, 35) dle Gundersena
a Jensenové [14]:

1 3a+c—4b
tCFE = : 4
est CE,(GJ) Sa 5 ; (34)
kde koeficienty a, b, ¢ jsou definovany jako:
n n—1 n—2
GZZAZAZ, b:ZAi'Ai-‘rl? C:ZAZ"AH_Q. (35)
i=1 i=1 i=1

Pro hladké funkce se pouziva jind modifikace [17], viz rovnice 36:

1 3a+c—4b
est CE,(GJ) = Sa \/ YT (36)

6.5 Vyznam pilotnich studii

Hodnoty biologické variance a vybérové chyby se pro konkrétni typ tkané, staii pokus-
nych zvitat ¢i frekvenci vzorkovani dozvime z literatury jen vyjimecné. Z vyse uvedeného
vyplyva, ze pred naplanovanim a zahajenim hlavniho experimentu s kvantitativnim hod-
nocenim mikroskopickych parametri je vice nez vhodné provést méné rozsahlou pilotni
studii. Hlavnim cilem pilotni studie je dosdhnout efektivniho designu hlavni studie. Jed-
notlivé dil¢i kroky pilotni studie jsou nasledujici:

e zachytit maximum biologické variance pti vyhodnoceni nejmensiho potifebného po-
¢tu jedinct ve studii,

e zachytit maximum biologické variance s co nejmensi vzorkovaci chybou (tj. co nej-
presnéji),
e nalézt nejvhodnéjsi dostupné barveni (napf. k zamezeni nedokonalé detekce v ramci

silnych fezi),

e provést zpocatku nadmérné podrobné vzorkovani (oversampling) a systematicky
snizovat vzorkovaci frekvenci az k nejvyssi akceptovatelné hodnoté vzorkovaci chyby
(estCE),

e piinedostatku piivodnich dat vyuzit napt. empirického postupu s 3-5 jedinci v kazdé
z porovnavanych skupin a alespon 8-10 fezy a 200 priseciky testovaci sondy s kvan-

tifikovanymi objekty u kazdého jedince,
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e po nalezeni takové hodnoty CE, kdy dalsi zpfesiiovani vybéru jiz nevede k vyznam-
nému poklesu variability, je vhodné navysit pocet hodnocenych jedinct ve studii
(obvykle 5-10 v kazdé skupiné) a hledat odpovéd napt. na otézku, zda mezi po-
rovnavanymi skupinami je kvantitativni rozdil v daném mikroskopickém parametru
(napt. pocet bunék v organu atd.),

e pii volbé optimalni vzorkovaci frekvence zohlednit i typ statistickych nastroji, ji-
miz budou vysledné hodnoty analyzovany a porovnavany (napf. testovani hypotéz
o shodé stfednich hodnot mezi skupinami, regresni analyza, parametrické a nepara-
metrické metody, zvolend sila testu apod.) a pfi nejasnostech o vhodnosti dat pro
zodpovézeni pracovnich hypotéz konzultovat statistika.

Vlastni efektivitu F, k jejiz maximalizaci by méla pilotni studie vést, lze vyjadrit jako:

fesnost
=== (37)
cas

Mira presnosti zavisi u kazdého parametru na biologické variabilité tohoto parametru.
Presnost lze vyjadrit napi. pomoci:

SD
prumeér

variance (CV)? = (prgrlzl éI)Q, kde SD je smérodatna odchylka vybéru

e variacniho koeficientu C'V = (mé byt co nejmensi) nebo celkové pozorované

e vzorkovaci chyby CE = CTX

6.6 Stereologické studie u archivniho materialu a ,reprezenta-
tivni Fezy*

I pii snaze dodrzet vysSe uvedené zasady vzorkovani mohou nastat situace, kdy nemame
moznost sami volit zpisob krajeni a vybér fezii pro kvantifikaci. Takova situace nastava
napi. pri kvantitativnim hodnoceni archivnich fezl, k nimz jiz nejsou dostupné ptivodni
tkanové blocky dostatecné velikosti, nebo mame-li fezy pouze napt. zaptjcené z jiného
pracovisté. Rovnéz v pripadé, ze pouzivame k detekci jednotlivych typt struktur celou
sadu histochemickych metod, miize byt z ekonomickych diévodi opodstatnéné pouzivat
z daného blocku pouze jeden fez na kazdou takovouto metodu.

Chceme-li v takovém piipadé ptesto aplikovat spravnou metodu (design-based stereo-
logy), je to mozné i s pouzitim jednotlivych fezl1, avSak za splnéni téchto podminek:

e Rezy museji byt vybrany zptisobem, ktery neupiednostiiuje nékterou z &asti refe-
ren¢ni oblasti (region of interest, ROI). Pokud neni podminka splnéna, 1ze z tako-
vych fezll vyvozovat zavéry pouze pro tu ¢ast blocku, z niz bylo potencialné skutec¢né
mozné Tezy vybirat a kterd byla tak pristupné vzorkovani.

e Kvantifikované struktury (event. i referen¢ni oblast) museji byt zvolenou barvici
metodou detekovatelné v celé ROL

e Vsem castem ROI nebo vSem kvantifikovanym strukturam ptivodné pritomné v blocku,
které ma tez reprezentovat, byla piivodné dana stejnd moznost stat se timto vybra-
nym fezem.
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Pokud autor prace neni schopen dolozit splnéni téchto podminek, je otazkou, zda
miiZze fezy, na jejichz zakladé studii provadi, povazovat i nadale za reprezentativni. Re-
prezentativni fez je takovy, ktery lze povazovat za vzorek velmi blizky stfedni hodnoté
ziskatelné z celé oblasti (ROI), kterou ,reprezentuje“. Velmi ¢asto (a to i ve védeckych
¢lancich a prezentacich) se lze setkat s naduZivanim tohoto terminu, a to i pro fezy,
které byly vybrany na zakladé jinych kritérii, jako je napi. kvalitni vzhled a nepfitomnost
artefaktli, zvlasté technicky zdafile nasnimany fez se zajimavym seskupenim objekt, po-
dobnost s jinymi snimky jiz publikovanymi v kvalitnim periodiku, ¢i z divodt znamych
pouze doty¢nému autorovi.

6.7 Zakladni doporuceni pro publikaci kvantitativnich vysledkii

Uvazujeme-li o publikaci nasich kvantitativnich dat, méli bychom jesté pred zahajenim
studie vzit v potaz skutecnost, ze pocet recenzentii obeznamenych se zaklady stereologie se
stale zvysuje, podobné jako mnozstvi ¢lankt, které stereologické techniky v renomovanych
periodicich propaguji. Jsme-li zprvu sami sobé poctivymi recenzenty, usetfime si pak
zklamani ¢i praci navic pii odmitnuti nasi publikace z diivodl nerespektovani nékterych
zékladnich pravidel. Zejména l1ze doporucit néasledujici body:

e Definujme zfetelné a co nejkonkrétnéji, co kvantifikujeme a zda ma sledovani zvo-
leného parametru v daném pripadé€ smysl z biologického hlediska, napt.:

— Pro kvantifikaci imunohistochemicky znac¢enych neuronti ve skupiné mezence-
falickych jader pouzijeme spiSe objemovy podil pozitivni znacené cytoplazmy
perikaryi neuronii v referen¢nim objemu jader estVj,, nebo radéji absolutni
pocet takto znacenych neuronti v oblasti téchto jader est N, event. oboji? Za-
jima nas v tomto ptipadé spise objem nebo pocet bunék? Potirebujeme rozlisit
hypertrofii od hyperplazie?

— Pro kvantifikaci adaptace stfevni sliznice na potravni stimuly pouzijeme radéji
vychylenou metodu zalozenou na hodnoceni délky projekce profili strevnich
klkt do roviny fezu dané orientace, nebo nevychylenou metodu odhadu povr-
chové hustoty lamina epithelialis mucosae na jednotku objemu sliznice estSy?

— Znaci pouzita protilatka cytoplazmu, bunéénou membranu, jaderné struktury
¢i pouze nékteré organely? Jak se to projevi na distribuci pozitivity pfi daném
zvétSeni a na zapocitavani interakci této pozitivity s testovacimi sondami?

e Je znamo, které z parametri lze v ramci studie povazovat za nezavislé a které za
zavislé proménné?

e Pro predbézné zmapovani variability parametri a pro volbu vhodného poctu porov-
navanych jedincti, blockl, fezli a obrazovych poli je vhodné provést pilotni studii
6.5, pokud nejsou tyto tidaje znamé z literatury. Vysledky pilotni studie lze rov-
néz publikovat v metodické ¢asti hlavni studie, nebot jsou zdtivodnénim zvoleného
vzorkovani.

e Tkanové blocky a fezy by mély byt oznaceny tak, aby byla studie pro hodnoticiho
pozorovatele zaslepend, tzn. aby pozorovatel nevédél, ke které z porovnavanych sku-
pin (experimentalni ¢i kontrolni) material nélezi.

e Od pocatku prace definujeme jasnou statistickou hypotézu,
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— napt. Hy: Objemové vazeny stiedni objem inzulin-pozitivnich bunék v Lan-
gerhansovych ostrivcich pankreatu se u populace potkant vystavenych tcinku
latky A nezmeéni oproti kontrolni populaci potkani stejného stafri a zastoupeni
pohlavi.

— radéji nez ,budeme potkanim podavat latku X a uvidime, co to udéla s pan-
kreatem®.

Ke konkrétnim pozadavkim recenzenti dle nasi zkuSenosti dale mj. patii i upfesnéni
udaji technického charakteru v manuskriptu, napt.:

e presné dokumentované schéma vsSech trovni vzorkovani,
e celkovy vzorkovany objem tkané ¢i plocha ez,

e deklarovand spravnost metody ospravedliiujici vyvozovani zavéru z vysledki (sprav-
nost a presnost lze vyhodnotit nap¥. popisem vzorki s a priori znAmym slozenim),

e deklarovana presnost a opakovatelnost metody véetné testovani variability pfi opa-
kovaném hodnoceni tymz pozorovatelem a vice pozorovateli s vyuzitim vhodnych
néastroji jako napf. intraclass correlation coefficient [38] ¢ Bland-Altmanovy rozdi-
lové grafy [4],

e deklarovand ¢asova naro¢nost metody (vyjadifend napf. na vyhodnoceni jednoho
preparatu),

e udaje o velikostech a zdrojich stereologickych a nesterologickych chyb v metodice,

e informace o numerické apertufe objektivii (u optickych fezi silnymi preparaty),
presnosti a opakovatelnosti posuvu motorizovanych stolkti mikroskopu.

6.8 Odhady vs. méreni

Pti analyze mikroskopickych objektli je vétsinou ziejmé, Ze neprovadime prima meéreni
skutec¢nych hodnot, tj. napt. neméfime pfimo délku vsech vlaken ¢i plochu vSech povrchi
¢i nepocitame primo pocet vsech bunék pritomnych v tkanovém blocku. Naproti tomu
vétsinou provadime odhady téchto hodnot na zékladé navzorkovanych block, fezii, obra-
zovych poli ¢i mikrofotografii. Provadime tedy odhady, nikoliv méteni.

Uvedli jsme, ze spravnost kvantitativniho hodnoceni je mirou toho, jak blizko se hod-
nota ziskand nachéazi vici hodnoté ocekdvané. Pii stereologickych odhadech s aplikaci
nevychylenych metod se zpravidla Zddnd z jednotlivych konkrétnich hodnot odhad kvan-
tifikovaného parametru presné neshoduje s hodnotou ocekavanou. Spravnost je v tomto
piipadé definovana jako mira shody stfedni hodnoty (zpravidla priméru) mnoziny od-
hadt s ocekdavanou hodnotou v tom smyslu, jak tato stfedni hodnota pii dostatecném
vzorkovani konverguje k ocekdvané hodnoté. Jinymi slovy, hodnota metodiky, spravnost
vysledkil a jejich schopnost testovat vyzkumné hypotézy nezavisi az tolik na tom, jak
presné budou jednotlivé hodnoty, ale jak spravna bude jejich stfedni hodnota.

Pro testovani rozdilti mezi populacemi vzorkt, napf. mezi skupinou blockti cév z expe-
rimentalnich zvirat vystavenych uc¢inku testovaného 1éku proti ateroskleréze se skupinou
blockti cév kontrolnich zvirat, jsou zpravidla odhady mnohem vyhodnéjsi strategii nezli
méfeni.
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7 Trojrozmérné rekonstrukce

Vzorky, které mikroskopicky analyzujeme, jsou v fadé pfipadd soucasné anatomickymi
objekty, jejichz makroskopické rozméry nelze vzhledem k sile histologickych fezli a délce
histologickych fezll zanedbat. Potfebujeme-li ozfejmit prostorové vztahy jednotlivych sou-
casti vétsiho vzorku ¢i naopak vizualizovat geometricky slozity pribéh drobnych objekti
(napf. vasa vasorum cév apod.) se sou¢asnym zachovanim informace o histologické skladbé
preparatu, miizeme vyuzit potencial pocitacovych trojrozmérnych modelt zalozenych na
rekonstrukei optickych ¢i fyzickych sériovych Tezti. Kromé vizualizacniho efektu lze z re-
konstruovanych objektt vytézit i dalsi kvantitativni trojrozmérna data jako napt. velikost
povrchu a objemu (u uzavienych objektit).

U mikroskopickych rekonstrukei zalozenych na optickych fezech dominuje v soucasné
dobé jako zdroj obrazt konfokalni mikroskopie, viz napt. [21, 23]. Alternativou ke klasic-
je restituce ptvodnich prostorovych vztaht jednodussi a rychlejsi nezli u klasickych his-
tologickych fezli [22]. Volba vhodného zdroje obrazovych dat je vSak vdzana na rozméry
rekonstruovanych struktur, pficemz pro nékteré objekty zistava v histologii a zejména
v embryologii rekonstrukce zalozena na fyzickych sériovych fezech doposud metodou volby.
Velkou inspiraci pro nasi praci byla monografie [10], pojednévajici podrobné jak o vhodné
pripraveé sériovych fezli pouzitelnych k rekonstrukcim, tak o restituci fezti. Prestoze tato
publikace patii ke klasickym pracim v oboru, vétsina zasad v ni popsanych méa obecnou
platnost a je vyuzitelnd i v dobé pocitacovych rekonstrukei. Technika rekonstrukei ze sé-
riovych Tez, jejiz variantu popisujeme v nasledujicim textu, je dosti pracna, ma radu
uskali (sesazovani fezll v ose Z, odstranéni vlivu artefakt vzniklych krajenim) a dosud
skyta prostor pro tvirci praci potfebnou k jejich prekonavani.

7.1 Rekonstrukce ze série histologickych rezi

Nésledujici postup vychéazi z pouziti programu ImagReg pro registraci fezi a Ellipse3D
(viz dale) pro segmentaci a vlastni rekonstrukei. P¥i pouziti jiného programového vybaveni
miize byt vhodné jednotlivé kroky modifikovat, zménit jejich poradi apod.

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

2. Byly-li fezy skenovany, pro rychlou separaci jednotlivych fezt ze série sklicek mii-
zeme s vyhodou pouzit kombinaci posouvani vybéru o konstantni velikosti a automa-
tizovaného sniméni obrazovky pomoci volné dostupnych programi IrfanView (Irfan
Skiljan) a WinGrab (Per Skjerpe, Stavanger, Norsko). Vysledkem je neregistrovana
série.

3. Hlavni pripravnou fazi je registrace obrazii, tj. snaha o restituci fezii do stavu pted
rozkrajenim. Pfi delsich sériich se nevyhneme manualnim korekcim (translace, ro-
tace), napt. v programu ImagReg (Jifi Janacek, Fyziologicky tistav AV CR v Praze).
Metody elastické registrace mohou vyrovnat deformace vzniklé krajenim rezi, u dlou-
hych sérii vsak zpravidla nejsou pouzitelné. Optimalni prekryv mezi sousednimi fezy
dobre vynikne v negativu.
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4. V registrovanych obrazech pak segmentujeme oblasti naseho zajmu (kontury vyznac-
nych struktur), napf. programem Ellipse3D (ViDiTo, KoSice, Slovensko). Volime
mezi poloautomatickymi néstroji (princip prahovéani, watershed, LiveWire apod.) ¢
manualnim obkreslovanim grafickym tabletem. Rezy nepouzitelné pro rekonstrukci
(roztrzené, deformované, netiplné) ponechéme v sérii a pfi segmentaci je preskoc¢ime
a interpolujeme. Jednotlivé kontury pattici k téze strukture sdruzujeme jako objekty
urcité tiidy.

5. Pro orientaci mezi objekty a hledani chyb mizeme pfed vlastni rekonstrukei zvidi-
telnit kontury ve 3-D (napf. modulem Contours v programu Ellipse3D).

6. Rekonstrukei povrchu zobrazime modulem Surface (Ellipse3D). V ném volime pro
kazdou tfidu nastaveni prithlednosti, stupné vyhlazeni, barvu, intenzitni prah pro
zobrazeni, kvalitu (a tim i vypocetni ndro¢nost) rekonstrukce (zvlast pro XY a zvlast
pro Z) apod. V globdlnim nastaveni mtizeme provést fez objektem pomoci masky.
Pokud pozadujeme rekonstrukci jen nékterych rovin, vratime se zpét na sérii zdrojo-
vych obrazkt s konturami a Processing Crop vymezime pozadované axialni roviny.

Obr. 14: Ukazka rekonstrukce tunica me- Obr. 15: Totozny segment v jiném thlu po-
dia (modfe), arteriosklerotické léze (zluté) hledu.

a cévniho lumen (Gervené) u aorty apoE-KO

mysi.

Obr. 16: Totozny segment v jiném thlu po- Obr. 17: Dtto. U obrazku 14-17 dékuji za
hledu a s volbou pruhlednosti vrstev. technickou pomoc kolegovi Vitu M. Matéj-
kovi.

7. Modul Surface nejprve vytvori volumetricky model objektt ze série kontur dané
tiidy. Pak pro zobrazeni vytvaii model povrchu téchto objekti (Obr. 14-17) tim,
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ze v sérii obrazkt detekuje tzv. isosurface, coz je povrch vytvareny pri renderingu
spojenim série 2-D kontur. Je mozné nastavit citlivost propojeni téchto kontur, coz
je uzite¢né napt. pokud mame u riznych organi rizné odstupy mezi sousednimi
konturami (u organti s mensi nepravidelnosti nebyva nutné segmentovat kontury
v kazdé roving).
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8 Morfometrie tepen elastického typu

8.1 Priklad vzorkovani obrazovych poli

Je-li pomeér velikosti mezi tkdnovym fezem a obrazovym polem v mikroskopu pii nejmen-
sim potfebném zvétseni takovy, ze obrazové pole zachycuje jen malou ¢ast cévni stény, je
vhodné provést systematicky ndhodny vybér vice obrazovych poli z kazdého fezu (napf.
Obr. 18-19), a to v minimalnim rozliSeni umoziiujicim jednozna¢nou identifikaci jednot-
livych hodnocenych struktur, tj. napt. hladkych svalovych bunék a elastinovych lamel.

dorsal _

media

ventral

adventitia

Obr. 18: Schéma vybéru ¢tyr zornych poli z kazdého
fezu.

Obr. 19: Vybér ¢tyr zornych poli z kazdého fezu. Zeleny trichrom a
Verhoeffiv hematoxylin.

8.2 Plosné a objemové poméry slozek cévni stény a cévniho lu-
mina

Pti morfometrii aorty lze kvantifikovat fadu parametrti v zavislosti na biologické otazce
hodnoceného experimentu ¢i na piivodu vzorkil, napi.
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Wy (elastin, media), V4, (SMC, media) (%) — relativni objemové zastoupeni elastinu
a hladkych svalovych bunék (SMC, smooth muscle cells) v tunica media; k odhadu
1ze pouzit Cavalieriho princip a bodové testovaci miizky (Obr. 20-22).

Predpokladany biologicky vyznam: prikaz ev. degradace elastinu, resp. hypertrofie
¢ hyperplazie hladkych svalovych bunék; predpokladali jsme korelaci Vi (elastin,
media) s L(elastin) a korelaci Vi, (SMC, media) s LUT.

+ N
+
+ o+
+
+ o+
+
+
o+

Obr. 20: Priseciky testovaci miizky s profily hladkyjch svalovych bu-
nék. Referencni oblasti je tunica media aorty potkana. MGT.

Obr. 21: Praseciky testovaci mrizky s profily elastinovych lamel. Prav-
dépodobnost vyskytu priseciku s elastinem je pfimo tmérna podilu
elastinu v celkové ploSe fezu. Referenéni oblasti je tunica media aorty
potkana. MGT.
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Obr. 22: Pruseciky (zluté) bodové miizky (mfizkova kon-
stanta a) s profily hladkych svalovych bunék v tunica media pra-
sete. Zeleny trichrom a Verhoeffiv hematoxylin.

U vhodné obarvenych mikrofotografii uniformniho vzhledu lze pouzit i technik klasifikace
obrazovych bodi v obrazovém analyzatoru (Obr. 23-25).

Obr. 23: Elastin, kolagen a hladké svalové Obr. 24: Klasifikace pixelt do tii fazi.
buniky v hrudni aorté. MGT.
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Obr. 25: Klasifikator v RGB barevném prostoru.
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Obr. 26: Projekce bodové testovaci mrizky o parametru a pfi ur-
¢ovani objemu aortalni neointimy u mysi. Zapocitané body jsou

v/

zvyraznény zluté. Méritko 170 pm, MGT.

8.2.1 Odhad koeficientu chyby

Podle postupu popsaného v oddilu 6.4.2 zjistime pak pro dva z parametrii estA(lesion)
a estA(lumen) nésledujici zavislost (Obr. 27):

0.10

—o— avg (lumen)
0.08 —— avg (lesion)

estCE(GJ)
e o
8 8

0.02

0 10 20 30 40 50 60 70
number of sections selected (m)

Obr. 27: Prumérné hodnoty odhadu koeficientu chyby Gunder-
sena a Jensenové estCE(GJ) pro vSechny kombinace parametri
estV (lumen) a estV (lesion) vzniklé vybérem poc¢tu feztt m (osa
X). V ramci pilotni studie byl zjistén prakticky stejny pokles vari-
ability s rostoucim m u objemu lumina i objemu arterisklerotické
léze, kdy CE ~ 0,05 pro m = 8.
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AFFVL - plosny podil volné ¢asti cévniho lumina v celkové plose profilu lumina na fezu
(AFFVL, area fraction of the free vessel lumen) jakozto parametr charakterizujici
pomérné zuzeni cévniho lumina (Obr. 26) podle rovnice 38,

A(lesion)

]-100(%), (38)

kde A(lesion) je plocha vlastni arteriosklerotické 1éze, A(lumen) je celkova plocha
lumina a event. neointimy ohranic¢enéd na vnéjsim obvodu prvni elastickou lamelou.

8.3 [Elastinova sit a lamelarni jednotka

Lamelarni jednotka je definovana jako jedna elasticka lamela a k ni pfislusejici vrstva
kolagenu a hladkych svalovych bunék a je typickou strukturalni jednotkou elastickych
arterii [37] (Obr. 28).
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Obr. 28: Kolagen (zelené), hladka svalovina (hnédé¢) a elastin (¢erné)
v tunica media aorty. MGT, méritko 50 pm.

Vzhedem ke komplikované prostorové strukture elastinové sité nemusi byt informace
o objemovém podilu elastinu v cévni sténé povazovana za dostacujici. Kromé objemového
podilu elastinu Ize tedy k charakteristice elastinové sité pouzit néasledujici parametry:

La(elastin) (pm™') — délkové hustota profilt elastinovych vldken na fezu vztazend k re-
ferenc¢ni plose profilu tunica media, (Obr. 29), tj. podil délky profili elastinu na jed-
notku plochy fezu referenc¢ni oblasti; k odhadu lze pouzit modifikované Buffonovy
metody a systému cirkuldrnich obloukt (Obr. 30).

Predpokladany biologicky vyznam: prikaz fragmentace elastinové sité, event. rela-
tivniho zmnozeni hladké svaloviny, ktera od sebe roztlacuje elastinové lamely; 1ze
testovat korelaci s parametry Vy (elastin) a LUT.
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Obr. 29: Cirkularni oblouky pfi hodnoceni 2-D délkové hustoty

Y/

profili elastinu ve sténé tunica media aorty mysi. Méfitko 60 pm,
MGT.

L B ¥, R i e

Obr. 30: Priseciky testovaci mrizky cirkuldrnich obloukd s pro-
fily elastinovych vladken abstrahovanjch do jednorozmérnych linii.
Referenc¢ni oblasti je tunica media. MGT.

lamellar number (—), tj. pocet elastinovych lamel tunica media napocitanych v ra-
didlnim sméru, tj. podél kolmice spusténé z povrchu intimy smérem k hranici me-
die/adventicie na pfi¢ném prifezu cévni sténou; pro kazdy snimek lze pouzit stfedni
hodnotu ziskanou pomoci nékolika (napf. ¢tyf) testovacich linii (kolmic) systema-
ticky ndhodné pokryvajicich kazdy snimek (Obr. 31, 33); za samostatnou elastino-
vou lamelu lze povaZzovat arbitrarné definovany profil (dle typu a intenzity barveni),
napi. profil elastinu o sile > 1,83 um (jako u parametru LUT, Obr. 32, 34).

47



Biologicky vyznam: pocet lamel v medii by mél byt u jedinci daného druhu a
srovnatelného véku a télesné velikosti relativné konzervativni [37].

IMT (pm) —intima-media thickness, stfedni sila intimy a medie na fezu kolmém na dlou-
hou osu cévy; pro kazdy snimek lze pouzit stiedni hodnotu délky nékolika (napf.
CtyF) testovacich linii radidlné probihajicich od povrchu intimy az k hranici me-
die/adventicie a systematicky ndhodné pokryvajicich kazdy snimek; testovaci linie
jsou totozné jako u lamellar number.

Biologicky vyznam: zesileni cévni stény hodnocené spolec¢né pro intimu i medii.

LUT (pm) — lamellar unit thickness, téz MID, mean interlamellar distance, stfedni vzdé-

. o o, . . IMT ‘
lenost mezi sousednimi profily elastinovych lamel na fezu jako pomér Tamellar number’

vzhledem k postupnému vétveni elastinu v sit tencicich se vldken bylo nutné pro
tento ucel definovat minimalni tloustku profilu elastinovych struktur jako kritérium
pro to, aby tento elastinovy profil byl povazovan za samostatnou lamelu — tato ar-
bitrarni hranice byla definovana u vsech snimki jako > 1,83 pum; parametr LUT
byl vypocten z nésledujicich dvou primo méfenych hodnot.

Biologicky vyznam: stejny jako u L 4(elastin), pfedpokladame korelaci s Vy (elastin)
a L4 (elastin).

L Pt ol PO ipg =loi =

520250 piaela, B-kef, 126K

7.3

Obr. 31: Systematicky ndhodné umisténé Obr. 32: Profil intenzit pixeld podél jedné
testovaci linie kolmé na povrch intimy. z testovacich linii. Priseciky linie s elasti-
MGT. novymi lamelami byly pro dané standardi-

zované barveni definovany jako pokles pod

vvvvv

Software ImageJ (W. Rasband, NIH, Be-
thesda, MD, USA) [1].
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Obr. 34: Profil intenzit podél testovaci linie. Pe-
riodickd minima odpovidaji prisec¢ikiim testovaci
linie s profily elastinovych lamel.

Obr. 33: Abdominalni aorta s testovaci li-
nii (I =477 pm). MGT.

8.4 Fourierova transformace mikrofotografii elastinové sité

Vysledky Fourierovy transformace (FFT) mikrofotografii tunica media (Obr. 35-38) lze
kvantifikovat tvarovym faktorem cirkuldrniho histogramu FF'T, ktery je citlivy na zmény

v orientaci a fragmentaci elastinové sité.

Obr. 35: Mikrofotografie. MGT. Obr. 36: 8bitova barevna hloubka.

e

Cl

-
o i

T

£

Obr. 38: Cirkularni histogram FFT, SF

Obr. 37: FFT predchoziho snimku
(Shape factor, Feret’s ratio) = 0.86.

(Matlab).

8.5 Numericka hustota bunék v cévni sténé
Numerickou hustotu imunohistochemicky znacenych bunék v definované vrstveé cévni stény

hodnotime dle pravidel disektoru (Obr. 39).
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Obr. 39: Hodnotici 2-D ramecek fyzického disektoru za-
meéfeného na imunohistochemicky oznacené bunky v cévni
sténé. Zapocitany jsou zelené znacené bunky, které jsou
uvniti disektoru ¢i protinaji jeho povolené boc¢ni hranice
a nezasahuji do néhledové roviny (ta neni zobrazena).
Buriky protinajici zakdzanou hranici ¢i nahledovou rovinu
jsou oznaceny Cervené a nezapocitavaji se. Imunohistoche-
micky prikaz neutrofilnich granulocyti, métitko 70 pm.

8.6 Shlukovani bunék v cévni sténé

A B G PN ¢ LA

£ ITI06T & M4 B

e cist 194 (7 um
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Obr. 40: Test shlukovani CD3+ bunék (T-lymfocytt) infiltruji-
cich sténu aorty apoE-KO mys$i, pokus s transplanta¢nim modelem
regrese aterosklerézy. Vyznaceni oblasti zajmu (ROI). Z testovani
lze vyvodit, Zze v ramci intervalu 0-50 ym existuji nendhodné
shluky CD3+ bunék. Pocet vzdalenosti v tomto intervalu je vyssi
na hladiné vyznamnosti 0,01, nezli odpovidda Monte Carlo testu
s 1000 simulacemi modelového Poissonova procesu v analyzované

oblasti (vysvétleni metody v oddilu 5.12).
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8.7 Lokalizace profilti vasa vasorum

Relativni pozici profilti vasa vasorum (s endotelem zna¢enym imunohisotchemicky proti
von Willebrandovu faktoru) lze popsat napiiklad pomoci vzdalenosti profilu od zevniho
okraje adventicie d1 a vzdalenosti profilu od lumina d2 a prostiednictvim funkce v rovnici
39, kde f nabyva hodnoty 0 na vnéjsim okraji adventicie a 1 na povrchu intimy.

Pokud nés zajimé distribuce profilti vasa vasorum v zavislosti na vrstvé cévni stény,
lze si pomoci funkce 39 rozdélit profil cévni stény na fezu arbitrarné do libovolného poctu
koncentrickych vrstev a porovnat jejich lokalni mikrovazalni hustotu Q4 (viz oddil 5.7).
Tento néastroj muze byt uzitecny naptiklad pro posouzeni pozanétlivé angiogeneze, kdy
mohou byt vasa vasorum zmnozena i v medii ¢i intimé.

dl

(d1l +a2) (39)

f=

500 pm

Obr. 41: Lokalizace vasa vasorum ve sténé brisni aorty prasete, imuno-
histochemicky prikaz endotelu pomoci von Willebrandova faktoru.

8.8 2-D orientace hladkych svalovych bunék ve sténé aorty

Pti modelovani arteridlni stény (napf¥. v biomechanice) miize byt pozadovan popis orien-
tace hladkych svalovych bunék v tunica media. Pro obtiznost plnohodnotné 3-D rekon-
strukce téchto bunék muiize byt ¢asteénym prinosem i popis jejich 2-D orientace v fezu.
Diky lamelarni struktufe tunica media elastickych tepen je popis orientace svalovych bu-
nék i dobrou aproximaci orientace kolagennich vlaken, které jsou produktem téchto bunék.
Podobnou a pfijatelnou aproximaci je ztotoznéni sméru dobie patrnych jader svalovych
bunék se smérem vlastnich bunék. Terminologii uzitou pfi orientaci roviny fezu demon-
struje Obr. 44.

Na transverzalnich fezech barvenych hematoxylinem-eosinem pii zachovani orientace
mikrofotografii dle vyznacenych os prolozime tsecky profily jader (Obr. 42-43). Je za-
potiebi vyhodnotit alesponi nékolik set takovychto profild (n = 528 v demonstrovaném
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piipadé) a pomoci a priori pfipraveného rastru utvart zndmé orientace vyhodnotit cel-
kovou chybu méfeni, danou nepfesnosti orientace snimkti a nepfesnosti kresleni tisecek
(v demonstrovaném piipadé byla chyba mensi nez + 1.5°). Vysledné hodnoty orientace
tsecek (modul Orientation, software Ellipse) znazornuje Obr. 45, z néhoz je patrné, ze
tthel mezi dlouhou osou profili jader a radiadlnim smérem byl v rozpéti od 45° do 135°,
pri¢emz u vice nez 99 % jader byl tento tihel v intervalu od 52° do 125°, tj. v rozmezi
(—38;35) ° vzhledem k obvodovému sméru.

Obr. 42: Pii¢ny prifez tunica media s vyzna- Obr. 43: Usecky vyznacujici orientaci profilti
¢enim smérd, cf. Obr. 44. HE. jader svalovych bunék na pfi¢ném fezu tunica
media orientovaném dle Obr. 42.

40
© 2
= radial X "
5 = |
o \/ 30 gl
2 "
£ T2
: = | =]
o = 2 FF] i1 IH m
o © o 20 _ : 1
(T] £ 2 :
=] 2 15 Eg
: - )
£ i
[=)] 10 i -
= 5 F B
—] g gl Tl i B -
S o =a IR Lo .
g 40 48 56 64 72 80 88 96 104 112 120 128 136
K ‘/ Angle between the long axis of smooth muscle nuclei profiles

and the radial direction (*)

Obr. 44: Obvodovy (circumfe-
rential), radidlni a axidlni smér
u cévy nebo tubularniho organu
obecné.

Obr. 45: Distribuce thl mezi dlouhou osou profilu jader
hladkych svalovych bunék a radidlnim smérem.

8.9 2-D (an)izotropie profila hladkych svalovych bunék ve sténé
aorty

V oddile 5.13 vénovaném Delaunayové triangulaci byl vysvétlen jeji piinos pro popis 2-
D anizotropie. V nésledujicim pfipadé muize tato metoda odpovédét na otazku, zdali je
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stfedni vzdalenost mezi stfedy profili svalovych bunék na podélném fezu aortou srov-
natelnd ve sméru radidlnim ¢i longidutinalnim, neboli zda tvori hladké svalové bunky
radialni vrstvy. Protoze se jedna o statisticky popis, je nutné pouzit vétsi pocet bunék
v dané oblasti zdjmu (v demonstrovaném piipadé jich bylo 15 257 na Sesti fezech, viz
Obr. 46). Piipadnou vrstevnatost mtizeme dale testovat hodnocenim poctu profilda bunék
na jednotku plochy @4 ve virtudlnich arbitrarné definovanych vrstvach (Obr. 47).

Obr. 46: Delaunayova triangulace center profild hladkych svalovych
bunék v longitudindlnim fezu sténou bfisni aorty. MGT, méritko 50
pm. V ilustrovaném pfipadé tvoii vrcholy trojihelnikt izotropni sif.

Obr. 47: Hodnoceni poctu profili svalovych bunék na jednotku plo-
chy arbitrarnich tietin v radidlnim sméru na podélném fezu aortou.
V ilustrovaném pripadé se () 4 mezi témito tfetinami nelisi.
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9 Morfometrie zilni stény

V zavislosti na formulaci problému lze u zilni stény pouzit velkou ¢ast parametri popsa-
nych u tepen v oddilu 8, jako napf. objemové poméry slozek cévni stény, distribuce vasa
vasorum apod. Pro ilustraci uvadime nékolik piikladi s komentafem (Obr. 48-52).

Obr. 48: Priseciky testovaci miizky s profily hladkych svalovych bunék
v tunica media et adventitia venae saphenae magnae. MGT.

2000 pm A

Obr. 49: Vzorkovani fotografii po obvodu zilni stény k posouzeni rotacéni
a/symetrie jejiho slozeni. MGT.
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Obr. 50: Relativni pozici profilti vasa vasorum (s endotelem znacenym
imunohistochemicky proti von Willebrandovu faktoru) lze popsat napii-
klad pomoci d1 (vzdalenost profilu od zevniho okraje adventicie) a d2

(vzdalenost profilu od lumina) a prostfednictvim funkce f =

dl

(di+d2)’

kterd nabyva hodnoty 0 na vnéjsim okraji adventicie a 1 na povrchu

intimy.
3D orientation of vasa vasorum

=

The rose of directions

dy is elongated in

represents or al direction of the
interconnected V iEted Vv

Obr. 51: Smérova ruzice (vlevo) a Steinertv
kompakt (vpravo) jako piiklady grafickych na-
stroji k vyhodnoceni 3-D orientace vasa vaso-
rum.
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3-D orientation of vasa vasorum

Based on series of 32 registered histological sections (vWF)

Vasa vasnmqum

border of adventitia
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Obr. 52: Vizualizace registrovanych profila
vasa vasorum ve sténé vena saphena magna.



10 Kvantifikace mikrocév v lymfatickych uzlinach

Prestoze je sit mikroskopickych cév (kapilar, pre- a postkapilar) trojrozmérna, miuze byt
histolog postaven pred 1ikol vyhodnotit miru pritomnosti cév pouze na zakladé jednoho ¢i
nékolika malo 2-D Tezii, napt. z diivodu analyzy archivnich fezli. V tom piipadé je nutné
kromé vhodné techniky vzorkovani obrazovych poli z preparatu (ke spolehlivé identifikaci
mikrocév je totiz nutné vétsi zvétseni, tj. malé zorné pole) ziskat predstavu i o zévislosti
poctu profili cév viditelnych na 2-D fezu na orientaci roviny fezu, jinymi slovy o izotropii
¢i anizotropii sité mikrocév. Tyto techniky budeme demonstrovat na pripadu mikrovazalni
hustoty lymfatickych uzlin.

10.1 Priklad histologického zpracovani a vzorkovani

e archivni blo¢ky lymfatickych uzlin i biopsie lymfatickych uzlin psa, v nichz lze pro-
kézat endotel pomoci kombinované imunohistochemie (von Willebrandtv faktor,
vWF) a lektinové histochemie (wheat germ agglutinin, WGA)

e pritkaz bazalni laminy pomoci imunohistochemie (laminin) a impregnace stfibrem

e systematické rovnomérné nahodné vzorkovani obrazovych poli (n = 50) z kazdého
fezu = celkové plocha 6,92 mm? z fezu

e porovnani systematického vzorkovani s vybérem obrazovych poli zalozenym na pred-
bézném vybéru nejhustéji vaskularizovanych oblasti preparatu (tzv. “hot spots”)

e porovnani vysledkt pii opakovaném hodnoceni tymz pozorovatelem a vice pozoro-
vateli s vyuzitim intraclass correlation coefficient [38] a Bland-Altmanovych rozdi-
lovych grafi [4]

e porovnani mikrovazalni hustoty u tfech frezi s tfemi vzajemné kolmymi rovinami
fezu identickym tkanovym blockem

e tzv. mikrovazalni hustotu (microvessel density), lze stereologicky vyjadfit jako pa-
rametr Q4 = %, kde @ je pocet profilii mikrocév zachycenych na fezu o referenc¢ni
plose A. Pravidlo k zapoc¢itani profilti objekti ve 2-D je nestranné [12], viz oddil 5.7.
Plochu hodnoticiho ramecku zname z kalibrace, event. ji mtizeme pfi nepravidelnos-
tech obrysii referen¢ni plochy hodnotit bodovou testovaci miizkou. Za pocitanou
udélost je povazovan kazdy zfetelné nezavisly shluk pozitivnich bunék (pfitomnost
viditelného lumina neni podminkou). Postup vzorkovani — 2-D poéitani profilii mi-
krocév — odhad referen¢ni plochy je v daném potadi na snimcich 53-56.
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10.2 Vzorkovani a kvantifikace

Obr. 53: Vzorkovani 50 obrazovych poli po-
fizenych pod objektivem 40x z fezu. Méfitko
3 mm.

Obr. 55: Pouziti 2-D hodnoticiho ramecku
vede k zapocitani cervené oznacenych profilt
mikrocév. Méfitko 80 pm.

Obr. 57: Prikaz bazalnich lamin mikrocév
pomoci imunohistochemie na laminin. Nékteré
novotvorené kapilary s nesouvislou bazalni la-
minou maji slabou ¢i zaddnou reakci. Méritko
80 pm.
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Obr. 54: Pouziti 2-D hodnoticiho ramecku na
modelovém ptikladu.

Obr. 56: Nezaujima-li plocha fezu cely hod-
notici rdmecek, vyhodnotime referen¢ni plo-
chu pomoci bodové testovaci miizky. Méritko
80 pm.

Obr. 58: Prtkaz bazéalnich lamin mikrocév
pomoci impregnace stiibrem. Kapilary s ne-
souvislou laminou mayji slabou reakci a bazalni
laminy Casto splyvaji s argyrofilnimi retiklar-
nimi vladkny stromatu uzliny. Méfitko 80 pm.



10.3 Variabilita pri opakovaném hodnoceni a razné orientaci ro-
viny rezu

Koeficient ICC pro opakované hodnoceni (Obr. 59) tymz pozorovatelem byl v demon-
strovaném pfipadé 0,847 (hranice intervalu spolehlivosti 0,114 a 0,968), a pro opakované
hodnoceni dvéma riznymi pozorovateli byl 0,631 (hranice intervalu spolehlivosti 0,014 a
0,840). K posouzeni rozdilu mezi dvéma opakovanymi hodnocenimi 1ze pouzit standard-
nich statistickych testii (zde v parové varianté).
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Obr. 59: Opakované hodnoceni poc¢tu profil mikrocév na jednotku plochy fezu dvéma pozoro-
vateli (A, C) a stejnym pozorovatelem (B, D) formou bodovych grafi (A, B, hranice intervalu
spolehlivosti pti p=0,05 ¢ervené) a Bland-Altmanovych grafi s pramérnym rozdilem mezi opa-
kovanym hodnocenim.

Pfi testovani (an)izotropie profili mikrocév porovnanim hodnot ziskanych ve tfech
vzdjemné kolmych rovinach fezu nebyly prokazany (ANOVA) vyznacné rozdily mezi té-
mito sméry u dvou a byly prokdzany u jedné ze tfech takto porovnavanych uzlin. Lze
z toho vyvodit, Ze trojrozmérny systém mikroskopickych cév obecné mtize, ale také ne-
musi byt izotropni. Protoze eventualni anizotropie by tak mohla zkreslovat vysledky 2-D
studii, je vhodné zajistit ndhodnou orientaci uzlin pred krajenim.

10.4 Vliv strategie vzorkovani obrazovych poli

Porovnanim vysledki ziskanych stejnou technikou pocitani mikrocév, avsak rozdilnou me-
todou vybéru nasnimanych obrazovych poli zjistujeme, ze vysledky statisticky vyznamné
zavisejl na zpusobu vzorkovani. Vyznamné vyssich hodnot mikrovazalni hustoty je do-
sazeno pri vybéru poli z oblasti “hot spots” ve srovnani se systematickym nestrannym
vzorkovanim (SURS), coz je ptikladem zasadniho vlivu vybéru hodnocenych ¢asti prepa-
ratu na celkovy vysledkem kvantitativni studie (Obr. 60-61).
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Obr. 60: 2-D plosna hustota profild mikrocév
hodnocenych u “hot-spots” je u identickych fezt
vyznamné vyssi nezli hodnota ziskana u systema-
ticky vzorkovanych snimkd.
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Obr. 61: Spearmanova korelace mezi obéma zpt-
soby vybéru poli neni vysoka (Spearman R=0,55)
(B), coz miize byt pravdépodobné zpisobené ne-
vyhnutelnou subjektivitou mist a priori vybra-
nych pozorovatelem jakozto “hot spots”. Pri-
mérny rozdil mezi obéma postupy je 231 profilu
mikrocév/mm? (Bland-Altmantv graf, C).
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11 Morfometrie hladké svalové a pojivové tkané

Jednim z prikladt hladké svalové a pojivové tkané je tkan odebrana z chodila plze rodu
Arion sp. Tato tkan je tvorena predevsim hladkymi svalovymi buiikami, kolagenni pojivo-
vou tkani a haemocoelickymi dutinami (Obr. 62). Hladké svalové buniky uvnitf této tkané
jsou vietenovitého tvaru a tvori slozitou trojrozmérnou sit. Parametry, které mohou byt
pozdéji vyuzity napf. pro pocitacové modelovani této tkan€, jsou: objemové podily hlav-
nich slozek tkané, tedy. hladkych svalovych bunék a okolni mezibunééné hmoty, objem
jednotlivych hladkych svalovych bunék a jejich orientace v prostoru.

Obr. 62: Hladka svalova a pojivova tkan plzt: hlubsi vrstva nohy plze.
Subepitelialni kolagenni pojivova tkan (modfe) s trojrozmérnou siti vla-
ken hladkych svalovych bunék (éervené). Opticky prazdné dutiny (bile)
jsou haemocoelické sinusy, které jsou za normélnich fyziologickych pod-
minek naplnény télni tekutinou. MGT, méfitko = 100 pm.

11.1 Objemovy podil hladkych svalovych bunék

1. V prvnim kroku je nutné zvolit potfebné zvétseni tak, abychom mohli identifiko-
vat jednotlivé svalové bunky a soucasné méli dostatecné velké zorné pole. Déle je
nutné vybrat oblast, kterou budeme kvantifikovat tak, abychom se nedostali na
okraj tkané, kde je velké mnozstvi mukdznich bunék, ale zamérili se na vnitini ob-
last tkane.

2. Dalsim krokem je urcéeni potfebného pocétu fezt dle Gundersena a Jensenové [14]
(oddil 6.4.2). U mikrosnimkt hladké svalové a pojivové tkané plzii pofizenych se
zvétsenim 20x je pocet Tezti roven 12.

3. Samotny objemovy podil hladkych svalovych bunék Vi, (SMC,tissue) definovany
jako podil objemu hladkych svalovych bunék v referenéni oblasti V' (SMC') a objemu
referencni oblasti V' (ref) odhadneme pomoci rovnice 40:

2 b

estVy (SMC,ref) = 5 (40)
T
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kde P; je pocet bodt testovaci sondy tvorené mrizkou ekvidistantnich bodt, které
protinaji profily hladkyjch svalovych bunék na ¢-tém fezu, Pr je pocet vSech bodi
testovaci miizky a m = 12 je pocet fezil pouzitych pro kvantifikaci. Metoda je tedy
zaloZzena na pocitani prisecikii mezi bodovou testovaci sondou a profily hladkych
svalovych bunék na 2-D mikrosnimcich (Obr. 63).

Obr. 63: Pruseciky profild hladkych svalovych bunék na 2-D fezech
s testovaci sondou tvofenou ekvidistantni siti bodd. MGT.

11.2 Objem hladkych svalovych bunék

1. Nejprve je nutné stanovit numerickou hustotu hladkych svalovych bunék uvnitt re-
ferencéniho objemu estNy (SMC,ref), kterou mizeme odhadnout pomoci testovaci
sondy fyzicky disektor (oddil 5.8):

(a) Provedeme registraci sériovych fezi ve sméru osy Z se zohlednénim prabéhu
hladkych svalovych bunék v prostoru.

(b) Vybereme vhodnou oblast zadjmu tedy referenc¢ni objem disektoru, ktery je
na jednotlivych fezech charakterizovany obdélnikovym rdmeckem (Obr. 64).
Zakladni fezy disektoru piredstavuji: nadhledkovy fez (look-up section), ktery
tvori zakdzanou rovinu, referenc¢ni ez (reference section), ktery tvori povolenou
rovinu a vnitfni fezy (middle sections) disektoru (Obr. 65).
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Obr. 64: Ramecek disektoru na jednom z registrovanych fezi. Plné

¢ary reprezentuji zakazané linie a prerusované ¢ary predstavuji po-
volené linie disektoru.

Obr. 65: Vlevo nahofe: Néhledovd rovina (look-up section, horni ez ze série).
Vpravo nahote: Jeden z prostfednich fezt disektoru. Dole: Referenéni rovina (look
down (reference) section).

(c¢) Prochazime jednotlivé fezy a pocitame butiky (profily bunék na 2-D fezech),
které se nachazeji uvnitt referencni oblasti definované rameckem disektoru a
nedotykaji se nebo neprotinaji zakazané linie ani zakdzanou nahledovou rovinu.
V pripadé, ze se bunka nachézi v referencnim oblasti a zasahuje povolenou
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referen¢ni rovinu je zapoc¢itana jako buiika uvnitt disektoru (Obr. 66). Vysledné

zapocetené a nezapoctené bunky uvniti disektoru miZzeme graficky zobrazit ve
3-D (Obr. 67).

Obr. 66: Registrované fezy o tloustce 5 um. Body (stfedy profili bunék na jed-
notlivych 2-D fezech), které se zapocitavaji jsou oznaceny zelené. Body, které se
nezapocitavaji (protinaji zakdzané linie nebo zakdzanou rovinu) jsou oznacéeny cer-
vene.
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Obr. 67: Trojrozmérné schéma zapoctenych (zelené) a nezapoctenych (Cervené)
hladkych svalovych bun€k uvniti disektoru.

(d) Pocet hladkych svalovych bunék uvnitf disektoru je spojen s objemem disek-
toru (referen¢ni oblasti), ktery je roven plose oblasti rdmecku disektoru na
2-D tezech vynasobené vzdalenosti mezi jednolivymi fezy. Nevychyleny odhad
numerické hustoty hladkych svalovych bunék est Ny (SMC,ref) uvniti refe-
ren¢niho objemu je pak dan rovnici 41:

estNy (SMC,ref) = 2izy @ (SMC) | p (41)

S Plref) ah

kde n je pocet disektorti (sampling bricks), Q; (SMC) je pocet bunék napocte-
nych uvnitf i-tého disektoru, P;(ref) je poc¢et bodtt bodové sondy v i-tém disek-
toru, které protnou referenc¢ni prostor, a je aktualni plocha ramecku disektoru
a h predstavuje vysku disektoru.

2. Pii znalosti objemového podilu hladkych svalovych bunék Vi, (SMC,ref) a hod-

noty numerické hustoty hladkych svalovych bunék Ny (SMC,ref) muze vypocitat
stfedni hodnotu objemu jednotlivych hladkych svalovych bunék V(SMC') pomoci
rovnice 42:

Vv (SMC,ref)

V(SMC) = Ny (SMC,ref)’

(42)

. Hladké svalové bunky majici vietenovity tvar mizeme je tedy aproximovat pomoci
elipsoidu, jehoz objem je definovan rovnici 43:

4
V (elipsoid) = 3 e b-c, (43)

kde a je hlavni poloosa, b je prvni vedlejsi poloosa a ¢ druha vedlejsi poloosa elipso-
idu. Za ptredpokladu, ze vedlejsi osy budou mit stejnou velikost, tedy b = ¢, ptejde
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vztah pro objem elipsoidu (43) na zjednoduseny tvar 44:
4
V (elipsoid) = g ma V. (44)

Uzitim tohoto vztahu, stfedniho objemu hladké svalové buriky V(SMC') a hodnoty
vedlejsi poloosy elipsoidu b(SMC') odhadnuté z mikrosnimkit, mtzeme vypocitat
hlavni poloosu elipsoidu aproximujiciho hladkou svalovou butiku dle rovnice 45:

Y 3-V(SMC)
4w b(SMO)?

(45)

11.3 Orientace (smérova ruzice) hladkych svalovych bunék

1. Pro posouzeni (an)izotropie (tj. nepfitomnosti, resp. pfitomnosti vyznacéné prefero-
vanych smérii) hladkych svalovych bunék chodidla plze (Obr. 68), nejprve zvolime
vhodny objemovy element, ve kterém budeme orientaci bunék zjistovat. Je nutné
zohlednit velikost zkoumanych bunék, resp. jejich délku a tloustku, a tloustku rezt
tak, abychom testovali orientaci bunék uvniti krychle. V pripadé hodnoceni ori-
entace svalovych bunék uvniti tkané plze pouzijeme objemovy element o velikosti
50x50x50 pm?. Pfed samotnym méfenim je nutné jednotlivé sériové mikrosnimky
zregistrovat podle osy Z se zohlednénim néavaznosti jednotlivych tkanovych kompo-
nent v sérii fezu (oddil 7).

Obr. 68: 3D rekonstrukce hladkych svalovych bunék uvniti hladké
svalové a pojivové tkané plze. Na obrazku je patrné prostorové uspo-
Fadani svalovych bunék.

2. V objemovém elementu prochézime jednotlivé mikrosnimky a oznacujeme stiedy
profili jednotlivych svalovych bunék tak, ze vytvarime soubor primek aproximuji-
cich stfedy hmotnosti jednotlivych bunék v celém objemovém elementu (Obr. 69).
Ziskame tak systém primek, které jsou definovany sméry jednotlivych ptimek a jejich
délkou (Obr. 70).
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Obr. 69: Stfedy profild svalovych bunék oznacené na te-
zech a propojené tiseckami ve 3-D. Body na mikrosnimku
prislusejici jednotlivym bunkam: sledovany snimek: bilé,
predchozi snimek: ¢erné, nasledujici snimek: modré.

Obr. 70: Vysledny systém pfimek definovany sméry jednotlivych pfimek a jejich délkou.

3. Pro stanoveni smérové riizice nejprve rozdélime polokouli v IR® na H rovnobézek a V/
poledniki tak, aby ¢tyrtuhelniky, které jsou ohrani¢eny témito rovnoobézkami a po-
ledniky, mély stejnou plochu. Propojenim stfedt téchto ploch se stfedem polokoule
dostaneme izotropni systém jednotkovych vektorii (piimek) (Obr. 71). Vysledny

66



systém jednotkovych vektorti pronasobime velikosti prfimek v danych smérech a zis-
kdme smérovou ruzici hladkych svalovych bunék (Obr. 72). Pro dvou dimensionlni
zobrazeni této smérové riizice mizeme pouzit histogram, jehoz osu X predstavuji
uhly azimutu, osu Y predstavuji tihly elevace a barevna skala nam ukazuje délku
hladkych svalovych bunék nachazejicich se v danych smérech (Obr. 73).

Rose of Directions, v=8 h=8

axis perpendicular to sections

Obr. 71: Izotropni jednotkovy systém vektori (piimek) ziskany rozdélenim polokoule na
osm poledniki a osm rovnobézek.
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Rose of Directions Multiplied by Length of Vectors v,h=8

axis perpendicular to sections

.,(.,,._..,, 0
-100
y X

100 -

Obr. 72: Smérova rizice hladkych svalovych bunék pro rozdéleni polokoule na

osm rovnobézek a osm polednikii.
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Obr. 73: Smérova riazice hladkych svalovych bunék ve 2-D pro rozdéleni polo-
koule na osm rovnobézek a osm polednikt. Osa X predstavuje hly azimutu, osa
Y predstavuje thly elevace a barevné skéala ukazuje délku hladkych svalovych

bunék nachéazejicich se v danych smérech.
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12 Morfometrie centralniho nervového systému

12.1 Objemovy podil imunohistochemicky znac¢enych neuronu

Resime-li objemovy podil zna¢enych neuront v anatomicky definované oblasti, vhodnym
prikladem pro tlohu tohoto typu miize byt objemovy podil eGFP-pozitivnich neuront
po aplikaci transgennich viriond s reportérovym genem eGFP (eGFP, enhanced green
fluorescent protein) v oblasti naseho zajmu, napf. v corpus striatum et corpus callosum
(rovnice 46) nebo v celé hemisféfe (rovnice 47) (Obr. 74-77). Volba referen¢ni oblasti
v sérii histologickych Tezti mozkem zavisi samoziejmé na biologické otazce, kterou sledu-
jeme, na zpusobu aplikace latek, jejichz pfitomnost prokazujeme (napf. injekce vektort
s reportérovym genem eGFP apod.).

estV (eGFP)

estV (striatum + callosum)

Vv (eGF P, striatum + callosum) = x 100(%), (46)

, estV (eGFP
Vi (eGF P, hemisphere) = estV(h;misphgre) x 100(%). (47)
d
2000 pym

Obr. 74: Priseciky bodové testovaci miizky s plochou profilu hemisféry
mysi a vyznaceni miizkové konstanty a.
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Obr. 75: Pruseciky bodové testovaci miizky s plochou profili neuronu

znacenych pomoci eGFP.

2000 um

Obr. 76: Pruaseciky bodové testovaci mrizky s plochou profilu corpus
striatum (ohraniceno Cervené) a corpus callosum mozku mysi.
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Obr. 77: Nomogram pro predikci poc¢tu prusecika stereologického tes-
tovaciho systému pii daném koeficientu chyby (CE) odhadu podle Gun-
dersena a Jensenové [14]. Levé osa circumference/\/area. V piipadé
nahodné vybranych neuront byla hodnota circum ference/+/area rovna
6.8, coz pfi pozadované hodnoté CE odhadu C'E = 0.01 dava potiebu
cca 300 prisecikid u kazdého z hodnocenych mozki.

12.2 Odhad absolutniho poétu neuront pomoci frakcionatoru

Zajima-li nas spise absolutni pocet vhodné znacenych nervovych bunek ve zvoleném kom-
partmentu (napf. pro posouzeni jejich numerické atrofie ¢i naopak nartistu jejich poctu),
aplikujeme techniku frakcionatoru, ktery vyuziva kombinaci systematického vzorkovani a
optického ¢i fyzického disektoru. Principem odhadu je spocitani zjistitelného poc¢tu bunék
ve znamé ¢asti (frakci) celého (makroskopického) kompartmentu, viz oddil 5.9 a rovnice
48. Hranice tohoto kompartmentu vyplyvaji vzdy z biologické otazky a napf. u mysi je
lze mapovat podle Paxinos Mouse Brain Atlas [33].

Protoze odhad je zaloZzen na vzorkovani, je vhodné se presvédcit, zda je hustota vzor-
kovani dostatecna. Pokud neméame z jiz publikovanych praci nebo z vlastni zkusenosti
a priori informaci o rozdéleni ¢etnosti hodnocenych bunék v sériich fyzickych ¢i optickych
fezil zvolené sily, miizeme si v pilotni studii provést vlastni vypocet koeficientu chyby CE,
ktery odrazi miru odliSnosti mezi fezy vybranymi k hodnoceni.

12.2.1 Priklad postupu

e cilem je zjistit absolutni pocet tyrosin-hydroxylaza (TH)-pozitivnich neuront v sub-
stantia nigra mysi u modelu Parkinsonovy choroby

e 7 celkového poctu 360 fyzickych fezl o sile 6 um, které zachycuji studovanou cast
mozku (Obr. 78), vybereme kazdy 12. par, tj. 15 part fyzickych fezt (resp., kazdy
24. fez jakozto referen¢ni a k nému vzdy nasledujici fez jako nadhledova rovina); tato
¢ast fezt vybranych k dalsimu hodnoceni tvori znamy podil (frakci) oznacenou ss f
(section sampling fraction) a hodnota tohoto podilu je zndma (55)

e definujeme si pocitatelné objekty (countable events), pokud mozno v souladu s vy-
sledky jiz publikovanymi v daném oboru, napt: TH-immunoreaktivni perikaryon
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(soma) s viditelnym neobarvenym jadrem, nebo TH-imunoreaktivni ¢ast perikarya
srovnatelné velikosti

e dle pravidel disektoru poéitame buriky (Obr. 79-80, bilaterdlné nebo pravou a levou
polovinu mozku zvlast) ve vSech fezech vybranych ze série fezii u daného zvifete,
¢imz ziskdme hodnotu > Q~; podil ploch 2-D hodnoticich rameckt disektoru vici
ploSe fezti je oznacen asf (area sampling fraction) a je zndm

e podil vysky disektoru a sily fezu je oznacen hsf (height sampling fraction)

e vypodteme odhad celkového poctu bundk ve vzorku estN dle rovnice 48:

est N = Q_ @ (48)

f ssf-asf-hsf’

kde @ je celkovy pocet objektl zapocitanych v disektorech, f je obecné oznaceni
pro podil kone¢ného vybéru hodnoceného objemu v celkovém objemu vzorku a hsf,
asf a ssf jsou podily rozepsané v jednotlivych stupnich vzorkovani.

Obr. 78: Frontalni fez pravou polovinou mozku. Plocha profilu substan-
tia nigra na fezu je pokryta ctyfthelniky o strané x,y, které reprezen-
tuji posun motorizovaného stolku. Plocha spojena s kazdym z, y krokem
a(z,y step), je 49 386 um?. Imunohistochemicky pritkaz tyrosinhydro-
xylazy.
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Obr. 79: Referen¢ni rovina fyzického disek-  Obr. 80: Nihledova rovina fyzického di-
toru s hodnoticim rameckem (unbiased coun-  sektoru s hodnoticim rameckem o plose
ting frame). Zelené jsou oznaena perikarya 40000 um?. Profily neuronti oznaéenych v refe-
neuronti, ktera spliuji kritéria disektorti a jsou  renéni roviné (pfedchozi snimek) zde jiz nejsou
tudiz zapocitana. Ostatni profily nejsou zapo-  zachyceny.

¢itdny, nebot jsou viditelné na nahledové ro-

viné (Obr. 80) nebo se dotykaji ¢ervenych za-

kazanych hranic hodnoticiho ramecku.

12.2.2 Odhad koeficientu chyby vzorku

Odchylky v poctu pozitivnich neuroni v systematicky vybraném vzorku individua lze
provést obdobnym zpiisobem, jaky byl popsan pro odhad koeficientu chyby pti hodnoceni
objemu, tj. kvadratickym aproximativnim vzorcem dle Matherona, modifikovanym pro
stereologické pouziti Gundersenem a Jensenovou [14]:

1 [3A+C — 4B
CE = <o 5 : (49)

kde koeficienty A, B, C jsou definovany jako:

i=1

n n—1 n—2
A=30;-Q7, B=> 0;-Qi, C=) 0 Qi (50)
=1 i=1
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Referencni tez #, ¢

Qi Qi Qi Q7 Qi @ Qi

12 2 4 38 46
24 19 361 437 627
36 23 529 759 805
48 33 1089 1155 726
60 35 1225 770 1015
72 22 484 638 660
84 29 841 870 986
96 30 900 1020 1020
108 34 1156 1156 884
120 34 1156 884 782
132 26 676 598 260
144 23 529 230 138
156 10 100 60

168 6 36

SUM Q=326 A=9086 B =8615 C = 7949
ssf 0,86

asf 0,81

a(frame), pm? 40000

a(z,y step), pum? 49383

h 1

\tfyéka disektoru A, pm 6

sila disektoru ¢, pm 6

B aT T 14.362

est N = 4862

CE,(GJ)=0,024

Tabulka 2: Jednotlivé faze vypoctu koeficientu chyby pro odhad celkového poc¢tu neurontu

est N v substantia nigra jednoho mozku mysi jsou zalozené na poctech neuronti zachycenych
v jednotlivych parech fezt pro disektor @); . Hodnota koeficientu chyby CE, (GJ) je pfijatelné

nizka, pocet fezli vzorkovanych pro vybér je tedy pravdépodobné dostacujici.
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13 Morfometrie kosti

Morfometrie kosti je nejcastéji zalozena na pozorovani vybrusi nedemineralizovanymi
vzorky. Velky zajem je vénovan zejména zkoumani u¢inkid preparatit ovliviiujicich rovno-
vahu mezi resorpci a syntézou kosti (Obr. 81).

Obr. 81: Fluorescen¢ni snimek vybrusu kosti po dvoji-
tém znaceni tetracyklinem (double tetracycline labelling
(TTC 250 mg po 6 hodinach) (den 1-2, 15-16) nasledova-
ném biopsii medidlniho kondylu tibie (den 23 ) u pacienta
lé¢eného preparatem alderondtu sodného (za poskytnuti
vzorku dékujeme Dr. Jirsakové).

Pro tyto ucely je etablovana fada parametri [32], napt.:

parametr jednotka parametr jednotka
bone volume % mineralizing surface %
osteoid volume % mineral apposition rate mm/d
osteoid surface % trabecular thickness mm
osteoblast surface % trabecular number mm~*
osteoid index % trabecular volume %
osteoid thickness mm trabecular separation mm
eroded surface % resorption surface %
osteoclast surface % adjusted apposition rate mm/d
osteoclast number ~ mm™2 bone formation rate mm? /y
bone surface mm? mineralization lag time d
wall thickness mm formation period d

Tabulka 3: Nomenklatura parametri uzivanych v morfometrii kosti dle [32].
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Néazvy nékterych z téchto parametri jsou vsak castecné zavadéjici, protoze nesouhlasi
s jednotkami, v nichz jsou udavany. Napf. u parametru nazvaného ,osteoclast number
bychom mohli oc¢ekavat, ze udava pocet osteoklastid v definovaném vzorku. Osteoklasty
jsou trojrozmérné ttvary, jednotky parametru jsou v8ak (mm™2), coZ je v rozporu se zé-
kladnim vztahem mezi dimenzemi geometrickych testovacich sond (zde rovina fezu, tj.
dva rozméry) a dimenzemi kvantifikované veli¢iny (zde pocet, tj. nula rozmért), jejichz
soucet by spravné mél byt v tomto piipadé roven tfem dimenzim skutecné tkané obsa-
hujici buiiky (bliZe viz oddil 5.1). Buiiky se totiz jakozto objekty, jejichZ trojrozmérnost
nemuzeme v mikroskopickém méritku zanedbat, vyskytuji i v treti dimenzi analyzované
tkané, a obecné se diky své velikosti a orientaci mezi sebou lisi pravdépodobnosti, ze
se jejich profily ocitnou v roviné fezu, vysledkem ¢ehoz je vychyleny kvantitativni udaj,
v némz jsou nadhodnoceny bunky vétsich rozmérid a bunky orientované svou delsi osou
kolmo na feznou rovinu. Spravny nazev parametru by mél byt tedy nikoliv ,osteoclast
number“, nybrz ,number of osteoclast profiles per sectional area“.

Metodou volby u hodnoceni po¢tu bunék v objemovych jednotkach tkani je disektor.
Neni bez zajimavosti, Ze pro poc¢itani kostnich lakun byl navrzen jiz v r. 1985 [20]. Pfesto
se v osteologii stale setkdvame s publikacemi, v nichz jsou bunky kosti kvantifikovany
jakozto pocet profili bunék na jednotku plochu vybrusu - pro osteocyty napt. [48, 49].
Takovato dvojrozmérna data N A lze v pripadé pripustnosti tzv. Abercrombieho metody
(pro kriticky piehled viz [18]) dodate¢né piepocitat na trojrozmérné udaje Ny teoreticky
ziskatelné aplikaci disektoru na stejny vzorek, a to podle rovnice 51:

Ny = (t/(d+1t)) - Na, (51)

kde ¢ je vyska disektoru (tj. tloustka optického fezu 5 pm), d je prumérna vyska lakun ve
sméru kolmém na rovinu vybrusu (empiricky nap¥. 15 pm).

Hustotu 3-D objektti (lakun) v objemové jednotce vSak nelze udavat v poctu profilii
na jednotku plochy. Objemovou hustotu nelze z tohoto pomeéru bez dalSich informaci
o rozmérech a orientaci objekt ani presné vypocitat.

13.1 Numericka hustota osteocytarnich lakun

1. V prvnim kroku je tieba zvolit potfebné zvétseni pro pocitani lakun. Vzhledem
k principu ziskavani optickych fezti a je k eliminaci vlivu lomu na zkresleni posunu
v ose Z zapotiebi pouzit imerzniho objektivu. Vzhledem k velikosti lakun volime
k jejich bezpecénému odliSeni objektiv 100x, ktery ma vSak malé zorné pole, coz
kompenzujeme dostatecnym poctem zornych poli disektoru systematicky nahodné
vzorkovanych v rameci vybrusu (Obr. 82).
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medialis

lateralis

Obr. 82: Pfi¢ny vybrus diafyzou tibie 70leté Zeny, bazicky fuchsin.
Systematicky nahodny vybér disektort v kortikalni i medularni po-
lovina sily kompakty pod lateralni, medidlni a zadni plochou = 42
disektori, tj. 294 snimkd.

2. 'V kazdém z vybranych zornych poli ziskdme sedm optickych fezti vzdalenych od
sebe vzdy 10 pm (Obr. 83).

7 optickych rezu jednoho
obrazového pole

Obr. 83: Optické fezy vybrusem pro opticky disektor. Obrazova
pole vybrana ndhodnym vybérem.

3. Pokud chceme vyloucit z referenc¢niho objemu kompartmenty, v nichz se osteocyty
principidlné vyskytovat nemohou (napf. cévni kanalky kosti), u¢inime tak pomoci
bodové testovaci mfizky v celém objemu disektoru (Obr. 84). Déle jiz mizeme za-
pocitat lakuny dle pravidel disektoru (oddil 5.8, Obr. 85).
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Obr. 84: Body pomocné miizky: celkem Obr. 85: Lakuna je oznacena v roviné prv-

36, Haversiiv kanal vyloucen, vybrano p = niho fezu, v némz je viditelnad. Oznaceni

31 pro referenc¢ni prostor. Bazicky fuchsin. je zachovano pro vSechny dalsi roviny a la-
kuna je zapocitana do disektoru pouze jed-
nou (pokud nedosahuje trovné nahledové
roviny).

4. Vysledky pocitani lze priabézné vizualizovat i v trojrozmérném néahledu (Obr. 86).

Obr. 86: 3-D nahled hodnoceni poc¢tu ob-
jekt v objemové jednotce disektoru. Zelené
oznacené objekty jsou zapoclitany, cCervené
oznacené objekty nikoliv.

13.2 Hodnoceni plosného podilu a distribuce profilii cévnich ka-
nalku

1. Pokud néas zajima podil objemu cévnich kanalkt v celkovém objemu kosti, vyuzijeme
Delesseho princip a bodovou testovaci miizku na analyzu vybrusu (Obr. 87).

78



Obr. 87: Plosny podil profild cévnich kanalkti ve vybrusu byl
10,5 %. Bazicky fuchsin.

Dvojrozmérnou izotropii v rozlozeni profilii cévnich kanalkid mtzeme testovat po-
moci Delaunayovy triangulace popsané v oddilu 5.13 (Obr. 88-90).

—
500 pm

Obr. 88: Oznaceni t6zist profilti cévnich kanalka (n = 1194) pfed
triangulaci.
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500 pm

Obr. 89: Delaunayova triangulace profili cévnich kanalku.

500 ym

Obr. 90: Usporadani profili kanalk v roviné vybrusu bylo modelo-
vano siti vrchold rovnoramennych trojuhelnikid s podstavou 251 + 13
pum (kolmo na povrch kosti) a vyskou 258 &+ 24 um (paralelné s povr-
chem kosti).
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13.3 Trojrozmérna rekonstrukce mikroskopické stavby lamelarni
kosti

Na zakladé metodiky popsané v oddilu 7 lze po rekonstrukei optickych fezi nasnimanych
ze silnéjsich, avsak kvalitnich vybrust, vizualizovat prostorové vztahy mikroskopickych

objektt (Obr. 91).

writiid = 138, depth = 102 heigih = 11 meromeders

Obr. 91: Rekonstrukce osteocytarnich lakun a ¢asti Haversova kanalu.
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14 Kvantitativni hodnoceni inzulinové pozitivity ve
vzorcich pankreatu

Dalsi ilustraci pouziti bodovych testovacich systému je kvantifikace objemového podilu
Langerhansovych ostrivkia ve vzorcich pankreatu potkana a objemového podilu inzulin-
pozitivnich bunék v téchto ostrivcich.

14.1 Priklad histologického zpracovani

Ze vzorki pankreati skupiny potkani jsme vybrali metodou nestranného systematického
nahodného vybeéru tii pankreaty a kazdy byl zalit do blocku. Blocky jsme prokrajeli na
fezy o sile 5 um a barvili hematoxylinem-eosinem (HE), zelenym trichromem a Malloryho
modrym trichromem. Pro imunohistochemicky priikaz inzulinu v cytoplazmé bunék jsme
pouzili Polyclonal Guinea Pig Anti-Insulin (DAKO Corporation, USA) a detekéni systém
Novostain Super ABC Kit (universal) (Novocastra Laboratories Ltd., Velkd Britanie)
s avidin-biotin komplexem znacenym peroxidazou a s vizualizaci pomoci diaminobenzi-
dinu. Imunohistochemické fezy byly dobarveny Gillovym hematoxylinem.

14.2 Vzorkovani a kvantitativni analyza

e ze série 72 fezil z kazdého blocku bylo pro kvantitativni hodnoceni objemu ostrivki
pritomnych v referenénim objemu vybran kazdy osmy fez, tj. celkem 9 fezt pro
kazdy blocek

e pocatek kazdé série byl vybran nestrannym systematickym ndhodnym vybérem, kdy
pozice prvniho fezu mezi 72 fezy byla ziskana soucinem nahodného ¢isla z intervalu
(0;1) a poctu fezt

e pii sile jednoho Fezu 5 pum ¢inila vzorkovaci perioda (odstup mezi po sobé nasleduji-
cimi hodnocenymi fezy) 40 pm; celkova sila vzorku, z néhoz vychazelo kvantitativni
srovnani, ¢inila u vSech vzorku 360 pm (sila fezu 5 pm nasobena poctem fezi, tj.

72).

Pouzili jsme bodové testovaci mrizky k odhadu:

e objemového podilu Langerhansovych ostruvkd ve vysetfovaném vzorku pankreatu
— Wi (isletsl, pancreas)

e objemového podilu cytoplazmy inzulin-pozitivnich bunék v Langerhansovych ost-
ruvcich — Vi (insulin, islets2).

Tyto objemové parametry byly odvozeny z plosnych odhadt. Pro vypocet odhadu

plochy v roviné jsme pouzili bodovou testovaci sondu (mfizku). Vypocet byl provadén
podle rovnice 52,

estA=a- P, (52)

kde estA je odhad plochy méfeného objektu, a je parametr pouzité testovaci sité — jde
o plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu sité a P je pocet testovacich bodt pro-
tinajicich mérenou strukturu. Celkovy pocet prisecikt byl vzdy min. 200. Hodnocenymi
plochami byly v nasem pripadé:
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celd plocha fezu pankreatem pii barveni HE — A(pancreas)
plocha Fezu ostrivky pii barveni HE — A(islets1) (Obr. 92)
plocha Fezu ostrivky na imunohistochemickych preparatech — A(islets2) (Obr. 93)

plocha fezu inzulin-pozitivnimi bunkami na imunohistochemickych preparatech —
A(insulin) (Obr. 94).

Obr. 92: Priseciky bodové testovaci sité s ostruvky, a — parametr tes-
tovaci sité (jednotkova plocha); hematoxylin-eosin.

Obr. 93: Pruseciky testovaci mfizky (charakterizované konstantou a)
s plochou fezu ostriivkem na imunohistochemickém preparatu s prika-
zem inzulinu.
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Obr. 94: Priseciky testovaci mfizky s plochou inzulin-pozitivnich bu-
nek.

Pro vypocet odhadu pomérného objemu ostrivkia RIV jsme pouzili Cavalieriho me-
tody, ktera je zalozena na hodnoceni série paralelnich systematicky ndhodné vybranych
Fezli, mezi nimiz je konstantni zndma vzdalenost T (v naSem pfipadé se rovna 40 pm).
Pomoci bodové testovaci sondy se zjisti plochy jednotlivych fezli a soucet téchto n ploch
A se poté vynasobi vzdalenosti T" podle rovnice 53.

estV=T-(A1+As+ ...+ A). (53)
Objemovy pomér ostruvka v pankreatu Vi (islets, pancreas) je vyjadien rovnici 54,

estV (isletsl)
estV (pancreas)’

Vv (isletsl, pancreas) = (54)
kde estV (islets) a estV(pancreas) jsou objemy ostruvki, resp. pankreatu v sérii kon-
vencné barvenych (HE) fezu.

P1i hodnoceni populace bunék produkujicich inzulin jsme vychéazeli z Delesseho prin-
cipu, vyuzivajictho odhad objemové frakce komponenty estV na zakladé jejiho podilu
na plosnych fezech estA, viz rovnice 55. Podkladem pro hodoceni bylo vzdy min. 6 fezl
ostriivky na min. 4 fezech. Ostrivky i fezy byly zvoleny systematickym nestrannym na-
hodnym vybérem.

estA = estV. (55)
Objemovy podil inzulin-pozitivni cytoplazmy v ostriveich Vi (insulin, islets2) ukazuje
vztah 56,

estV (insulin)
estV (islets2)’

kde estV (insulin) a estV (islets2) jsou objemy cytoplazmy inzulin pozitivnich bunék,
resp. celych ostrivkid v imunohistochemicky zpracovanych fezech.

Vi (insulin, islets2) = (56)
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Objemovy podil inzulin-pozitivni cytoplazmy v celém vzorku pankreatu mtzeme vy-
jadfit jako Vi (insulin,pancreas) pomoci vztahu 57,

Vi (insulin, pancreas) = Vy (isletsl, pancreas) - Vi (insulin, islets2). (57)

V ramci pilotni studie bylo zapotiebi posoudit variabilitu vysledkt zpisobenou hod-
nocenim nespojité série fezl ziskané vzorkovanim ptivodni série. Analyzujeme-li jen vybér
ze série Tezl, pouzijeme pro hodnoceni variability zpisobené vybérem (sampling error)
odhad CE (rovnice 35, 34) dle Gundersena a Jensenové [14] (Obr. 95).

The CE with respect to the number of sections

01+
0.08 -
W 0,06 |
004 4
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4 [ 8 9 12 18 24 36 72
number of Cavalieri sections selected

Obr. 95: Pilotni studie pro analyzu CE u vzorki pankreatu ukazuje
vhodnost hustoty vzorkovani na 9 fez v ramci série 72 fezl, kdy CFE ~
0, 05.

Histologické artefakty vétsinou nebrani vyuziti vybraného fezu pro hodnoceni. Vzhle-
dem k tvaru ostrivku je nutno pouzit dostatecny celkovy pocet bodi protinajicich hod-
noceny objekt. V nasem pripadé cinil tento teoreticky pocet bodl cca 150-200. Toto
¢islo je zalozeno na nomogramu podle tvarového faktoru léze a pozadovaného koeficientu
chyby odhadu [14] a bylo v nasi praci bezpe¢né prekroceno. Pfi odhadu objemu inzulin-
pozitivnich bunék byla brana v potaz pouze pozitivita ¢i negativita reakce, hodnoceni
tedy nebylo ovlivnéno intenzitou zbarveni produktu peroxidazové reakce, jak tomu byva
pri pouziti metod obrazové analyzy zalozenych na prahovani v barevném prostoru.
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15 Kvantitativni hodnoceni krevnich cév biopsie pe-
ritonea

Jako priklad morfometrie seréznich blan uvadime techniky pouzitelné ke kvantitativnimu
hodnoceni vzorkl peritonea. U pacientt s peritoneélni dialyzou [9] dochazi u peritonea
k deskvamaci, pfeméné plochého epitelu na kubicky, ztraté mikroklkt, vakuolizaci, hro-
madéni inkluzi, otevieni mezibunécénych spoji, polyploidizaci bunék. V submezotelovém
vazivu se objevuje fragmentace bazalni membrany vystiidand po ¢ase opétovnym zesile-
nim bazalni membrany mezotelu i kapilar, k submezotelovému edému, zvysené bunécnosti,
aktivaci fibroblastl profibrotickymi cytokiny z mezotelu, zmnozeni myofibroblastt v sub-
mezotelu, zesileni kolagenniho vaziva nad 50 pm (simple sclerosis), resp. nad 150 pm [52].
V cévach submezotelu jsou pozorovany mikroangiopatie (zejména u diabetes mellitus),
obliterace a hyalinizace cév, pokles poc¢tu lymfatickych cév (s moznym nartstem trans-
portni role zmnozenych krevnich cév), zvySené vaskularizace na trovni (pre)kapilar [31],
peritonealni neoangioneze pres VEGF z mezotelu [2].

Ke kvantitativnimu popisu téchto komplexnich zmén nejsou dosud dostupné morfome-
trické nastroje schopné tyto zmény zcela vystihnout. K tomu prispiva napt. i nedostatecny
popis a standardizace techniky biopsie i histologického hodnoceni v publikacich, omezena
velikost vzorku a nespecifita zmén (nékteré ze zmén jsou nachazeny napi. i u urémie bez
peritonealni dialyzy).

Miizeme si tedy navrhnout soubor parametri pro kvantifikaci krevnich cév peritonea
a sily submezotelového vaziva a porovnat rozdily pti hodnoceni téchto parametri riznymi
pracovniky.

15.1 Priklad histologického zpracovani

e 72 sériovych fezu (sila 5 pum) blo¢kem biopsie parietalniho peritonea

e zeleny trichrom s Verhoeffovym zelezitym hematoxylinem

e imunohistochemie - von Willebrandtv faktor k detekci endotelovych bunék, a-SM-
aktin k detekci hladkych svalovych bunék ve sténé krevnich cév (mimo kapilary)

e moduly PointGrid, LineSystem a CountingFrame SW Ellipse3D (ViDiTo, Kosice,
SR)

e vybér 9 ezl ze série = z kazdého fezu jesté 4 zorna pole pri vétsim zvétseni
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15.2 Priklady kvantitativnich parametra
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Obr. 97: Odhad estV2, objem submezotelového kolagenniho vaziva.
MGT.
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Obr. 98: Odhad estV3, objem vSech cév rozlisitelnych pfi daném zvét-
Seni v subserdéznim vazivu. MGT.

e e B b U R g i =t e e e s e o
B o T e e o ok o

P R e o o T T R R

" & S s i £ st e o e 5

++++++H+F o+

bt 4+ 4+

s

+
3
%+
3
“

3 -
B e o A o RS
B s b B L o
L I PR e 0 o e 2 1 e o e L S o e, T o
R T T A S o S O A O S
B e o T o
e T e s o e P e e i T e e s S
i i Pl B e
T e e i e e e o e e il e e e e e i o

Obr. 99: Odhad estV4, objem drobnych cév v kolagennim submezote-
lovém vazivu (celkem ze 4 zornych poli z kazdého z 9 fezi), MGT.
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Obr. 100: Odhad estV5, objem submezotelového kolagenniho vaziva
(pii velkém zvétSeni) = referencni objem pro estV4 (celkem ze 4 zornych
poli z kazdého z 9 fezt1), MGT.

-~

Obr. 101: Odhad estS1, plocha peritonealniho povrchu vzorku, MGT.
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Obr. 102: Odhad estS2, vnitini povrch vSech cév rozlisitelnych pti da-
ném zvétseni v tukovém subseréznim vazivu, MGT.

Obr. 103: Odhad estS3, vnitini povrch malych cév v submezotelovém
kolagennim vazivu pii velkém zvétseni, MGT.
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Obr. 104: Odhad estS4, povrch hranice mezotel /kolagen u snimki pii
velkém zvétseni, MGT.

Obr. 105: Pocitani profili von Willebrand Factor-pozitivnich shluki
(kapilar), Q4 jakozto poéet profilti krevnich cév v plose fezu.
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Obr. 106: Hodnoceni referencéni plochy submezotelového vaziva.
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Obr. 107: Pocitani profildt vWF-pozitivnich shlukt (kapilar).
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Obr. 108: Pocitani profilt vWF-pozitivnich shluku (kapilar).

Obr. 109: o-SM aktin-pozitivni bunky mohou byt vyznamné v subme-
zotelovém vazivu.
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Obr. 110: Aktin-pozitivni buniky mohou byt vyznamné v submezotelo-
vém vazivu.

est VP1: pocet profilti drobnych cév v sérii ez s velkym zvétSenim (celkem ze 4 zornych
poli z kazdého z 9 fez pii velkém zvétseni)

15.3 Analyza CE

The CE with respect to the number of sections The CE with respect to the number of sections
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Obr. 111: Pro CE = 0,05 je nutno hodnotit Obr. 112: Pro C'E = 0,05 je nutno hodnotit
min. 9 Fezu ze série 72. min. 10 Feza ze série 72.

15.4 Interpretace parametru

e pomér estV2/estS1 udava stiedni silu submezotelového kolagenniho vaziva

e pomér estS2/estV'1 ukazuje povrchovou hustotu velkych cév v tukovém sub-
seréznim vazivu

e pomér estS3/estV'5 ukazuje povrchovou hustotu malych cév v submezotelu
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pomér Q4 = VPl/estV5 je analogicky ,relative microvessel number“ a pomér
estV4/estV'5 je obdobny parametru ,relative microvessel area® [31]

profily cév jsou 2-D struktury (priméty do roviny fezu) a jejich pocet/plocha ~
thlu mezi osou cévy a rovinou fezu a délce cévy

hodnoceni povrchii cév méa v.s. vétsi biologicky vyznam

hodnoceni ()4 ,relative microvessel number, density of microvessel profiles* je jed-
noduché, pouzitelné i u vzorku variabilniho vzhledu, efektivni a mtze vypovidat
0 ev. angiogenezi.

95



16 Morfometrie vaginalni stény

V ptipadé studia nachylnosti stény dutého organu ke vzniku mikrotrhlin lze kvantifikovat
parametry jako napf. sila epitelu, mira leukocytarni infiltrace, prokrveni subepitelového
vaziva ¢i pritomnost prokrvaceni z narusenych cév ve vzorku. Takovym pripadem miize
byt vyhodnocovani mikroskopické stavby povrchovych vrstev stény vaginy u porodnich
poranéni vaginy a perinea v zavislosti na provedeni ¢i neprovedeni epiziotomie, pritomnosti
vaginalni infekce a dalsich rizikovych faktorti tohoto poranéni.

16.1 Priklad histologického zpracovani

e vzorky vaginélni stény (10 X 5 X 5 mm)

e viceuroviovy systematicky nestranny nahodny vybér vertikalnich sériovych fezi
z tkanovych blocku

e rutinni barveni hematoxylin eosin, zeleny trichrom s Verhoeffovym zZelezitym hema-
toxylinem

e immunohistochemicky priikaz makrofagti (CD68+) a hladké svaloviny a pericytt ve
sténé krevnich cév s vyjimkou kapilar tvofenych pouze endotelem (a-SM actin).

16.2 Objemovy pomér hemoragii v subepitelovém vazivu

Obr. 113: Priseciky bodové testovaci sité s hemoragiemi pouzité pro
odhad objemového poméru hemoragii estV (haem) v subepitelovém va-
zivu estV (connective tissue). MGT.

estV (haem)
estV (connective tissue)

Vi (haem, connective tissue) = (58)
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Obr. 114: Vaginalmi epitel a subepitelidlni va- Obr. 115: Hlubsi vrstva téhoz vzorku pti vét-
zivo s Vy (haem, connective tissue) = 0.3767. S$im zvétseni. MGT.
MGT.

16.2.1 Analyza estCE

The cowificient of error (CE) of Cavalieri estimator with The mean value of haem(ratio) in relation to the number of
respect to the number of section included within the sample soctions sampled from the tatal numbaer of 48 sections

—+—pstVi{hasm|_avg
=== estVitotal]_avg

3 4 [ B 12 1] 24 48
mammbser of sections (i) sampled from a total naember of 48 sections

Obr. 116: Pokud prokrajime blo¢ek na 48 sé-  Obr. 117: Zavislost stfedni hodnoty
riovych fezt, je pro CE < 0.05 vhodné vybirat  estV(haem) na po¢tu vzorki vybranych
z nich m = 8 fezu k vlastnimu hodnoceni. k analyze.

16.3 Povrch vétsich krevnich cév a vaginalniho epitelu

Vzhledem ke zpracovani na vertikalni uniformni fezy lze k odhadu povrchu krevnich cév
estS(vessels) i k odhadu povrchu vaginalniho epitelu estS(epithelium) pouzit testovaci
sité cykloidalnich oblouki a vysledky vyjadrit jako povrchové hustoty Sy .

estS(epithel)
estV (epithelium)’

estS(vessels)

Sy (vessels) = Sy (epithelium) = (59)

estV (connective tissue)’

Pomoci odhadnutych povrchii lze definovat i dalsi poméry s moznym biologickym
v{znamem, napt.. MTE = <tilepithelivm) 4 g0 VT je stiedni sila vaginalnfho epitelu,

estS(epithelium)’
dale S (epithelium) S(epithelium) S(epithelium) nebo S (epithelium)
estV (haem) ’ Vi (haem,connective tissue)’ Sy (vessels) ’ estNy(par)

Je pak mozné testovat, zda pravdépodobnost ruptury vaginalni stény béhem porodu
je ¢i neni nepfimo zavisla na hodnoté téchto parametri, tj. zda slaby epitel, rozsahlejsi
hemoragie, pritomnost cetnych krevnich cév ¢i infiltrace makrofagy vztazené na povrch
vaginalni stény zvysuje tuto pravdépodobnost.
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Obr. 118: Hladkosvalovy aktin ve sténé krev- Obr. 119: Dtto.
nich cév v subepitelovém vazivu vaginy.

S50

16.4 Numericka hustota CD68+ v subepitelovém vazivu

Pro porovnani metodiky uvadime postup a vysledky pro obé nabizejici se varianty di-
sektoru, pricemz u kazdé z variant bylo vyhodnocovano pét objemovych sond v ramci
tkanového blocku.

pro fyzicky disektor — dva fyzické fezy o sile 5 yum registrované v ose Z,

pro opticky disektor — ¢tyri optické Fezy pofizené s odstupem 5 pm s imerznim objek-
tivem (100x /1.25) uvnitt 20 pm silného fezu

16.4.1 Fyzicky disektor
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Obr. 120: Fyzicky disektor (zapocitané bunky zelené, Obr. 121: 3-D nahled téhoz di-
nezapocitané Cervend), estNuv(par) = 62509 CD68(+) sektoru.

bunék /mm 3.
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16.4.2 Opticky disektor
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Obr. 122: Opticky disektor (zapocitané buiiky zelené, Obr. 123: 3-D nahled téhoz di-
nezapocitané cervené), estNv(par) = 14288 CD68+ sektoru.
bunék /mm~3 .

Pfi porovnéni vysledku ziskanych vyse uvedenym vzorkovanim zjistujeme, ze fyzicky
disektor pfi srovnatelném objemu prace umoznuje napocitat vétsi mnozstvi bunék a va-
riabilita jednotlivych disektorti je nizsi nezli u optického disektoru. Hodnoceni fyzickym
disektorem totiz probihalo pfi zvétseni 40x, zatimco opticky disektor vyzadujici imerzni
objektiv byl aplikovan na snimky porizené 100nasobnym zvétsenim. V pripadé dostupnosti
imerzniho objektivu s niz§im (napf. 40-60x) zvétSenim vhodného pro opticky disektor
bylo mozné tuto nevyhodu optického disektoru kompenzovat a naopak tézit z neptritom-
nosti chyb danych tim, Ze optické fezy neni (na rozdil od fyzického disektoru) zapotiebi
registrovat.

disector  estNv(par) [mm™3] SD coeff. var. cells
physical 50007.14 9526.174 0.1905 104
optical 13335.67 15579.33 1.1682 14

Tabulka 4: est Nv(par) — numerickd hustota (pramér z 5 disektort), SD — standard devi-
ation, coeff. var. — coeflicient of variation, cells — celkovy pocet CD68+ bunék napocitanych v 5
disektorech.
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17 Kvantifikace Langerhansovych bunék v epidermis

Langerhansovy dendritické buiiky epidermis (LC) jsou vyznamnou sou¢asti imunitniho
systému kize (skin associated lymphatic tissue, SALT). Nachézeji se pievazné supraba-
zalné v epidermis. Na prikladech si predstavime mozny zptisob kvantitativniho hodnoceni
jejich pritomnosti v rdmci morfologického posuzovani kozni imunity.

17.1 Priklady histologického zpracovani

V ukazce mizeme porovnat mikroskopii klasickych fyzickych fezi pozorovanych ve svét-
lém poli s kvantifikaci zalozenou na konfokalni mikroskopii silnéjsich fezi, resp. plosného
preparatu celé epidermis. U jednotlivych zptisobi zpracovani je vysvétlen i parametr, pro
jehoz stanoveni lze danou metodiku odbéru a zpracovani pouzit.

e nekroptické vzorky odebrané silnou jehlou, z nichz byla separovana epidermalni lista

— 21 sériovych vertikalnich feztt (VUR) o sile 3 pm, imunohistochemicky prikaz
vimentinu v LC

* numerickd hustota jader LC v jednotce objemu epidermis

x plocha povrchu bazalni vrstvy epidermis priléhajici k bazalni membrané

* z pomeéru odhadu objemu epitelu estV a plochy povrchu jeho bazalni mem-
brany estS muzeme vyjadrit i stfedni silu epitelu MTE (mean epithelial
thickness)

estV

MTE =
estS

(60)

— silné fezy 20 pum pro konfokalni mikroskopii, imunohistochemicky prikaz vi-
mentinu v LC

* numerickd hustota jader LC v jednotce objemu epidermis

« numerickd hustota jader ostatnich epiderméalnich bunék (pfevazné kerati-
nocyti) v jednotce objemu epidermis

x plocha povrchu bazalni vrstvy epidermis priléhajici k bazalni membrané

e plosné preparaty epidermis pozorované konfokalnim mikroskopem, imunohistoche-
micky prikaz vimentinu v LC

— numericka hustota jader LC v jednotce objemu epidermis

— numerickd hustota jader ostatnich epidermaélnich bunék (pfevazné keratino-
cytl) v jednotce objemu epidermis
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17.2 Série fyzickych registrovanych rezi

Obr. 124: Klasické sériové vertikalni fezy  Obr. 125: Registerovana série 21 fezl, roz-
epidermis, imunohistochemie proti vimentinu, méry disektoru 412 x 662 x 42 pum.
méfitko 50 pm.

17.3 Silné histologické rezy — série optickych fezt s odstupem
1 ym

E¥'selection_0_1:10

Obr. 126: Sedm disektorii vzorkovanych v sé-  Obr. 127: Pocitani jader epidermalnich bu-
rii optickych fezli, imunohistochemie proti vi-  nék v ramci jednoho z disektorti. Velikost ra-
mentinu. Rozméry kazdého z disektord jsou  mecku 26 x 26 pm.

26 x 26 x 8 um.
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17.4 Silné histologické fezy — série optickych rezu s odstupem
3 pm

Obr. 128: Jeden z disektorti, raAmecek 220 X Obr. 129: 3-D néhled na objemovou sondu
68 pm. disektoru o rozmérech 220 x 68 x 15 um se
zapoCitanymi (zelené) a nezapocitanymi jadry.

17.5 Plosny preparat epidermis — série optickych rezt s odstu-
pem 1 ym

Obr. 130: Pohled na plochu epidermis, imunohisto-
chemie proti vimentinu, hodnotici rAmecek o velikosti
188 x 180 pm.

17.6 Doporuceni na zakladé pilotni studie

Smyslem vyse uvedenych ukéazek je demonstrovat, ze obdobnou pilotni studii lze dospét
k praktickym zavértim pro dalsi zpracovani vzorkd v pripadé, ze se zpocatku nabizelo
nékolik moznosti, jak vzorky zpracovavat. Vyhodnotime-li naroky na pripravu preparati a
rychlost celého postupu spolu s opakovatelnosti ziskavani preparatti a moznosti napocitat
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v dostupném materialu dostatecny pocet objektt danych rozmért, miizeme pro tento tcel
doporudit:

e pro odhad pomeéru mezi Langerhansovymi bunkami a ostatnimi buitkami epidermis
se nejlépe osvédcily 20 pm silné fezy pozorované konfokalnim mikroskopem,

e v piipadé 20 pum silnych fez pak pofizovat 6-7 optickych fezii vzdalenych 3 pm,

e pro odhad poméru poc¢tu Langerhansovych bunék vztazenych na plochu povrchu
bazalni vrstvy epidermis se osvédcila série registrovanych fyzickych fezi epidermis;
kombinace silnych fezii a konfokalni mikroskopie by byla pouzitelna i k tomuto celu
pouze za predpokladu, ze by bylo mozné provést dvojité znaceni Langerhansovych
bunék a bazalni membrany soucasné, coz by vsak vyzadovalo pouziti celého fezu
ktzi, nebot pii separaci epidermélni liSty je ¢ast bazalni laminy poSkozena a ¢ést
zustava na dermis.
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18 Kvantitativni analyza mikrotrhlin v parenchymu
ledvin

Dalsi nastroje kvantitativni mikroskopické analyzy lze demonstrovat na prikladu popisu

morfologie trhlin traumatického ptvodu vzniklych v kiife a dfeni ledvin prasete pii bio-

mechanickém experimentu — padovych zkouskach, kdy je treba zhodnotit, zda trhliny

probihaji preferen¢né oddily nefronu ¢i intersticialnim vazivem, nebo zda se §ifi kirou ¢i
dieni nahodnym zpiisobem.

18.1 Priklad vzorkovani ledvin a histologického zpracovani

e ndhodné vybrané praseci ledviny, které diive prosly vlastnim mechanickym experi-
mentem n = 3

e tkanové blocky n = 6 zasahujici od vnéjsich povrchu ledviny az po duty systém,
odebrané podle Obr. 131 z:
— ventralni plochy n = 2
— dorzélni plochy n = 2

% systematické vzorkovani makroskopicky patrnych ruptur délky 0,5 — 22
mm i odbér z oblasti bez makroskopicky patrnych ruptur

— kaudalniho pdlu ledviny n = 2 (bez makroskopicky zjevnych ruptur)
e po zaliti a orientaci blocki podle konceptu vertikalnich fezt byl kazdy blocek na-

krajen na 200 fezi barvenych hematoxylin-eosinem a Malloryho trichromem, z nich
systematicky vybrano 10 ekvidistatnich fezt z kazdého z 18 tkanovych blockt

h nax

~ vertical
Wnax | ‘5/? é sectioni
e max N Gj .'ECtIOI'Ing

Obr. 131: Vzorkovani tkanovych blocki z ledviny.
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18.2 Hodnoceni prubéhu trhlin

Kazdy blocek byl prokrajen na 200 sériovych fezt barvenych stiidavé Malloryho trichro-
mem a hematoxylin-eosinem. Z nich bylo pro kvantitativni analyzu vybrano metodou
systematického nahodného vybéru vzdy 10 fezi na blocek. Na jejich mikrofotografiich
byla zvlast pro kuru a zvlast pro dien stanovena délkova hustota vnitiniho obvodu pro-
ximélnich a distalnich tubult (v ktfe), resp. Henleovych klicek a sbéracich kanalki (ve
dfeni), a to podle vztahu:

L
'k
kde L 4 je délkova hustota profili vnitiniho obvodu stén tubulii (length density, intensity of
planar fibre process) dle [43], L je naméfena délka vnitinich obvodi relevantnich kanalki
a A je referen¢ni plocha tohoto méreni.

Timto byla odhadnuta referen¢ni hodnota délkové hustoty. Pouzili jsme ji pro ziskani
teoretického poctu priisecikii trhliny s tubuly, ktery by platil za predpokladu, ze draha
trhliny ve tkani je nahodné, tj. bez preferencniho priibéhu napfic¢ pretrzenymi tubuly ¢i
napric¢ intersticialnim vazivem:

La= (61)

2
Pp=1-2.L,, (62)
m

kde Pj, je intenzita prisecikt profilu trhliny na fezu s profilem vnitfniho obvodu stény
tubuli a [ je maximalni projekce délky trhliny do roviny fezu.

S vyuzitim modulu LineSystems programu Ellipse (ViDiTo, Kosice, SR) lze pro ktru i
dfeti v okoli trhlin pomoci ¢arového testovaciho systému (cirkularni oblouky s ndhodnym
nastavenim) odhadnout lokalni hodnotu L4 (rovnice 61). Z té je mozné podle rovnice
62 vypocist teoretickou hodnotu Pj. Poté lze spocitat na fezech ledvinami skutecnou
intenzitu prisecikt profilu trhliny s tubuly nefronu P; s tim, Ze na jeden kompletné
pretrzeny tubulus pripadaji dva tyto priseciky. Maximalni projekci délky trhliny do roviny
fezu lze odhadnout u obou ramen trhliny pomoci néstroje na méreni délky (polygon,
s pouzitim grafického tabletu). Vyzna¢ny rozdil mezi teoretickou a pozorovanou hodnotou
mize pak vést k vyvraceni predpokladu nahodného Sifeni trhlin, kdy P; < Pp svédci
o preferen¢nim prubéhu trhliny pfes intersticialni vazivo, zatimco P; > P, svéd¢i o vyS$im
zastoupeni tubularnich profilt v trhliné, nezli by odpovidalo ndhodnému priubéhu (viz také
oddil 5.10). Rozdily mezi P; a Pj, lze pii dostate¢ném poctu blocki a Fezti vyhodnotit
standardnimi statistickymi testy.

18.3 Pocitani ruptur kanalkt nefronu, hodnoceni L, a [

damaged ; L“'\'I ¥ counted events
Pboied S\ .,-f“} 3 -2 5 B3 T ':/:) /% edge of the rupture
'Lﬂ_""-t d‘\ o 3} o AR o i~ O
sk ,; WT"""’;’L}J — the maximal projection
_a.ik ~.‘—:"$ ; Ilength of the rupture

g
b A
Obr. 132: Piiklad ruptury ledvinné kiry (A) a pocitani profili prask-
Iych kanalkd a maximalni projekce délky trhliny na fezu [ (B).
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Obr. 133: Cirkularni oblouky a jejich priseciky s profily vnitini stény
kanalki slouzi k odhadu 2-D délkové hustoty téchto profilia L 4.
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Seznam priloh

V HTML verzi dokumentu na adrese www.1fp.cuni.cz/histologie/education/guides/
quanthistol/index.html jsou k dispozici nasledujici flashové animace ve formatu *.swf:

1.
2.

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

Kalibrace X, Y, Z snimku

Kontrola linearity zvétSeni pti pouziti vice objektivi

Odhad plochy a objemu pomoci bodové testovaci miizky u prehledného barveni
Odhad plochy a objemu pomoci bodové testovaci mrizky u imunohistochemie
Odhad délky a délkové hustoty pomoci systému cirkularnich oblouki

Odhad plochy povrchu a povrchové hustoty pomoci systému cykloid

Odhad numerické hustoty objektid pomoci optického disektoru v sérii fezii z optic-
kého mikroskopu

Odhad numerické hustoty objektt pomoci fyzického disektoru v sérii registrovanych
fezi

Registrace fyzickych fezi
Odhad poctu profili objektt na jednotku plochy fezu

Systematicky uniformni nahodny vybér obrazovych poli ze snimku o vysokém roz-
liseni

Delaunayova triangulace 2-D bodové sité
Analyza shluki ve 2-D

Orientace struktur ve 2-D

Odhad délek ve 3-D a orientace struktur ve 3-D
Ukazka 3-D rekonstrukce kontur objekti

Ukéazka 3-D rekonstrukce povrchu objektt

Poznamky:

e K odhadu je obvykle zapotiebi min. 200 prisecikl testovaciho systému s hodnoce-

nymi strukturami.

Profily vlédken jsou pro tucely odhadu délek pomoci cirkularnich obloukt abstraho-
vany do linedrnich jednorozmérnych struktur (tj. vldken, kterd maji pouze délku,
nikoliv silu). Za tim ucelem je pfed vlastni kvantifikaci jako ¢ast vldkna relevantni
pro vznik priisecik s testovacim systémem vybrana napi. prava horni hrana vlédkna.

K ukazkam byly pouzity programy Ellipse (ViDiTo, Kosice, SR) a ImagReg (Dr.
Jiti Janacek, FgU AV CR v Praze).
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