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Sazetak i

SaZetak

Mehanicka svojstva krvnih Zila smatraju se jednim od glavnih ¢imbenika dugotrajne
uspjeSnosti kardiovaskularnih presadaka. Kako bi se omogucilo da u danom trenutku
kirurzi imaju na raspolaganju presadak koji ¢e dimenzijama i mehanickim svojstvima Sto
viSe odgovarati primatelju, potrebno je osigurati zalihu tkivnih presadaka razlicitih
dimenzija i mehanickih svojstava, no moraju biti odgovarajuce pohranjeni kako bi se do
upotrebe ocuvala njihova biomehanicka svojstva. Dugotrajna pohrana krvnih Zila
postize se postupkom krioprezervacije, odnosno zamrzavanjem tkiva na iznimno niske

temperature (od -80 °C do -196 °C).

Tijekom ispitivanja utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva tkiva aorte, jednu
skupinu uzoraka ¢init ¢e svjeZi uzorci ispitani unutar Sest sati od eksplantacije, a u
drugim trima skupinama bit ¢e uzorci uzeti od pripadajucih aorti pohranjenih procesom
krioprezervacije u plinovitoj fazi tekuceg dusika na -155 °C u Klinickom zavodu za
transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju KBC-a Zagreb, te odmrznuti nakon

jednog, Cetiri i devet mjeseci.

Kako bi se odredila njihova mehanicka svojstva, uzorci svinjskih aorti podvrgnut e se
statickom vla¢nom testu u Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku, gdje ¢e se
metodom korelacije digitalne slike (engl. Digital image correlation) mjeriti cijelo polje
pomaka. Ta opticka metoda omogucuje beskontaktno mjerenje cijelog polja pomaka na
povrSini uzorka, Sto ¢e omoguditi bolji uvid u nelinearna mehanicka svojstva aorte.
Rezultati eksperimentalnih ispitivanja iskoristit ¢e se za odredivanje mehanickih
svojstava poput modula elasti¢nosti i vlacne ¢vrstoce, a upotrebom numeric¢kih metoda
odredit ¢e se hiperelasticno mehanicko ponaSanje aorte primjenom odredenih
konstitutivnih modela. Usporedbom rezultata svjezih i odmrznutih uzoraka tkiva aorte
odredit ¢e se utjecaj krioprezervacije na mehanicka njezina svojstva u zadanim

vremenskim intervalima.

Klju¢ne rijeci: biomehanika, krioprezervacija, korelacija digitalne slike, aorta
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Summary ii

Summary

The mechanical properties of blood vessels are recognized as one of the main factors of
long-term success of cardiovascular grafts. In order to allow surgeons to have a graft
that will meet the recipient's dimensions and mechanical properties at the given time, it
is necessary to provide a set of tissue samples of different dimensions and mechanical
properties, stored appropriately to preserve their biomechanical properties for later
use. Long-term storage of blood vessels is achieved by cryopreservation, a process of

freezing tissue at extremely low temperatures (-80 ° C to -196 ° C).

Fresh specimens will be tested within six hours of explantation, while the other sample
taken from corresponding aorta will be cryopreserved and stored in the gaseous phase
of liquid nitrogen at -155 ° C at the Clinical Institute for Transfusion Medicine and
Transplant Biology, KBC Zagreb. Stored sample groups will be thawed and tested after

one, four, and nine months respectively.

To determine their mechanical properties, samples of porcine aorta will be subjected to
a static tensile test in the Experimental Mechanics Laboratory, whereby the Digital
Image Correlation method will measure the whole displacement field. This optical
method allows for contactless measurement of the entire field of displacement on the
surface of the sample, which will give a better insight into the non-linear mechanical
properties of the aorta. The results of the experimental tests will be used to determine
the mechanical properties such as the modulus of elasticity and tensile strength, and
using numerical methods the hyperelastic mechanical properties of the aorta will be
determined as given by certain constitutive models. The analysis of the results obtained
with fresh and thawed aorta samples will determine the effect of the cryopreservation

procedure on the mechanical properties of the aorta.

Keywords: biomechanics, cryopreservation, digital image correlation, aorta
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1. Uvod

Mehanicka svojstva krvne Zile u funkciji kardiovaskularnog presatka prepoznata su kao
jedan od glavnih ¢imbenika koji utjecu na ishod transplantacije [1] [2] [3] . Povecana
krutost velikih aorti povezuje se, medu ostalim, i s aterosklerozom [4] [5], hipertenzijom
[6] [7] 1 dijabetesom [8] [9] te predstavlja iznimno vaZan faktor prilikom
kardiovaskularnih dogadaja poput sréanog udara [10] [11] [12]. Idealni vaskularni
presadak trebao bi, tokom Sto duzeg vremenskog perioda, imati veliku proto¢nost ali i
nisku stopu dezintegracije. Idealna situacija bi bila ona u kojoj bi kirurg u trenutku
potrebe za kirurSkom intervencijom koja ukljuc¢uje ugradnju presatka na raspolaganju
imao moguénost izbora izmedu viSe presadaka razli¢itih dimenzija i svojstava [13]. U
namjeri postizanja Sto boljeg ishoda kirurSke ugradnje vaskularnih presadaka i
dugotrajnog oporavka bolesnika neophodno je prikupiti saznanja o mehani¢ckom

ponasanju aorte koja su danas u znanstvenoj literaturi jos uvijek dosta oskudna.

Kako bi se osigurala dostupnost raznovrsnih vaskularnih presadaka nuzno je buduce
presatke dugotrajno pohraniti. U ovom radu dio uzoraka svinjskih aorti bit ¢e pohranjen
postupkom krioprezervacije u Kardiovaskularnoj banci u KlinicCkom zavodu za
transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju, Klinickog bolni¢kog centra u
Zagrebu. Krioprezervacija je postupak zamrzavanja tkiva ili stanica na vrlo niske
temperature uz dodatak krioprotektivnih agensa koji prilikom postupnog sniZavanja
temperature sprjecavaju nastajanje kristali¢a leda i tako ¢uvaju tkivo od oSteéenja o

¢emu Ce viSe biti reCeno u poglavlju 5.2.

Mehanicko ponasanje krvnih Zila pri velikim deformacijama, eksperimentalno ispitivano
jednoosnim i dvoosnim statickim vla¢nim testovima, dokazano je nelinearno te
anizotropno [14] [15] [16]. Veoma je malo eksperimentalnih podataka o mehanickom
ponasanju ljudskih aorti [14] [17]. Zbog slabije dostupnosti, ali i zakonskih ogranicenja,
ceS¢e se u biomehanickim ispitivanjima koriste svinjske aorte zbog svoje anatomske
slicnosti s ljudskim aortama te slicnih hemodinamskih svojstava, medu ostalim, krvnog
tlaka, broja otkucaja te minutnog volumena (eng. cardiac output) [18] [19] [20] detaljniji
opis ovih sli¢nosti dan je u poglavlju 2.2. Anatomska i fizioloSka slicnost ljudske i

svinjske aorte.
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Cilj ovog rada je eksperimentalnim ispitivanjima odrediti utjecaj dugotrajne pohrane
svinjske aorte u krioprezerviranom stanju na njena mehanicka svojstva. U tu svrhu
jednoosni staticki vlacni test provest Ce se sa svjezim uzorcima kao i s onima koji su
odmrznuti nakon jednog, Cetiri i devet mjeseci pohrane u teku¢em dusiku. Optickom
metodom korelacije digitalne slike (DIC) mijerit ¢e se cijelo polje pomaka na povrsSini
uzorka aorte kako bi se kvalitetnije opisao odnos naprezanja i deformacija u tkivu aorte
te stekao bolji uvid u njena nelinearna mehanicka svojstva. Rezultati ispitivanja; modul
elasti¢nosti i vlatna ¢vrstoca za uzduzni i poprecni smjer svjeZe i odmrznute aorte dat ¢e
uvid u utjecaj dugotrajne pohrane tkiva aorte na njena mehanicka svojstva.
Eksperimentalni rezultati posluzit ¢e i za validaciju konstitutivnih modela koji opisuju

nelinearni mehanicki odziv aorte.

1.1. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Pregled dosadasnjih istrazivanja podijeljen je u dva dijela. U prvom dijelu dane su
trenutne spoznaje o mehanickim svojstvima aorte dobivene eksperimentalnim
ispitivanjima dok ¢e se drugi dio osvrnuti na dosadasnja saznanja o utjecaju

krioprezervacije na spomenuta mehanicka svojstva.

lako je ponasSanje bioloskih tkiva podvrgnutih velikim deformacijama jo$ sredinom 19.
stoljeca prepoznato kao nelinearno i pseudoelasticno [17], teorijsku pozadinu
mehanickoga ponasanja mekih bioloskih tkiva, kakva je i aorta, postavio je pocetkom
1980-ih godina "otac moderne biomehanike" Yuan-Cheng Fung [21] [22] [23]. Upravo
tih godina pocinje se znacCajno razvijati podrucje biomehanike ciji napredak ne jenjava ni
danas zahvaljujuci novim tehnologijama koje omogucavaju sve bolji uvid u mehanicko
ponasSanje bioloskih tkiva. Fung je promatrao termodinamicku pozadinu elasti¢nih
deformacija te identificirao dva uzroka elasti¢nosti nekog materijala - jedan je povezan s
promjenom unutarnje energije tijekom procesa deformiranja, a drugi s promjenom
entropije. Ove osnovne pretpostavke temeljene na mehanici kontinuuma testirao je
jednoosnim vla¢nim testovima na mekim tkivima Sto je dovelo do razvoja kvazi-linearne
viskoelasti¢nosti [22] [24], modela koji se uz konstantna unapredenja koristi i danas u

razvoju fenomenoloskih konstitutivnih relacija (modela). Bitno je naglasiti da
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fenomenoloski konstitutivni modeli ne opisuju sam materijal niti pokuSavaju povezati
mehanicki odziv sa svojstvima promatranog tkiva ve¢ samo njegovo ponaSanje pod
odredenim opterecenjem [24] Sto je bitno drugalije od potpunog opisa ponaSanja
materijala pod opcenitim stanjem naprezanja. Sva dosadasnja ispitivanja prepoznala su
nelinearna anizotropna viskoelasti¢na svojstva aorti [14] [15] [21] [22] [23] kao njena

stvarna in-vivo svojstva.

Mehanicka svojstva kakva su do sada istrazivana proizlaze gotovo iskljucivo iz svojstava
vlakana elastina i kolagena dok utjecaj glatkih miSi¢a jo$ nije do kraja odreden [24] [25].
Vecina konstitutivnih modela temelji se na fenomenoloSkom pristupu koji opisuje aortu
kao makroskopski sustav. Nadalje, mnogi od ovih modela razvijeni su tako da prikazu
ponasanje aorte u fizioloSkom rasponu naprezanja te su u tom smislu uspjesni u
predvidanju mehanickog odziva aorte Sto je dokazano mnogim eksperimentalnim
rezultatima koji su uspjeli opisati ponaSanje aorte u skladu s odredenim konstitutivnim
modelima, iako odabir najboljeg modela u literaturi jo$ uvijek nije usuglaSen [26] [27]

[28] [29] [30].

Mehanicki odziv aorte dobiven jednoosnim i dvoosnim statickim vla¢nim testovima, a
prikazan odnosom naprezanje-deformacija, izrazito je nelinearan te za njegov opis vise
nije prikladan Hookeov zakon [31]. Kako bi se smanjila kompleksnost matematic¢kih
izraza u konstitutivnim jednadzbama, tijekom posljednjih 30-ak godina razvijeni su
fenomenoloski konstitutivni modeli temeljeni na eksperimentalnim ispitivanjima
mehanickoga ponasSanja uzoraka gume [32] [33]. Temelji ove pretpostavke mogu se naci
kod Funga [22] koji je u svom radu predloZio eksponencijalnu funkciju energije
deformiranja validirajuci je rezultatima jednoosnog statickog vlacnog testa na uzorcima
gume kao hiperelasticnog materijala. Kako se volumen tkiva arterije, pa tako i aorte, ne
mijenja unutar njihovog fizioloskog raspona deformacija [34] moZe ih se smatrati
nestlac¢ivima te se na taj nacin mehanicka svojstva trodimenzionalnog tijela mogu
odrediti iz dvodimenzionalnih testova [35]. [ako uz ogranicenja, jednoosni vla¢ni testovi
na uzorcima krvnih Zila pruzaju osnovni uvid u mehanicko ponasSanje materijala te
dobro opisuju uzduZno istezanje krvnih Zila promatranih kao tankostjene (ili
debelostjene) kruzne cijevi [14] [15] [36] [37]. Jednoosni i dvoosni staticki vlacni testovi
i dalje se koriste za opisivanje anizotropnih svojstava aorte dok metodoloski aspekti jos

uvijek nisu usuglaSeni niti standardizirani [15] [38] [39] [40].
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U novije vrijeme jednoosni i dvoosni vlacni testovi uparuju se sa sustavima za
beskontaktno mjerenje cijelog polja pomaka testiranih uzoraka, temeljeni na korelaciji
digitalne slike (DIC). Ovom metodom moguce je pratiti pomake velikog broja toCaka na
povrsini uzorka ¢ime se postiZe dublji uvid u ponaSanje materijala te se omogucéava
precizniji izracun polja deformacija [41] [42] [43]. DIC metoda temelji se na setu
digitalnih fotografija uzorka tijekom procesa deformiranja od nedeformiranog
(referentnog) do deformiranog stanja. Procesom kalibracije povezuju se dimenzije
mjerenih uzoraka u milimetrima s brojem piksela potrebnih da prikazu taj uzorak na
digitalnoj slici, ¢cime se postiZe prostorna korelacija (eng. spatial correlation). Slike su
podijeljene u manje dijelove tzv. fasete koje DIC algoritam prati izmedu referentnog i
deformiranog stanja [42] [43] Sto rezultira cijelim poljem pomaka na povrsini mjerenog

uzorka. Detaljniji opis DIC metode dan je u poglavlju Korelacija digitalne slike

Teorijska pozadina pohranjivanja bioloSkih tkiva u krioprezerviranom stanju opisana je
jo§ 1950-ih godina [44] kada je ustanovljeno kako je osmotsko naprezanje, nastalo
uslijed velikog gradijenta otopljenih tvari unutar i izvan eritrocita, glavni krivac za
raspad crvenih krvnih stanica pri pohrani na niskim temperaturama. Krajem istog
desetljeca pocinje se s krioprezervacijom ljudskih stanica[45], a daljnji napredak razvoja
kriobiologije doveo je i do prvih primjena postupka krioprezervacije sa svrhom
dugotrajne pohrane kardiovaskularnih tkiva krajem '80-tih godina. Do danas su
postupci krioprezervacije validirani i implementirani u raznim bankama tkiva i stanica
diljem svijeta. Metodologija i proces krioprezervacije danas su u velikoj mjeri
standardizirani (viSe u poglavlju 5.2) i kardiovaskularne banke prolaze sustav evaluacije
kako bi se osigurala kvaliteta i standard pohrane tkiva. Banka kardiovaskularnog tkiva
pri Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju, KBC
Zagreb, jedna je od takvih banaka. Stoga, metoda krioprezervacije kao takva nije
predmet istraZivanja ve¢ ¢e se razmatrati samo njen utjecaj na mehanicka svojstva

pohranjenog tkiva.

Vecina dosadasnjih biomehanickih istraZivanja usredotocilo se na utjecaj kratkotrajnog
zamrzavanja, najdulje do tri tjedna [46] [47] [48], dok su u samo jednom radu prikazani
rezultati mehanickih ispitivanja na aortama krioprezerviranim na dulji period (od 2 do 4
mjeseca) [49]. Utjecaj dugotrajne pohrane aorti u kriogenoj fazi na njena mehanicka

svojstva nije dovoljno istrazen. Do sada su u tim ispitivanjima koriStena
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pojednostavljenja poput linearne elasti¢nosti i homogenosti tkiva aorte [38] [39] Sto je
oteZalo odredivanje promjene mehanickih svojstava uslijed krioprezervacije [46] [49],

Cijem Ce razumijevanju ovo istrazivanje pridonijeti.

1.2. Materijali, metodologija i plan istrazivanja

Svinjske aorte donirat ¢e PIK Vrbovec - Mesna industrija d.d. od svinja iz istog tova,
starih 6 mjeseci, te Ce se svjezi uzorci ispitati unutar Sest sati od eksplantacije dok ¢e se
ostali uzorci unutar Sest sati od eksplantacije pohraniti postupkom krioprezervacije u
Banci kardiovaskularnog tkiva u KBC-u Zagreb. Uzorci ¢e se uzimati u uzduZznom i
poprecnom smjeru Zile. Dimenzije uzorka, oblika klasi¢ne epruvete za vla¢na ispitivanja,
bit ¢e 50x5 mm za uzorke u uzduznom smjeru aorte te 20x4 mm za uzorke u poprec¢nom
smjeru aorte, a standardizirat ¢e se izradom noZa-kalupa za izdvajanje uzorka iz ostatka
tkiva ¢ime ¢e se dobiti na jednoli¢nosti geometrije svih testiranih uzoraka. Iz jedne aorte
izdvojit ¢e se po dva uzorka pri ¢emu Ce se jedan uzorak ispitati unutar Sest sati od
eksplantacije, a drugi nakon odmrzavanja iz kriogene faze nakon pohrane u trajanju od

jednog, Cetiri te devet mjeseci, zavisno o skupini uzoraka.

Tako pripremljeni uzorci ispitat e se jednoosnim statickim vlacnim testom na kidalici
(eng. universal testing machine) Messphysik Beta 50-5 (Messphysik Materials Testing
GmbH, Austrija) u Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku na Fakultetu strojarstva i
brodogradnje, SveuciliSta u Zagrebu. Prihvat uzorka u celjustima uredaja prilagodit e se
njegovim viskoelasti¢nim svojstvima na nacin da ¢e se napraviti prihvat s progresivnim
opterecenjem koji ¢e osigurati dostatnu silu tijekom testa, kako ne bi doslo do izvlac¢enja
uzorka iz prihvata prilikom izvodenja testa. Svjezi uzorci, kao i odmrznuti, tijekom testa
¢e Dbiti ovlazivani fizioloSkom otopinom. Prije ispitivanja provest c¢e se
predkondicioniranje, koje se sastoji od nekoliko ciklusa opterecenja-rasterecenja
uzorka, kako bi se postigla inicijalna orijentacija vlakana u smjeru opterecenja te
uklonila posljedica zaostalih naprezanja. Nakon predkondicioniranja uzorci ¢e se
opteretiti brzinom od 10 mm/min do pucanja, pri cemu se sila i pomak mjere

kontinuirano.

Tijekom eksperimenta uzorak ¢e se snimati mjernim sustavom Aramis (GOM GmbH,

Njemacka) temeljenim na metodi korelacije digitalne slike (DIC), koji omogucava
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dobivanje cijelog polja pomaka na povrSini uzorka. Ovo ¢e omoguciti bolji uvid u
nelinearna svojstva tkiva aorti. Metoda korelacije digitalne slike sastoji se od niza slika
uzorka tijekom procesa deformiranja od neopterecenog (referentnog) do deformiranog
stanja. Sustav se sastoji od dvije CCD kamere u stereoparu S$to omogucéava 3D
rekonstrukciju geometrije. CCD kamere (eng. charge coupled device) omogucavaju
digitalni zapis slike kao matrice vrijednosti gradijenta sive skale. Uzorci se stoga prije
testiranja pripremaju tako da im se na povrsSini napravi stohasticki raster tako da se
prvo nanese bijela boja i na nju stohasticki raspodijeljene crne tockice. Slike se zatim
dijele na manje dijelove tzv. fasete, najceS¢e 15x15 piksela, te im DIC algoritam
dodjeljuje prosjecnu vrijednost sive skale u toj faseti, ovaj podatak se zatim prati u
naknadnim slikama Sto daje pomake svih faseta odnosno velikog broja toc¢aka na
povrSini uzorka. Fasete se preklapaju u odredenoj mjeri Sto omogucava zadovoljavanje

uvjeta kontinuiranosti pomaka.

U programskom paketu Abaqus 6.14-5 (Dassault Systemes, USA) eksperimentalni
rezultati posluZit ¢e za validaciju fenomenoloskih konstitutivnih modela temeljenih na
energiji deformiranja (eng. strain energy density function). Na ovaj nacin odabrat ¢e se

model koji najbolje opisuje nelinearna svojstva aorte kao hiperelasti¢nog materijala.

Dio wuzoraka aorti bit ¢e zamrznut prema validiranom protokolu Banke
kardiovaskularnog tkiva. Svaki uzorak aorte bit ¢e uronjen u krioprotektivnu otopinu
sastavljenu od 10% dimetilsulfoksida (DMSO) u TCM199 medijui pohranjen u
zavarenuvrecicu za zamrzavanje tkiva. VreCica s tkivom se zatim stavlja u vanjsku
aluminijsku vrecicu koja se potom zavari. Tkivo upakirnano na opisan nacin se dalje
inkubira na 4 °C tijekom 30 minuta kako bi se omogucilo prodiranje DMSO-a u tkivo.
Proces zamrzavanja vrsit ¢e se u uredaju za kontrolirano zamrzavanje KRY0560-16
(Planer PLC, UK). Brzina hladenja je -1 °C/min dok se ne dostigne -40 °C, a nakon toga -5
°C/min do -100 °C. Nakon dostizanja -100 °C tkivo se prebacuje u spremnik za pohranu
u plinovitoj fazi tekuceg dusika na temperaturi -155 °C. Nakon jednog, Cetiri, odnosno
devet mjeseci, uzorci ¢e biti odmrznuti postupkom koji ukljucuje nekoliko koraka
grijanja u vodenim kupeljima (37 - 40 °C) te ispiranje tkiva od krioprotektivne otopine.
Odmrznuti uzorci se zatim pohranjuju u ohladenu fizioloSku otopinu i ispituju unutar tri

sata u Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku.
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Kako bi se utvrdila statisticka signifikantnost rezultata, odnosno utjecaj krioprezervacije
na mehanicka svojstva aorti, provest Ce se statisticki testovi (t-test te analiza varijance -
ANOVA) kao i analiza reziduala eksperimentalnih rezultata. Statisticka obrada kao i
analiza reziduala eksperimentalnih rezultata obavit ¢e se u programskom paketu Matlab
R2013b (Mathworks, USA). Valja joS jednom naglasiti kako konstitutivni modeli koji ¢e
se koristiti, ali i opcenito, ne opisuju svojstva samog materijala ve¢ samo njegovo
ponasanje pod odredenim uvjetima opterecenja. U tom smislu, u ovom istrazivanju

ispitivat ¢e se mehanicki odziv aorte u uzduznom i poprecnom smjeru.

1.3. Ciljevi, hipoteze i znanstveni doprinos rada

Cilj istrazivanja:
— odrediti utjecaj dugotrajne pohrane tkiva aorte u plinovitoj fazi teku¢eg dusika na
njena mehanicka svojstva,
— temeljem eksperimentalnih rezultata odrediti konstitutivni model koji najbolje
opisuje mehanicko ponasanje tkiva aorte,

— DIC metodom utvrditi nelinearni mehanicki odziv tkiva aorte.

Hipoteze istrazivanja:

— koriStenjem DIC mjerne metode moZe se dobiti uvid u nelinearno mehanicko
ponasanje uzoraka aorte mjerenjem cijelog polja pomaka,
— dugotrajna pohrana uzoraka u kriogenoj fazi utjeCe na mehanic¢ka svojstva

svinjskih aorti.

Znanstveni doprinos:

[ Odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjske aorte

II Upotrebom DIC metode dobit ¢e se bolji uvid u nelinearno ponasanje tkiva aorte
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1.4. Strukturarada

U prvom od osam poglavlja ovog rada opisana je motivacija za istrazivanje kao i pregled
dosadas$njih istrazivanja mehanickih svojstava zamrznutih aorti. U ovom poglavlju
naznacen je manjak istrazZivanja te nedostaci identificirani u ovim istraZivanjima, prije
svega pracCenje pomaka samo jedne toCke uzorka za razliku od pracenja punog polja
pomaka na povrSini uzorka provedenog u ovom istraZivanju upotrebom metodom
korelacije digitalne slike (DIC). Takoder ovdje su ukratko opisani i materijali i metode
koriSteni u ovom istraZivanju, a koji su detaljnije opisani u poglavljima 5 i 6. U ovom

poglavlju dani su jos i ciljevi, hipoteze te znanstveni doprinos provedenog istrazivanja.

Drugo poglavlje bavi se samom aortom te poclinje opisom njene funkcije i anatomske
pozicije u ljudskom tijelu, a opSirnije je opisana grada tkiva aorte. Kako su ispitni uzorci
uzeti iz svinja, u nastavku drugog poglavlja dan je pregled anatomskih i fizioloSkih
sli¢cnosti izmedu ljudskih i svinjskih aorti zbog kojih su svinje Zivotinje od izbora pri
ovakvim ispitivanjima. Poglavlje zavrSava pregledom dosadasnjih istraZivanja u kojima

su proucavana mehanicka svojstva i utjecaj dugotrajne pohrane na svinjske aorte.

U trecem poglavlju dana je teoretska pozadina mehanike kontinuuma kojom se opisuje
gibanje, a posljedictno i deformacija tkiva aorte. Takoder, opisani su i tenzori naprezanja
kojim se opisuje opterecenje uzorka tijekom testa te energija deformiranja potrebna za

razvoj materijalnih modela.

Na pocetku Ccetvrtog poglavlja opisana je veza izmedu energije deformiranja te
naprezanja i deformacije tijekom eksperimentalnog ispitivanja. Nakon toga opisani su
opcCeniti materijalni modeli kojima se opisuje mehanicki odziv tkiva aorte, a koji se
nalaze u FEM programskom paketu Abaqus te su koriSteni u ovom istraZivanju.

Navedeni modeli su: neo-Hook, Mooney-Rivlin, Yeoh i Ogden.

Peto poglavlje sadrzi metodologiju koristenu u ovom istrazivanju. Ovdje je prvo opisana
metoda korelacije digitalne slike (DIC) kojom se dobiva puno polje pomaka na povrsini
uzorka prilikom ispitivanja. Upotreba ove metode pridonosi uvidu u nelinearnost
mehanickog ponaSanja tkiva aorte. Nakon DIC metode opisan je postupak
krioprezervacije. Krioprezervacijom se dugotrajno pohranjuju bioloska tkiva za buducu

upotrebu te su opisanim postupkom pohranjene i aorte u ovom istrazivanju. Na kraju
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petog poglavlja opisane su statisticke metode kojima se odreduje statisticka

signifikantnost dobivenih rezultata.

Eksperimentalno ispitivanje opisano je u Sestom poglavlju. Tu je detaljno opisana
priprema ispitnih uzoraka, koristeni mjerni uredaji, njihove karakteristike te oprema za
ispitivanje. Na kraju poglavlja opisan je jednoosni staticki vlac¢ni test kojim smo ispitivali

mehanicka svojstva aorti.

U sedmom poglavlju dani su rezultati eksperimentalnih ispitivanja. Rezultati su dani za
dvije skupine uzoraka aorte; u uzduznom i poprecnom smjeru. Prvo su dani rezultati
dobiveni s kidalice te upotrebom optickog mjernog sustava Aramis, a zatim je dana i
numericka obrada eksperimentalnih rezultata kojom su identificirani parametri

materijalnih modela.

Osmo poglavlje donosi zakljucke i znanstveni doprinos provedenog ispitivanja. Tu su jo$

opisana odredena otvorena pitanja kao i buduce perspektive ovog istraZivanja.
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2. Aorta

Aorta je najveca arterija u tijelu koja iz srca odvodi kisikom bogatu krv i dostavlja je
cijelom tijelu. MreZa arterija dio je krvozilnog sustava kojim se ostatak tijela opskrbljuje
krvlju, a posljedi¢no i kisikom, hormonima i hranjivim tvarima. Izlaze¢i iz lijeve klijetke,
aorta je usmjerena prema gore (Slika 1.) te pri visini otprilike tre¢eg prsnog kraljeSka
(T3) zavija prema straga i dolje, spusStajuci se tako iza lijevog glavnog bronha, prati
zakrivljenost kraljeZznice sve do cetvrtog slabinskog kraljeSka (L4) gdje zavrSava

racvajuci se u dvije zajednicke ilijacne arterije [50] koje zatim odvode krv u donje udove.

Slika 1. Anatomski poloZaj aorte u ljudskom tijelu [51]

Anatomski, aorta se moZe podijeliti na Cetiri dijela (Slika 1.):

[ uzlazna aorta (aorta ascendens),

11 luk aorte (acus aortae),

I11 prsna ili torakalna aorta (aorta thoracica) i

IV trbusna ili abdominalna aorta (aorta abdominalis).

Torakalna (III) i abdominalna aorta (IV) zajednicki se nazivaju silaznim dijelom
aorte (aorta descendens), a razdvaja ih dijafragma (lat. diaphragma), tanka miSi¢no-

vezivna ploca koje se nalazi na dnu prsnog kosa.
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Aorta je izrazito elasticna krvna Zila te se svrstava u elasticne arterije. ElastiCne su
arterije najvece arterije u tijelu pri Cemu je promjer aorte oko 3 cm na izlazu iz srca te se
postupno smanjuje idu¢i prema abdominalnom kraju gdje je promjer u prosjeku nesto
manji od 2 cm (17,5 mm) [52]. Elasti¢nost aorte proizlazi iz povisSenog udjela elastina u

sastavu medijalnog sloja njenog tkiva o ¢emu ¢e biti viSe reCeno u poglavljima 2.1. te 3.

Elasticnost aorte od iznimne je vaZnosti budu¢i da u arteriju ulazi krv pod visokim
tlakom iz lijeve Kklijetke srca [53]. Podatljivost (eng. compliance) je mjera kojom se
iskazuje sposobnost krvne Zile, pa tako i aorte, da poveca ili smanji svoj volumen, te se
tako prilagodi promjenama tlaka unutar Zile [54]. Izrazita podatljivost aorte, poglavito
na njenom uzlaznom dijelu, odgovorna je za apsorbiranje kineticke energije nastale
prilikom izbacivanja krvi iz srca u periodu sistole kada sluZi i kao spremnik krvi ¢ime
stvara Windkesselov efekt kojim se priguSuje pulsiranje krvi u Zilama u periodu dijastole
kada srce prestane izbacivati krv u aortu [55] [56]. Detaljan opis mehanickih svojstava

aorte dan je u poglavlju 3.

2.1. Grada tkiva aorte

U ovom poglavlju opisani su sastavni dijelovi tkiva aorte iz kojih proizlaze mehanicka
svojstva proucavana u eksperimentima provedenim u ovom istraZivanju. Ovdje je
naglasak na tkivu ljudske aorte iz dvojakog razloga; prvi je zbog dostupnosti literature o
ljudskim aortama, a drugi proizlazi iz slicnosti izmedu ljudske i svinjske aorte. Ova
slicnost oCituje se u anatomskim, histoloskim i fizioloSkim svojstvima koja ¢e biti
podrobnije opisana u poglavlju 2.2. Anatomska i fizioloSka slicnost ljudske i svinjske

aorte.

Tkivo aorte se moZe zamisliti kao kompozit saCinjen od tri koncentri¢na sloja (Slika 2.):

A vanjskog sloja - adventicije (tunice adventitiae),
M srednjeg sloja - medije (tunica mediae) te
[ unutarnjeg sloja - intime (tunice intimae).

Sva tri sloja ¢ine strukturni elementi poput vlakana elastina, kolagena te glatkog misi¢a

(eng. smooth muscle cell) [57]. 1z perspektive mehanike aksiomatski je zakljuciti da
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upravo iz zastupljenosti i orijentacije ovih elemenata unutar tkiva aorte proizlaze njena

mehanicka svojstva [17] [18] [58].

vlaknima ojacan, spiralno
orijentiran sloj adventicije

vlaknima ojacan,
ortotropni sloj medije

vlaknima ojacan, spiralno
orijentiran sloj intime

kolagenska vlakna
vanjska elasti¢na lamina
fibrili kolagena

glatki misié

fibrili elastina ’

vanjska elasticna lamina
endotelne stanice

Slika 2. Slojevi aorte s odgovaraju¢im konstituentima [59]

Intima, unutarnji sloj aorte sastoji se od sloja endotelnih stanica odvojenih tankim
slojem (~ 80 nm) bazalne membrane (eng. basal lamina), te subendotelnog sloja u
nakupine vlakana kolagena [17]. Endotelne stanice su obi¢no ravne i izduZene u smjeru
protoka krvi prosje¢ne debljine od 0,2 do 0,5 um, Sirine 10 do 15 pm te duljine 25 do 50
um; osim u blizinama rac¢vanja Zila gdje je strujanje krvi sloZeno i endotelne stanice su
Cesto poligonalnog oblika. Bazalna membrana primarno sluzi kao mreZa na kojoj rastu
endotelne stanice, a sluZzi u odredenoj mjeri i kao strukturna potpora stijenci aorte.
Sacinjena je vecinom od kolagena tipa IV rasporedenog u mreZastu strukturu. U zdravih
pojedinaca, mlade dobi, intima veoma malo doprinosi mehanickom odzivu aorte.
Medutim, starenjem se povecava debljina i krutost intimae kao posljedica ateroskleroze

te raste i utjecaj ovog sloja na mehanicki odziv tkiva aorte [60] [61] [62].
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Unutarnja elasti¢na lamina (eng. internal elastic lamina) odvaja intimu od medie, iako se
Cesto smatra dijelom potonje [17]. U osnovi je Supljikava ,ploca“ elastina koja
omogucava prijenos vode, nutrijenata i elektrolita kroz zid aorte kao i medustani¢nu

komunikaciju.

Medija je srednji sloj tkiva aorte sacinjen od sloZene mreZe glatkih miSica, elastina i
kolagena (primarno tipova I, III i IV) ugradenih u izvanstani¢ni matriks (eng.
extracellular matrix). Od intime i adventicije dijeli je unutarnja odnosno vanjska

elasti¢na lamina.

Supljikava elasti¢na opna dijeli unutarnji dio mediae na viSe koncentri¢nih slojeva
sastavljenih od vlakana elastina i kolagena. Broj elasti¢nih opni, a samim time i broj
su vretenastog oblika, tipi¢no dugacki oko 100 pm i 5 pm u promjeru dok su nesto deblji
bliZe jezgri te su obi¢no rasporedeni tako da se deblji srediSnji dijelovi postave uz tanje
krajeve drugih, susjednih miSi¢a. Naj¢eSc¢e su orijentirani spiralno, a ponegdje su gotovo
cirkularno poloZeni [63]. Ovakva orijentacija omogucava glatkom miSi¢u da svojom
kontrakcijom regulira promjer aorte i prilagodi ga tlaku unutar njenog lumena.
Dokazano je kako debljina ovih slojeva nije ovisna o poziciji unutar elasti¢nih arterija,
medutim njihov se broj povefava s porastom promjera arterije dok se smanjenjem
promjera smanjuje i broj slojeva unutar intime. Na primjer, aorta u miSeva promjera 1,2

mm sadrZi 5 ovakvih slojeva, dok svinjsku aortu promjera 23 mm ¢ine 72 sloja [64].

Adventicija je vanjski sloj koji ¢ini otprilike 10% volumena aorte. Veéinom je tvori gusta
mreZza vlakana kolagena tipa I pomijesanih s elastinom te fibroblasti i fibrociti (stanice
zaduZene za proizvodnju elastina i kolagena) okruZeni vezivnim tkivom. Vlakna
kolagena u vanjskom sloju aorte osno su rasporedena, a smatra se da je adventicija
zaduZena za ograni¢avanje akutnih proSirenja tj. distenzija (eng. distension) [17].
Ovome ponajviSe doprinose spiralno rasporedeni fibrili (biopolimeri duguljastog oblika
promjera 10 do 100 nm) kolagena koji sluZe kao dodatna strukturna potpora tkivu aorte
pri poviSenom tlaku kada se ispruZe i postanu svojevrsni ,zastitni prsluk” aorte koji je

Stiti od pretjeranog istezanja koje bi moglo dovesti do pucanja tkiva [65].

Vanjski dio stijenke aorte sadrzi mreZu arteriola, kapilara i venula tzv. vasa vasorum,

koja joj donosi kisik i hranjive tvari.
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Kolagen je proteinska makromolekula duljine oko 280 nm koja igra znacajnu ulogu u
fiziologiji kraljezZnjaka. Duguljasti oblik duguje trima polipeptidnim lancima desnokretno
zavijenima u trostruku spiralu. Iako postoji ¢ak 12 vrsta kolagena ve¢inom ih tvore tri
aminokiseline: glicin (33%) koji mu daje stabilnost, prolin (15%) i hidroksiprolin
(15%). Molekule kolagena povezane su kovalentnom vezom te tako tvore kolagenske
niti. Promjer niti kolagena mijenja se prema funkciji i optere¢enju kojem su izloZeni iako
jo$ uvijek nije poznat njihov utjecaj na ¢vrstocu tkiva aorte [66]. Kolagen se u krvnim
Zilama nalazi kao koncentri¢no orijentirana vlakna. Najucestaliji oblik je kolagen tipa I

koji se nalazi u gotovo svim tkivima te Cini sastavni dio krvnih Zila.

Medumolekulske veze unutar kolagena daju tkivu njegovu ¢vrstoc¢u koja se mijenja pod
raznim utjecajima, najceS¢e starenjem ili uslijed patogenih promjena. Funkcija i
mehanicki integritet tkiva i organa odrzava se napetosSc¢u vlakana kolagena [22]. Ova
vlakna se skupljaju zagrijavanjem uslijed pucanja kristalne strukture - npr. pri
temperaturi od 65°C kolagen se skupi na tre¢inu pocetne duljine. Kolagenska vlakna se
smatraju najzasluznijima za viskoelasti¢ni mehanicki odziv tkiva aorte prilikom njenog

opterecenja [67] kao i za anizotropnost mehanickih svojstava tkiva [68].

Elastin je protein koji se u mekim tkivima nalazi u obliku tankih niti, a njihov omjer
naspram kolagenskih vlakna smanjuje se iduci od srca [17]. Duge i elasti¢ne, niti elastina
Cine trodimenzionalnu mrezu nalik gumi koja se da izduziti do otprilike 2,5 puta svoje
pocetne duljine prije pucanja. Za razliku od kolagenskih vlakana, grada elastinske mreze
nema izraZen hijerarhijski oblik, a iako, kao i kolagen, sadrZi 33% glicina, sadrzaj prolina
i hidroksiprolina znatno je nizi kod elastina [7]. Elastin se moZe podvrgnuti visokim
naprezanjima prije pucanja, gotovo je potpuno linearno elastican te iskazuje znatno

manje viskoelasti¢ne efekte (npr. puzanje) od kolagenskih vlakana [69].

Eksperimentalna ispitivanja pokazala su da se torakalna i abdominalna aorta razlikuju u
mehanickom odzivu [70], pri Cemu aorta postaje kruca idu¢i od srca (distalno) [71] [72].
Kako bi se jednoznacno odredio utjecaj krioprezervacije na mehanicka svojstva tkiva
aorte, u ovom istrazivanju ispitivano je tkivo torakalne aorte ¢ija su mehanicka svojstva

detaljnije opisana u poglavlju 3. Mehanicko ponasSanje tkiva aorte.
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2.2. Anatomska i fizioloska slicnost ljudske i svinjske aorte

Oblikom i gradom svinjske aorte su najsli¢nije ljudskima [73] [74], a zbog mnogih
anatomskih i fizioloSkih sli¢nosti [19] [74] [75] [76] ne ¢udi ogromna primjena svinjskog
tkiva u klinickim istraZivanjima. Neka od najucestalijih istrazivanja opisana su u
poglavlju 2.3. Upotreba svinjskih modela u pretklini¢kim ispitivanjima dok ¢e ovdje biti
dan pregled sli¢nosti ljudskog i svinjskog kardiovaskularnog sustava koje su ucinile

svinjske modele tako prihva¢enima u klinickim istrazZivanjima.

Buduc¢i da aorta prima krv direktno iz srca, bitne su anatomske karakteristike srca kao i
hemodinamski parametri krvi koja iz njega istjece. Anatomski, najveca razlika svinjskog
srca u odnosu na ljudsko je postojanje lijeve neparne vene (lat. vena azygos) koja odvodi
krv iz medurebrenih arterija (lat. arteriae intercostales) u koronarni sinus (lat. sinus
coronarius) tako da je krv na ulazu u svinjsko srce pomijeSana sistemska i miokardijalna
[73] [77]. Omjer teZine srca naspram tjelesne teZine je identi¢an (5 g/kg) kod ljudi kao i
kod svinja teZine 20 - 30 kg uobicajeno koriStenih u sli¢nim istraZivanjima [20] [78].
sposobnost stvaranja impulsa kojim se uzrokuje kontrakcija stanica sr€anog miSica, a
posljedicno i cijele sréane komore [50]. Karakteristike ovih impulsa mjerenih
intrakardijalnim elektrogramom preklapaju se kod ljudi i svinja Sto je omogucilo
upotrebu svinjskih modela prilikom klinickih ispitivanja sréanog ritma i pacemakera
koronarne arterije kod ljudi kao i kod svinja [73] [81]. Anatomske razlike srca i

pripadajucdih Zila najcescée su rezultat dvonoznog odnosno ¢etveronoznog stava [78].

Osim anatomske, znacajne su i hemodinamske sli¢nosti svinjskog i ljudskog krvotoka
koje su bitan faktor prilikom istrazivanja kardiovaskularnog sustava, narocito pri
ispitivanju sr€anog zastoja i kardiopulmonalne reanimacije (eng. cardiopulmonary

resuscitation - CPR) [82] [83].

Znacajnije razlike u hemodinamskim parametrima naj¢esce su posljedica razlike u vrsti,
dobi, teZini i ishrani jedinki zbog cega treba biti oprezan prilikom Kkoristenja i
interpretacije rezultata u kardiovaskularnim istrazivanjima sa svinjskim modelima [78].

Najznacajniji hemodinamski parametri dani su usporedno za ljude i svinje u Tablica 1. U
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literaturi je takoder zabiljeZena gotovo identi¢na razina tlaka u arterijama, protoka krvi

kroz src¢ani miSic te broja otkucaja u minuti kod obje vrste [84].

Tablica 1. Raspon najznacajnijih hemodinamskih parametara kod ljudi i svinja [85]

Parametar Ljudi Svinje
Sr¢ani minutni volumen (1 min-1 m-2) 25-35 2,0-25
Tlak u desnoj pretklijetci (mmHg) 0-8 1-9
Tlak u desnoj klijetci (mmHg) 15-30 24 - 30
Tlak u pluénoj arteriji (mmHg) 15-30 11-24
Tlak u lijevoj pretklijetci (mmHg) 100 - 140 116
Tlak u aorti (mmHg) 70 - 105 114 -126

Kako je navedeno u prethodnom poglavlju sve arterije pa tako i aorte, bez obzira na
vrstu ili poloZaj unutar organizma, sacinjavaju tri sloja; intima, medija i adventicija koje
Cine isti glavni sastavni elementi; endotelne stanice, elastin, kolagen, stanice glatkog
miSi¢a i mreza malih krvnih Zila koje prehranjuju stanice koje grade aortu(lat. vasa
vasorum) (Slika 3.) [17]. Histoloski, tkivo svinjske aorte ima neSto naglaSenije razvijenu

mreZu malih Zila (vasa vasorum) u odnosu na ostale Zivotinjske modele [75].

Slika 3. Histolosko bojanje tkiva svinjske (lijevo) i ljudske (desno) aorte [86]

Takoder, kod svinjske aorte (Slika 4.) neSto je veca promjena u zastupljenosti elastina i

kolagena u ukupnoj masi tkiva kako se ide prema distalnom kraju aorte pri ¢emu
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zastupljenost kolagena raste, dok udio elastina opada idu¢i prema abdominalnom kraju.
Usprkos ovoj promjeni ukupan broj vlakana elastina i kolagena odrZava se na razinama
slicnima kao kod ljudi (Slika 5.) [87]. Slika 4. i Slika 5. na desnoj ordinati (vertikalnoj osi)
pokazuju iznos omjera elastina naspram kolagenu (E/K) koji se znacajnije mijenja kod
svinjske aorte, od 3,2 na luku aorte (L) do 0,2 na kraju abdominalne aorte (A.A.), dok je
kod ljudske aorte ta promjena nesto blaza (Slika 5.) te pada s 1,63 na luku aorte na 0,77

na kraju abdominalne aorte.
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Slika 4. Udio strukturnih elemenata u zavisnosti o polozaju unutar svinjske aorte [87]

Lijeva ordinata prikazuje udio pojedinog elementa tj. elastina (E), kolagena (K) te zbroja

ovih vlakana (E+K) kao postotak ukupnog udjela svih konstituenata.

.....

izmedu proksimalnog (P.T.) i distalnog torakalnog (D.T.) dijela gdje je udio elastina
izmedu 20% i 40% kod svinja te 30-35% kod ljudi. Udio kolagena ovdje se krece izmedu
15% i 45% kod svinja, a kod ljudi od 20-25%. Omjer E/K kod svinjskih torakalnih
segmenata krece se od 3 do 0,8 dok je kod ljudi izmedu 1,5 i 1,0. Udio elastina izrazito je

veci kod svinjske aorte, poglavito u luku aorte i na njenom torakalnom dijelu.

Vidljivo je stoga da se neSto viSe rasipaju vrijednosti udjela elastina i kolagena kao i
njihov omjer kod svinjske aorte naspram ljudskoj, a valja imati na umu da ove promjene

zavise o brojnim faktorima poput vrste, dobi i ishrane [76] [88] [89].

Kao i kod ljudi, kolicina elastina i kolagena (Slika 4. i Slika 5.) te debljina slojeva svinjske

aorte, poglavito medijalnog (Slika 6.), opada iduci od srca prema zavrSetku abdominalne
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aorte uz iznimku kolagena kod svinjske aorte kojem raste udio iduc¢i prema

abdominalnoj aorti. U istom smjeru opada i promjer aorte [88].
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Slika 5. Udio strukturnih elemenata u zavisnosti o poloZaju unutar ljudske aorte [87]

Promjer aorte, cm

1.2 16 20 24
Debljina medie, mm

Slika 6. Debljina medialnog sloja aorte u zavisnosti o promjeru svinjske aorte [88]

Dokazano je kako debljina pojedinog sloja unutar same medije ostaje konstantna cijelom

duzZinom torakalne aorte, no idu¢i prema kraju abdominalne aorte broj slojeva medije
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opada te se povecava njihova debljina [88]. Takoder, koli¢ina hidroksiprolina,
aminokiseline ¢ija je kolicina u jakoj vezi s koli¢inom kolagena, raste s godinama kod
ljudi i svinja, a njen udio je gotovo identican kod zdrave torakalne aorte ljudi (1,14 +

0,16) i svinja (1,31 + 0,06) [87] [90] .

2.3. Upotreba svinjskih modela u pretklinickim ispitivanjima

Bolesti aorte jedan su od znacajnih uzroka smrti u modernom svijetu od kojih su
najucestalije: aneurizma (lokalno proSirenje lumena aorte najc¢eS¢e kao posljedica
oslabljenog tkiva), disekcija (prodor krvi kroz razdor intime, njeno odvajanje od medije
te stvaranje laznog lumena), ateroskleroza (kalcificiranje unutarnjeg lumena Zile te
posljedi¢no njegovo smanjenje) te povecanje krutosti Zile (kao posljedica starenja i/ili
ateroskleroze) [90] [91] [92]. Navedene patoloSke promjene aorte povezane su s
promjenama u strukturi tkiva aorte odnosno promjenom u udjelu i orijentaciji vlakana
elastina i kolagena unutar tkiva Sto u konacnici utjece i na promjenu mehanickih

svojstava aorte [89].

Da bi se proSirile spoznaje o patoloskim promjenama aorte, vazno je imati dovoljnu
koli¢inu eksperimentalnih podataka. Kako je tesko prikupiti veliki broj ljudskih uzoraka,
ponajvise iz eti¢kih razloga te manjka darivatelja, svinjski modeli ¢ine dobru alternativu
u pretklinickim ispitivanjima [73] [19] [93]. Osim etickih razloga, dostupnosti te
ujednacenosti tova u smislu uvjeta uzgoja i ishrane, glavne prednosti svinje pred drugim
Zivotinjama u kardiovaskularnim klinickim istrazivanjima jesu slicnost u gradi tkiva kao
i fizioloSki uvjeti koji vladaju unutar aorte. Navedene slicnosti detaljno su opisane u
poglavlju 2.2. dok ¢e ovdje biti dan kratki pregled dosadasnjih istraZivanja u kojima je
koriStena svinjska aorta ili neka druga arterija. Slicnosti svinjskog tkiva s ljudskim
zapazene su ve¢ u 19. stoljecu kada je 1838. prvi put svinjska roZnica
ksenotransplantirana (gré. xenos - tudi) na covjeka, ¢ak 65 godina prije prvog

presadivanja s covjeka na covjeka [94].

Upotreba svinja u biomedicinskim istrazivanjima ustaljena je praksa u svijetu, a s
godinama se i dalje povecava njihov udio u pretklinickim istraZivanjima (Slika 7.) na

ustrb drugih Zivotinjskih modela [73] [73] [95] [96]. Na Slika 7. sa P su oznacena
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istraZzivanja u kojima su koriSteni svinjski modeli, D prikazuje istraZivanja na pse¢im
modelima, a NHP oznacava istrazivanja na neljudskim primatima. RjeSavanje odredenih
imunoloskih reakcija, fizioloSkih nepodudarnosti i mikrobioloskih rizika stoje kao jedine
prepreke svinjskim tkivima u Siroj klinickoj upotrebi [97] ¢ime bi se omogucio ubrzani
razvoj inovativnih dijagnostic¢kih i terapeutskih tehnologija [98]. Vecina sorti svinja
uzgaja se komercijalno u proizvodnji hrane gdje mogu dosegnuti teZinu od preko 100 kg
ve¢ nakon 4 mjeseca, pri ¢emu je zdravlje krda kao i ujednacenost jedinki od iznimne

vaZnosti [76].
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Slika 7. Udio odredenih Zivotinjskih modela u objavljenim biomedicinskim istrazivanjima u
Europskoj Uniji [99]
NajceS¢i su modeli inducirani tj. patogene promjene koje se proucavaju su umjetno

inducirane odnosno nisu nastale spontano ili kao posljedica genetske predispozicije.

Kod ateroskleroti¢nih Zila dolazi do zadebljanja unutarnjeg lumena koje nastaje kada se
na osSteceni endotel pocnu nakupljati razni degenerativni materijali najcesS¢e u obliku
masnog tkiva, kalcija i drugog tkiva koje se Cesto zajedniCki naziva plak (eng. plaque) ili
u Sirem smislu lezije (eng. lesion) kao naziv za bilo koju degenerativnu promjenu na
tkivu (lat. /aesio - ozljeda). Bolest je to koja stavlja znacajan pritisak na zdravstveni
sustav, ali i drustvo opcenito [100]. Samo u Sjedinjenim Americkim Drzavama 700000
ljudi godisnje doZivi svoj prvi kardiovaskularni dogadaj (npr. infarkt) dok ih jo§ 500000

prijavi ponovljeni slucaj Sto u konacnici predstavlja i ogromno breme za porezne
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obveznike koji su u 2011. godini samo za kardiovaskularne bolesti izdvojili 431,8
milijardi USD [101]. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2011.
godini hospitalizirane su 7822 osobe kojima je dijagnosticiran akutni infarkt miokarda
ili ponovljeni infarkt miokarda pri ¢emu je u istoj godini preminulo 3722 ljudi s
osnovnim uzrokom smrti infarktom miokarda ili ponovljenim slucajem. Taj broj penje se
na 24481, ako se govori o broju smrtnih slucajeva uzrokovanih kardiovaskularnim

bolestima opcenito [102].

Veliki broj kardiovaskularnih istraZivanja na svinjskim modelima proucavao je utjecaje
ateroskleroze buduci da su svinje sklone razvoju ove bolesti poput ljudi [19]. NajceS¢e su
lezije u obliku plakova inducirane prehranom koja se tijekom 6 mjeseci sastojala od 2%
do 4% kolesterola i 40% masti. Ovaj proces se ponekad ubrzava kirurSkim ostecenjem
endotela koji potice rast plakova te pruza dodatnu prednost u smislu poticanja rasta
plaka na lokaciji koja je od interesa prilikom istrazivanja [73] [76]. U navedenim
ispitivanjima pokazano je kako se mehanicka svojstva ovih plakova znacajno razlikuju
od onih kod zdravog tkiva te utjeCu na mehanicko ponaSanje cijele krvne Zile poticuci

daljnje patoloSke promjene [10] [12] [92] [103] [104] [105].

Aneurizma abdominalne aorte (AAA) povecanje je promjera aorte (najcesSce iznad 3 cm)
nastalo uslijed oslabljenih mehanickih svojstava zida aorte. Na slabljenje mehanickih
svojstava uglavnom utjeCe ateroskleroza. GodiSnje se na svjetskoj razini dijagnosticira
500000 novih slucajeva AAA te je u zadnjih 30 godina utrostrucen broj dijagnoza u
Zapadnom svijetu [106]. Poznavanjem mehanickih svojstava moZe se dati procjena rasta

aneurizme $to je od iznimne vaznosti prilikom lijecenja [107].

Svinjski modeli KkoriSteni su prilikom istrazivanja razvoja aneurizme nastale
autoimunom reakcijom nakon ugradivanja presatka [108]. Eksperimentalnim
ispitivanjem na svinjskim aortama opisan je rast aneurizme temeljen na
hemodinamskim slicnostima svinjske i ljudske aorte [109]. Takoder, svinjski modeli
koriSteni su i u ispitivanjima razvoja aneurizme kao posljedice koarktacije (eng.
coarctation - suZenje) [110], u ispitivanju mehanizma pucanja aneurizme [111] te pri
istraZivanju mehanickih svojstava tkiva aneurizme [38]. Valja naglasiti kako su svinjski
modeli AAA s dvostrukom trbusnom maramicom (lat. peritoneum) pokazali ponaSanje
najsli¢nije ljudskoj AAA promatraju¢i rast aneurizme i njenu sklonost pucanju [73].

Takoder, upotreba krioprezervirane aorte prilikom rekonstrukcije AAA moZe rezultirati
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povoljnijim ishodom operacije nego kada se za rekonstrukciju koristi svjeza Zila [112]
[113].

U posljednjih desetak godina svinjski modeli prevladavaju i u ispitivanjima infarkta
miokarda (lat. infarctus myocardii) tj. sr¢anog udara - kardiovaskularnog dogadaja pri
kojem dolazi do znacajnog smanjenja ili ¢ak prestanka dotoka krvi u srce [98] [114]. U
2015. godini je zabiljezeno 15,9 milijuna slucajeva infarkta na svjetskoj razini Sto

dovoljno govori o vaznosti ispitivanja procesa i nastanka infarkta [115].

KorisStenje svinjskih modela u pretklinickim ispitivanjima moZe uvelike doprinijeti

klinickoj implementaciji novih saznanja i tehnologija u dijagnostici i lijeCenju [19].

2.3.1. Ispitivanje utjecaja mehani¢kih svojstava na uspjeSnost

kardiovaskularnog presatka

Buduc¢i da su u provedenom istrazivanju ispitivana mehanicka svojstva aorte te njihova
promjena uslijed dugotrajne pohrane, u ovom poglavlju dan je pregled dosadasnjih
spoznaja o utjecaju mehanickih svojstava aorte na uspjeSnost kardiovaskularnog
presatka pod ¢im se podrazumijeva dugotrajna protocnost krvne Zile nakon

transplantacije te niska stopa raspadanja odnosno dezintegracije presatka [3].

Aorta ne sluzi samo kao prijenosnik krvi ve¢ njena podatljivost omogucava energetski
ucinkovit prijenos krvi u ostatak tijela istodobno prigusuju¢i pretjerano pulsiranje

Windkesselovim efektom [116].

Proksimalni segment torakalne aorte koji je ispitivan u ovom istrazivanju dio je aorte
koji doprinosi ukupnoj podatljivosti aorte s gotovo polovinom udjela Sto je ¢ini bitnim
segmentom za zdravo funkcioniranje aorte ali i ostatka krvotoka [117].

Otpor (eng. impedance) nastao protokom krvi kroz lumen mijenja se kod aorte i to tako

da se prilagodava otporima krvnih Zila koje iz nje izlaze ¢ime pospjeSuje strujanje u

perifernom krvotoku [2] [116] [118].

[spitivanja su pokazala kako umjetni presadci nisu zadovoljavaju¢ih mehanickih
svojstava koja bi omogucila dugotrajnu uspjeSnost presatka [1]. Umjetni presadci

dokazano povisuju naprezanja unutar arterija prilikom porasta tlaka te nepovoljno
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utjeCu na brzinu protoka krvi. Brzina strujanja krvi zamjetno je veca kod umjetnih
presadaka uslijed ¢ega nastaju turbulencije u krvotoku koje mogu dovesti do patoloskih

promjena tkiva poput oStecenja funkcije endotela [119] [120] [121].

Umjetni presadci poput onih od politetrafluoretilena (PTFE) konstantnog su promjera te
se ne mogu prilagoditi promjeni tlaka unutar Zile (Slika 8.) tako da je na
anastomoziranom mjestu (spoj presatka i nativne Zzile) kombinirana podatljivost

presatka i nativne arterije uslijed ¢ega moZe doci do hiperplazije intime [1].
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Slika 8. Odnos tlaka i promjera za anastomozu, PTFE presadak i nativnu arteriju [122]

Smatra se da do razvoja hiperplazije dolazi upravo uslijed razlike u podatljivosti
nepravilnog ciklickog opterecenja pri ¢emu dolazi do lu¢enja mitogena, kemijskog spoja

zaduZenog za poticanje umnazanja stanica [2] [123] [124].

Hiperplaziju karakterizira povecéanje koliCine tkiva na temelju povecanog razmnaZanja
stanica Sto moZe smanjiti lumen Zile te mijenja mehanicka svojstva ali i negativno utjece
na hemodinamske parametre (Tablica 2.) poput krvnog tlaka i brzine strujanja [125].
Daljnjim povecanjem broja stanica dolazi do zadebljanja tkiva na mjestu pojave
hiperplazije Sto u konacnici moZe drasticno smanjiti protok i dovesti do potrebe za

novom rekonstrukcijom Zile.
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Tablica 2. Hemodinamski parametri zdrave aorte te proksimalnog i distalnog presatka [125]

Kontrolna skupina Proksimalni presadak Distalni presadak

Psist [ mmHg] 109,7
PP[mmHg] 28,75
PPf[mmHg] 19,27
PPPmmHg] 10,70
F 0,55
ZJmmHg ml-1s-1] 0,0305
Gsistfml/mmHg] 1,58
PWV [m/s] 4,74

115,37 (+6%)
34,76 (+21%)
25,68 (+33%)
11,95 (+12%)
0,46 (-16%)
0,0483 (+58%)
1,25 (- 20%)

5,16 (+9%)

112,46 (+3%)
31,78 (+10%)
20,61 (+7%)
12,16 (+14%)
0,60 (+9%)
0,0300 (- 1%)
1,38 (- 13%)

5,94 (+25%)

Rezultati za sistolicki tlak (/Psst), razliku tlakova sistole i dijastole (PP), pritisak krvotoka od srca
(Pf), pritisak krvotoka prema srcu (PPb), koeficijent refleksije (/), karakteristicni otpor -

impedanciju (Z), ukupnu podatljivost ( Gsist) te brzinu pulsnog vala (PWT)
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Slika 9. Podatljivost arterija, vena i umjetnih presadaka u odnosu na tlak unutar zile [2]

[strazivanja su pokazala kako se smanjenjem podatljivosti (Slika 9.) odnosno

povecanjem krutosti (Slika 10.) arterije prilagodavaju pove¢anom tlaku unutar lumena

dok to svojstvo ne posjeduju umjetni presadci poput onih od podatljivog poliuretana

(CPU - eng. compliant polyurethane), ekspandiranog politetrafluorida (ePTFE) ili od
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polietilentereftalata (poznatog i pod imenom Dacron ili PET) zbog ¢ega dolazi do razlike

svojstava na spoju presatka i nativne Zile [2].
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Slika 10. Krutost arterija, vena i umjetnih presadaka u odnosu na tlak unutar Zile [2]

Umjetni presadci mogu dovesti i do raznih drugih komplikacija, tako su eksperimentalna
ispitivanja te raCunalne simulacije na svinjskoj aorti pokazala kako umjetni presadci
mogu povisiti prosjecni tlak krvi prilikom sistole za ¢ak 17% €ime pomaZu u stvaranju
uvjeta za razvoj aneurizme te mogu dovesti i do pucanja tkiva presatka [108] [120].
Razlika mehanickih svojstava presatka i nativnog tkiva u istraZivanjima se pokazala kao
znacajan faktor prilikom ateroskleroze [126], dijabetesa [9], sr€anog udara [12] i niza

ostalih patolosSkih promjena [121] [127] [117].

2.3.2. Ispitivanje utjecaja dugotrajne pohrane na mehanicka svojstva

aorte

Kako bi se osigurala zaliha krvnih presadaka potrebno ih je pohraniti i to na nacin koji
nece utjecati na mehanicka svojstva koja su, kako je pokazano u prethodnom poglavlju,
od iznimne vaznosti za krajnji ishod transplantacije. U ovom poglavlju dan je pregled
dosadasnjih spoznaja o utjecaju krioprezervacije na mehanicka svojstva arterija s

naglaskom na aortu.

Prilikom istraZivanja utjecaja pohrane na mehani¢ka svojstva aorti u znanstvenim

radovima uocena je upotreba brojnih pojednostavljenja koja Cine rezultate tih
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istraZivanja nepouzdanima u smislu njihove interpretacije. Tako su u velikoj vecini
istrazivanja kao rezultati mehanickih ispitivanja dani samo iznos vla¢ne cvrstoce i
modula elasticnosti [48] [49] [128] [129] ili je Cak dana samo maksimalna sila pri kojoj
su uzorci tkiva aorte pukli [47]. Ovo znadi da je mehanicko ponaSanje aorte opisano
samo s dva podatka (vla¢na ¢vrstoca i modul elasti¢nosti), a kako je poznato da se aorta
ponasa kao pseudoelasti¢ni materijal tj. mehanicki odziv joj je nelinearan, ocito je da
samo ova dva podatka nisu dovoljna da bi se opisao cijeli raspon mehani¢kog odziva
aorte. Aorta tijekom procesa deformiranja prolazi kroz tri podrucja razlicitog
mehanickog ponasSanja (viSe o mehani¢kom ponasanju aorte u poglavlju 3.) te je u tu
svrhu minimalno potrebno odrediti modul elasti¢nosti za svako od ovih podrucja [17].
Idealno bi bilo izraziti ponaSanje aorte preko konstitutivnih modela koji mogu opisati
nelinearni odziv aorte u cijelom rasponu deformacija te preko ponasanja tih modela

odrediti utjecaj dugotrajne pohrane.

Dosadasnja istraZivanja su pokazala kako pohrana aorti na niskim temperaturama
mijenja njihova mehanic¢ka svojstva (Tablica 3.) pri ¢emu je zamijeCen pad modula
elasti¢nosti i vlaCne Cvrstoce u jednoosnim vla¢nim testovima na uzorcima torakalne

aorte [130].

Tablica 3. Mehanicka svojstva u aksijalnom smjeru svjeze i aorti odmrznutih nakon 1, 2 i 4
mjeseca [49]

Parametar SvjeZza aorta 1 mjesec 2 mjeseca 4 mjeseca
Modul Srednja vrijednost 1,53 1,46 1,33 1,30
elasti¢nosti SD 0,47 0,56 0,32 0,32
(MPa) Median 1,48 1,52 1,30 1,27
Min 0,56 0,83 0,77 0,84
Max 2,92 2,23 1,94 1,91
P 0,497 0,489 0,487
Vlac¢na ¢vrsto¢a Srednja vrijednost 1,95 1,48 1,26 1,26
(MPa) SD 0,60 0,39 0,44 0,43
Median 1,91 1,49 1,17 1,46
Min 1,01 0,94 0,67 0,51
Max 3,68 2,19 2,05 1,76
P 0,477 0,472 0,474
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U gornjoj tablici prikazani modul elasti¢nosti je dan za zadnju, linearnu fazu opterecenja
aorte u jednoosnom vla¢nom testu $to nikako ne moZe opisati mehanicko ponaSanje u
cijelom rasponu deformacija te upotreba samo ovog podatka daje nepotpun opis

mehanickog odziva aorte.

Najvazniji mehanizmi koji utjecu na mehanicka svojstava arterija prilikom zamrzavanja
su gubitak Zivih stanica [47], oStecenje izvanstanicnog matriksa [130] ili kombinacija
ova dva uzroka [131]. Tijekom procesa zamrzavanja dolazi do stvaranja kristala leda
uslijed c¢ega voda i otopljene tvari prolaze kroz stani¢cnu membranu dehidrirajuéi tako
stanicu. Ako je dehidracija znacajna uslijed visoke razine elektrolita unutar stanice moze
do¢i do smrti same stanice [132] [133]. Dimetilsulfoksid (DMSO) krioprotektivna je
teku¢ina koja ogranitava masovni prijelaz vode i otopljenih tvari kroz stani¢nu
membranu, sprjecava stvaranje kristala leda te tako odrzava stanicu u pogodnom stanju

za upotrebu nakon odmrzavanja [130] [134].
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Slika 11. Mehanicko ponaSanje svjeZe i odmrznute aorte u poprecnom smjeru [130]

U istrazivanjima je takoder uoCen porast krutosti kolagenskih vlakana na odmrznutim
aortama naspram svjezih uzoraka [135] [136] Sto je dovelo do povecane krutost u
popre¢nom (cirkularnom) smjeru odmrznute aorte (Slika 11.) u kojem su generalno
usmjerena kolagenska vlakna [130]. Ovo navodi na potrebu ispitivanja svojstava aorte
barem u dva poprecna smjera buduéi da se utjecaj zamrzavanja ne ocituje jednako u

rezultatima ispitivanja uzduznih i poprec¢nih uzoraka tkiva aorte [130].
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Slika 12. Mehanicko ponasanje svjeZe i odmrznute aorte u uzduznom smjeru [130]

[ako je u velini radova uoCena razlika u mehanickim svojstvima aorte nakon
odmrzavanja, zbog malog broja uzoraka, manjkave interpretacije ili rasipanja rezultata

statistiCka znacajnost ovih rezultata tek se treba utvrditi [49] [130] [137].
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3. Mehanicko ponasanje tkiva aorte

Promjena mehanicCkih svojstava aorte moze biti uzrok niza patoloskih promjena dok
poznavanje ovih svojstava moZe znacajno utjecati na dugotrajnu uspjeSnost
transplantata Sto je detaljnije opisano u poglavljima 2.3.1. i 2.3.2. U ovom poglavlju dan
je pregled dosadasnjih spoznaja o mehani¢ckom ponaSanju aorte te teorijska pozadina
potrebna za razumijevanje mehanickog ponaSanja odnosno materijalnih modela

koristenih u ovom radu koji opisuju mehanic¢ko ponasanje tkiva aorte.
Dosadasnja istraZivanja pokazuju kako prilikom ispitivanja mehanickog ponasSanja aorte
i mekih tkiva opcenito, postoje odredena svojstva koja Cine bioloSka meka tkiva
drugacijim od Kklasi¢nih, inZenjerskih materijala [22] [24] [28], medu kojima su
najbitnija:

- anizotropnost,

- viskoelasti¢nost,

- nestlacivost tkiva i

- nelinearnost odnosa naprezanja i deformacije.

Anizotropnim materijalima svojstveno je da posjeduju razli€ita svojstva u razli¢itim
smjerovima. Heterogena struktura tkiva aorte podrobnije opisana u drugom poglavlju za
posljedicu ima heterogenu raspodjelu mehanickih svojstava koja ovise o gradi samog
tkiva te o poloZaju i orijentaciji uzorka unutar aorte [138]. Ova anizotropnost jasno se
oCituje u rezultatima ispitivanja mehani¢kog ponasSanja aorte u dva popretna smjera.
Rezultati jednoosnih statickih vlacnih testova (Slika 13.) pokazali su kako je mehanicki
odziv uzoraka aorte u uzduznom smjeru znatno drugaciji od onog kod uzoraka uzetih u
poprecnom smjeru aorte [139] [140] [141]. Slika 13. prikazuje rezultate jednoosnog
statickog vlaCnog ispitivanja na uzduznim i popre¢nim uzorcima torakalne aorte gdje je
ova razlika jasno vidljiva. Slika 13. A pokazuje odnos sile i pomaka u jednom ciklusu
opterecCenje-rasterecenje za uzduzne i poprecne uzorke, dok Slika 13. B pokazuje razliku

modula elasti¢nosti uzduznih i poprec¢nih uzoraka.
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Slika 13. Razlika mehanickih svojstava uzduZnog i popre¢nog smjera aorte [141]

[strazivanja su pokazala kako se mehanicka svojstva slojeva aorte takoder medusobno

razlikuju [57] [59] [142].

Valja jo$ jednom naglasiti kako se anizotropnost ocituje lokalno, dakle mehanicka
svojstva funkcija su poloZaja i orijentacije ispitivanog uzorka unutar tkiva aorte. U
inZenjerskoj praksi cesta je upotreba globalne izotropnosti temeljene na mehanickom
odzivu citavog uzorka. Na primjer, kod kompozitnih materijala moZe biti nekoliko
slojeva materijala razli¢itih mehanickih svojstava (dakle lokalna anizotropnost), dok na
globalnoj razini zajedno mogu dati ortotropni ili ¢ak izotropni odziv materijala [17].
UnatoC heterogenoj strukturi glavne komponente poput elastina, kolagena i glatkog
miSica imaju specifi¢nu, tocno odredenu orijentaciju; tako je elastin u medijalnom sloju
raspodijeljen u tankim koncentricnim slojevima, kolagen tipa I u vanjskom sloju
(adventicija) uzduzno je orijentiran dok je glatki misi¢ u medijalnom sloju cirkularno
orijentiran [17] [22]. U eksperimentalnim istraZivanjima tkiva aorte cesto se koristi
izotropni opis tkiva u dva poprecna smjera kako bi se dobio osnovni uvid u mehanicko

ponasSanje tkiva ili utjecaj patoloskih promjena na ta svojstva [17] [143] [144].

U Zivotnom vijeku covjeka aorta je pod konstantnim ciklickim opterecenjem pulsirajuce
krvi unutar njenog lumena, a orijentacija njenih konstituenata upravo je takva da

osigura Sto efikasnije funkcioniranje aorte. Prilikom in-vitro ispitivanja koriste se uzorci
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tkiva izdvojeni od ostatka Zile te se pri ciklickom opterecenju vlakna elastina i kolagena
usmjeravaju u pravcu naprezanja dok se pri rasterecenju pojavljuje histereza (Slika 13.
A) u dijagramu deformacija-naprezanje. PovrSina unutar histereze ukazuje na energiju
disipiranu uslijed zaostalih naprezanja te reorijentacije vlakana elastina i kolagena.
Zaostala naprezanja javljaju se kao posljedica izdvajanja uzorka iz ostatka tkiva. Meka
tkiva, pa tako i aorta, moraju se prije provodenja mehanickih ispitivanja
predkondicionirati tako da se ponovi onoliko ciklusa opterecenje-rasterecenje, koliko je
potrebno da iS¢ezne efekt histereze odnosno da tkivo poprimi svoje in-vivo stanje [22].
Ovako predkondicionirani uzorci daju prirodnu konfiguraciju tkiva u njegovom
ravnotezZnom stanju (eng. steady state) odnosno ponovljivi izgled krivulje deformacija-

naprezanje za isti nacin opterecenja [17].

Sila, N

Pomak, mm

Slika 14. Predkondicioniranje uzorka aorte

Slika 14. prikazuje dijagram pomak-sila za predkondicioniranje aorte s pet ciklusa

opterecenja pri cemu je vidljivo da ve¢ nakon tri ciklusa aorta postiZe ponovljivi oblik
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krivulje odnosno uklanja se efekt zaostalih naprezanja te tkivo dolazi u svoje ravnotezno

stanje kakvo bi posjedovalo in-vivo.

U istrazivanjima zaostalih naprezanja u tkivu ljudske aorte uoceno je razlicito ponasanje
uzduZnih i poprec¢nih uzoraka kao i samih slojeva aorte [142]. U ovom istraZivanju
zaostala naprezanja su definirana kao promjena geometrije uzoraka nakon S$to su
izdvojeni iz okolnog tkiva. Ova promjena geometrije podrazumijeva promjenu duljine
uzduznih odnosno promjenu promjera poprec¢nih uzoraka nakon izdvajanja pri ¢emu
istezanje iznosa 1 odgovara geometriji uzorka prije izdvajanja iz ostatka tkiva aorte

(Slika 15.) [142].
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Slika 15. Utjecaj zaostalih naprezanja na slojeve aorte u uzduZnom i popre¢nom smjeru [142]

Rezultati ispitivanja (Slika 15.) pokazali su kako je u in-vivo stanju intima (I) pod
tlacnim opterecenjem dok su adventicija (A) i medija (M) u zdravom tkivu aorte vlacno

opterecene [142].

Uz elasti¢ne komponente poput elastina i kolagena tkivo aorte sastoji se velikim dijelom
i od vode koja je viskozna tekucina [17] [24]. lako relativno neosjetljivo na promjenu
brzine deformiranja, mehanicko ponasSanje tkiva aorte je viskoelasticno Sto se mozZe
vidjeti ako se na tkivo aorte narine konstantna deformacija pri ¢emu dolazi do

popustanja (Slika 16.), karakteristicnog za viskoelasti¢ne materijale [17] [24] [145].
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Slika 16. Popustanje tkiva aorte pri konstantnoj deformaciji

Ako se pak tkivo aorte drZi pod konstantnim naprezanjem tada dolazi do puzanja (Slika

17.) koje je kod aorte gotovo zanemarivo [17] [24] [144] [145].
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Slika 17. Puzanje tkiva aorte pri konstantnom optereéenju [145]
Sve arterije, pa tako i aortu, karakterizira udio vode u ukupnoj tezini iznad 70% do 80%,

a iako nije u potpunosti nestlac¢iva zbog gibanja vode unutar tkiva, istraZivanja su
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pokazala kako tkivo aorte iskazuje gotovo izohornu deformaciju kod velike vecine
promatranih opterecenja [17] [22] [24]. Ovo se temelji na Cinjenici da je volumni modul
elasticnosti (mjera otpora prema tlacenju) kod aorte mnogo veci od smi¢nog modula

elasti¢nosti (mjere otpora prema smicanju) [138].

Pretpostavka o nestlacivosti tkiva aorte veoma je vaZna prilikom formulacije
konstitutivnih zakona bududi da je u tom slucaju zbroj glavnih deformacija uvijek jednak

nuli [138].

Mehanicko ponaSanje materijala u uZem smislu, odnos je izmedu deformacije i
naprezanja uslijed kojeg je nastala. Tipi¢ni inZenjerski materijali poput legura celika
iskazuju male deformacije ¢ak i pri velikim naprezanjima dok aorta dozivljava velike

deformacije ve¢ pri niskom naprezanju (Slika 18.) [138].
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Deformacija
Slika 18. Tipic¢ni dijagram deformacija-naprezanje za meka tkiva [146]

Slika 18. prikazuje tri specifitna podrucja dijagrama deformacija-naprezanje prilikom
opterecivanja aorte. U prvom podrucju (Slika 18.) mehanic¢ko ponasSanje tkiva aorte pod
vecinskim je utjecajem vlakana elastina koji se ponasa poput tanke izotropne gumene
ploce [146]. Ovdje je uocljiva gotovo linearna veza deformacije i naprezanja te ¢e se ovaj
dio mehani¢kog ponaSanja u ovom istraZivanju aproksimirati pravcem C¢iji nagib

odreduje modul elasti¢nosti £1 koji ¢e se odrediti provodenjem eksperimentalnog
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ispitivanja uzoraka aorte. Takoder, vidljivo je i kako mali porast sile u ovom podrucju

uzrokuje velike deformacije.

U drugom podrucju mehanicko ponaSanje postaje izrazito nelinearno. U ovoj fazi pocinje
orijentacija vlakana kolagena u smjeru opterecivanja te ona pocinju preuzimati dio
opterecenja lagano se ispravljajuci od svoje pocetne valovite, neopterecene strukture
[146]. U svom in-vivo stanju pod fizioloSkim opterecenjem aorta iskazuje upravo ovakvo

ponasanje gdje su i vlakna elastina i kolagena pod utjecajem naprezanja [138] [146].

U posljednjoj, trecoj fazi, pri veéim naprezanjima vlakna kolagena postaju gotovo
potpuno ravna i usmjerena u pravcu opterecenja. Kolagenska vlakna znacajno se opiru
povecanju naprezanja [67] te u ovom podrucju dolazi do povecanja krutosti cijelog
uzorka pri ¢emu veza deformacije i naprezanja ponovno postaje linearna [57]. Kao i u
prvom linearnom dijelu, drugi linearni dio mehanickog ponasanja aorte aproksimiran je
pravcem koji prolazi kroz tocke dobivene eksperimentom. Nagib ovog pravca
predstavlja modul elasti¢nosti £, tkiva aorte, u visokom rasponu deformacija. Nakon
ove faze tkivo doseZe vlatnu cvrstoCu te pocinje pucanje vlakana elastina, potom

kolagena, a zatim i ¢itavog uzorka [146].

3.1. Kinematika kontinuuma

Mehanicko ponaSanje materijala odredeno je odnosom deformacije i naprezanja t;.
pomakom promatrane tocke tijela pod utjecajem sile, stoga je vazno dobro opisati ovo
gibanje. Budu¢i da tkivo aorte ve¢ pri malim iznosima naprezanja prolazi kroz velike
deformacije kako je pokazano u prethodnom poglavlju, za opis mehanickog ponasanja
tkiva aorte viSe nije prikladna linearna veza deformacije i naprezanja dana Hookeovim
zakonom, kao ni jedinstveni modul elasti¢nosti buduci da aorta prolazi kroz tri podrucja
razli¢itog mehanickog odziva (Slika 18.) prilikom opterecivanja. IstraZivanja su pokazala
kako pretpostavka izotropnosti tkiva moZe dati osnovni uvid u mehanicko ponaSanje

aorte [17] [22].

Ako se pretpostavi izotropni mehanicki odziv citavog tkiva aorte te ga se opiSe kao

neprekinutu materiju odredene mase, moZe se Kkoristiti mehanika kontinuuma za
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opisivanje gibanja tocaka aorte odnosno deformiranja njenog tkiva. Buduci da se
prilikom promatranja ovog gibanja nece direktno analizirati sile pod cijim je utjecajem
to gibanje nastalo, ovdje se govori o kinematskom gibanju kontinuuma. Deformacija i

naprezanje koje uzrokuje ovo gibanje opisano je u idu¢em poglavlju.

Slika 19. Konfiguracija i pomak materijalnog tijela [147]

Slika 19. prikazuje gibanje materijalne toc¢ke P na tijela S koje je jednoliko ispunjeno
materijom te posjeduje masu m. Referentni koordinatni sustav zadan je ishodiStem O i
jedini¢nim vektorima ej, i = 1, 2, 3. Prilikom gibanja, u poCetnom trenutku t = 0 tijelo S
zauzima referentnu (materijalnu) konfiguraciju Qo pri ¢emu tocka P zauzima poloZaj Q u
odnosu na ishodiSte O odreden vektorom X. Ako se u nekom trenutku ¢ (¢t >
fo)materijalno tijelo S pomakne iz Qo u polozaj QO tada se to naziva trenutnom
(prostornom) konfiguracijom u kojoj se tocka P nalazi na mjestu q odredenom vektorom
poloZaja x. Komponente vektora X = X, nazivaju se referentne (materijalne)
koordinate, a komponente vektora x = x:e;nazivaju se trenutne (prostorne) koordinate.
Kako bi se opisalo gibanje materijalne tocke kontinuuma potrebno je poznavati funkciju

x koja povezuje referentne koordinate X s trenutnim koordinatama x [147].
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Ocito je dakle kako se gibanje kontinuuma moZe zapisati na dva nacina - kao funkciju

pomaka materijalne ili prostorne koordinate.
Materijalni (referentni) opis gibanja, naziva se jo$ i Lagrangeov, a prema njemu gibanje
je dano kao funkcija materijalnih koordinata (X1, X2, X3) i vremena ¢ prema

x = x(X,0), (3.1)

gdje x predstavlja funkciju koja odreduje trenutnu koordinatu x preko referentne

koordinate X.

Prostorni (trenutni) opis gibanja, naziva se jo$S i Eulerov. Ovdje je gibanje dano kao

funkcija prostornih koordinata (x1, x2, x3) i vremena ¢ prema
X = x1(x1t), (3.2)

pri ¢emu je x~! inverzna funkcija gibanja koja prikazuje referentnu koordinatu X preko

trenutne koordinate x.

Pomak materijalne cestice (Slika 19.) odreden je vektorom pomaka U za materijalne

odnosno u za prostorne koordinate preko izraza:
UX t) =x(X,t) = X, (3.3)
u(x,t) = x— X(x,t). (3.4)
Kako pomak materijalne Cestice ne ovisi o izboru koordinatnog sustava, lako se moze
dokazati kako je U(X, t) = u(x, t).

Izrazima (3.1) i (3.2) odredeno je gibanje materijalnog tijela. Tijekom procesa
deformiranja tocke, linije, povrsine i volumeni na materijalnom tijelu transformiraju se
iz materijalne u prostornu konfiguraciju. Opis ove transformacije i odnosa geometrijskih
elemenata tijela u materijalnoj i prostornoj konfiguraciji osnova je kinematicke analize

[147].

Tenzor gradijenta deformiranja F je linearni operator koji povezuje diferencijalni
element linije dX u referentnoj konfiguraciji s diferencijalnim elementom dx u trenutnoj
konfiguraciji na sljede¢i nacin

dx = F(X, t) dX. (3.5)

Kako je tenzor gradijenta deformiranja funkcija materijalnih koordinata, naziva se joS i

materijalni gradijent deformiranja, a opisuje gibanje u neposrednoj okolini materijalne
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toCke. Promatraju¢i gibanje tkiva aorte pod odredenim naprezanjem, diferencijalni
elementi linije dX tj. dx mogu se zamisliti kao linija koja spaja dvije susjedne toCke tkiva
aorte u referentnoj (neopterecenoj) odnosno trenutnoj (opterecenoj) konfiguraciji.
Prac¢enjem gibanja ovih tocaka tj. duljina mogu se dobiti pomaci odnosno deformacije

tkiva aorte.

Kvadrat diferencijalnog elementa materijalne linije (ds)? = dx;dx; u referentnoj
konfiguraciji povezan je s kvadratom diferencijalnog elementa u trenutnoj konfiguraciji

(ds®)? = dX;dX; preko tenzora deformiranosti C tako da je
C=F'F (3.6)
gdje je C desni Cauchy-Greenov tenzor deformiranosti.

Razlika kvadrata duljina (ds)? — (ds®)? daje Lagrangeov tenzor deformacije, ponegdje i

pod imenom Green-Lagrangeov tenzor deformacije E, oblika

1 (3.7)
E=-(C-D,

pri ¢emu je I jedini¢na matrica ili matrica identiteta (eng. identity matrix).

Slika 20. prikazuje deformiranje elementa na dva nacina ovisno o redoslijedu izvodenja
rotacije i izduZenja prema polarnom razlaganju tenzora deformiranja danom u (3.8) pri
¢emu se mogu razlikovati dva posebna slucaja; rotacija krutog tijela kod koje vrijedi U =

v =1paje F =R te Cisto rastezanje pri CemujeR=IpajeF=U=w.

deformiran i
nezakrenut elemen@
_— R

v
v \
F
podetni deformiran i
element N, # zakrenut element
N \R Ty
- nedeformiran i

zakrenut element

Slika 20. Polarno razlaganje tenzora gradijenta deformiranja [147]
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Tenzor gradijenta deformiranja moZe se kao i svaki nesingularni tenzor drugog reda
rastaviti na ortogonalni i simetricni dio. Ortogonalni dio tenzora deformiranja F
predstavlja tenzor zakreta R dok simetricni dio tenzora deformiranja ukazuje na
izduZenje elementa (Slika 20.). Ovisno da li se promatra izduZenje u odnosu na
referentnu ili trenutnu konfiguraciju moZe se simetricni dio tenzora deformiranja
zapisati kao materijalni (desni) tenzor izduZenja U ili prostorni (lijevi) tenzor izduZenja

v povezanih s gradijentom deformiranja preko izraza
F = RU = vVR. (3.8)

Ovdje je tenzor zakreta R ortogonalni tenzor za kojeg vrijedi da je RTR = 1 i ¢ija je
determinanta jednaka jedinici, det R = 1. Tenzori izduZenja U i v odredeni su kao

pozitivno definitni simetric¢ni tenzori, a moZgu se izraziti kao

3 3 (3.9)
U= Z AudQud v = Z AvORvD
i=1 i=1
gdje su 4;,i = 1, 2,3 glavna istezanja odnosno svojstvene vrijednosti tenzora istezanja,

dok su u® i v svojstveni vektori tenzora istezanja U i v. Glavna istezanja 4; tvore

invarijante desnog Cauchy-Greenovog tenzora deformiranosti C tako da je

I, =tr(C) = A2 + A3 + 1%, (3.10)

1
=3 [I2 +tr(C)] = 2323 + 2323 + 1342, (3.11)
Iy = det(C) = 121212, (3.12)

Ako se pretpostavi da je tkivo aorte nestlacivo kako je to uobicajeno u literaturi, mora

biti zadovoljen uvjet
] = detF = 111213 = 1, 13 = 1. (313)

Ovdje / predstavlja Jacobijevu determinantu koja oznacava promjenu volumena u

odnosu na referentnu konfiguraciju tako da je

_av (3.14)
J= v

Gradijent deformiranja za jednoosno staticko opterecenje kakvo je narinuto na uzorke

aorte u ovom istrazivanju oblika je
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[/1 (1) 0] (3.15)
=" 7 0
1
1 ° 7

gdje je A istezanje uzorka u smjeru opterecenja Ciji je iznos omjer trenutne duljine /i

pocetne duljine uzorka Lo tj. A = Li, a invarijante se odreduju prema (3.10)i (3.11).

3.2. Tenzori naprezanja

Prilikom gibanja odnosno deformacije materijalnog tijela javlja se medu susjednim
toCkama tijela naprezanje. Poznavanje naprezanja bitan je dio proucavanja bilo kojeg
materijala budu¢i da veza deformacije i naprezanja za neki materijal daje potpuni opis
njegovog mehanickog ponaSanja. Tenzore naprezanja, kao i deformacije, moze se
zapisati u referentnoj ili trenutnoj konfiguraciji, stoga postoje i razliciti zapisi od kojih ¢e
ovdje biti spomenuti samo oni zapisi tenzora naprezanja koji su najucestaliji u ovakvim

istraZivanjima.

referentna
konfiguracija

' irenutna
."'I konfiguracija
/ . ) :
> /_\ > /.-fl
/ t
II
f |
| 0
||( / 9Q0 Xaix 3\

) o0

Slika 21. Vektor naprezanja za referentnu i trenutnu konfiguraciju [147]
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Slika 21. prikazuje materijalno tijelo f na koje djeluju povrsinske i obujamne sile, a koje
u pocetnom trenutku £ = 0 zauzima prostor (% omeden rubnom plohom 9<(%, dok u
nekom trenutku ¢ zauzima prostor (2 omeden rubnom plohom 042 Ako se ovo tijelo
presijece tako da postoji presje¢na ploha d.Su referentnoj i ds u trenutnoj konfiguraciji
tako da je dS c 04X te ds — 0 moraju se na presjetne plohe nanijeti sile koje ¢e
osigurati isto gibanje i deformaciju kao i prije presijecanja tijela A Orijentacije
presjecnih ploha u prostoru definirane su jedini¢nim vektorom smjera N za referentnu i
jedinicnim vektorom smjera n za trenutnu plohu. Dio ukupne sile koja djeluje na
elementarnim ploStinama ovih ploha oznacava se s df, a prema Cauchyjevom postulatu

za elementarnu povrsinu vrijedi da je
df = tds = TdS, (3.16)

gdje je ds elementarna plostina u trenutnoj konfiguraciji, d$S elementarna plostina u
referentnoj konfiguraciji, t Cauchyjev vektor naprezanja, a T je prvi Piola-Kirchhoffov

vektor naprezanja.

Koriste¢i Cauchyjev teorem o naprezanju moZe se povezati vektor naprezanja t s

tenzorom naprezanja ¢ i normalom n povrsine na kojoj naprezanje djeluje tako da je

t=0'n (3.17)

Ovdje je o Cauchyjev tenzor naprezanja koji je definiran s obzirom na trenutnu

konfiguraciju te opisuje stvarno naprezanje.

Na isti naCin moZe se povezati prvi Piola-Kirchhoffov vektor naprezanja T s tenzorom
naprezanja P i normalom N na povrsinu djelovanja sile u referentnoj konfiguraciji preko

izraza
T = PN, (3.18)

gdje je P prvi Piola-Kirchhoffov tenzor naprezanja koji prema (3.18) povezuje trenutnu
silu te pocetnu povrsSinu zbog Cega se Cesto koristi u eksperimentima, a nesto rjede u
numerickim proracunima bududi da je tenzor P = Paa nesimetri¢an te dualan tj. jedan

indeks mu se odnosi na trenutnu, a drugi na referentnu konfiguraciju.

Ova dva tenzora naprezanja mogu se koristeci jednadzbe (3.16) do (3.18) povezati tako

daje
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P=]JoF T, te (3.19)

o =] 'PFT =¢". (3.20)

Kako se u eksperimentalnom ispitivanju aorte pojavljuju velike deformacije ve¢ pri
malim naprezanjima te zbog teZeg pracenja trenutne povrSine, a time i stvarnog
naprezanja o, Cesto se koristi drugi Piola-Kirchhoffov tenzor naprezanja S koji je u

potpunosti neovisan o gibanju krutog tijela te je u cijelosti definiran u referentnoj

konfiguraciji tako da je
S=F1FT, (3.21)

gdje je T Kirchhoffov tenzor naprezanja koji se od Cauchyjevog tenzora ¢ razlikuje samo
za Jacobijan ]

T=]o, (3.22)

te se dalje drugi Piola-Kirchhoffov tenzor naprezanja moze izraziti preko Cauchyjevog

tenzora o kao
S =JF 16FT, (3.23)
ili preko prvog Piola-Kirchhoffovog tenzora P
S=F'P (3.24)

Prema (3.13) za nestlacive materijale vrijedi ] = 1 te je u tom slucaju Kirchhoffov tenzor

naprezanja jednak Cauchyjevom tj. T = o.

3.3.Energija deformiranja

Energija deformiranja (eng. strain energy) W povezuje naprezanje s deformacijama kod
hiperelasticnih materijala poput gume i mekih bioloskih tkiva kakva je aorta [18] [22], a

opcenito se moZe izraziti kao

W = poip, (3.25)

gdje je po gustota nedeformiranog tijela dok y predstavlja raspodjelu energije
deformacije po masi te se naziva Helmholtzova slobodna energija (eng. Helmholtz free

energy), a ukazuje na rad koji neko tijelo moZe izvrsiti u zatvorenom ciklusu pri
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konstantnoj temperaturi i volumenu. Funkcija W ujedno predstavlja elasti¢ni potencijal

tijela koji deriviran po vremenu daje snagu naprezanja (eng. stress power) w

. bW

=W=—= = O
w D poe S E,

pri ¢emu je é vremenska derivacija energije . Za slucaj kada je energija deformiranja W
zadana kao funkcija Green-Lagrangeovog tenzora deformacije W= W(E) prema (3.26)

slijedi nakon lan¢anog deriviranja

DW oW OE (3.27)
Dt  9E at’
te iz jednadzbi (3.26) i (3.27) slijedi izraz za drugi Piola-Kirchhoffov tenzor naprezanja

oW (E) (3.28)
oE

Na ovaj su nacin eksperimentalno dobiveni rezultati naprezanja S i deformacije E
izraZeni preko energije deformiranja W. Ova funkcija daje opis mehani¢kog odziva
ispitivanog materijala, a koristi se u materijalnim modelima mekih tkiva. Budu¢i da je
naprezanje S dano u referentnoj konfiguraciji ono se moZe lako odrediti iz
eksperimentalnog ispitivanja, kao i istezanje A implicitno sadrzano u Green-
Lagrangeovom tenzoru deformacije E. Tako za poznavanje mehani¢kog odziva aorte

ostaje jos samo odrediti oblik funkcije energije deformiranja W(E).

4. Materijalni modeli

U poglavlju 3.2 pokazano je kako stvarno ili Cauchyjevo naprezanje o zahtjeva
poznavanje trenutne konfiguracije tj. vektora sile i povrSine na kojoj ta sila djeluje
prema (3.16). U dobro planiranom eksperimentu pracenje sila prilikom ispitivanja
trivijalan je problem bududi da ih kidalica (uredaj za opterecivanje) sama prati prilikom
Citavog ispitivanja te ih zapisuje u realnom vremenu. Metodom korelacije digitalne slike
(eng. Digital Image Correlation) moguce je pratiti pomake toc¢aka na povrsSini uzorka,
medutim. Medutim, pri eksperimentalnom ispitivanju aorte poznavanje trenutne

povrSine poprecnog presjeka uzorka na koju djeluje sila iznimno je zahtijevan pothvat.
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Iz ovog razloga razvijeni su materijalni modeli koji naprezanjima S i deformacijama E
dobivenim eksperimentalnim ispitivanjima pridruZuju funkciju energije deformiranja
MWE) tako da ona zadovoljava jednadzbu (3.28) te na taj nacin daje opis mehanickog
odziva ispitivanog materijala. Jo§ od kraja 60.-ih godina proslog stolje¢a u
eksperimentalnim ispitivanjima mehanickog ponasanja mekog tkiva uocena je
nelinearna veza drugog Piola-Kirchhoffovog tenzora naprezanja S i Green-Lagrangeove
deformacije E te su razvijene eksponencijalne funkcije energije deformiranja [24] tako
daje

oW (E) aQ (4.1)
= = Q_<
S="%F ~ ¢ F

ovdje je ¢ materijalni parametar kojeg treba identificirati, a @ je funkcija Green-
Lagrangeovog tenzora deformacije E. Funkcija @ ponegdje se naziva i funkcija
mehanickog odziva materijala (eng. response function) koja moZe poprimiti bilo koji
oblik ali se zbog korelacije s eksperimentalnim rezultatima i jednostavnosti

interpretacije naj¢eSc¢e uzima kao kvadratna funkcija [24].

Opceniti model koji moZe opisati izotermno mehani¢cko ponaSanje za nestlacive

materijale je oblika

4G
-

4.2
pF~1,  detF=1, (4:2)

gdje je p Lagrangeov multiplikator koji namece uvijet nestlacivosti sliCan onome kod
djelovanja hidrostatskog tlaka [138]. U izrazu (4.2) naprezanje S je dano u referentnoj
konfiguraciji te se kao i gradijent deformiranja F moZe odrediti iz eksperimentalnog
ispitivanja. Ostaje dakle odrediti oblik funkcije MWAF) koji ¢e najbolje opisati rezultate
dobivene u ispitivanjima, a samim time i mehanicki odziv aorte u zadanom nacinu

opterecenja.

Dodatno pojednostavljenje izraza (4.2) moze se dobiti uz pretpostavku izotropnosti [24]
te je onda energija deformiranja W funkcija invarijanti A, £ i 5 Green-Lagrangeova

tenzora deformacije tako da je

W = W(11,12,13). (43)
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Invarijante A, £ i 5 definirane su u izrazima (3.10) do (3.12) preko istezanja A iz ¢ega
slijedi kako se energija deformiranja kod izotropnih materijala moZe zapisati iskljucivo

kao funkcija komponenti istezanja
W = W(Al,/‘{zl3). (4‘4‘)

[stezanja u (4.4) eksperimentalno se odreduju promatrajuc¢i pomake tocaka na povrsini
uzorka aorte prilikom optereéenja. Pomaci se odreduju iz pomaka celjusti kidalice ili

putem digitalnih kamera DIC metodom Sto je detaljnije opisano u poglavlju 5.1.2.

U nastavku slijedi opis hiperelasti¢nih fenomenoloskih materijalnih modela dostupnih u
FEM programu Abaqus 6.14-5 (Dassault Systemes, USA), a koriSteni su u ovom
istrazivanju.

Uz pretpostavku izotropnosti te nestlacivosti ili gotovo nestlacivosti promatranog
materijala, moZe se, razlazu¢i energiju deformiranja na devijatorski i volumetricki dio,

zapisati op¢i oblik funkcije energije deformiranja [148] kao

W=AfI,-3,1,—3)+g(Je — 1). (4.5)
Ako se dalje raspise g=2‘iN:1%i (Ju-1)%, te ako se prva zagrada u izrazu (4.6) razvije u
Taylorov red, dolazi se do izraza

N &y . (4.7)
W= GGG+ ) = UaD?

i+j=1 i=1
Ovo je poopceni polinomski oblik funkcije energije deformiranja koja se koristi u Abaqus

programskom paketu, a iz koje se upotrebom odredenih parametara Gj te 2t moZe dobiti

i ostale polinomske modele o kojima ¢e viSe detalja biti u nastavku.

Poopceni oblik reducirano-polinomskog modela moZe se dobiti tako da se u izrazu (4.7)
svi parametri Cij u kojima je j#0 izjednace s nulom, pa je izraz za reducirani polinomski

model

N L N (4.8)
W= Go(h-3)+ ) =D,
i=1 i1 !

Parametar N moZe poprimiti vrijednosti do 6, iako se u praksi rijetko upotrebljava N> 2

kada se uzimaju u obzir obje invarijante deformacije. Gj te D su temperaturno zavisni
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parametri koje, kao i &, bira sam korisnik. Elasti¢na volumenska deformacija /e slijedi iz

ukupne deformacije / te toplinske volumske deformacije jn, gdje je

J (4.9)

pri ¢emu / slijedi iz linearne toplinske ekspanzije &n preko izraza

Jin = (1 + &3)3. (4.10)

Ovdje é&m slijedi iz temperature te koeficijenta izotropne toplinske ekspanzije koju
definira sam Kkorisnik. Vrijednost parametra & odreduje razinu kompresibilnosti
materijala, odnosno, ako su svi parametri 2k jednaki 0, tada je materijal koji opisuju ove
komponente potpuno nestlaciv. Takoder, vrijedi ako je D1 = 0 da su i ostali parametri 2}
= (. Kako bi se popustio (ublaZio) strogi kriterij nestlacivosti te olakSao numericki
pristup rjeSavanja ovakvih problema cesto valja omoguciti odredenu razinu stlacivost

materijala.

Kako bi se odredili keoficijenti materijalnih modela, u Abaqus programskom paketu,
metodom najmanjih kvadrata interpoliraju se zadani modeli s rezultatima
eksperimentalnih ispitivanja danima u obliku inZenjerske deformacije i inZenjerskog
naprezanja. Regresijskom analizom dobiva se koeficijent korelacije R koji opisuje jakost
lienarne veze dvaju varijabli. Ovaj koeficijent poprima vrijednosti od -1 do 1 pri ¢emu 0
predstavlja nedostatak veze izmedu varijabli, -1 predstavlja suprotnu, dok 1 oznacava

potpunu korelaciju eksperimentalnih rezultata i promatranog modela.

Postoji nekoliko formi zapisa funkcije energije deformiranja W dostupnih u Abaqusu
[148] kojima se mogu modelirati gotovo nestlacivi izotropni elastomeri, a korisni su i pri
identifikaciji mehanickih svojstava sli¢nih (bioloskih) materijala koji prolaze kroz velike
deformacije gotovo ne mijenjajuc¢i volumen. Modeli koji su najcesc¢e koristeni u sli¢nim
istrazivanjima su:

1) Neo-Hooke

2) Mooney-Rivlin

3) Ogden

4) Yeoh.
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4.1. Neo-Hooke

MoZe se smatrati posebnim oblikom reducirano polinomskog modela odnosno
specijalnim slucajem Mooney-Rivlin modela u kojem je parametar Co1 = 0, odnosno

funkcija energije deformiranja je oblika

- 1 4.11

W = Cio(l = 3) + o~ Ca = D2 1
1

lako je dobar izbor za opis materijala uz manji broj dostupnih podataka te pri malim

deformacijama, zbog svoje linearne veze s prvom invarijantom deformacije nije

prikladan za opis mehanickog ponaSanja pri velikim deformacijama (Slika 22.).

: ; ; | | ' . : : : . - - :
= Neo-Hooke
Reducitani polinomsld model H =2
© " Eksperiment

—_ —_
[} L
T i T T

1I. Piola—](g.frchhoffm-‘o naprezanje [MPa]
i
<

=
[}
T

i 1 i i ' ' 1 L L

il 0.5 d] ? .
Green-Lagrangeova deformacya

Slika 22. Neo-Hook i reducirani polinomski model (N = 2) pridruZeni eksperimentalnim
rezultatima
Takoder valja napomenuti kako ovo nije samo matematicki model budu¢i da funkcija
koja ga opisuje predstavlja Helmholtzovu slobodnu energiju y molekularne mreze

prikazane kao Gaussov mreZzni model. U takvom modelu bioloske makromolekule

prikazane su kao mreZa masa povezanih oprugama.

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti



4. Materijalni modeli 48

4.2. Mooney-Rivlin

Dvoparametarski fenomenoloski Kkonstitutivni model koji uspijeva dobro opisati
mehanicki odaziv Sirokog spektra hiperelasti¢nih materijala do velikih deformacija. Ovaj
model moZe se smatrati proSirenjem neo-Hookeovog modela pri ¢emu se ovdje dodaje
zavisnost o drugoj invarijanti Cauchy-Greenovog tenzora deformacije. U nekim
slucajevima Ce ovaj model dati bolje rezultate pri identifikaciji svojstava no treba imati
na umu da su i Mooney-Rivlin i neo-Hook modeli u kojima je energija deformiranja samo
linearna funkcija invarijanti deformacije. To znaci da ti modeli nisu u stanju opisati
gornji dio S-krivulje deformacija-naprezanje pri velikim deformacijama. Funkcija

energije deformiranja je oblika:

7 - 1
W = C10(11'3) + C01(12_3)+D_(]el _ 1)2, (4‘.12)
1

gdje su Cio, Co1 i D1 materijalni parametri zavisni o temperaturi, a I; i I, su devijacijske
invarijante deformacije defirnirane kao
fi= 2 24 22,
(4.13)
I= /15_2)+ /12_2)+ /,lg-Z)

pri ¢emu su devijacijska istezanja A =J'/31, a J je ukupna promjena volumena

povezana s elasticnom promjenom /e preko izraza (4.9).
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Slika 23. Mooney-Rivlin i polinomski model (N = 2) pridruZeni eksperimentalnim rezultatima

Slika 23 prikazuje Mooney-Rivlinov materijalni model pridruzen rezultatima
eksperimentalnog ispitivanja te je vidljivo kako zbog svoje linearnosti nije u mogu¢nosti
dobro opisati mehanicki odaziv aorte dok je polinomski model (N =2) pogodniji za zapis

velikih deformacija kakve biljeZi tkivo aorte prilikom ispitivanja.

4.3. Yeoh

Godine 1993., Yeoh [149] je predloZio fenomenoloski model u obliku polinoma treceg
reda temeljenog samo na prvoj invarijanti 4. Prvotno koriSten za karakterizaciju
mehanickog ponasanja gume, Yeoh-ov model u biomehanickim ispitivanjima krvnih Zila
moZe opisati povecanje nagiba krivulje naprezanje-deformacija odnosno povecanje
krutosti Zile prilikom ukljucenja kolagenskih vlakana u proces opterecenja (Slika 18).
Model ima dobru prilagodbu za veliki raspon naprezanja (Slika 24.) i moze simulirati
razliCite oblike deformacije s ograni¢enim brojem podataka. To dovodi do smanjenja
broja potrebnih ispitivanja materijala [150]. Ovaj model takoder se naziva reducirani

polinomski model i za stlac¢ivu gumu energija deformiranja je oblika
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Slika 24. Opisivanje eksperimentalnih rezultata Yeoh-ovim materijalnim modelom

S-krivulja u dijagramu deformacija-naprezanje, tipicna za mehanicki odziv aorte,
odredena je odnosom koeficijenata ovog modela tako Sto je; ako za prvi koeficijent Cio
smatramo da je Cio = 1, tada je drugi Czo negativan i za red velic¢ine ili dva manji od
prvog dok je treci koeficijent (30 pozitivan te ponekad manji od drugog za red velic¢ine do
dva. Pri malim deformacijama Cio predstavlja poCetni modul smic¢nosti koji se smanjuje
povecanjem deformacije kada pocinje utjecaj negativnog koeficijenta (0. Pri vecim
deformacijama pozitivan koeficijent (3o zaduZen je za opis gornjeg dijela S-krivulje Sto

mu omogucava dobar opis mehanickog odziva tkiva aorte i pri velikim deformacijama.

4.4. Ogden

Model temeljen na Ogdenovom fenomenoloSkom pristupu, a osnova mu je teorija
elasticnosti [151]. Energija deformiranja dana je kao funkcija nominalnog istezanja u

poocenom obliku
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3 3
W = E — A7+ X+ A5 - 3)+ E 5 Ve D%, (4.15)
=1 ¢ i=1

gdje je 4; = ]_g/’li, te ;1,43 = 1. Vrijednost parametra N, te temperaturno zavisnih
koeficijenata u; i a; zadaje korisnik. U dosada$njim ispitivanjima postignuta je dobra
konvergencija modela s eksperimentalnim rezultatima (Slika 25.) ve¢ pri N= 3 [152]. 1z
izraza (4.15) mozZe se zakljuciti kako u Ogdenovom modelu energija deformiranja nije
eksplicitna funkcija invarijanti devijatorskog tenzora deformacije 7; i /, kako je to u
ostala tri modela, no moguce je eksplicitno povezati derivaciju energije deformiranja W

s invarijantama /; i 4.

= Ogder, =1
Oaden, H=2
Ogden, =3
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Slika 25. Ogden (N = 1, 2, 3) materijalni modeli pridruzeni eksperimentalnim rezultatima

4.5. Druckerov Kriterij stabilnosti

Ako materijalni model nije definiran na zadovoljavaju¢i nacin, numericka analiza
rezultata eksperimentalnih ispitivanja moZe dovesti do neto¢ne ili nepotpune
interpretacije mehanickog ponaSanja aorte, budu¢i da se ovdje radi o sloZenom,
nelinearnom problemu. Kako bi se odredeni model smatrao stabilnim, definiran je skup

matematickih kriterija kojima se ogranicavaju moguci odnosi naprezanja i deformacija
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odnosno dopustaju se samo oni koji imaju fizikalni smisao [153] [154]. Ovaj kriterij
naziva se jos i Hillov kriterij stabilnosti, a kaze da je neki materijal stabilan ako primjena
odredenog opteretenja dovodi do stvarne deformacije oCekivane za taj materijal.
Suprotno tome, materijalni model je nestabilan ako za odredenu vrijednost naprezanja
dolazi do proizvoljne (nasumicne) deformacije. Materijali koji zadovoljavaju Druckerov
(Hillov) kriterij nazivaju se stabilni te su opcenito dobro prilagodeni za numericku
analizu gdje ¢e ovakav materijal puno rjede dovesti do numerickih poteSko¢a poput

singularnosti ili divergencije rjeSenja [153].

Druckerov kriterij stabilnosti vezan je za promjenu unutarnje energije tijekom procesa
deformiranja. Naime, tijekom deformiranja materijala oCekuje se da unutarnja energija

strogo raste kako se povecava deformacija tog materijala. Ovo moZemo zapisati kao
do:de = 0, (4.16)

gdje do predstavlja prirast tenzora naprezanja, a de€ je prirast tenzora deformacije. Ove

dvije veli¢cine medusobno su povezane u konstitutivnim jednadZbama.

Nestabilnost se moZe ograniciti promjenom promatranog podrucja deformacije. Naime,
pri jako malim deformacijama moZe se Sum s upravljacke jedinice kidalice pomijesati sa
stvarnim rezultatima te dovesti do rezultata koje je tesko interpretirati, dok pri velikim
deformacijama dolazi do pucanja vlakana te u tom trenutku povecana deformacija moze
dovesti do smanjenja u naprezanju na S$to je takoder potrebno pripaziti prilikom
numericke obrade rezultata buduc¢i da ranije navedeni modeli u veéini slucajeva nisu u

stanju opisati ovaj dio mehanickog ponasSanja aorte.

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti



5. Metodologija 53

5. Metodologija

U ovom poglavlju dan je pregled metoda koriStenih u provedenom istrazivanju.

Prvo je opisana metoda korelacije digitalne slike - DIC (eng. Digital Image Correlation)
kojom se prate pomaci velikog broja to¢aka na povrsSini uzoraka $to predstavlja znacajan

iskorak u odnosu na sli¢na istraZivanja.

Krioprezervacija je standardizirana metoda dugotrajne pohrane bioloSkih tkiva za
buduc¢u upotrebu. Ova metoda iskoriStena je za pohranu aorti u provedenom

istraZivanju te je ovdje detaljno opisana.

5.1. Korelacija digitalne slike

U dosadasnjim istraZivanjima utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva aorti, za
odredivanje deformacija koristili su se pomaci dviju to¢aka dobivenih iz pomaka celjusti
kidalice u jednoosnim [155] ili Cetiriju toaka u dvoosnim statickim vla¢nim testovima

[156]. Nedostaci ovakvih metoda su:

* nemogucénost kvalitetnog opisivanja nelinearnih odnosa naprezanja i
deformacije,

* nepostojanje uvida u mehanicko ponaSanje tkiva izmedu dvije odnosno cetiri
mjerne tocke, te

» osjetljivost na gibanja krutog tijela budu¢i da kidalica ne raspoznaje

proklizavanje uzorka u Celjustima vec¢ biljezi pomake samih celjusti.

KoriStenjem metode korelacije digitalne slike (eng. DIC - Digital Image Correlation)
moguce je dobiti iznose pomaka velikog broja toCaka na povrSini uzorka te na taj nacin
dobiti uvid u mehanicko ponasanje citavog tkiva. Ova metoda koristi princip objektnog
rastera kakvim raspolaze opticki mjerni sustav Aramis (GOM GmbH, Njemacka) koriSten
u ovom istrazivanju za bezkontaktno mjerenje pomaka uzorka. Sustav se koristi za
trodimenzionalno mjerenje promjene oblika povrSina objekata opterecenih statickim ili

dinamickim opterecenjima, u realnom vremenu [157].
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Zavisno o pripremi mjernih uzoraka, ispitnom okruzenju i kompleksnosti eksperimenta,
sustav Aramis moze odrediti deformacije s to¢noS¢u do 0,01%, a ukoliko su poznata

svojstva materijala program moZe izracunati i komponente tenzora naprezanja [158].

Sustav koji je koriSten u ovom eksperimentu (Slika 26.) sastoji se od sljede¢ih osnovnih

elemenata:

e dvije digitalne CCD (eng. charge-coupled device) kamere Dalsa Falcon 4M60 s
frekvencijom od 60 do 480 Hz i rezolucijom 2358%1728 piksela,

e dvije le¢e 50 mm Titanar,

o kalibracijskog objekta CP20/MV90x72,

e upravljacke jedinice s foto senzorom i tipkalom,

e rasvjetne jedinice LEDscale 30372-0001A 30°,

e dva framegrabber-a X64CL iPro,

e programskog paketa Aramis v6.3.

Slika 26. Opticki sustav Aramis za mjerenje pomaka DIC metodom (GOM GmbH, Njemacka)
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Metoda objektnog rastera koristi algoritam koji usporeduje vrijednost sive skale na
povrSini uzorka te trazi podrucja ekvivalentne vrijednosti u svim snimkama pojedinog
mjerenja. U tu svrhu potrebno je na povrSinu ispitivanog uzorka nanijeti crno-bijeli
raster odnosno stohasticki raspodijeljene crne tockice na bijeloj podlozi ili obratno.
Kako bi algoritam lakse identificirao podrucja jednake razine sive skale bitno je osigurati
stohasti¢nost rasporeda crno-bijele boje na povrsini ispitnog uzorka. Slike dobivene
ovim postupkom prvo se dijele na osnovne slikovne elemente tzv. fasete (Slika 27.) koje
predstavljaju mjerne tocke cija se veli¢ina definira u pikselima, a preklapanje izmedu

njih se takoder mjeri u broju preklapajucih piksela.

Slika 27. Faseta veliCine 15x15 s dva preklapajuéa piksela [158]

Slika 27. prikazuje sustav faseta kakve su korisStene prilikom izvodenja eksperimenata
opisanih u ovom radu. Kako bi se odredile prostorne koordinate to¢aka na ispitnom
uzorku valja pronadi slikovne koordinate na slikama lijeve i desne kamere. Ovo se Cesto
u literaturi naziva problemom jednoznacnosti te se rjeSava primjenom principa
epipolarnih ravnina. Ovaj princip nalazi se unutar Aramisovog algoritma Sto znaci da je
neovisan o promatranom objektu ve¢ ovisi iskljuivo o unutra$njim parametrima
kamere i njihovoj relativnoj orijentaciji koji su definirani za pojedini mjerni volume. Vise
o rjeSavanju problema jednoznacnosti dano je u poglavlju 5.1.2 dok je proces kalibracije

mjernog sustava Aramis opisan u poglavlju 5.1.1. Mjerni volumen sustava je dio prostora
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u kojem mora biti smjeSten ispitni uzorak kako bi kamere mogle odrediti pomake unutar

granica tolerancije.

U ovom istrazivanju koristene su fasete veli¢ine 15x15 piksela buducdi da predstavljaju
kompromis izmedu to¢nosti i vremena potrebnog za racunanje pomaka te ih je u vecini

slu¢ajeva uputno koristiti te prilagoditi povrSinski raster shodno tome [158].

Naravno, odstupanja od ove veli¢ine su moguca te se tako povecanjem veliine fasete
smanjuje mjerna nesigurnost izrac¢una pomaka ali to produljuje vrijeme izracuna.
Suprotno tome, manje fasete smanjuju tocnost ali ubrzavaju izra¢un pomaka (Slika 28.).

Takoder, vece fasete ne mogu opisati lokalne pomake [158].
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Slika 28. Ovisnost mjerne nesigurnosti pomaka i deformacija o velicini fasete [159]

Korak fasete, odnosno preklapanje susjednih faseta (Slika 27.), takoder utjeCe na mjernu
nesigurnost i vrijeme izracuna pomaka i to tako da ve¢i korak (preklapanje) fasete vodi
smanjenju mjernih tocaka Sto povefava mjernu nesigurnost ali i skracuje vrijeme
izracuna, dok se smanjenjem koraka dobiva ve¢i broj mjernih tocaka ali i izracun
pomaka postaje zahtjevniji [158].

Osim veliCine faseta, na mjernu nesigurnost DIC sustava utjece joS nekoliko ¢imbenika
od kojih su najvaZzniji:

» Kkarakteristike rastera - veli€ina i raspodjela crnih i bijelih toCkica na mjernom

objektu,
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» parametri analize - algoritam, kriteriji korelacije i parametri fasete,
» parametri kamere - poput rezolucije, Suma i distorzije te

» utjecaj okoline - temperatura, osvjetljenje, vibracije stalka kamera...

5.1.1. Kalibracija mjernog sustava

Kako bi se slikovne koordinate kamera povezale s prostornim koordinatama snimanog
objekta potrebno je prije pocetka ispitivanja kalibrirati opticki sustav (Slika 29.) ¢ime se

takoder smanjuju moguce pogreske i nepravilnosti te ubrzava postupak mjerenja.

Slika 29. Kalibracija Aramis mjernog sustava [157]

Kalibracija je postupak strogo propisan od strane proizvodaca te je dan u uputama za
kalibraciju s potrebnim parametrima orijentacije kamera. Pod orijentacijom se smatra
relativni poloZaj jedne kamere u odnosu na drugu kameru i snimani objekt [158].
Povezivanje prostornih i slikovnih koordinata vrsi se snimanjem kalibracijskog objekta
(Slika 30.) zadanog od proizvodaca za odredeni mjerni volumen, a na kojem se nalaze

mjerne tocke umjerene na definiranu udaljenost i poloZaj na samom objektu.
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Slika 30. Kalibracijski objekt [157]

Ovakvim postupkom kalibracije povezuje se broj piksela na kameri sa stvarnim
dimenzijama snimanog objekta u milimetrima. Predefinirana orijentacija kamera
koristiti se za rjeSavanje problema jednoznac¢nosti ¢ime je moguce povezati dimenzije
uzorka u milimetrima s brojem piksela koji ga predstavljaju na digitalnoj slici i tako

pratiti njegove pomake u prostornim dimenzijama.

Orijentacija kamera unaprijed je odredena za odgovaraju¢i mjerni volumen - dio
prostora unutar kojega kamere sustava Aramis mogu koristiti DIC algoritam za pracenje
pomaka. Tako za potrebni mjerni volumen valja namjestiti: medusobnu udaljenost
kamera, kut kamera, udaljenost kamera od mjernog objekta, otvor blende, fokus i
polarizaciju kamera. U ovom istraZivanju koriSten je Kkalibracijski objekt

CP20/MV90/72, a parametri za snimanje (Slika 31.) u ovom radu su sljededi:

e objektiv: 50 mm,

e mjerni volumen: 200X150 mm,

e mjerna udaljenost: 695 mm,

e medusobna udaljenost kamera: 282 mm,

e kut kamera: 25°.
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Srediite mjernos
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Slika 31. Parametri Aramis mjernog sustava [158]

Radi lakseg razumijevanja parametara, na slici 30 dan je prikaz parametara definiranih
od strane proizvodaca sustava Aramisa. Nakon uspjesno provedene kalibracije dobivene
postavke se mogu pohraniti i koristiti za idu¢a mjerenja istog volumena pri ¢emu valja
zadrZati parametre sustava kamera. Kod ispravno provedene kalibracije greska sustava

trebala bi biti izmedu 0,01 i 0,04 piksela [158].

5.1.2. Mjerenje pomaka i deformacija

U prijasSnjim poglavljima opisana je sama metoda korelacije digitalne slike kojom je
moguce raspoznati razli¢ite to¢ke na uzorku dok je prije opisanim postupkom

kalibracije moguce povezati dimenzije uzroka na digitalnoj slici u pikselima s njegovim
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stvarnim dimenzijama u milimetrima. Ostaje joS opisati problem jednoznacnosti kojim

se Zeljena tocka na uzorku pronalazi u obje kamere Aramis mjernog sustava.

Na slici 31 tocka P oznacava tocku na ispitnom uzorku promatranu kamerama /7 (lijeva
kamera) i /7’ (desna kamera). Tocka p predstavlja projekciju tocke P na kameri /7 dok
poloZaj slikovnog osjeta objektne tocke p’u desnoj kameri nije poznat $to znaci da nije

zadovoljen uvjet jednoznacnosti [160].

Tocke Oi O’projekcijska su sredista lijeve i desne kamere, a spajanjem ovih dviju toc¢aka
dobiva se tzv. osnovna linija. Spajanjem toc¢aka Pi O te tocaka O1i O; dobivaju se dva
pravca koji leze u istoj ravnini pri ¢emu je pravac 00’koji prolazi tockama ei e’vidljiv
svim objektnim tockama P. Ovako definirana ravnina naziva se epipolarna ravnina (Slika

32).

Slika 32. Epipolarna ravnina [160]

Na gornjoj slici tocke e i e’virtualne su slike optickog srediSta jedne kamere videne
drugom kamerom, a nazivaju se epipolovima. Na istoj slici / predstavlja projekciju
epipolarne ravnine u lijevoj dok je /' projekcija epipolarne ravnine u desnoj kameri na

kojoj po definiciji mora leZati traZena slikovna tocka p"

U pocetnom trenutku nije poznat poloZaj tocke p’'u desnoj kameri. Ovaj problem rjesava
se pod uvjetom da tocka P leZi u vidnom polju desne kamere te da slikovni osjeti tocke P

ne prolaze tockama e odnosno e’[160].

Tocka p’lezi na pravcu /'te se problem pronalaZenja tocke p’u desnoj kameri svodi s
ravninskog na jednodimenzijski problem. Na ovaj nacin opticki sustav u stanju je

pronaci bilo koju to¢ku na mjernom objektu i mapirati je u prostornim koordinatama.
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Kako bi se pratilo gibanje to¢aka na mjernom uzorku tijekom vremena, potrebno je
definirati tocke tako da ih kamere mogu razlikovati. Ovo se postiZe nanoSenjem
stohastickog rastera kako je opisano u poglavlju 5.1. Slika se potom dijeli na viSe manjih
polja piksela odnosno faseta, najceS¢e kvadratnog oblika. Svaka faseta za sebe ima
jedinstvenu raspodjelu intenziteta sive boje Sto ih ¢ini medusobno razli¢itima.
Raspodjela intenziteta sive boje na referentnoj slici oznacena je s Axy), a na slici
deformiranog uzorka s g(x,)’) te se na ovaj nacin moZze princip korelacije definirati kao
preslikavanje Ziz referentne konfiguracije P i Q u trenutnu (deformiranu) konfiguraciju

P'i Q' (Slika 33.).

VoA

Referentna faseta

: Deformirana faseta

x I;ix x x’l—ix’ X
Slika 33. Faseta prije i nakon deformiranja [161]
Na gornjoj slici P i Q oznacCavaju sredista faseta u referentnom (neoptereenom)

poloZaju definirane koordinatama xi y dok P' i Q' oznacavaju srediSte fasete P i Q u

deformiranom poloZaju pri ¢emu su im koordinate x'i .

Ako se princip korelacije zapiSe preko ranije spomenute funkcije preslikavanja Z, dobiva

se

g(x',y") = Z[£(x y)] (5.1.1)
ili zapisano preko koordinata poloZaja i pomaka toaka Pi Q

x'= xtuy(x )], (5.1.2)
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y'= ytuy(x p)].

Uz pretpostavku konstantna raspodjele A gradijenta pomaka u cijeloj faseti trenutne

koordinate X' i J se mogu definirati na sljedec¢i nacin:

, ou P u P
x'= xt+uyp+ %Ax + a; Ay,
(5.1.3)
ou ou
’ y,P y,P
= ——A A
Y =Jytuyp+t e x + 3y

Kao $to je vidljivo na slici 32 promjena poloZaja toc¢aka P u P' te tocke Q u Q' interpretira
se kao pomak. Za pronalaZenje toCaka P' i Q' u trenutnoj konfiguraciji potrebno je
definirati kriterij podudarnosti raspodjele intenziteta sive boje izmedu dvije fasete. Ovaj
kriterij Cesto se naziva i korelacijski koeficijent C, a u sluc¢aju trodimenzionalnog
mjerenja funkcija je dvanaest varijabli, tri komponente pomaka uyp,uypiu,p i devet
gradijenata pomaka du,p/0x, duyp/0dy, Quyp/0z, duyp/dx, du,p/0y, Ouyp/0z, du,p/
0x,0u,p/dyidu,p/0z.

Postoje razliciti zapisi korelacijskih koeficijenata no svi DIC algoritmi funkcioniraju na
nacin da traZe ekstreme odnosno minimalni ili maksimalni iznos koeficijenta korelacije.
U Aramis mjernom sustavu koeficijent korelacije C je zbroj kvadrata razlike (eng. SSD -
sum squared difference) koji govori o razlici intenziteta sive skale medu promatranim
fasetama te se minimiziranjem ovog koeficijenta pronalaze odgovarajuce fasete u

deformiranom stanju.

Korelacijski koeficijent C, definiran je izrazom

Zm,n[f(xmyn) - ﬂ[g(x,myln) - g_]

C=1-
\/Zm,n[f(xmyn) - ﬂz Zm,n[g(x,my’n) - g_]z

(5.1.4)

gdje su f i g srednje vrijednosti matrica F i G koje predstavljaju vrijednosti intenziteta
nijansi sive boje svih piksela unutar promatrane fasete u referentnoj (F) i deformiranoj
konfiguraciji (G) pri ¢emu m predstavlja broj piksela u vertikalnom smjeru, a n broj
piksela u horizontalnom smjeru . Opc¢enito, matrice F i G mogu se zapisati u obliku

F =

fir o fin gi1 0 YGin
: - : ,G=[ : - : (5.1.5)

fm,l fm,n

Im1 ° Imn
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Metoda korelacije sada se svodi na usporedbu preklapanja dvaju matrica F i G. Pri
rjeSavanju korelacijskog problema razlikuju se globalni i lokalni nacin definiranja

mjernih tocaka faseta.

Globalni pristup temelji se, kao i lokalni, na diskretizaciji slike u podskupove piksela
odnosno fasete s tom razlikom da su mjerne tocke u globalnom pristupu vrhovi faseta
dok je kod lokalnog pristupa mjerna to¢ka u samom sredistu fasete [159]. Aramis mjerni
sustav Kkoristi lokalni pristup te je on koriSten u ovom istraZivanju za odredivanje

pomaka i deformacija tocaka na povrsini aorte.

5.2. Krioprezervacija

Krioprezervacija je proces pohrane bioloSkih struktura poput stanica, organela ili tkiva
kojim se u kontroliranom postupku zamrzavanja na iznimno niske temperature
sprjecava oSteCenje stanica i tkiva uzrokovano kemijskom kinetikom te se cuvaju

njihova svojstva i karakteristike za budu¢u upotrebu [162].

Tijekom 1950-ih godina jedan od najvaznijih teoreticara krioprezervacije James
Lovelock sugerirao je kako su oSte¢enja crvenih krvnih stanica prilikom zamrzavanja
posljedica povecanog osmotskog tlaka na stijenkama stanica. Takoder je utvrdio kako do
ovog povecanja tlaka dolazi s povecanjem koncentracije soli unutar stanice koje je
posljedica dehidracije koja se deSava tijekom hipotermije. Do dehidracije stanice dolazi
uslijed gubitka vode nastale stvaranjem kristala leda izvan nje te moZe dovesti do
smanjenja funkcije, oStec¢enja ili u konacnici smrti stanice $to utjece na vijabilnost

zamrznutog tkiva [44].

Vijabilnost ima razliCito znacenje u kontekstu vijabilnosti tkiva i vijabilnosti stanica.
Tkiva koja se pohranjuju na ovaj na¢in mogu se podijeliti na tkiva kojima je neophodno
prisustvo intaktnih i vijabilnih stanica (onih koje su funkcijski aktivne, dijele se te izvode
ocCekivane funkcije) te tkiva kod kojih prisustvo intaktnih stanica nije klju¢no. Intaktne
stanice s punom metabolickom funkcijom neophodne su na primjer kod transplantacije
roznice ili prilikom transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica, dok su s druge strane

pri transplantaciji kostiju klju¢ni mehanicki i biomehanicki integritet tkiva.
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Trenutno ne postoje dokazi u prilog tezi da transplantati sréanih zalistaka moraju
sadrzavati Zive stanice nakon odmrzavanja kako bi vrSili svoju funkciju nakon
transplantacije te je ovdje cilj ispuniti funkcije za koje je tkivo predodredeno in-vivo

nakon vracanja u fizioloske uvjete [162].

Rana istraZivanja su otkrila kako naglo zamrzavanje (Slika 34.) nije dobro u pogledu
vijabilnosti tkiva nakon odmrzavanja [162]. Upotreba krioprotektanata (eng. CPA -
cryoprotective agents) sluzi kao svojevrsni antifriz budu¢i da im je primarni cilj
minimizirati koli¢inu nastalog leda te sniZavanje temperature prijelaza iz tekuée u krutu

fazu vode i to od -90°C do -115°C.
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Slika 34. Utjecaj brzine zamrzavanja na broj prezivjelih stanica [162]

Na slici 34. prikazan je utjecaja brzine zamrzavanja u procesu krioprezervacije na broj
preZivjelih stanica pri ¢emu je krioprotektivni agent glicerol, €iji je molarni udio na
gornjoj slici oznacen s M. Iz slike je vidljivo da najveci broj stanica prezivi zamrzavanje
ako se ono provodi brzinama oko -1 °C/min Sto se u danasSnje vrijeme postiZe uredajima

za kontrolirano zamrzavanje (Slika 35.) [163].
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Slika 35. Uredaj za kontrolirano zamrzavanje Planer PLC, UK

Valja napomenuti kako postoji nekoliko razli¢itih krioprotektanata poput glicerola,
propilen glikola ili dimetilsulfoksida (DMSO). Kako bi odredena tvar mogla sluZiti kao

krioprotektant ona treba biti:

* jzrazito topljiva,
» sposobna smanjiti toc¢ku ledista,
= sposobna penetrirati u stanice,

» Sto manje toksic¢na.

Svi penetrirajuci krioprotektanti djeluju tako da reduciraju koncentraciju soli unutar
stanice koja se inaCe povecava tijekom hipotermije, dok toksi¢ni ucinak na stanice u
odredenom vremenu nakon odmrzavanja ovisi o samom postupku krioprezervacije

[162].

Tijekom hipotermije kompromitiran je rad pumpi u stani¢noj membrani te stanice
upijaju vodu uslijed osmotskog pritiska intracelularnog miljea $to moZe dovesti do rasta
i na koncu pucanja stanica [162]. U ovom istraZivanju kao krioprotektant koristio se
dimetilsulfoksid (DMSO) koji kod sporog zamrzavanja ogranicava pasivnu izmjenu vode

i iona kroz stani¢nu membranu koju inace reguliraju stani¢ne pumpe.
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5.2.1. Postupak krioprezervacije aorte

U ovom poglavlju opisan je postupak kontroliranog zamrzavanja uzoraka aorte
ispitivanih u ovom radu. Proces krioprezervacije tj. kontroliranog zamrzavanja obavljen
je u Banci kardiovaskularnog tkiva pri Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu i
transplantacijsku biologiju, Klinickog bolnickog centra Zagreb prema ustaljenoj praksi

pohrane tkiva kakvu inace koriste banke tkiva.

Uzorci aorte za dugotrajnu pohranu prvo se uranjaju u Kkrioprotektivnu otopinu
sastavljenu od 10% dimetilsulfoksida (DMSO) u TCM199 mediju (eng. TCM - Tissue
Culture Medium). Uzorci se stavljaju u vrecicu za zamrzavanje tkiva, a potom u jos jednu

vanjsku zaStitnu aluminijsku vrecicu koja se zatim zavari.

Kako bi se omogucilo prodiranje krioprotektivne teku¢ine (DMSO) u tkivo aorte, uzorci
tkiva upakirani na opisani nacin, inkubiraju se na 4°C tijekom 30 minuta. Ovaj korak je
neophodan kako bi Krioprotektivna tekucina uspjela prodrijeti u sve stanice te ih

saCuvati od oStecenja tijekom procesa zamrzavanja.

Nakon inkubacije, kre¢e proces zamrzavanja koji se vrsi u uredaju za kontrolirano
zamrzavanje KRY0560-16 (Planer PLC, UK) i to brzinom od -1 °C/min dok se ne
dostigne -40°C, te nakon toga brzinom od -5 °C/min do -100 °C.

Kad uzorak dosegne -100 °C, prebacuje se u spremnik za pohranu u plinovitoj fazi

tekuceg dusika na temperaturi -155 °C.

Nakon pohrane, u zadanim vremenskim toCkama, uzorci se odmrzavaju kroz nekoliko
koraka grijanja u kupkama (37 °C - 40 °C) te ispiranja tkiva od krioprotektivne otopine
nakon Cega se pohranjuju u ohladenu fiziolosku otopinu te ispituju unutar tri sata u
Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku Fakulteta strojarstva i brodogradnje u

Zagrebu.
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5.3. Statisticka obrada rezultata

U ovom poglavlju opisane su statisticke metode koriStene u provedenom istraZivanju
kako bi se odredila statisticki znaCajna razlika u rezultatima eksperimentalnih
ispitivanja svjeZih i odmrznutih uzoraka aorte. Statisticka obrada provedena je
koriStenjem Matlab R2013b programskog paketa unutar kojega se nalaze sve koriStene
metode, te je u nastavku opisana i njihova sintaksa unutar ovog programskog paketa.

Poredane prema redoslijedu izvodenja, korisStene metode su:

= Lilleforsov test,

» Studentov (t-test),
= ANOVAi

=  Tukeyjev test.

Statisticka obrada rezultata, modula elasti¢nosti i vlacne ¢vrstoce uzoraka aorte, pocinje

s Lillieforsovim testom normalnosti

h = lillietest (x) (5.3.1)

kojim se odreduje valjanost h, nul-hipoteze koja kaZe da se podaci dani vektorom (x)
ponasaju prema normalnoj razdiobi uz 5% signifikantnosti tj. vjerojatnosti da je
greSkom odbijena nul-hipoteza. Test vraca vrijednost 0 ako je nul-hipoteza prihvacena, a
1 u suprotnom slucaju. Provodenjem Lilleforsovog testa na svim rezultatima modula
elasti¢nosti i vlatne CvrstoCe, za sve skupine uzoraka, potvrdeno je da se rezultati

ponasaju prema normalnoj razdiobi.

Odredivanje statisticke znacajnosti razlike rezultata svjeZih x i odmrznutih uzoraka y

postiZe se t-testom
[h, p] = ttest2 (x, y). (5.3.2)

Nul-hipoteza je da podaci dani kao vektori x i y dolaze iz nezavisnih normalnih razdiobi
s istom srednjom vrijednos$c¢u i istim, ali nepoznatim varijancama, te je u tom slucaju
vrijednost h jednaka 0. U suprotnom slucaju, h = 1, Sto znaci da podaci x i y nisu jednaki
uz 5% signifikantnosti. T-test kao rezultat joS daje p-vrijednost koja ukazuje na

vjerojatnost dobivanja jednakog ili ekstremnijeg rezultata u slucaju prihvacanja nul-
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hipoteze. Odbijanjem nul-hipoteze u ovom testu, odreduje se statisticki signifikantna

razlika rezultata svjeZih i odmrznutih uzoraka.

Nakon provedenog t-testa, valja napraviti tzv. ANOVA test odnosno analizu varijance
kojom se dodatno utvrduje razlika medu srednjim vrijednostima rezultata svjezih i

odmrznutih uzoraka
[p, stats] = anoval (x), (5.3.3)

pri ¢emu je x matrica u kojoj su stupci rezultati pojedinih skupina uzoraka, prvo za
module elasti¢nosti, a onda i za vla¢nu ¢vrsto¢u. Nul-hipoteza je da svi podaci unutar
matrice x dolaze iz iste populacije s istom srednjom vrijednos¢u pri ¢emu p odreduje
vjerojatnost ostvarivanja nul-hipoteze. U slu€aju da je p 0 ili blizu 0 ovo znaci da je
barem jedan iz skupine promatranih rezultata statisticki znacajno razli¢it od ostalih.
Kako je metoda pogodna za istovremeno testiranje viSe skupina uzoraka na ovaj nacin ¢e

se odrediti znacajnost u rezultatima svih odmrznutih uzoraka.

Tukeyjev test kao ulazni podatak uzima rezultate ANOVA testa (stats)

c = multcompare (stats), (5.34)

te dodatno provjerava sve parove medu skupinama rezultata daju¢i kao rezultat
podrucje pouzdanosti - ¢ (eng. confidence level). Ako se unutar intervala c nalazi 0, tada
se ne moze osporiti nul-hipoteza da su promatrane skupine rezultata iz iste populacije

uz 5% signifikantnosti.

Polje deformacije povrSine uzorka aorte ne ponasa se prema normalnoj razdiobi te se za
odredivanje statisticke znacajnosti rezultata dobivenih DIC sustavom Kkoristi
neparametarijska analiza varijance. U Matlab R2013b programskom paketu

neparametarijska analiza varijance provodi se Kruskal-Wallisovim testom

[h,p] = kruskalwallis (x), (5.3.5)
u kojem stupci vektora (x) predstavljaju podatke o deformacijama svjeZeg, odnosno
odmrznutog uzorka. Test daje vrijednost h = 0 ako su deformacije svjeZih i odmrznutih

uzoraka iz iste razdiobe, dok je h = 1 kada uzorci nisu iz iste razdiobe te daje vrijednost

p koji govori o znacajnosti rezultata.
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6. Eksperimentalno ispitivanje

U ovom poglavlju dan je opis eksperimentalnog ispitivanja kojeg Cine:

e priprema ispitnih uzoraka aorte,
e mjerni uredaji i oprema te

e jednoosni staticki vlacni test.

Mehanicka svojstva svjezih i odmrznutih aorti eksperimentalno su ispitivana u
Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku pri Zavodu za tehni¢ku mehaniku, Fakulteta

strojarstva i brodogradnje SveuciliSta u Zagrebu.

6.1. Priprema ispitnih uzoraka

Sve aorte ispitivane u ovom istrazivanju prikupljene su od strane proizvodaca, PIK
Vrbovec, Mesna industrija d.d. nositelja oznake Meso hrvatskih farmi kojeg dodjeljuje
Hrvatska poljoprivredna agencija proizvodacima koji ispunjavaju najviSe svjetske
standarde tehnologije i higijene te sljedivosti proizvoda od farme do stola. U
konkretnom slucaju ovo znaci da su aorte KoriStene u ovom istrazivanju dobivene od

svinja uzgojenih u jednakim i strogo kontroliranim uvjetima.

Hrvatska poljoprivredna agencija zaduZena je za poslove selekcije u stocarstvu i
poljoprivredi te je od 1994. godine, pod raznim imenima, zaduZena za upravljanje
kvalitetom i sljedivoS¢u proizvoda hrvatskih farmi pa tako i velikih proizvodaca poput
PIK Vrbovca. Medunarodni komitet za kontrolu proizvodnosti domacih Zivotinja - ICAR
(eng. ICAR - International Committee for Animal Recording), medunarodna je
organizacija i najviSe tijelo koje donosi i propisuje standarde za provedbu postupaka
pracenja podrijetla i proizvodnih svojstava domacih Zivotinja te za opremu i pribor koji
se u tim poslovima koriste [164], a ¢lanice koje procesom certifikacije potvrde
sukladnost svojih uzgojnih i proizvodnih postupaka s propisanim normama dobivaju
pravo koriStenja ICAR-ovog Certifikata kvalitete kakvog posjeduje i Hrvatska

poljoprivredna agencija od 2004. godine od kada je i punopravna €lanica Komiteta.
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Svinje koriStene u ovom radu starosti su 6 mjeseci te prosjecne teZine 115 kg. Aorte su
izdvojene iz ostatka tkiva u klaonici tvrtke PIK Vrbovec d.d. u Vrbovcu, a ostatak obrade
uzoraka, kao i samo izdvajanje iz ostatka tkiva aorte obavljeno je u Laboratoriju za

eksperimentalnu mehaniku Fakulteta strojarstva i brodogradnje.

Iz jedne aorte izdvojena su po dva uzorka torakalnog dijela (Slika 36.), jedan za
ispitivanje unutar 6 sati (svjeZi uzorci) dok je drugi uzorak pohranjen u Banci
kardiovaskularnog tkiva unutar 3 sata (zamrznuti uzorci). Uzorci tkiva su bili zamrznuti
i pohranjeni u plinovitoj fazi tekuc¢eg dusika 1, 4 ili 9 mjeseci, nakon Cega su bili

odmrznuti i podvrgnuti biomehanickim testiranjima.

Slika 36. Dio svinjske torakalne aorte iz kojeg je izdvojen ispitni uzorak

Dimenzije svinjske aorte, promjera u prosjeku 25 mm, nisu dovoljne za izdvajanje
uzduznog i poprecnog uzorka iz iste aorte. Posljedi¢no tome, uzorci u poprecnom i
uzduZnom smjeru izdvajani su iz dvaju razli¢itih skupina aorti. Tako su prvo ispitani
uzorci u uzduznom smjeru pri ¢emu su svjeZi i uzorci za pohranu u trajanju od 9 mjeseci
izdvojeni iz iste skupine aorti. Sljedec¢u skupinu ¢inili su uzorci izdvojeni iz istih aorti u
poprecnom smjeru; svjezi i za pohranu u trajanju od 9 mjeseci. Isti postupak ponovljen
je za ispitne skupine s pohranom u trajanju od mjesec dana i 4 mjeseca, prvo u

uzduZnom, a potom i u poprecnom smjeru.

Postupak izdvajanja uzorka zapocinje pazljivim otvaranjem aorte u uzduZnom smjeru
upotrebom Skara, a prateci interkostalne arterije. Kirurskim skalpelom se potom odvaja
torakalni dio od luka i abdominalnog dijela aorte (Slika 36.). Iz ovako pripremljenog
torakalnog dijela izdvajaju se po dva uzorka, jedan za ispitivanje u svjeZem stanju, a

drugi za pohranu i naknadno ispitivanje nakon odmrzavanja.
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[zdvajanje uzorka za ispitivanje iz toraklanog dijela aorte (Slika 36.) provedeno je
pomocu izradenog kalupa odnosno dvaju noZeva za izrezivanje uzoraka i to jedan za

uzorke u uzduznom i jedan za izrezivanje uzoraka u popre¢nom smjeru (Slika 37.).

Sirina prihvata

Duljina prihvata

Sirina
uzorka

Pocetna duljina
Lo
Ukupna duljina uzorka

‘kf
[

Slika 37. Izgled kalupa za izdvajanje uzorka iz ostatka tkiva aorte

Kalup se postavi na rastvoreno tkivo aorte i pomocu pritiska ostvarenog upotrebom

vijcane presSe izrezuje uzorak oblika svoje konture (Slika 38.).

Slika 38. Torakalni dio aorte nakon rezanja kalupom

Kirurskim skalpelom se potom paZljivo odvaja uzorak od ostatka tkiva aorte nakon cega

se dobiva njegov konacni oblik prikazan na slici 38.
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Slika 39. Uzorak aorte izdvojen iz ostatka tkiva

Koristenjem ovih kalupa znacajno su ujednacene dimenzije uzoraka (Tablica 4.) unutar

pojedine skupine - uzduznih odnosno poprecnih uzoraka.

Tablica 4. Dimenzije ispitnih uzoraka

Uzduzni uzorci Poprecni uzorci
Duljina - Lo [mm)] 26+1 13+0,5
Sirina [mm] 4+0,3 4+0,3
Debljina [mm] 2403 2403
Povrs$ina poprecnog presjeka - 4o [mm?] 8+0,1 8+0,1

Dimenzije uzoraka dane su u tablici 4 pri cemu Lo ujedno predstavlja pocCetnu duljinu
(Slika 46.) potrebnu za izracun inZenjerske deformacije dok se povrSina poprecnog
presjeka Ao koristi pri izracunu inZenjerskog naprezanja. Dimenzije uzoraka mjerene su

digitalnim pomi¢nim mjerilom (Mitutoyo, Ltd., UK) rezolucije 0,01 mm.

Mjerni sustav Aramis, KoriSten u ovom istrazivanju, zahtjeva nanoSenje stohasticnog
rastera na povrsinu uzorka kako bi sustav mogao pratiti pomake tocaka na samom
uzorku kako je opisano u poglavlju 5.1. U tu svrhu, prije ispitivanja, na uzorak
pripremljen kako je ranije opisano (Slika 39.) nanesen je stohasticki uzorak crne
vodootporne boje (Slika 40.) kako bi se osiguralo da boja prijanja na povrsinu aorte te se
giba zajedno s njom. Nakon S$to se nanese raster, aorta se stavlja u celjusti uredaja

opisane u idu¢em poglavlju te se zapocinje s ispitivanjem.
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Slika 40. Uzorak aorte s nanesenim rasterom za ispitivanje DIC metodom

Odmah nakon izdvajanja iz ostatka tkiva uzorci za dugotrajnu pohranu stavljaju se u
posebne spremnike napunjene fizioloSkom otopinom te se transportiraju u Banku
kardiovaskularnog tkiva pri Klinickom zavodu =za transfuzijsku medicinu i
transplantacijsku  biologiju, KBC-a Zagreb, gdje se pohranjuju postupkom
krioprezervacije na period od 1, 4 i 9 mjeseci. Nakon kontroliranog odmrzavanja
opisanog u poglavlju 5.2 aorte se prenose u Laboratorij za eksperimentalnu mehaniku

gdje se nakon opisanog postupka pripreme uzorci ispituju na kidalici.

6.2. Mjerni uredaji i oprema

U eksperimentalnim ispitivanjima mehani¢kog ponasanja uzoraka koristena je kidalica
Beta 50-5 (Messphysik GmbH, Austrija) s elektromotornim pogonom i maksimalnom
silom od 50 kN (Slika 41.) dok je u ovom istrazivanju koriStena mjerna doza od 500 N
(GTM GmbH, Njemacka). Kidalicom, namijenjenom za vlac¢na, tlacna i savojna ispitivanja,
upravlja EDC25 upravljacka jedinica (DOLI Elektronik GmbH, Njemacka) koja prati
pomak i silu u realnom vremenu zapisujuci podatke brzinom od otprilike 30 podataka

po sekundi, zasebno za silu i pomak.
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Upravljacka jedinica zapisuje podatke u tekstualne datoteke u kojima su osim podataka
o sili i pomaku dani i neki osnovni podaci o uzorku poput naziva i dimenzija uzorka te
podaci o samom testu poput brzine deformiranja, temperature pri kojoj se provodi
eksperiment i slicno. Ovdje valja napomenuti kako su navedeni pomaci koje upravljacka
jedinica biljezi pomaci samih prihvata, odnosno to je podatak o pomaku celjusti tijekom
ispitivanja. To znac¢i da sama kidalica ne moze zabiljeziti eventualno proklizavanje
uzorka unutar celjusti $to moZe dovesti do pogresne interpretacije rezultata. Takoder,
upravljacka jedinica nije u stanju pratiti pomake i deformacije pojedina¢nih tocaka
uzoraka izmedu cCeljusti te je ovdje iskoriStena prednost DIC metode kako bi se odredilo

cijelo polje pomaka na mjernoj povrsini uzorka.

Slika 41. Kidalica Beta 50-5 (Messphysik GmbH, Austrija)

Vlac¢no opterecenje uzorka postize se tako da se uzorak prvo pricvrstiti u Celjusti kidalice
(Slika 41.) nakon Cega se Celjust oznacena s 1 pomice uz pomo¢ elektromotora brzinom
koju definira sam korisnik, dok Celjust 2 miruje. Klasi¢ni prihvat uzorka (Slika 42.) na

kidalici sastoji se od ¢eljusti (1) u kojoj su dvije metalne ploce tzv. pakne (2).

Krajevi uzoraka stave se unutar pakni koje pritiskom osiguravaju drZanje uzorka u
Celjusti. Pritisak na paknama namjeSta se putem posebnog vijka (3) na samim
Celjustima, te se one pribliZavaju ili udaljuju jedna od druge ovisno o rotaciji vijka.

Jednom kad se uzorak pricvrsti, te poc¢ne ispitivanje, nije moguce povecati pritisak pakni
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na prihvatu bez utjecaja na ishod eksperimenta. Proklizavanje uzoraka u celjustima
kidalice posljedica je viskoelasti¢nih svojstava aorte koja proizlaze iz visokog udjela
vode u tkivu. Naime, u trenutku kada dovoljno vode izade iz dijela aorte pod pritiskom
prihvata, ona smanji svoj obujam medu celjustima Sto moze dovesti do proklizavanja i u

konacnici do izvlacenja uzorka iz prihvata.

Slika 42. Celjusti kidalice sa sastavnim djelovima za ispitivanja inZenjerskih materijala

Za izradu posebnog prihvata koriStena je opruzna stezaljka FZ40 (Wolfcraft GmbH,
Njemacka) ¢ime je problem proklizavanja uzoraka gotovo u potpunosti otklonjen. Novi
prihvat (Slika 43.) sastoji se od klijeSta s oprugom (1) koja osigurava dodatni pritisak
kako se tkivo aorte pod njom deformira (stanjuje). Supljine unutar samih ¢eljusti novog

prihvata (2) osiguravaju prihvat oblikom te dodatno poboljsavaju drzanje uzorka.

Opruzna stezaljka osno je centrirana na kidalicu pomoc¢u dijela izradenog po mjeri kako
prikazuje detalj (3) na Slika 43. Ovo je potrebno kako bi uzorak bio usmjeren u pravcu

opterecenja.
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Slika 43. Nove Celjusti s dinamickim prihvatom uzorka pomo¢u opruge

Jednom kada se uzorak namjesti u prihvatu uredaja, ispitivanje moZe zapoceti (Slika
44.). Na Slika 44. prikazan je eksperimetnalni postav za provedbu testa; pripremljeni
uzorak (2) pri¢vrséen je u novim celjustima (1) na kidalici. Aramis mjerni sustav (3)

kalibriran je za volumen ispitnog uzorka.

Slika 44. Eksperimentalni postav za provedbu vlacnog ispitivanja
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6.3. Jednoosni staticki vlacni test

Jednoosnim statickim vlacnim testom eksperimentalno su ispitivana mehanicka svojstva
svjezih i odmrznutih uzoraka aorte kako bi se odredio utjecaj pohrane na ta svojstva.
Navedeni test sastoji se od vlacnog ispitivanja tj. rastezanja uzorka u jednom smjeru
(Slika 45.) pri ¢emu se vlacno opterecenje kontrolira pomakom celjusti Ciju brzinu

definira sam korisnik.

v =10 mn

Slika 45. Uzorak aorte u Celjustima kidalice prilikom provedbe vlacnog testa

Brzina ispitivanja za sve uzorke iznosila je ¥ = 10 mm/min Sto znaci da se cCeljust
kidalice pomi¢e navedenom brzinom (Slika 45.), vlatno opterecuju¢i uzorak. Donja
Celjust kidalice je statitna Sto znaci da upravljacka jedinica kidalice prati samo pomak

gornje - pomicne Celjusti.

Prije samog ispitivanja potrebno je tkivo aorte predkondicionirati kako je to opisano u
poglavlju 3, a Sto je i ustaljena praksa prilikom ovakvih eksperimenata na mekim

tkivima [138].

Predkondicioniranje je provedeno kroz 5 ciklusa opterecenje-rasterecenje pri silama do
5 N kako bi se postigla Zeljena orijentacija vlakana prilikom provedbe jednoosnog testa
odnosno kako bi se osiguralo da su mehanicka svojstva identificirana eksperimentom
upravo in-vivo svojstva aorte (Slika 14.). Nakon predkondicioniranja provodi se vla¢ni

test do pucanja uzorka.
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Slika 46. prikazuje uzorak prilikom statickog vlacnog testa u referentnom-
neopterecenom (a) i deformiranom stanju (b) optere¢enom silom F. Bez koriStenja
korelacije digitalne slike, sli¢na istrazivanja promatrala su samo pomak kraja uzorka
(pomak pomicne celjusti) pri ¢emu je deformacija definirana u smislu istezanja A tako
Sto je

l 6.1)

Ovdje je /trenutna duljina, a Lo pocetna duljina uzorka (Slika 46.). U ovom istraZivanju

rezultati s kidalice odreduju inZenjersku deformaciju Zing koja je oblika
Eing =4-1. (6.2)
Upotrebom Aramis mjernog sustava, korelacijom digitalne slike, mjeri se polje pomaka

na Citavoj povrsini uzorka Sto daje bolji uvid u deformaciju nelinearnih-heterogenih

materijala kakva je aorta.

[+
(a) Pocetna povriina - Ao S|
N
//////////// / /I R
/
™
Pocetna duljina - Lo
(b) Trenutna povrsina - A .g -
i

e T | —

Trenutna duljina - /

Slika 46. Uzorak u referentnoj (a) i deformiranoj konfiguraciji (b)

Kako bi se zanemario utjecaj koncentracije naprezanja na mjestu prihvata, mjereno je

polje pomaka zadane povrsine uzorka kako je prikazano na gornjoj slici.
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7. Rezultati

Kod provedbe jednoosnog statickog vlacnog testa podaci o trenutnoj duljini uzorka (/)
te trenutnoj sili (£ ) zapisuju se pomocu upravljacke jedinice EDC25, dok se polje
pomaka na povrsSini aorte, u referentnoj (Ao) i deformiranoj konfiguraciji (A4), zapisuje
pomocu mjernog sustava. Svi podaci biljeZe se u realnom vremenu i pohranjuju na tvrdi

disk racunala.

Podaci s upravljacke jedinice koriste se za odredivanje veze naprezanje-deformacija
prilikom pomaka gornje Celjusti kako je opisano u prethodnom poglavlju. Na ovaj nacin
dobiva se odnos sila-pomak koji se poznavanjem dimenzija uzorka jednostavno pretvara
u odnos deformacija-naprezanje pri ¢emu je deformacija odredena pomakom samih
Celjusti. Rezultati s kidalice dani su u obliku inZenjerske deformacije i inZenjerskog
naprezanja, u daljnjem tekstu oznacenih samo kao deformacija odnosno naprezanje

(Slika 47.).

1.8r — Eksperiment 1
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Slika 47. Dijagram deformacija-naprezanje s interpoliranim modulima elasti¢nosti

Slika 47. prikazuje tipican, eksperimentalno dobiveni odnos deformacija-naprezanje

(crna linija) za uzorak aorte, dok su plavi i crveni pravac linearne interpolacije metodom
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najmanjih kvadrata provedene u Matlab R2013b programskom paketu. Linearna
interpolacija provedena je kako bi se odredila dva linearna djela mehanickog ponasanja
aorte pri malim (plavi pravac), odnosno velikim deformacijama (crveni pravac). Ova dva
pravca moraju zadovoljiti koeficijent determinacije R2 koji ukazuje na linearnu
povezanost eksperimentalnih rezultata te pravca kojim su ti rezultati interpolirali pri
¢emu 0 oznacava nedostatak korelacije, a 1 predstavlja potpunu korelaciju. Ukoliko bi
vrijednost koeficijenta bila manja od 0,95 interpolacija se prekida te se zapisuje nagib
pravca. Nagibi ovih pravaca predstavljaju module elasti¢nosti pri malim (£1) te pri
velikim deformacijama (£2) koji ¢e se statisticki usporedivati medu skupinama svjeZih i

odmrznutih uzoraka.

Kako je kod odredenih uzoraka prilikom provedbe statickog testa doSlo do proklizavanja
uzoraka i/ili rotacije prihvata, na tim djelovima dijagrama deformacija-naprezanje
pojavljuje se Sum u signalu sile s upravljacke jedinice kidalice. Radi preglednosti, na
dijagramima deformacija-naprezanje na tom dijelu prikazana je samo linearna
interpolacija tog dijela mehanickog odziva tkiva aorte te se ovaj dio deformacije nece
koristiti za odredivanje modula elasti¢nosti, Sto je posebno naznaceno za pojedini

uzorak kod kojeg je zamjeceno ovakvo ponasSanje.

Samo ispitivanje zavrSava pucanjem uzorka pri ¢emu se dobiva podatak o vlacnoj
¢vrsto¢i (Rm), odnosno o naprezanju koje dovodi do pucanja tkiva aorte. Utjecaj
Krioprezervacije na vrijednost vlacne ¢vrstoce odredit Ce se ranije opisanim statistickim

metodama.

Korelacijom digitalne slike, kamere Aramis sustava prate gibanje velikog broja toCaka
unutar zadane povrSine uzorka. Pomaci ovih tofaka odreduju tenzor gradijenta
deformiranja F definiranog izrazom (3.5). Metodom korelacije digitalne slike, opisane u
poglavlju 5.1., dobiveno polje pomaka pretvara se u polje deformacija velikog broja
tocaka na povrsini tkiva aorte Sto daje bolji uvid u mehanicko ponasanje ovakve vrste

materijala.
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Slika 48. Polje deformacija svjeZeg popre¢nog uzorka aorte dobiveno DIC metodom

Tijekom procesa deformiranja kod uzoraka je u prosjeku dobiveno 450 slika. Na Slika
48. prikazano je polje von Mises deformacije na povrsini svjeZeg poprecnog uzorka u

200-toj slici dobiveno Aramis opti¢kim mjernim sustavom.

Zbog velikog broja slika te radi bolje preglednosti, rezultati ovih ispitivanja dani su u
obliku dijagrama (Slika 49.) koji prikazuje prosjecnu vrijednost polja deformacije u
odredenoj slici tijekom eksperimenta za poprecni svjeZi i uzorak odmrznut nakon
mjesec dana. Takoder, na Slika 49. okomitim linijama predstavljeni su rasponi polja
deformacije u svim slikama tijekom eksperimenta, od minimalnog do maksimalnog

iznosa.
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Slika 49. Dijagram vrijednosti polja deformacija tijekom ispitivanja za poprecni svjeZi i uzorak
odmrznut nakon mjesec dana pohrane
Budu¢i da ARAMIS sustav nije povezan s upravljackom jedinicom kidalice zbog tehnickih
nedostataka sustava, vrijednosti deformacije nisu direktno prikazane u zavisnosti o
naprezanju ve¢ su prikazane u dijagramima (Slika 49.) kao funkcija slike u kojoj su
odredene. 1z ovog razloga opis rezultata dobivenih metodom korelacije digitalne slike
viSe je kvalitativne prirode, a odlicna je podloga za daljnja istrazivanja mehanickih
svojstava mekih tkiva poglavito racunalnim simulacijama metodom konacnih elemenata.
U programskom paketu Abaqus 6.14-5 eksperimentalni podaci o naprezanju i
deformaciji validirati ¢e postojece modele opisane u poglavlju 4. te ¢e se na ovaj nacin

odrediti onaj model koji najbolje opisuje mehanicko ponaSanje torakalne aorte u

svjeZzem i odmrznutom stanju.
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7.1. Rezultati eksperimentalnog ispitivanja

Rezultati eksperimentalnog ispitivanja podijeljeni su u dvije skupine s obzirom na izvor
prikupljanja podataka prilikom jednoosnog statickog vla¢nog testa; prvu skupinu Cine
podaci prikupljeni pomo¢u upravljacke jedinice kidalice, dok su u drugoj skupini podaci
dobiveni Aramis optickim mjernim sustavom. Podaci s kidalice daju odnos deformacija-
naprezanje jedne tocke aorte, dok je optickim mjernim sustavom dobiveno polje
deformacija velikog broja to¢aka na povrsini uzorka kako je ranije opisano. U narednim
poglavljima dani su rezultati eksperimentalnog ispitivanja svjeZih i odmrznutih uzoraka

svinjske aorte u uzduZznom i popre¢nom smjeru.

7.1.1. UzduzZni uzorci

Rezultati su podijeljeni u tri skupine prema trajanju pohrane u krioprezerviranom
stanju i to na jedan mjesec, Cetiri te devet mjeseci. Za svaku skupinu dani su rezultati
eksperimentalnog ispitivanja svjezih uzoraka, a potom i rezultati uzoraka odmrznutih

nakon odgovarajuceg perioda pohrane.

» Jedan mjesec pohrane

Ukupno je ispitano 10 svjeZih uzoraka aorte za pohranu u trajanju od mjesec dana. Svi
testovi su provedeni do pucanja uzorka. Prilikom ispitivanja uzorak 7 se izvlaCio iz
Celjusti pri deformacijama iznad 0,6%, dok je u slicnom rasponu deformacije kod uzorka
8 doslo do rotacije prihvata. Uzorci 7 i 8 iz tog razloga nisu uzeti u obzir prilikom
odredivanja modula elasti¢nosti u tom rasponu deformacija (£2). Uzorak 7 na kraju se i

izvukao iz prihvata te za njega nije odredena vlacna Cvrstoca.

Slika 50. prikazuje dijagram deformacija-naprezanje ovih uzoraka dobivenih

eksperimentalno jednoosnim vla¢nim testom.
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Slika 50. Dijagram deformacija-naprezanje svjezih uzduznih uzoraka aorte za pohranu u

Tablica 5. Rezultati ispitivanja svjeZih uzduZznih uzoraka za pohranu na mjesec dana

trajanju od mjesec dana

Uzorak E1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 0.196890 2400499 1.285040
2 0.193659 2.383465 1.442702
3 0.207878 2.074856 1.271460
4 0.183178 2412444 1.549455
5 0.265745 2.872091 1.732607
6 0.262294 2.81109 1.248444
7 0.244574 - -
8 0.210285 - 1.720697
9 0.233954 2.744703 1.632534
10 0.236692 2.361594 1.456209
M 0.223515 2.507593 1.482128

St dev. 0.029174 0.274043 0.189364
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Tablica 5 sadrZi rezultate eksperimentalnih ispitivanja svjeZih uzoraka pri emu je za

sve skupine rezultata dana prosjecna vrijednost (M) te standardna devijacija.

Svi odmrznuti uzorci, osim uzorka 9 koji se izvukao iz prihvata, zavrsSili su ispitivanje

pucanjem tkiva ¢ime je dobivena vla¢na ¢vrstoc¢a za odmrznute uzorke.

Kod vecine uzoraka (osim uzoraka 4, 7 i 8) vlakna elastina i kolagena popustala su u
nekoliko navrata prije kona¢nog pucanja cijelog uzorka te je u tom slucaju za vlatnu
¢vrstocu uzeto najvece naprezanje prije konacnog pucanja. Uzorak 3 proklizavao je
tijekom eksperimenta pri deformacijama ve¢im od 0,8% te modul elasti¢nosti u tom
podrucju (£2) nije uzet u obzir, kao ni za uzorak 9 kod kojeg je doslo do rotacije prihvata

te djelomi¢nog izvlacenja uzorka u istom rasponu deformacija.

Slika 51 prikazuje dijagram deformacija-naprezanje za uzduZne uzorke odmrznute
nakon mjesec dana pohrane u krioprezerviranom stanju. U Tablica 6. dani su rezultati

modula elasti¢nosti (£1, £2) te vlacne ¢vrstoce (Rm) za sve odmrznute uzorke.
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Slika 51. Dijagram deformacija-naprezanje uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon mjesec
dana pohrane
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Tablica 6. Rezultati ispitivanja uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon mjesec dana

pohrane

Uzorak £1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 0.153617 1.674818 0.903486
2 0.208285 1.88555 1.137473
3 0.200819 - 1.988453
4 0.223246 2.407247 1.430719
5 0.153868 1.648469 0.961147
6 0.147693 1.774781 1.045897
7 0.248138 2.482368 1.888453
8 0.200236 2.101645 1.127306
9 0.20381 - -
10 0.178264 2.469366 1.959695
M 0.191798 2.055531 1.384452

St. dev. 0.032926 0.358097 0.422222

T-testom utvrdena je statisticki znacajna razlika (p=0,035) modula elasti¢nosti £1

izmedu svjeZih (0.2235 MPa) i odmrznutih uzoraka (0.1918 MPa), a koja je potvrdena i

ANOVA-om (p=0,350). Rezultati analize varijance prikazani su na Slika 52. gdje su na

vertikalnoj osi vrijednosti modula £3, crvena linija predstavlja srednju vrijednost, donja

horizontalna plava linija odreduje prvi, a gornja treci kvartil. Plava linija naginje prema

rezultatu koji je najveci, a nije smatran dijelom populacije (eng. outlier). Na lijevoj su

strani prikazani rezultati svjezih uzoraka dok su na desnoj rezultati uzoraka odmrznutih

nakon mjesec dana pohrane. Tukyjevim testom dobiven je interval pouzdanosti [0,0025-

0,0609] koji ne sadrZi 0 Sto potvrduje statisticku znacajnost rezultata unutar p<0.05.
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Slika 52. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za uzduZne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon mjesec dana pohrane (desno)

T-testom potvrdena je i statisticCka znacCajnost rezultata modula elasticnosti £2
(p=0,0132). Slika 53. prikazuje rezultate analize varijance koji otvrdenuju statisticku
znacCajnost razlike rezultata (p=0,0132). U Tukyjevom testu interval pouzdanosti
[0,1101-0,7940] ukazuje da je modul £ odmrznutih aorti (2.0555 MPa) statisticki

znacajno manji od modula £2 svjeZih uzoraka aorti (2.5076 MPa).

28r | _

26 -

24} —— -
22} i

2+ - -
1.8 i
1.6 - -

Slika 53. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £; za uzduzne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon mjesec dana pohrane (desno)
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Promatrajuci rezultate vla¢ne Cvrstoce za svjeze (Rm = 1.4168 MPa) i odmrznute uzorke
(Rm = 1.3845 MPa) t-testom nije dobivena statisticki znacajna razlika (p = 0,5474) Sto
je potvrdeno i ANOVA-om (p = 0,5474) Ciji rezultati su dani na Slika 54.
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Slika 54. Rezultati analize varijance vla¢ne ¢vrstoée uzduznih svjezih (lijevo) i uzoraka
odmrznutih nakon mjesec dana pohrane (desno)

Tukeyjevim testom dobiven je interval pouzdanosti [-0,2439, 0,4432] koji sadrzi 0. Ovo
znaci da rezultati vlaCne ¢vrstoce ne pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu svjeZih

i odmrznutih uzoraka.

Slika 55. prikazuje polje deformacija dobiveno DIC metodom za svjeZi (a) i uzorak
odmrznut (b) nakon mjesec dana pri von Misesovoj deformaciji od 40-50%. Budu¢i da u
ovom istrazivanju nisu koriStene histoloSke metode kako bi se utvrdila to¢na orijentacija
vlakana ovi rezultati su interpretirani bez zakljucaka o povezanosti orijentacije vlakana i

deformacije samog tkiva aorte.
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Slika 55. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjezeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
mjesec dana (b)

Na gornjoj slici plavom bojom obojani su dijelovi uzorka s najmanjom deformacijom, a
crvenom bojom podrucja maksimalne deformacije. Unato¢ nedostatku poznavanja to¢ne
orijentacije vlakana unutar tkiva uzorka, rezultati optickih mjerenja jasno ukazuju na
heterogenost polja deformacije koje proizlazi iz heterogene strukture uzorka odnosno

anizotropnosti svojstava tkiva aorte.

Prilikom eksperimentalnog ispitivanja, korelacijom digitalne slike uo¢eno je povecano
naprezanje blizu prihvata kao posljedica rubnih uvijeta. Naime, tijekom izrade uzoraka
za ispitivanje upotrebom kalupa za izdvajanje tkiva i eventualnim oSte¢enjima prilikom
izdvajanja kirurskim skalpelom, prekidaju se veze medu pojedinim vlaknima te se na tim
mjestima prvo pojavljuju povecane deformacije te naknadno prva mjerljiva pucanja
tkiva. U pravilu, ovo su mjesta uz rub uzorka, kako je prikazano na Slika 56. gdje su
crvenom bojom oznacena podrucja vece, a plavom bojom podrucja manje deformacije

po von Misesu prikazane za tri uzastopne slike tijekom eksperimentalnog ispitivanja.

Takoder, povecano naprezanje odnosno deformacija javlja se i u blizini celjusti kao

posljedica prihvata kojim se dodatno opterecuje uzorak na tom mjestu.
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Slika 56. Porast polja deformacije prilikom eksperimentalnog ispitivanja

Povecanje deformacija dovodi do pucanja tkiva, i to prvo sloja intime odnosno sloja
endotelnih stanica i tanke elasticne lamine. Na gornjoj slici vidljivo je pucanje intime
blizu donjeg prihvata nakon cega, uslijed porasta deformacije, poCinje pucanje intime i

na drugim mjestima. Na Slika 57. (a) vidljiva su ¢ak tri mjesta na kojima je intima pukla.

Nakon pucanja ovog sloja gube se podaci o pomacima na tom podrucju buduéi da je
ovdje tkivo nakon pucanja bez nanesenog rastera Sto je oCita prepreka ispitivanju aorte
koja nakon pucanja intime moZe jo$S uvijek prenositi opterecenje, sve do konacnog

pucanja ostalih slojeva tj. cijelog uzorka (Slika 57. (b)).

Unatoc pucanju intime na nekoliko mjesta, svi uzorci (uzduzni i poprecni) koji su zavrsili
test pucanjem, odnosno nisu se izvukli iz prihvata, konac¢no su pukli pri sredini uzorka

kako je i priZeljkivano za dobro proveden eksperimentalni test.
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Slika 57. Slika uzorka prije samog pucanja (a) te uzorak nakon pucanja (b)

SvjeZi uzorci iskazuju nesto vece maksimalne deformacije prilikom istog opterecenja Sto
se vidi i na dijagramu (Slika 58.) koji prikazuje vrijednosti polja deformacije u pojedinoj
slici za svjeZi i odmrznuti uzorak. Vertikalne linije opisuju maksimalni odnosno
minimalni iznos deformacije u odredenoj slici dok se prosjecna vrijednost mijenja prema

prikazanim linijama.

Promatrajuci kretanje polja deformacije tijekom eksperimenta (Slika 58.) moZe se uociti
nelinearni mehanicki odziv tkiva aorte u jednoosnom vlacnom testu. Na ovaj nacin
metodom korelacije digitalne slike dokazano je nelinearno ponaSanje tkiva svinjske

torakalne aorte.
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Slika 58. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za svjeZe i uzorke odmrznute
nakon mjesec dana pohrane

Neparametarskom analizom varijance utvrdena je statisticki signifikantna razlika u
vrijednosti polja pomaka odmrznutih i svjeZih uzoraka (p= 3.8299e-06) Sto navodi na
zakljucak kako se mehanicki odziv u uzduznom smjeru mijenja ve¢ nakon mjesec dana

zamrzavanja. Na ovo upucuju i eksperimentalni rezultati dobiveni s kidalice.

> Cetiri mjeseca pohrane

Ukupno je ispitano 10 svjezih uzoraka aorte od kojih je 8 uzoraka puklo tijekom
eksperimentalnog ispitivanja. Uzorak 9 puknuo je pri stavljanju u prihvat uslijed reza
prilikom ciS¢enja uzorka kirurskim skalpelom, dok je uzorak 10 proklizavao tijekom
Citavog eksperimenta. Iz ovih razloga, uzorci 9 i 10 nisu uspjes$no zavrsili ispitivanje te
njihovi rezultati nisu razmatrani prilikom odredivanja modula elasti¢nosti (£1 i £2) kao
ni vla¢ne ¢vrstoce (Rm). Slika 59. prikazuje dijagrame deformacija-naprezanje za svjeze

uzduZne uzorke, za pohranu u trajanju od Cetiri mjeseca.

Rezultati modula elasti¢nosti i vlaCne ¢vrstoce svjeZih uzoraka dani su u tablici 8.
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Slika 59. Dijagram deformacija-naprezanje svjezih uzduznih uzoraka aorte za pohranu od Cetiri
mjeseca

Tablica 7. Rezultati ispitivanja svjeZih uzduznih uzoraka za pohranu od cetiri mjeseca

Uzorak £1 (MPa) E2> (MPa) Rm (MPa)
1 0.206094 2.389699 1.632244
2 0.202001 2.742754 1.944154
3 0.199939 2.780663 3.017066
4 0.205820 2.374846 1.820407
5 0.188729 2.580457 2.093319
6 0.169758 1.373806 0.637328
7 0.227752 2.207785 2.037400
8 0.198395 1.763284 1.344154
9 - - -
10 - - -
M 0.199811 2.276662 1.815759

St. dev. 0.016428 0.488352 0.679348
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Dijagram deformacija-naprezanje za uzduzne uzorke odmrznute nakon cCetiri mjeseca
pohrane prikazan je na Slika 60. dok su vrijednosti za module i vla¢nu ¢vrsto¢u dani u

Tablica 8.

Prilikom ispitivanja odmrznutih uzoraka, uzorci 4 i 5 izvlacili su se iz prihvata tijekom
eksperimenta i to iznad 0,6% odnosno 1% deformacije te rezultati modula elasti¢nosti
(£2) za ove uzorke nisu uzeti u obzir. Kako su se isti uzorci izvukli iz celjusti prije
pucanja, za ove uzorke nije odreden niti iznos vlacne cvrstoce, te je i ovdje uspjeSno

ispitano 8 uzduznih uzoraka.
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Slika 60. Dijagram deformacija-naprezanje uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon cetiri
mjeseca pohrane
Eksperimentom je utvrdeno kako se modul elasti¢nosti £1 smanjuje nakon Cetiri mjeseca
odmrzavanja s 0,1998 MPa na 0,1579 MPa Sto ukazuje na pad krutosti tkiva aorte u

prvom linearnom dijelu mehanic¢kog odziva.

Odmrznuti uzorci iskazali su i pad modula pri velikim deformacijama odnosno u drugom
linearnom dijelu (£2) mehanickog ponasanja pri ¢emu se modul smanjio s ,2767 MPa za

svjeZe na 1,6254 MPa za odmrznute uzorke.
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Vlacna ¢vrstoca veca je kod svjeZzih uzoraka (1,8158 MPa) i to dva puta (0,9597 MPa) Sto
jasno govori o promjenama u mehanickim svojstvima tkiva aorte nakon cetiri mjeseca

pohrane.

Tablica 8. Rezultati ispitivanja uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon Cetiri mjeseca pohrane

Uzorak £1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 0.164903 1.085587 0.73406
2 0.15832 2.09069 0.922222
3 0.181156 1.54168 0.918809
4 - - -
5 - - -
6 0.133201 1.987474 1.183297
7 0.146391 1.425329 0.930719
8 0.191892 2.01283 1.274873
9 0.145801 1.469982 0.800145
10 0.141165 1.389527 0.913725
M 0.157854 1.625388 0.959731

St. dev. 0.020405 0.361726 0.181946

Modul elasti¢nosti £1 odmrznutih aorti (0,1579 MPa) manji je od modula £1 svjezih aorti
(0,1998 MPa). Statisticka signifikantnost ovih rezultata utvrdena je t-testom ( p =
0,0004) te provjerena analizom varijance (p = 0,0005) ¢ije rezultate prikazuje Slika 61,
[0,0221, 0,0618] ne sadrzava 0 te se i ovi rezultati mogu smatrati statisticki

signifikantnima pri p < 0,05.
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Slika 61. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £1 za uzduZne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane (desno)

Pri velikim deformacijama modul elasticnosti £2 odmrznutih uzoraka aorte (1,6254
MPa) manji je od onog kod svjezih uzoraka (2,2767 MPa). T-test pokazuje da su ti
rezultati statisticki znacajno razlic¢iti (p = 0,009). Slika 62. prikazuje rezultate analize
varijance kojom je dokazano kako su vrijednosti modula £2 za svjeZe i odmrznute uzorke
statisticki znacajno razliciti (p = 0,009). Ovo je potvrdeno i Tukyjevim testom u kojem
interval pouzdanosti [0,1904, 1,1121] ne sadrZi 0 te se ovi rezultati mogu smatrati

statisticki signifikantnima.

Nakon pohrane u trajanju od Cetiri mjeseca eksperimentalno je utvrdeno kako je vlacna
¢vrstota odmrznutih uzoraka (0.9597 MPa) manja od vlacne cvrstoce svjeZih uzorka
(1,8158 MPa). T-test pokazao je signifikantnost razlike ovih rezultata (p = 0,004) Sto je
potvrdeno provedenom analizom varijance (p = 0,004) ¢ije rezultate prikazuje Slika 63.
Tuky testom utvrden je interval pouzdanosti rezultata vla¢ne cvrstoce [0,3227, 1,3893]
koji ne sadrzi 0 Sto konac¢no dokazuje kako se rezultati #m svjeZih i odmrznutih uzduznih

uzoraka statisticki znacajno razlikuju.
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Slika 62. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za uzduZne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane (desno)
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Slika 63. Rezultati analize varijance vla¢ne ¢vrsto¢e Rn za uzduzne svjeze (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane (desno)
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Slika 64. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjeZeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
Cetiri mjeseca (b)

Prilikom eksperimentalnog ispitivanja uzoraka nakon cetiri mjeseca pohrane uoceni su

isti efekti kao i kod skupine uzoraka pohrane u trajanju od mjesec dana. Prije svega,

promatrajuci kretanje polja deformacije tijekom ispitivanja (Slika 65.) moZe se uociti

njegovo nelinearno ponasanje Sto ukazuje na nelinearno mehanicko ponasanje tkiva

aorte.

Takoder, uocCen je i porast deformacije na rubnim djelovima uzoraka dok su deformacije
neSto manje u blizini prihvata uzorka. Kao Sto je ranije navedeno, ovo je posljedica
prihvata te pripreme uzorka prilikom koje dolazi do neminovnog prekida vlakana na
liniji po kojoj se uzorak izdvaja iz ostatka tkiva. Posljedica rezanja vlakana je smanjena

krutost uzorka na tom mjestu Sto dovodi do povecane deformacije pri istom naprezanju.

Promatraju¢i dijagram na Slika 65. mozZe se uociti kako svjeZi uzorci prilikom
eksperimenta poprimaju Siri spektar deformacija od odmrznutih uzoraka, vidljivo iz

razlike maksimalnih vrijednosti polja (vertikalne linije). U slucaju da je poznata veza
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izmedu broja slike i naprezanja (sile opterecenja) u toj slici, povrsina ispod ovih krivulja
mogla bi se povezati s energijom deformiranja. Oprema koriStena u ovom istraZivanju,
Aramis opticki sustav i upravljacka jedinica kidalice, nije u mogu¢nosti povezati ova dva
signala te se u ovom radu nece izvoditi zakljuc¢ci o vrijednosti i kretanju energije

deformiranja tkiva aorte.
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Slika 65. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za uzduZne svjeZe i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane

Neparametarskom analizom varijance provedenom na rezultatima uzoraka odmrznutih
nakon Cetiri mjeseca pohrane nije ustanovljena statisticki znacajna promjena
(p=0,3807), iako rezultati i dalje upucuju na veci raspon deformacija koje poprimaju
svjeZi uzorci tijekom eksperimenta, kao i na neSto vecu maksimalnu deformaciju svjezeg

tkiva aorte (Slika 65.).
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» Devet mjeseci pohrane

Od ukupno 10 svjezih uzoraka za eksperimentalno ispitivanje, tri uzorka (3, 7 i 5)
proklizavala su pri niskim deformacijama, dok je kod uzorka 10 doslo do rotacije celjusti
pri deformacijama iznad 1%. Rezultati uzoraka 3, 4 i 5 za modul elasti¢nosti £1 nisu uzeti
u obzir zbog izvlacenja uzorka na pocetku testa. Unatoc¢ proklizavanju, svi uzorci zavrsili

su test pucanjem tkiva te je dobiven iznos vlacne ¢vrstoce za sve svjeZze uzorke.
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Slika 66. Dijagram deformacija-naprezanje svijezih uzduznih uzoraka aorte za pohranu od devet
mjeseci

Slika 66. prikazuje eksperimentalno dobiven odnos deformacija-naprezanje za uzduzne

svjeze uzorke ¢iji su odgovarajuci parovi uzoraka pohranjeni u teku¢em dusiku na devet

mjeseci dok Tablica 9. prikazuje rezultate ovih uzoraka za modul elasti¢nosti pri malim

deformacijama (£1), modul elasticnosti u drugom linearnom dijelu mehanic¢kog

ponasanja tkiva aorte (£2) te vlacnu cvrstocu (Rm) odnosno naprezanje pri kojem je

doslo do pucanja uzorka.
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Tablica 9. Rezultati ispitivanja svjeZih uzduZnih uzoraka za pohranu od devet mjeseci

Uzorak E1 (MPa) E2 (MPa) Rm (MPa)
1 0.188667 2.647017 2.01358
2 0.159165 2.380478 2.09833
3 - 2.444254 1.952796
4 - 2.128555 2.205374
5 - 1977121 1.879956
6 0.140846 2.173337 2.081627
7 0.167492 2.278191 2.093537
8 0.153366 2.272891 2.302033
9 0.13442 2.829067 1.693464
10 0.168518 1.901960 1.752505
M 0.158925 2.3032870 2.007320
St. dev. 0.018295 0.286132 0.191482

Slika 67. prikazuje odnos deformacija-naprezanje dobiven eksperimentalnim
ispitivanjem uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon 9 mjeseci. Eksperimentalni
rezultati modula elasti¢nosti £1 i £2 te vlacne C¢vrstoe Rm dani su u Tablica 10. s

istaknutim prosje¢nim vrijednostima te standardnom devijacijom pojedinog rezultata.

Tijekom ispitivanja uzoraka odmrznutih nakon 9 mjeseci dosSlo je do namjeStanja
odredenih uzoraka (2, 8 i 9) u celjustima kidalice na samom pocetku testa, pa za
navedene uzorke nije dobiven rezultat modula elasticnosti (£1). Nakon pocetnog
namjeStanja uzoraka eksperimenti su provedeni do kraja uz pucanje uzoraka ¢ime je

dobiven iznos vla¢ne ¢vrstoce za sve uzorke.

Promatraju¢i navedene rezultate moZe se uociti pad krutosti tkiva aorte nakon
odmrzavanja na Sto ukazuje smanjenje vrijednosti modula elasti¢nosti £1 i £2 kao i
vlacne ¢vrstoce Rm. Modul £1 se smanjio s 0,1589 MPa kod svjezih na 0,1365 MPa kod
odmrznutih uzoraka. Modul elasti¢nosti pri velikim deformacijama (£2) prolazi kroz jo$
veCe promjene nakon odmrzavanja te opada s 2,3033 MPa na 1,7126 MPa nakon
odmrzavanja, dok je vlatna cvrstoca nakon odmrzavanja (1,0798 MPa) gotovo

dvostruko manja nego kod svjeZe aorte (2,0073 MPa).
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Slika 67. Dijagram deformacija-naprezanje uzduznih uzoraka aorte odmrznutih nakon devet
mjeseci pohrane

Tablica 10. Rezultati ispitivanja uzduZnih uzoraka aorte odmrznutih nakon devet mjeseci

pohrane

Uzorak E1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 0.141162 1.384299 0.858025
2 - 1.946095 1.110675
3 0.122737 1.141969 0.432389
4 0.139049 1.152442 0.552796
5 0.154067 2.374021 1.704139
6 0.134979 1.879408 1.030937
7 0.122172 1.203075 0.854611
8 - 1.904884 1.197095
9 - 1.921007 1.380247
10 0.141573 2.218741 1.676979
M 0.136534 1.712594 1.079789
St. dev. 0.011251 0.454997 0.428247
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StatistiCkom obradom eksperimentalnih rezultata za module elasti¢nost £, t-testom je
pokazana statisticki znacajna razlika (p = 0,0173) izmedu modula odmrznutih (0,1365
MPa), odnosno svjeZih uzoraka (0,1589 MPa), a potvrdena je analizom varijance (p =
0,0173) (Slika 68.). Tuky test ne sadrzi 0 [0,0047, 0,0401] te se rezultati smatraju

statistic¢ki znacajnima.
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Slika 68. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za uzduzne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)

Modul elasti¢nosti £2, manji je kod odmrznutih aorti (1,7126 MPa) nego kod svjeZih
uzoraka (2,3033 MPa) Sto je pokazano t-testom (p = 0,0027), a potvrdeno analizom
varijance (p = 0,0027) Ccije rezultate pokazuje Slika 69. Tuky testom interval
pouzdanosti [0,2336, 0,9478] ne sadrzava 0 te se ovi rezultati smatraju statisticki

znacCajnima.

Nakon 9 mjeseci pohrane, odmrznute aorte postizale su statisticki znacajno (p =
6.7468e-06) manju vlacnu ¢vrstocu (1.0798 MPa) od svjeZih uzoraka (2.0073 MPa) Sto
je potvrdeno ANOVA-om (p = 6.7468e-06) te Tuky testom [0,6159, 1,2392]. Slika 70.

prikazuje rezultate analize varijance za vlacnu ¢vrstocu.
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Slika 69. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za uzduZne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)
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Slika 70. Rezultati analize varijance vla¢ne ¢vrstoce Rn za uzduzne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)
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Slika 71. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjezeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
devet mjeseci (b)

Aramis sustavom uhvaceno je polje deformacije na uzduznim uzorcima nakon pohrane
od devet mjeseci (Slika 71.). Kao Sto je i oCekivano, skok u iznosu deformacije pojavljuje
se na rubovima uzorka odakle lagano prodire kroz citavo tkivo dovodeci, kako je ranije
opisano, prvo do pucanja intime, a onda i ostatka uzorka. Promatrajuéi rezultate
korelacije digitalne slike uoceno je kako ova skupina uzoraka iskazuje manje
deformacije na mjestu samog prihvata odnosno na mjestu suzavanja uzorka, za razliku

od rezultata svjeZih uzoraka za pohranu od mjesec dana (Slika 55.).

Metodom korelacije digitalne slike i kod uzoraka nakon devet mjeseci pohrane uocen je
Siri spektar deformacija nego kod svjeZeg tkiva Sto se moze uociti na dijagramu danom
na Slika 72. Takoder, i ovdje se pokazalo kako svjeZi uzorci mogu poprimiti vece

deformacije prije samog pucanja nego uzorci odmrznuti nakon devet mjeseci pohrane.
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Slika 72. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za svjeZe i uzorke odmrznute
nakon devet mjeseci pohrane

Slika 72. prikazuje kretanje polja pomaka prilikom eksperimentalnog ispitivanja svjezih
i uzoraka odmrznutih nakon devet mjeseci. Linija koja prati srednju vrijednost polja
deformacije u odredenoj slici jasno ukazuje na nelinearno ponasanje polja deformacije

odnosno mehanic¢kog odziva tkiva aorte u staticCkom vla¢nom testu.

Uzorci odmrznuti nakon 9 mjeseci pokazali su u Kolmogorov-Smirnovom testu

statisticki znacajnu razliku rezultata u odnosu na svjeZe uzorke aorte (p = 4.6685e-06).
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» Rasprava

U provedenom istraZivanju uzduzZni uzorci torakalne svinjske aorte podvrgnuti su
jednoosnom statickom vlacnom testu pri ¢emu su s upravljacke jedinice kidalice
prikupljeni podaci o deformaciji i naprezanju, dok je opticCkom metodom korelacije

digitalne slike dobiveno polje pomaka po ¢itavoj mjernoj povrsini uzoraka.

[z podataka s kidalice odredeni su modul elasti¢cnosti u prvom (£1) te u drugom
linearnom podrucju (£2) mehanickog odziva tkiva aorte, dok je u trenutku pucanja
uzorka zabiljeZen podatak o vlacnoj ¢vrsto¢i uzorka (Rm). Navedeni rezultati ovdje su

sumarno dani za ove tri skupine svjeZih i odmrznutih uzoraka.

Rezultati modula elasti¢nosti £1 u uzduZnom smjeru aorte ukazuju na smanjenje
krutosti nakon odmrzavanja Sto se vidi kao jasan trend na Slika 73. Ovo je potvrdeno i
statistickom obradom dobivenih rezultata te su na istoj slici dani i rezultati statisticke
znacajnosti (p) dobiveni t-testom. Pad krutosti nakon mjesec dana pohrane iznosi
gotovo 15%, dok je nesto izraZeniji nakon Cetiri mjeseca (27%). Nakon devet mjeseci

pohrane modul elasti¢nosti £1 u uzduZznom smjeru aorte manji je za oko 16%.
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Slika 73. Vrijednosti modula elasti¢nosti £1 za uzduzni smjer aorte za sve skupine uzoraka
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Za sve uzorke potvrden je statisticki znacajan pad modula £1 (p < 0,05) nakon

odmrzavanja.

Pad krutosti nakon odmrzavanja uzoraka vidljiv je i kod rezultata za modul elasti¢nosti
E> (Slika 74.) koji ukazuje na krutost aorte pri velikim deformacijama, odnosno nakon

ukljucenja kolagenskih vlakana u proces deformiranja.

Promatrajuci rezultate E2 na Slika 74. moZe se uociti kako je modul pri velikim
deformacijama vec¢i kod uzoraka odmrznutih nakon devet mjeseci nego kod skupine
uzoraka pohranjene na Cetiri mjeseca. Ovdje treba imati na umu kako su te skupine aorti
uzete od razlicitih Zivotinja Sto moze dovesti do malih odstupanja u eksperimentalnim
rezultatima, dok su statistickim metodama usporedivani samo uzorci unutar iste
skupine. Takoder, bez daljnjih ispitivanja ne moZe se opovrgnuti ni mogucnost
odredenih posljedica krioprezervacije koje mogu dovesti do povecanja krutosti £2 u
uzduZnom smjeru nakon cetvrtog mjeseca pohrane. Unato¢ tome, eksperimentalno je
dobiveno smanjenje modula elastiCnosti £2, a statistickim metodama je potvrdena
znacajnost za sve skupine odmrznutih uzoraka. Dakle, do statisticki znacajnih promjena,

odnosno smanjenja krutosti aorte, dolazi ve¢ nakon prvog mjeseca pohrane (22%).
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Slika 74. Vrijednosti modula elasti¢nosti £> za uzduzni smjer aorte za sve skupine uzoraka

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti



7. Rezultati 109

Pad vrijednosti modula £2 nakon Cetiri mjeseca pohrane iznosi ¢ak 40%, dok je kod
uzoraka odmrznutih nakon devet mjeseci ovaj pad neSto manji, oko 35%. Svi rezultati
pokazali su se statisticki znacajnima pri ¢emu se p vrijednost za pojedine skupine

uzoraka moZe vidjeti na Slika 74.

Odredivanje vla¢ne ¢vrstoce Rm, uzoraka aorte, zahtjevan je proces iz viSe razloga. lako
se svega nekoliko uzoraka izvuklo prije kraja testa te za njih nisu dobiveni iznosi Rm,
prilikom opterec¢enja uzoraka moZe do¢i do popustanja na jednom ili viSe mjesta prije
kona¢nog pucanja uzorka S$to kompromitira identificiranje ove veliCine. Naime, u
trenutku prvog popustanja dolazi do smanjenja poprecne povrsine uzorka kojeg nije
moguce zabiljeziti. Takoder, samo mjernjenje poprecne povrSine uzorka zahtjeva
preciznu mjernu opremu budu¢i da ve¢ prilikom naslanjanja pomi¢nog mjerila na
uzorak dolazi do deformiranja tkiva te prividnog smanjenja mjerene dimenzije (Sirina i
debljina). Sve ovo dovodi do rasipanja rezultata vlac¢ne ¢vrstoce te oteZanog odredivanja
njene promjene pod utjecajem vremena pohrane uzorka. Slika 74. prikazuje utjecaj

vremena pohrane uzoraka na vla¢nu ¢vrstocu za sve skupine uzoraka.
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Slika 75. Vrijednosti vlacne ¢vrstoce Rm za uzduzni smjer aorte za sve skupine uzoraka

[ako je u eksperimentalnim ispitivanjima uocen pad vlacne ¢vrsto¢e u uzduznom smjeru

uzoraka ve¢ nakon mjesec dana pohrane (7%), ova promjena nije statisticki znacajna.
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Znacajan pad vlacne cvrstoce, za otprilike 50%, uocen je kod uzoraka odmrznutih nakon
Cetiri odnosno devet mjeseci te bi trebalo provesti dodatna ispitivanja nakon 2 i 3
mjeseca pohrane kako bi odredili to¢no vrijeme pohrane nakon kojeg se vla¢na ¢vrstoca

znacajno smanji.

Metodom korelacije digitalne slike u provedenom istraZivanju dobiveno je polje
deformacije na povrsini uzorka u statickom vlacnom testu. Rezultati jasno ukazuju na
anizotropnost mehanickog odziva tkiva aorte Sto dovodi u pitanje vjerodostojnost
izotropnih materijalnih modela kakvi su naj¢es¢e u upotrebi. Takoder upotrebom ove
opticke metode identificirano je nelinearno ponasanje tkiva aorte prilikom jednoosnog
testa u smislu ponasanja polja deformacije u svim slikama ispitivanja uzorka. SvjeZzi
uzorci snimani ARAMIS sustavom dostizali su vec¢e deformacije prije kona¢nog pucanja
uzorka na Sto ukazuju i rezultati dobiveni s kidalice. SvjeZi uzorci poprimali su Siri
spektar deformacija u odredenoj slici, odnosno pri odredenom naprezanju, $to bi moglo
znaciti i ve¢u potencijalnu energiju deformacije kod svjezih uzoraka, no za ovaj zakljucak

bilo bi potrebno povezati podatke ARAMIS sustava i upravljacke jedinice kidalice.

Zbog tehniCke ograniCenosti sustava ARAMIS, odnosno upravljacke jedinice kidalice,
rezultate korelacije digitalne slike (polje deformacije u odredenoj slici) nije bilo moguce
direktno povezati s naprezanjem na kidalici te su ovi rezultati prikladniji za upotrebu u
okviru metode konac¢nih elemenata gdje mogu posluziti kao rubni uvjet na povrsini tkiva
aorte. Kako sustav ARAMIS nudi pohranu geometrije uzorka u *stl formatu, moguce je
ovo iskoristiti za izradu materijalnog modela aorte unutar nekog od FEM programskih

paketa poput Abaqusa.
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7.1.2. Poprecni uzorci

» Jedan mjesec pohrane

Ukupno je ispitano 8 svjeZih poprecnih uzoraka aorte za pohranu od mjesec dana. Svi
uzroci uspjeSno su zavrsSili testove pucanjem tkiva, te nije zabiljeZeno proklizavanje
uzoraka ili namjeStanje Celjusti kidalice. Dva uzorka oStec¢ena su prilikom pripreme te

oni nisu bili podvrgnuti eksperimentalnom ispitivanju.

Na Slika 76. prikazani su eksperimentalni rezultati statickog vlatnog ispitivanja svjeZih
uzoraka aorte Ciji su odgovarajuci parovi pohranjeni u teku¢i dusik na mjesec dana. Iz
rezultata je vidljivo da poprecni uzorci dostiZzu vece vrijednosti deformacije od uzduznih
uzoraka, a od ispitanih Sest uzoraka je postiglo vise od 2% inZenjerske deformacije (2, 4,
5, 6, 7 i 8) Sto nije bio slucaj kod nijednog uzduZznog uzorka. Tablica 11. sadrzi rezultate

eksperimentalnih ispitivanja za sve uzorke i to za module elasti¢nosti £1 i £2 te vlacnu

¢vrstoéu Rm.
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Slika 76. Dijagram deformacija-naprezanje svijezih poprecnih uzoraka aorte za pohranu od
mjesec dana

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti



7. Rezultati

Tablica 11. Rezultati ispitivanja svjezih poprec¢nih uzoraka aorte za pohranu od mjesec dana

Uzorak E1 (MPa) E2 (MPa) Rm (MPa)
1 0.159868 1.457676 1.253116
2 0.095534 1.206886 1.28619
3 0.163622 1.44905 1.410127
4 0.173817 1.372766 1.591997
5 0.162828 0.825399 1.453187
6 0.148733 1.153896 1.501133
7 0.194605 1.228798 1.516006
8 0.198983 1.365079 1.522592
9 - - -
10 - - -
M 0.162249 1.257444 1.441794

St. dev. 0.032008 0.207864 0.118961
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Pri ispitivanju odmrznutih uzoraka, svi eksperimenti zavrsili su pucanjem uzoraka te je

dobiven iznos vlacne ¢vrstoée i modula elasti¢nosti za 10 uzoraka.

Na Slika 77. prikazan je dijagram deformacija-naprezanje za poprecne uzorke
odmrznute nakon mjesec dana. Iz rezultata je vidljiv porast nagiba krivulja deformacija-
naprezanje u odnosu na svjeze uzorake Sto za posljedicu ima povecanje modula

elasti¢nosti £1 i E2 koji su zajedno s rezultatima vlac¢ne ¢vrstoce dani u Tablica 12.

Ovaj porast krutosti u popretnom smjeru nakon odmrzavanja uocen je i kod ostalih
skupina poprecnih uzoraka ¢iji su rezultati dani u nastavku ovog poglavlja. Statistickim

metodama danim u nastavku, utvrdena je statisticka signifikantnost ovih rezultata.
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Slika 77. Dijagram deformacija-naprezanje poprecnih uzoraka aorte odmrznutih nakon mjesec
dana pohrane

Tablica 12. Rezultati ispitivanja poprecnih uzoraka odmrznutih nakon mjesec dana pohrane

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti

Uzorak E1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 0.389309 2.336904 1.596805
2 0.462453 3.094356 1.652723
3 0.376844 2.143973 1.413725
4 0.453836 3.806652 1.8748
5 0.375745 3.321355 1.423893
6 0.670583 4.270475 2.290123
7 0.343212 4.261923 2.129121
8 0.435372 4.858844 2.615614
9 0.37962 3.790229 1.613798
10 0.452818 3.97522 1.723965
M 0.433979 3.585993 1.833457

St. dev. 0.092729 0.865309 0.394724
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T-testom je utvrdeno kako je modul elasti¢nosti £1 kod odmrznutih aorti (0,4339 MPa)
ve¢i od modula £1 svjezih aorti (0,1622 MPa), a razlika je statisticki znacajna (p =
6,7432e-07) (Slika 78.). Ovi rezultati potvrdeni su analizom varijance (p = 2,02454e-
07) te Tuky testom [-0,3830, -0,2254].
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Slika 78. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £1 za poprecne svjeze (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon mjesec dana pohrane (desno)

Modul elasti¢nosti £2 odmrznutih aorti (3,5859 MPa) ve¢i je od modula £2 kod svjeZih
uzoraka (1,2574 MPa) Sto je t-testom pokazano statisticki znac¢ajnom razlikom (p =
1,5019e-06), takoder potvrdenom ANOVA-om (p = 1,4986e-07) (Slika 79.) te Tuky
testom [-2,8733, -1,8260].

T-test pokazao je da je vlacna ¢vrstota odmrznutih uzoraka (1,8335 MPa) statisticki
znacajno (0,0159 MPa) veca od vlacne cvrstoce svjezih uzoraka (1,4418 MPa) Sto je
potvrdeno analizom varijance (p = 0,0088) (Slika 80.) te Tuky testom [-1,1666, -
0,1935].
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Slika 79. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za poprecne svjeze (lijevo) i uzorke
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Slika 80. Rezultati analize varijance vlacne ¢vrstoce Rn za poprecne svjeZe (lijevo) i uzorke

odmrznute nakon mjesec dana pohrane (desno)
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Rezultati korelacije digitalne slike (Slika 81.) dali su polje deformacija poprec¢nih
uzoraka koje se, kao i kod uzduznih uzoraka, ponasa izrazito heterogeno te ukazuje na
anizotropnost mehanickih svojstava tkiva aorte. Takoder, uoceni su porasti deformacija
uz rub uzorka kao posljedica presijecanja pojedinih vlakana prilikom pripreme uzorka

kalupom za izrezivanje odnosno kirurskim skalpelom.

Slika 81. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjezeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
mjesec dana (b)

Promatranjem kretanja polja deformacije (Slika 82.) tijekom eksperimentalnog

ispitivanja moze se uociti nelinearnost ovog ponasanja kao Sto je ve¢ opisano kod

uzduznih uzoraka.

Prilikom statisticke obrade neparemetarskom analizom varijance nije utvrdena
statisticki znacajna razlika (p = 0,4728) polja deformacije svjezih i uzoraka odmrznutih
nakon mjesec dana pohrane. Unatoc¢ tome, svjeZi uzorci i dalje iskazuju nesto veci raspon
deformacija od odmrznutih uzoraka kao i ve¢u maksimalnu deformaciju prije pucanja
uzorka. Prosjecna vrijednost polja pomaka nesto je veca kod odmrznutih uzoraka sto je

vidljivo i na slici Slika 82.
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Slika 82. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za svjeZe i uzorke odmrznute

nakon mjesec dana
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> Cetiri mjeseca pohrane

Kod ispitivanja svjezih poprec¢nih uzoraka za pohranu od Cetiri mjeseca, dva uzorka (3 i
10) su oSteCena prilikom izrezivanja kalupom iz ostatka tkiva te su uzorci pukli pri
stavljanju u prihvat. Uzorak 2 namjestao se u cCeljusti kod deformacija iznad 1% te za
ovaj uzorak nije odreden modul elasti¢nosti £2, dok je kod uzorka 8 doslo do pomicanja
Celjusti pri malim deformacijama, pa za ovaj uzorak nije odreden modul elasticnosti £i.
Unato¢ proklizavanju kod uzoraka 2 i 8, svi testovi zavrsili tu pucanjem uzorka te su

dobivene vrijednosti vlacne ¢vrstoce za sve ispitane uzorke.

Slika 83. prikazuje eksperimentalno dobivene Kkrivulje deformacija-naprezanje za svjeze
poprecne uzorke ciji su odgovarajuéi parovi pohranjeni na cetiri mjeseca. I ovdje se da
primjetiti ve¢i iznos deformacije (> 2%) koji dostiZzu poprecni uzorci prije pucanja.
Rezultati ovih uzoraka za module £1 i £ te vlacnu ¢vrstoéu Rm, dani su u Tablica 13.

zajedno s prosjecnim vrijednostima i standardnom devijacijom.
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Slika 83. Dijagram deformacija-naprezanje svjeZih poprecnih uzoraka aorte za pohranu od cetiri
mjeseca
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Tablica 13. Rezultati ispitivanja svjezih-poprec¢nih uzoraka aorte za pohranu od Cetiri mjeseca

Uzorak E1 (MPa) E2 (MPa) Rm (MPa)
1 0.147282 0.997687 1.208499
2 0.209051 - 2.059915
3 - - -
4 0.187688 1.054619 1.684632
5 0.185527 0.949793 1.158924
6 0.168148 1.056235 1.628399
7 0.180380 1.187554 1.373796
8 - 1.252535 1.90949
9 0.178641 1.038847 1.32585
10 - - -
M 0.179531 1.076753 1.543688

St. dev. 0.018908 0.106375 0.330380

Rezultati eksperimentalnih ispitivanja poprec¢nih uzoraka odmrznutih nakon cetiri

mjeseca pohrane dani su u obliku krivulja deformacija-naprezanje na Slika 84. dok su

rezultati za module elasti¢nosti i vla¢nu ¢vrsto¢u dani u Tablica 14.

Prilikom ispitivanja odmrznutih uzoraka doslo je do namjeStanja uzoraka 1 i 7 pri malim

deformacijama te uzoraka 6 i 8 pri deformacijama iznad 1%. Uzorak 4 proklizavao je

prilikom cijelog testa, no ipak je test zavrSio pucanjem. Zbog navedenog, uzorcima 1, 4 i

7 nije odreden modul £1, dok za uzorke 4, 6 i 8 nije odreden modul elasti¢nosti £2. Svim

uzorcima odredena je vla¢na ¢vrstoca.
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Slika 84. Dijagram deformacija-naprezanje poprecnih uzoraka aorte odmrznutih nakon cetiri

Tablica 14. Rezultati ispitivanja poprecnih uzoraka aorte odmrznutih nakon cetiri mjeseca

mjeseca pohrane

Uzorak £1 (MPa) E2> (MPa) Rm (MPa)
1 - 1.158895 1.635198
2 0.223932 1.253558 1.577337
3 0.207492 1.125386 1.640156
4 - - 1.921246
5 0.196346 1.236547 2.003895
6 0.213032 - 2.053541
7 - 1.295911 1.93449
8 0.191776 - 1.807153
9 0.186235 1.114157 1.798867
10 0.180172 1.416385 1.817068
M 0.199855 1.228691 1.818895
St. dev. 0.015611 0.107307 0.162517
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Promatrajuci rezultate modula elasti¢nosti £3, t-testom dobivena je statisticki znacajna
razlika (p = 0,0487) izmedu modula £1 odmrznutih uzoraka (0,1999 MPa) i svjezih
uzoraka (0,1795 MPa) (Slika 85.). Statisticka znacajnost potvrdena je analizom varijance
(p = 0,0487) te Tuky testom [-0,0405, -0,0001]. Modul elasti¢nosti £2 odmrznutih aorti
(1,2287 MPa) nesto je vedi od istog modula kod svjeZih uzoraka (1,0768 MPa). T-testom
utvrdena je statisticka signifikantnost ovih rezultatat (p = 0,0208) Sto je provjereno

analizom varijance (p = 0,0208) (Slika 86.) te Tuky testom [-0,2764, -0,0275].

Vlac¢na ¢vrstoca odmrznutih uzoraka (1,8189 MPa) veca je od one kod svjeZih uzoraka
(1,5437 MPa). Statisticka signifikantnost ovih rezultata odredena je t-testom (p =
0,0340), analizom varijance (p = 0,0458) (Slika 87.) te Tuky testom [-0,5462, -0,0059]

dodatno je potvrdena statisticka znacCajnost razlike rezultata vla¢ne ¢vrstoce.
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Slika 85. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za poprecne svjeze (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane (desno)
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Slika 86. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £ za poprecne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon cetiri mjeseca pohrane (desno)
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Slika 87. Rezultati analize varijance vla¢ne ¢vrsto¢e Rn za poprecne svjeze (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane (desno)
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Rezultati korelacije digitalne slike i ovdje su dali polje pomaka odnosno deformacija
uzorka koje je, kako je vidljivo na Slika 88., izrazito heterogeno te upucuje na

anizotropno mehanicko ponasanje tkiva aorte u jednoosnom vlatnom testu.
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Slika 88. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjeZeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
Cetiri mjeseca (b)

Kao i kod ostalih uzoraka, kao posljedica obrade uzoraka na Slika 88. vidljiv je porast

deformacije na rubovima uzoraka, kod svjezeg uzorka blizu gornjeg i donjeg prihvata

dok je kod odmrznutog uzorka uocen skok u deformaciji i u srediSnjem djelu na mjestu

gdje je naknadno nastupilo pucanje uzorka.

Rezultati polja pomaka dani u obliku dijagrama na Slika 89. i ovdje ukazuju na nelinearni
mehanicki odziv tkiva aorte na narinuto vlacno opterecenje pri Cemu svjezi uzorci i

ovdje poprimaju veci raspon vrijednosti deformacije od odmrznutih uzoraka.
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Slika 89. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za svjeZe i uzorke odmrznute

nakon cetiri mjeseca pohrane

Nakon cetiri mjeseca pohrane, neparametarskom analizom varijance utvrdena je snazna

statisticka znacajnost (p = 7,6859e-06) rezultata polja deformacija za svjeze i

odmrznute uzorke u popre¢nom smjeru Sto ukazuje na promjene u mehani¢ckom odzivu

uzoraka prije i nakon odmrzavanja.
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» Devet mjeseci pohrane

[spitivanje svjeZih uzoraka provedeno je s 10 vla¢nih testova od kojih je 7 zavrsilo
pucanjem uzorka. Dva uzorka (1 i 8) namjeStali su se u prihvatu pri malim
deformacijama te im nije odreden modul elasti¢nosti £1. Pri ve¢im deformacijama doslo
je do namjeStanja uzoraka 4 i 9 te za njih nije uspjeSno odreden modul £2. Uzorci 6, 7 i

10 izvukli su se prije kraja testa te za njih nije odredena vlacna €vrstoca.

Rezultati eksperimentalnog ispitivanja svjeZzih uzoraka Cciji su odgovaraju¢i parovi
pohranjeni na devet mjeseci prikazani su na Slika 90. u obliku dijagrama deformacija-
naprezanje. U ovoj skupini svi uzorci su prilikom ispitivanja postigli deformacije vece od
2% Sto je znatno viSe negoli za uzduZne uzorke od kojih je samo nekoliko imalo sli¢ne

vrijednosti deformacije prije pucanja.
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Slika 90. Dijagram deformacija-naprezanje svjeZih poprecnih uzoraka aorte za pohranu od devet
mjeseci
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Iz provedenih ispitivanja odredene su vrijednosti modula elasti¢nosti £1 i £2 te vlacne

¢vrstoce Rm koje su zajedno s prosjec¢nim vrijednostima i standardnom devijacijom dane

u Tablica 15.

Tablica 15. Rezultati ispitivanja svjezih poprec¢nih uzoraka aorte za pohranu od devet mjeseci

Uzorak £1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 - 1.035633 1.65949
2 0.199918 1.048285 1.705737
3 0.196898 0.844415 1.675992
4 0.256210 - 1.370184
5 0.181958 0.822808 1.675992
6 0.193118 0.981874 -
7 0.208476 1.148662 -
8 - 1.117241 1.401629
9 0.230441 - 1.656161
10 0.219818 1.116515 -
M 0.210855 1.014429 1.592169
St. dev. 0.023877 0.123802 0.142103

Ukupno je ispitano 10 odmrznutih poprecnih uzoraka. Pri malim deformacijama uzorci

115 su proklizavali i namjesStali se u prihvatu te za njih nije odreden modul £i. Pri

velikim deformacijama (iznad 1%) proklizavali su uzorci 2 i 4, a uzorci 2, 3 i 4 nisu

zavrsili pucanjem tkiva ve¢ su se prije toga izvukli iz prihvata.

Slika 91. prikazuje vezu deformacija-naprezanje za poprecne uzorke odmrznute nakon

devet mjeseci pohrane dobivene jednoosnim statickim vlacnim testom. Rezultati modula

elasti¢nosti i vlacne ¢vrstoce dani su u Tablica 16. te su zajedno s rezultatima svjeZih

uzoraka podvrgnuti statistickoj analizi kako bi se utvrdila signifikantnost razlike ovih

rezultata.
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Slika 91. Dijagram deformacija-naprezanje poprecnih uzoraka aorte odmrznutih nakon devet
mjeseci pohrane

Tablica 16. Rezultati ispitivanja poprecnih uzoraka aorte odmrznutih nakon devet mjeseci

Uzorak E1 (MPa) E> (MPa) Rm (MPa)
1 - 1.250516 1.785765
2 0.160324 - -
3 0.173068 0.90627 -
4 0.19045 - -
5 - 1.439158 1.966006
6 0.183605 1.586251 2.187606
7 0.170137 1.235182 1.708074
8 0.175138 1.645139 2.265297
9 0.168868 1.284391 1.883357
10 0.166503 1.371405 1.701487
M 0.173512 1.339789 1.928227
St. dev. 0.009618 0.231386 0.225281
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Modul elasti¢nosti £1 odmrznutih aorti (0,1735 MPa) neSto je manji nego kod svjeZih
uzoraka (0,2109 MPa). T-testom (p = 0,0011), analizom varijance (p = 0,0011) i Tukey
testom [0,0178, 0,0569] potvrdena je statisticka znacajnost te razlike (Slika 92.).
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Slika 92. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £1 za poprecne svjeze (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)

Za razliku od modula £1, modul elasti¢nosti £2 odmrznutih Zila (1,3398 MPa) vedi je
nego kod svjezih uzoraka (1,0144 MPa). T-testom dobivena je statisticka signifikantnost
ovih rezultata (p = 0,0035), potvrdena analizom varijance (p = 0,0035) te Tuky testom
[-0,5244,-0,1264] (Slika 93.).

Vla¢na c¢vrstoa odmrznutih uzoraka aorte (1,9282 MPa) veca je nego kod svjezih
uzoraka (1,5922 MPa). T-test dao je statisticku signifikantnost rezultata (p = 0,0059)
koju je potvrdila analiza varijance (p = 0,0059) te Tuky test [-0,5554, -0,1167] (Slika
94.).
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Slika 93. Rezultati analize varijance modula elasti¢nosti £; za poprecne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)
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Slika 94. Rezultati analize varijance vlacne ¢vrstoce Rn za poprecne svjeZe (lijevo) i uzorke
odmrznute nakon devet mjeseci pohrane (desno)
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Na Slika 95. prikazani su rezultati eksperimentalnog ispitivanja prikupljeni ARAMIS
mjernim sustavom odnosno metodom korelacije digitalne slike za jedan svjeZi i jedan
uzorak odmrznut nakon devet mjeseci pohrane. Rezultati ukazuju na heterogenost polja
deformacije prilikom jednoosnog statickog vlacnog testa $to je jasan znak anizotropnosti
mehanickih svojstava tkiva aorte. Vece deformacije pojavljuju se na rubovima uzoraka
kao posljedica prekinutih vlakana, a na Slika 95. mogu se vidjeti ti djelovi obojani
crvenom bojom koja oznacava podrucja u kojima deformacija prelazi 50% prema von

Misesu.
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Slika 95. Rezultati korelacije digitalne slike za ispitivanje svjeZeg (a) i uzorka odmrznutog nakon
devet mjeseci (b)

Promjena vrijednosti deformacije u svakoj slici tijekom eksperimentalnog ispitivanja
uzoraka aorte dana je u obliku dijagrama na Slika 96. Iz dijagrama je vidljiva
nelinearnost promjene deformacije dobivene metodom korelacije digitalne slike tijekom
statickog vlacnog testa za svjeZe i uzorke odmrznute nakon devet mjeseci pohrane. Na
istom dijagramu uocljivo je kako su svjezi uzorci dostigli vecu konac¢nu deformaciju,
prije pucanja, Sto potvrduju i rezultati eksperimentalnih ispitivanja dobiveni s

upravljacke jedinice kidalice, a prikazani dijagramima na slikama Slika 90. i Slika 91.
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Slika 96. Vrijednosti polja deformacije dobivene DIC metodom za svjeZe i odmrznute uzorke

Statistickom obradom rezultata polja pomaka nije utvrdena statisticki signifikantna

razlika (p = 0.2090) u vrijednosti polja pomaka svjeZih i odmrznutih uzoraka aorte u

popre¢nom smjeru. UnatoC tome, jasan trend veceg raspona deformacija koje poprimaju

svjezi uzorci vidljiv je i kod ove skupine uzoraka (Slika 96.).
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» Rasprava

U eksperimentalnom ispitivanju uzduznih uzoraka aorte uocen je porast Kkrutosti
odnosno modula elasti¢nosti pri malim (£1) i velikim deformacijama (£2) kao i porast
vlatne cCvrstote (Rm) nakon odmrzavanja uzoraka. Optickim mjernim sustavom

dobiveno je polje deformacija na povrsini uzorka tijekom jednoosnog vla¢nog testa.

Na Slika 97. prikazani su rezultati modula elasti¢nosti (£1) u poc¢etnom linearnom djelu
mehanickog odziva tkiva aorte. Za svaku skupinu uzoraka dana je p vrijednost koja u
slucaju p < 0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku izmedu rezultata svjeZih i
odmrznutih uzoraka. Rezultati pokazuju kako kod poprecnih uzoraka krutost raste
nakon odmrzavanja pri Cemu je ovaj efekt najizraZeniji nakon prvog mjeseca pohrane
kada je modul elasti¢nosti £1 viSe od dvostruko veci od onoga kod svjezih uzoraka.
Nakon cetiri mjeseca pohrane krutost je jos uvijek nesto ve¢a kod odmrznutih uzoraka,
za otprilike 11%, a nakon devet mjeseci pohrane eksperimentalni rezultati otkrivaju

kako je modul elasti¢nosti nakon odmrzavanja pao za oko 18%.
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Slika 97. Vrijednosti modula elasti¢nosti £1 u popre¢nom smjeru aorte za sve skupine uzoraka
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Kod odmrznutih poprecnih uzoraka uocen je porast modula elasticnosti pri velikim
deformacijama (£2). Slika 98. prikazuje rezultate modula elasticnosti £2 dobivene
jednoosnim vla¢nim testom na poprec¢nim uzorcima aorte. Slicno kao i kod modula £3,
najveci porast krutosti uocen je nakon mjesec dana pohrane, za gotovo tri puta. Nakon
Cetiri mjeseca pohrane eksperimentima je potvrden ovaj porast krutosti nakon
odrzavanja, iako svega nesSto manji od 13%. Porast krutosti izraZeniji je nakon devet
mjeseci pri ¢emu je modul £2 kod odmrznutih uzoraka vedéi za gotovo 25%. Provedbom
statistickih testova utvrdena je znacajnost ovih rezultata, a na Slika 98. dana je p
vrijednost za sve skupine uzoraka iz koje je vidljivo kako je opisani porast krutosti u

poprecnom smjeru statisticki znacajan (p < 0,05).
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Slika 98. Vrijednosti modula elasti¢nosti £; za poprecni smjer aorte za sve skupine uzoraka

Razlika u mehani¢ckom odzivu tkiva aorte u dva okomita smjera nakon odmrzavanja
uocena je u rezultatima vlacne ¢vrsto¢e Rm. Naime, uzorci u popretnom smjeru pucali su
nakon odmrzavanja pri viSim silama od onih kod svjezih uzoraka, dok je suprotno tome
kod uzduznih uzoraka uocen pad vlacne Cvrstoce nakon pohrane. Rezultati vlacne
¢vrstoe u poprecnom smjeru aorte dani su na Slika 99. gdje su za svaku skupinu
prikazane i p vrijednosti kojima je odredena statisticka znacajnost rezultata. Nakon

mjesec dana zamrzavanja vlacna ¢vrstoc¢a porasla je za 27% dok se, slitcno modulima
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elasti¢nosti, ova razlika nesSto smanjila nakon cetiri mjeseca kada su uzorci pucali pri
gotovo 18% vecem naprezanju. Uzorci odmrznuti nakon devet mjeseci pohrane pucali

su pri naprezanjima ve¢ima za 21% od onih kod svjezih uzoraka.
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Slika 99. Vrijednosti vlacne ¢vrstote Ry za poprecni smjer aorte za sve skupine uzoraka

Snimanjem jednoosnog vlacnog testa optickim sustavom ARAMIS potvrdeno je kako se
metodom korelacije digitalne slike moZe dobiti polje deformacije na povrsini poprec¢nih
uzoraka aorte. Promjena polja deformacije tijekom jednoosnog vlacnog testa ukazuje na

nelinearni mehanicki odziv tkiva aorte.

[z rezultata prikazanih u ovom poglavlju uocljiva je anizotropnost mehanickih svojstava
tkiva aorte vidljiva na vrijednostima polja deformacije u odredenoj slici. Kako se ovom
metodom moze zapisati iznimno heterogeno polje deformacije, u buduéim
istrazivanjima moze se koristiti kao ulazni podatak prilikom numerickih modeliranja.
Takoder, ARAMIS sustav dopusta i pohranu geometrije aorte u *stl formatu pogodnom
za FEM programske pakete poput Abaqusa te se na ovaj nacin moze napraviti
rekonstrukcija geometrije tkiva uzorka u tri dimenzije. Ovo je svakako prednost pred

upotrebom klasi¢nih izotropnih materijalnih modela koriStenih u literaturi.
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7.2. Ildentifikacija parametara materijalnih modela

Numericki modeli koji se koriste za opisivanje mehani¢kog ponasanja aorte opisani su u
poglavlju 4. U ovom poglavlju dani su parametri koji opisuju ove modele, dobiveni iz
eksperimentalnih rezultata predstavljenih u obliku inZenjerske deformacije i

inZenjerskog naprezanja na idu¢im slikama oznaCenih samo kao deformacija i

naprezanje.

7.2.1. UzduzZni uzorci

Slika 100. prikazuje Kkonstitutivne modele opisane u poglavlju 4 pridruZene

eksperimentalnim rezultatima za svjeZe uzorke aorti u uzduZznom smjeru.
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Slika 100. Konstitutivni modeli za svjeZe uzduzne uzorke aorte

Ovdje su Neo-Hooke (R = 0,8570) i Mooney-Rivlin (R = 0,9429) modeli pokazali losiju
korelaciju s eksperimentalnim rezultatima i nisu uspjeli zadovoljiti Druckerov kriterij

stabilnosti. Ogden (R = 0,9872) i Yeoh (R = 0,9900) model iskazali su slicnu i veom
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dobru korelaciju pri ¢emu je Yeoh model jedini uspio zadovoljiti kriterij stabilnosti za
sve uzorke. Srednje vrijednosti (M) te standardna devijacija koeficijenata ovih modela

dani su u Tablica 17.

Tablica 17. Koeficijenti materijalnih modela za uzduzne svjeZe uzorke aorte

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh

C1o C1o Co1 C1o C20 C3o

M |0.044414 | 0.578237 | -0.68303 0.0281399 0.0287161 0.01344512

S.D.10.010168 | 0.149029 | 0.174746 | 0.0078711 0.0176523 0.01029614

Ogden

K1 2 U3 o1 o2 o3

M |-24.23114 |12.153883 |12.139260 | 2.446206 4.141811 1.958232

S.D. | 25.448609 | 12.547796 |12.921439 | 3.294433 1.469739 3.372299

Slican trend uocen je i kod ostalih rezultata. Naime, Neo-Hookeov (R = 0,8593) i
Mooney-Rivlinov model ne mogu dobro opisati mehanicko ponasanje u velikom rasponu
deformacija pri ¢emu Mooney-Rivlin model (R = 0,9612) ne ispunjava Kkriterij
stabilnosti, dok je Neo-Hookeov model dobar pri opisu ponasanja u prvom linearnom

dijelu mehanickog odziva.

Rezultati za uzduZne uzorke odmrznute nakon mjesec dana pohrane ukazuju kako
Ogdenov model (R = 0,9944) nesto slabije ispunjava kriterij stabilnosti od Yeoh modela
(R =0,9902) iako podjednako dobro koreliraju s rezultatima eksperimenta (Slika 101.)
pri ¢emu je Yeoh model stabilan za sve ispitane uzorke. Koeficijenti ovih modela dani su

u Tablica 18.
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Slika 101. Konstitutivni modeli za uzduzne uzorke odmrznute nakon mjesec dana pohrane

Tablica 18. Koeficijenti materijalnih modela za uzduzne uzorke odmrznute nakon mjesec dana

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh
C1o C1o Co1 C1o C20 Cso
M ]0.03858 | 0.462455 |-0.55565 | 0.0253171 0.01638788 | 0.00935995
S.D. | 0.005577 | 0.123281 | 0.154242 |0.0034738 0.00866012 | 0.00288365
Ogden
1 H2 13 ai oz a3
M |-12.479715 | 6.2492884 | 6.2872060 | 3.7548844 |4.3406267 | 2.572339
S.D. | 12.975428 | 6.465705 6.5148578 | 0.7444501 | 0.9873879 | 1.087363

Uzorci odmrznuti nakon 4 mjeseca pokazali su dobru korelaciju s Yeoh (R = 0,9992) i

Ogden (R = 0,9989) materijalnim modelom, pri cemu su oba modela stabilna u cijelom

rasponu deformacija. Neo-Hookeov (R = 0,8298) model dobro opisuje mehanicki odziv

pri malim deformacijama (< 0,5) dok pri ve¢im deformacijama znatno odstupa od

eksperimentalnih podataka (Slika 102.). Mooney-Rivlinov (R =

0,9334) model

nestabilan je za sve uzorke te loSe opisuje mehanicko ponaSanje aorte. Koeficijenti ovih

modela kao i njihove srednje vrijednosti i standardne devijacije dani su u Tablica 19.
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Slika 102. Konstitutivni modeli za uzduZne uzorke odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane

Tablica 19. Koeficijenti materijalnih modela za uzduzne uzorke odmrznute nakon cetiri mjeseca

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh

C1o C1o Co1 C1o Cz0 Cso

M 10.034919 | 0.327069 | -0.38736 | 0.0248448 0.00704606 | 0.0063314

S.D.10.012311 | 0.112934 | 0.156325 | 0.0108791 0.01006317 | 0.00473226

Ogden

K1 t2 U3 o1 o2 o3

M |-1.4628609 | 0.7938792 | 0.7457492 | 5.5324257 | 7.1779057 | -5.96807

S.D.|3.1601069 | 1.5476463 | 1.6123477 |2.9602079 | 2.0096998 | 7.997552

Kod uzduZnih uzoraka odmrznutih nakon devet mjeseci Yeoh model pokazao se
stabilnim za sve uzorke te jako dobro opisuje mehanicki odziv aorte u velikom rasponu
deformacija. Ogdenov model (R = 0,9929) odlicno korelira s eksperimentom (Slika
103.), kao i Yeohov model (R = 0,9892) dok se prvi pokazao nesto nestabilnijim zbog

velikog broja koeficijenata koje treba prilagoditi eksperimentalnim rezultatima.

Mooney-Rivlin model (R = 0,9683) i ovdje se pokazao neadekvatnim za opis
mehanickog ponaSanja tkiva aorte kako zbog loSe Kkorelacije, tako i zbog

nezadovoljavanja Kkriterija stabilnosti za sve uzorke, sli¢na svojstva je pokazao i Neo-
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Hookeov model (R = 0,8932) (Slika 103.). Koeficijenti ovih modela za uzduzne uzorke

odmrznute nakon devet mjeseci pohrane dani su u Tablica 20.
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Slika 103. Konstitutivni modeli za uzduzne uzorke odmrznute nakon devet mjeseci pohrane

Tablica 20. Koeficijenti materijalnih modela za uzduzne uzorke odmrznute nakon devet mjeseci

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh
C1o C1o Co1 C1o C20 Cso
M ]0.039563 | 0.342059 | -0.40017 0.0275667 | 0.00766333 | 0.00636524
S.D. | 0.011658 | 0.129464 | 0.173144 | 0.0079191 0.00724245 | 0.00281554
Ogden
1 H2 U3 ai a2 a3
M | -8.2635488 | 4.1230549 | 4.2216402 | 2.6753577 | 5.8013628 -4.8285
S.D.| 13.712067 | 6.6340813 | 7.1019475 | 4.1174342 | 3.4299626 5.68208

Neo-Hookeov model moZe dobro opisati mehanicki odziv tkiva aorte pri niskim

deformacijama, najcesce do 0,5% deformacije. Pri ve¢im deformacijama ovaj model zbog

svoje linearne veze s prvom invarijantom deformacije nije u stanju opisati povecanje

krutosti koju unose vlakna kolagena u tom podrucju mehanickog odziva.

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti




7. Rezultati 140

Mooney-Rivlinov model pokazao je najlosiju korelaciju s eksperimentalnim rezultatima,
te nije ispunio kriterij stabilnosti za niti jedan uzorak zbog Cega je neadekvatan za opis

mehanickog ponasSanja u cijelom rasponu deformacija.

Yeohov model pokazao se najstabilnijim za opis mehani¢kog ponasSanja svih vrsta
uzoraka. Sva tri koeficijenta ovog modela iskazuju mnogo manje odstupanje od
prosjecne vrijednosti koeficijenata Ogdenovog modela kod kojega zbog velikog broja

koeficijenata (6) dolazi do znacajnih oscilacija u njihovim vrijednostima.

Ogdenov model dobro opisuje mehanicko ponasanje tkiva aorte, no uz nesto manje
stabilnosti od Yeohovog modela. Takoder, veliki broj koeficijenata ovog modela dovodi
do toga da i pri malim promjenama odnosa deformacija-naprezanje dolazi do velikih

promjena u vrijednostima koeficijenata.
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7.2.2. Poprecni uzorci
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Kao i kod uzduzZnih uzoraka, ponaSanje svjezih poprec¢nih uzoraka aorte (Slika 104.)

najbolje opisuju Yeohov (R = 0,9976) i Ogdenov model (R = 0,9981), pri cemu prvi

ispunjava kriterij stabilnosti za sve uzorke Sto nije slucaj kod Ogdenovog modela koji je

podloZan velikim promjenama vrijednosti koeficijenata Sto je vidljivo iz odnosa njihove

srednje vrijednosti te standardne devijacije prikazane u Tablica 21. zajedno s

koeficijentima ostalih modela za svjeZe poprecne uzorke aorte.
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Slika 104. Konstitutivni modeli za svjeZe poprecne uzorke aorte
Tablica 21. Koeficijenti materijalnih modela za poprecne svjeze uzorke aorte
n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh
C1o C1o Co1 C1o C20 C3o
M |0.039186 | 0.291501 -0.36749 0.0231795 0.0113387 0.0006034
S.D.|0.009018 | 0.041614 | 0.052171 0.0053502 0.0032275 0.00066596
Ogden
1 M2 U3 o1 a2 as
M -3.558968 1.895149 1.7151379 2.213183 2.79958 0.77291
S.D.| 5251571 2.6103578 | 2.6460092 2.316865 2.043052 4.156088
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Neo-Hookeov (R = 0,8977) te Mooney-Rivlinov (R = 0,9701) model i ovdje nisu
pokazali dobru korelaciju s eksperimentom (Slika 104.). Neo-Hooke model je stabilan
pri niskim deformacijama dok Mooney-Rivlin ne ispujava uvjet stabilnosti za niti jedan

uzorak.

Ogdenov model dobro korelira s eksperimentalnim rezultatima poprecnih uzoraka
odmrznutih nakon mjesec dana pohrane (R = 0,9943) kao i Yeohov model (R = 0.9898),
dok su Mooney-Rivlin (R = 0,9794) i Neo-Hooke modeli (R = 0,8828) koji najlosije

opisuju mehanicki odziv tkiva aorte (Slika 105.).
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Slika 105. Konstitutivni modeli za poprec¢ne uzorke odmrznute nakon mjesec dana

Koeficijenti materijalnih modela za popre¢ne uzorke odmrznute nakon mjesec dana
prikazani su u Tablica 22. Promatrajuci standardne devijacije ovih modela jasno se vidi
kako je Yeohov model manje podloZan neocekivanim promjenama vrijednosti
koeficijenata za razliku od Ogdenovog modela. Naime, u Ogdenovom modelu standardna
devijacija koeficijenata reda je veliCine prosjecne vrijednosti koeficijenta Sto ukazuje na
veliki raspon unutar kojega se moZe ocekivati vrijednost pojedinog koeficijenta. Ovo
posebno vrijedi za koeficijent as kojemu je standardna devijacija nerijetko i nekoliko

puta veca od prosjecne vrijednosti koeficijenta.

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti



7. Rezultati

143

Tablica 22. Koeficijenti materijalnih modela za popre¢ne uzorke odmrznute nakon mjesec dana

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh
C1o C1o Co1 C1o Cz20 C3o
M |0.106047 | 1.068665 -1.1927 0.0657575 0.10522686 0.0215362
S.D. ] 0.013705 | 0.286674 | 0.326756 0.0078902 0.05350303 | 0.02106367
Ogden
1 H2 U3 a1 oz a3
M | -41.667252 | 20.736449 | 21.116746 | 1.7914377 | 2.6421520 -1.91946
S.D.| 37.808151 | 18.564401 | 19.262309 | 2.2947870 | 2.2057963 | 4.878567

Poprecni uzorci odmrznuti nakon cetiri mjeseca pokazali su najbolju korelaciju s Yeoh

(R=10,9997) i Ogdenovim (R = 0,9987) konstitutivhim modelima dok Mooney-Rivlin (R

= 0,9747) nije stabilan te ne opisuje dobro mehanicko ponasanje tkiva aorte. Neo-

Hookeov model (R = 0,9062) nesto je stabilniji no ne moZe obuhvatiti ¢itav raspon

deformacija kroz koje prolazi tkivo aorte u jednoosnom vlacnom testu te se kao i

Mooney-Rivlinov model ne preporuca za opisivanje mehanickog odziva tkiva aorte

(Slika 106.).
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Slika 106. Konstitutivni modeli za poprec¢ne uzorke odmrznute nakon Cetiri mjeseca pohrane

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti




7. Rezultati

144

Koeficijenti Yeohovog modela iskazuju mnogo manji raspon vrijednosti koje mogu

poprimiti Sto je vidljivo iz standardne devijacije koja je za koeficijenta C10 i C20 u pravilu

manja za red veliCine od prosjeCne vrijednosti koeficijenata. Koeficijent C30 moZze

poprimiti nesto veci raspon vrijednosti te mu je standardna devijacija reda veliCine

prosjecne vrijednosti koeficijenta (Tablica 23.).

Tablica 23. Koeficijenti materijalnih modela za poprec¢ne uzorke odmrznute nakon Cetiri mjeseca

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh
C1o C1o Co1 C1o Cz20 C3o
M ]0.050117 | 0.357521 | -0.439900 | 0.0269300 0.0215426 -0.0005625
S.D. 1 0.006869 | 0.045645 | 0.049651 0.0048793 0.00771879 | 0.00054821
Ogden
1 H2 13 a1 oz a3
M |-13.094700 | 7.0542475 | 6.0831120 | 1.0826564 |3.2207475 |-3.31284
S.D. | 15.068019 | 7.4769156 | 7.6162200 |3.5809909 | 1.7210262 | 5.926746

Poprecni uzorci odmrznuti nakon devet mjeseci pohrane potvrduju generalni trend kod

kojeg su nabolje korelirali Yeoh (R = 0,9995) i Ogden (R = 0,9992) konstitutivni modeli.

2.0 F T T T T
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Slika 107. Konstitutivni modeli za poprec¢ne uzorke odmrznute nakon devet mjeseci pohrane

Eksperimentalno odredivanje utjecaja krioprezervacije na mehanicka svojstva svinjskih aorti




7. Rezultati 145

Mooney-Rivlin (R = 0,9799) te Neo-Hooke modeli (R = 0,9178) potvrdili su loSiji opis
mehanickog odziva tkiva aorte (Slika 107.). Koeficijenti materijalnih modela za

poprecne uzorke aorte odmrznute nakon devet mjeseci pohrane dani su u Tablica 24.

Tablica 24. Koeficijenti materijalnih modela za poprec¢ne uzorke odmrznute nakon devet mjeseci

n-Hooke Mooney-Rivlin Yeoh

C1o C1o Co1 C1o C20 C3o

M | 0.053056 | 0.361764 | -0.44355 | 0.0291587 0.0205742 -0.0003575

S.D. | 0.005837 | 0.054835 | 0.073909 | 0.0040716 0.00537898 | 0.00054587

Ogden

K1 2 U3 o1 o2 o3

M |-17.684756 | 9.3032383 | 8.4387742 | 2.2066503 | 2.5882443 |-0.46108

S.D. | 23.444489 | 11.824958 |11.628260 | 1.3402622 | 1.2872923 | 4.792648
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» Rasprava

Neo-Hookeov model, prema ocekivanjima, nije uspio zadovoljavajuce korelirati s
rezultatima eksperimentalnih ispitivanja svinjske torakalne aorte te je koeficijent
korelacije ovog modela R < 0,9 za sve skupine uzoraka osim poprecnih uzoraka
odmrznutih nakon cetiri (R = 0,9062) odnosno devet mjeseci (R = 0,9178). Posljedica je
to linearne veze ovog modela s prvom invarijantom deformacije. Zbog svoje linearnosti
moZe dobro opisati prvi linearni dio mehanic¢kog odziva aorte, do ukljuc¢enja kolagenskih
vlakana u proces opterecenja no to mogu opisati i ostali modeli pri ¢emu Yeoh i Ogden
modeli mogu opisati c¢itav raspon deformacije prilikom opterecenja uzorka aorte uz

znacajno bolju korelaciju s eksperimentalnim rezultatima.

U ovom istrazivanju Mooney-Rivlinov model pokazao se neadekvatnim za opis
mehanickog ponaSanja tkiva aorte unatoc¢ visokom iznosu koeficijenta korelacije R >
0,95 osim kod svjezih uzduznih (R = 0,9429) i uzduZnih uzoraka odmrznutih nakon
Cetiri mjeseca (R = 0,9334). Naime, ovaj model nije se pokazao stabilnim budu¢i da
dovodi do smanjenja deformacija prilikom povecanja naprezanja te nije ispunio

Druckerov kriterij stabilnosti za gotovo sve uzorke unutar svih ispitnih skupina.

Ogdenov materijalni model pokazao je iznimno dobru korelaciju s eksperimentalnim
rezultatima (R > 0,99) osim za svjeZe uzduZne uzorke (R = 0,9872). Medutim, model
nije stabilan za sve uzorke te prilikom malih promjena u odnosu deformacija-naprezanje
dolazi do znacajnih promjena iznosa koeficijenata budu¢i da ih ovaj model sadrzi ¢ak
Sest Sto je najvise od svih promatranih modela. Na ovo ukazuje iznos standardne
devijacije koja je za koeficijente ovog modela reda veliCine prosjecnog iznosa
odgovarajuceg koeficijenta, dok je kod nekih koeficijenata poput as kod poprecnih
uzoraka (osim onih odmrznutih nakon cetiri mjeseca) i do nekoliko puta vec¢a od
prosjeCnog iznosa. Posljedica velikog broja koeficijenata je zato dobra korelacija s
eksperimentom koja cesto zna biti nauStrb zadovoljavanja Druckerovog kriterija
stabilnosti u odredenom rasponu deformacije. Stoga, ovaj model ne pruza kvalitetan
opis eksperimentalnih rezultata i ne preporucuje se za opisivanje mehanickog ponasanja
tkiva torakalne aorte, a ako se ve¢ koristi valja paZljivo interpretirati iznose koeficijenata

ovog modela.
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Na temelju rezultata prikazanih u ovom poglavlju Yeohov materijalni model pokazao se
najboljim izborom za opis mehanic¢kog odziva tkiva aorte i to iz nekoliko razloga. Prije
svega, ovaj model pokazao se stabilnim ispunivsi Druckerov kriterij stabilnosti za sve
skupine uzoraka. Yeohov model je, uz Ogdenov, pokazao najbolju korelaciju s
eksperimentalnih rezultatima (R > 0,99) za sve skupine uzoraka. Neznatno loSiju
korelaciju ovaj model postigao je s uzduznim uzorcima odmrznutima nakon devet (R =
0,9892), odnosno poprec¢nim uzorcima odmrznutima nakon jednog mjeseca pohrane (R
= 0,9898). Dodatna prednost ovoga modela su svega tri koeficijenta koje treba
identificirati: C10, C20 te C3o, dok je Citav model definiran kao funkcija prve invarijante
deformacije. Koeficijent Cio odreduje linearni, dok su preostala dva koeficijenta

zaduZena za opis nelinearnog dijela mehanickog ponaSanja tkiva aorte.

Eksperimentalnim ispitivanjem utvrdeno je kako koeficijent Ci0o za uzduZne uzorke
iznosi 0,0281399 te opada nakon mjesec (0,0253171) odnosno Cetiri mjeseca pohrane
(0,0248448) dok nagli skok doZivljava nakon devet mjeseci pohrane (0,0275667), iako
joS uvijek manjeg iznosa od onog kod svjezih uzoraka. Ovo se moZe interpretirati kao
smanjenje krutosti tkiva aorte u uzduznom smjeru nakon pohrane uzoraka, $to je u
skladu s opaZenim eksperimentalnim rezultatima modula elasti¢nosti u prvom
linearnom dijelu mehanickog odziva (£1), opisanim u prethodnom poglavlju. Iznos
koeficijenata C20 i C30 smanjuje se kod odmrznutih uzoraka te ostaje otprilike isti nakon
4 mjeseca pohrane S$to odgovara eksperimentalnim rezultatima koji ukazuju na

smanjenje modula elasti¢nosti pri velikim deformacijama (£2).

U poprecnom smjeru, iznos koeficijenta C10 povecao se od 0,0231795 za svjeZe uzorke
do 0,0657575 kod uzoraka odmrznutih nakon mjesec dana pohrane, dok je za uzorke
pohranjene na Cetiri odnosno devet mjeseci 0,0269300 odnosno 0,0291587. Iako je ovo
suprotno oCekivanjima buduc¢i da eksperimentalni rezultati ukazuju na pad krutosti (£1)
nakon odmrzavanja poprecnih uzoraka. Identi¢no ponasanje opaZeno je kod koeficijenta

C20 dok je koeficijent C3o priblizno jednak nuli kod svih skupina uzoraka.

Zaklju¢no, Yeohov model moZe posluziti za opis mehanickog ponasanja tkiva aorte u
jednoosno vla¢nom testu, pri ¢emu se u uzduZznom smjeru povecanje koeficijenata
modela moZe povezati s povecanjem modula elasti¢nosti aorte i obrnuto. U popre¢nom
smjeru, unato¢ dobroj korelaciji, koeficijenti ovog modela ne prate pad krutosti

odmrznutih uzoraka, kakav je zabiljezen eksperimentalno, stoga u ovom smjeru valja
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pripaziti s fizikalnom interpretacijom koeficijenata. Ovdje valja napomenuti kako je
Yeoh, poput ranije opisanih, fenomenoloski model Sto znali da ne opisuje nuZno
fizikalnu pozadinu promatranog ispitivanja te i ovdje valja pripaziti na interpretaciju
dobivenih koeficijenata. Takoder, linearni modeli poput ovdje opisanih nisu u stanju
opisati puno polje deformacija heterogenih struktura kao $to je tkivo aorte. Prednost bi
trebalo dati metodama koje mogu opisati sloZeno polje deformacije poput metode
korelacije digitalne slike koja u sklopu s FEM modelom moZe dati kompletniji opis

mehanickog ponasSanja tkiva aorte.
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8. Zakljucak

U provedenom istrazivanju eksperimentalno su ispitana mehanicka svojstva svjezih i
odmrznutih uzoraka aorti. Mehanicka svojstva ispitivana su na uzduznim i poprecnim
uzorcima tkiva torakalnih svinjskih aorti. Rezultati jednoosnog statickog vla¢nog testa
ukazuju na statisticki znacajne promjene mehanickih svojstava tkiva aorte nakon
pohrane i odmrzavanja iz kriogene faze, Cime je potvrdena hipoteza kako

krioprezervacija utjeCe na mehanicka svojstva aorti.

Uzorci tkiva aorte ispitani su u jednoosnom statickom vlacnom testu na temelju kojeg je
dobiven odnos deformacija-naprezanje za tkivo aorte. Iz ovog odnosa odredeni su
moduli elasti¢nosti £1 i E2 te vlaCna Cvrstoca Rm. Modul elasti¢nosti £1 definiran je za
male deformacije kod kojih tkivo aorte iskazuje linearno ponaSanje, a optereenje
najveéim dijelom preuzimaju vlakna elastina. Ovaj modul odreduje krutost Zile tako Sto
povecanjem iznosa modula £1 raste i krutost Zile. Porastom naprezanja, kolagenska
vlakna ispravljaju se u smjeru opterecenja te se ukljucuju u proces deformiranja pa je u
ovom rasponu deformacije mehanicko ponaSanje aorte izrazito nelinearno. Daljnjim
porastom naprezanja dolazi se do drugog linearnog djela mehanickog odziva koji se
opisuje modulom elastiCnosti £2, odnosno nagibom krivulje deformacija-naprezanje u
tom podrucju. Takoder, porastom iznosa ovog modula raste i krutost Zile u tom rasponu

deformacije.

Eksperimentalni rezultati uzoraka u uzduZnom smjeru aorte pokazali su kako se krutost
u ovom smjeru tkiva smanjuje ve¢ nakon mjesec dana odmrzavanja, pri ¢emu se krutost
pri malim deformacijama (£1) smanji za 15% dok se krutost dana modulom E2 smanji za
22%. Smanjenje krutosti potvrdeno je i kod skupina uzoraka pohranjenih na Ccetiri
odnosno devet mjeseci, pri ¢emu je zabiljeZen neSto manji pad krutosti nakon devetog

mjeseca pohrane.

Odmrznuti uzorci u popre¢nom smjeru pucali su pri nizim naprezanjima za sve ispitane
skupine. Dok kod uzduznih uzoraka pohranjenih na mjesec dana ovaj pad vlaCne
¢vrstocCe nije statisticki znacajan, uzorci odmrznuti nakon Cetiri odnosno devet mjeseci
pucali su pri gotovo 50% manjem naprezanju, Sto je potvrdeno statistickom obradom

rezultata.
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U popre¢nom smjeru tkiva aorte, nakon mjesec dana pohrane uocen je znacajan porast
krutosti Zile pri malim (£1) i velikim deformacijama (£2) i to za viSe od dva, odnosno tri
puta. Nakon cetiri mjeseca pohrane uocen je neSto manji porast krutost u poprecnom
smjeru aorte i to u cijelom rasponu deformacija tako da je modul £1 porastao za 11%, a
E2 za 13%. Uzorci pohranjeni na devet mjeseci nakon odmrzavanja pokazali su pad
krutosti pri malim deformacijama za 18%, dok je suprotno tome, pri velikim

deformacijama krutost porasla za gotovo 25%.

Sukladno porastu krutosti, odmrznuti poprecni uzorci pucali su pri ve¢em naprezanju te
su nakon mjesec dana pohrane ispitani uzorci pokazali porast vlacne cvrstoce za 27%.
Ovaj porast vlatne Cvrstoce nesto je manji nakon cCetiri (18%) odnosno devet mjeseci

pohrane (21%).

StatistiCkom obradom rezultata utvrdeno je kako su sve promjene mehanickih svojstava
statisti¢ki znacajke, dok to jedino nije potvrdeno za pad vla¢ne ¢vrsto¢e u uzduZnom
smjeru nakon mjesec dana pohrane. Potvrda je to kako prilikom pohrane tkiva aorte u
krioprezerviranom stanju dolazi do odredenih promjena koje utjeCu na mehanicka
svojstva u uzduznom i poprecnom smjeru ve¢ nakon mjesec dana pohrane. Ostaje jo$

utvrditi znacajnost ovih rezultata u klinickoj primjeni.

Upotrebom optickog mjernog sustava ARAMIS, metodom korelacije digitalne slike,
dobiveno je polje pomaka odnosno deformacije na povrsini tkiva aorte u jednoosnom
vlacnom testu. Optickim mjerenjem ustanovljeno je anizotropno mehani¢ko ponasanje
tkiva aorte vidljivo iz polja deformacije u odredenoj slici prikupljenoj prilikom izvodenja
vlatnog testa. Promatranjem rezultata svih slika uzetih tijekom eksperimentalnog
ispitivanja, DIC metodom ustanovljeno je nelinearno ponasanje polja deformacije u
uzduZznom i poprecnom smjeru aorte. Takoder, rezultati optickog mjerenja pokazuju
kako svjeZi uzorci poprimaju Siri raspon deformacije od odmrznutih uzoraka prilikom
vla¢nog testa, bez obzira na trajanje pohrane Sto bi moglo sugerirati vecu energiju
deformacije koju posjeduje svjeze tkivo aorte. DIC metodom ustanovljeno je i kako svjezi
uzorci dostizu vece deformacije prije pucanja Sto je u skladu s eksperimentalnim
rezultatima dobivenim s upravljacke jedinice kidalice. Ovime je potvrdena hipoteza po
kojoj se DIC metodom moZe dobiti bolji uvid u mehanicka svojstva tkiva aorti. Prilikom
obrade rezultata DIC mjerenja, na slikama ispitivanja uzorka uoceno je kako najprije

dolazi do pucanja sloja intime, a tek onda ostalih slojeva aorte.
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Nedostatak koriStenog optickog mjernog sustava je nemogucnost povezivanja s
upravljackom jedinicom kidalice Sto onemogucava direktno povezivanje deformacije u
odredenoj slici s naprezanjem na kidalici. Usprkos tome rezultati optickog mjerenja
dobra su podloga za buduca ispitivanja, poglavito u okviru metode konac¢nih elemenata i
drugih numeri¢kih metoda kojima bi se moglo modelirati mehanicko ponasanje mekih

tkiva pa tako i tkiva aorte.

Usporedbom cetiri materijalna modela naj¢eS¢e KkoriStena u ispitivanjima mehanickih
svojstava mekih tkiva; Mooney-Rivlin, Neo-Hooke, Ogden i Yeoh, ustanovljeno je kako je
posljednji najpogodniji za opis mehanic¢kog odziva tkiva aorte u svjeZem i odmrznutom
stanju. Neo-Hookeov model zbog linearnosti nije u stanju opisati mehanicko ponasanje
aorte u citavom rasponu deformacija, dok je Mooney-Rivlinov model, uz neSto manju
korelaciju, izrazito nestabilan za sve skupine uzoraka. Ogden model pokazao je najbolju
korelaciju s eksperimentalnim rezultatima, ponajviSe zahvaljujuci ¢ak Sest koeficijenata
koji povezuju energiju deformiranja s prvom invarijantom deformacije. Medutim, zbog
velikog broja koeficijenata ovog modela, snaga korelacije ovog modela s
eksperimentalnim rezultatima Cesto je nauStrb ispunjavanja Druckerovog kriterija
odnosno kriterija stabilnosti modela, te ovaj model ako se ve¢ koristi valja paZljivo

interpretirati.

Yeoh materijalni model najbolje opisuje mehanicko ponasSanje tkiva aorte ispitanog u
ovom istrazivanju. Osim veoma dobre korelacije s eksperimentalnim rezultatima, ovaj
model pokazao se stabilnim za sve skupine ispitanih uzoraka. Prednost ovog modela
svakako su i samo tri koeficijenta koji su i ovdje funkcija prve invarijante deformacije.
UnatoC tome, svi opisani modeli su izotropni te bi se svakako kod buducéeg razvoja
materijalnih modela tkiva aorte prednost trebala dati metodama poput korelacije
digitalne slike kojima je moguce opisati puno polje pomaka odnosno deformacije na

povrsini uzorka ¢ime bi se dobio potpuniji prikaz mehani¢kog ponasanja aorte.
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» Znanstveni doprinos

» Eksperimentalnim ispitivanjima dokazano je kako tkivo aorte prolazi kroz
odredene promjene prilikom pohrane u Krioprezerviranom stanju koje utjecu na
ishod mehanickih testiranja. Tako su uzduZni uzorci pokazali smanjenje, a
poprecni uzorci povecanje krutosti nakon jednog, Cetiri te devet mjeseci pohrane.

» U ovom istrazivanju pokazano je kako se metodom korelacije digitalne slike moZe
dobiti polje pomaka i deformacije na povrsini uzorka tkiva aorte u jednoosnom
vlatnom testu. Ovom metodom moze se dobiti puno viSe informacija o pomaku
¢itavog uzorka tijekom ispitivanja za razliku od mjerenja pomaka samo jedne
tocke uzorka kako je to uobicajeno bez koriStenja DIC metode. Polje deformacije
na povrsini ispitnih uzoraka jasno ukazuje na anizotropnost mehanickih svojstava
kao i na nelinearnost mehanickog ponasanja tkiva aorte ¢ime se dobiva bolji uvid
u mehanicki odziv aorte.

* Promatrajuci Cetiri najc¢eS¢e koriStena materijalna modela u literaturi, Yeohov
model pokazao se najpogodnijim za opis mehanickog ponasanja svinjske aorte
zbog dobre korelacije, stabilnosti modela te svega tri koeficijenta koje treba
identificirati. Kako su promatrani materijalni modeli izotropni, valjalo bi u
buducim istraZivanjima ulogu modeliranja mehani¢kog ponasanja aorte prepustiti

DIC metodi kojom se mogu odrediti sloZene deformacije na povrsini njezina tkiva.
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» Buduca istrazivanja

Eksperimentalni rezultati pokazuju kako dolazi do statisticki znacajnih promjena u
mehanickim svojstvima uslijed pohrane tkiva aorte krioprezervacijom te bi u budu¢im
istraZivanjima trebalo odrediti klinicki znacCaj ovih rezultata. Tocnije, potrebno je
odrediti utjecaj ovih promjena u mehanickim svojstvima na razvoj patoloskih promjena

koje mogu utjecati na dugotrajnu uspjeSnost kardiovaskularnog presatka.

Nedostatak koristenog optickog mjernog sustava je nemoguénost povezivanja sa
signalom s kidalice te bi u budué¢im istraZivanjima trebalo premostiti ovaj tehnicki
nedostatak. U slucaju povezivanja ova dva signala dobio bi se potpuni uvid u mehanicko
ponasanje tkiva aorte u smislu odnosa deformacija-naprezanje. Optickim mjernim
sustavom ARAMIS sniman je uzorak aorte prilikom izvodenja jednoosnog vla¢nog testa
pri ¢emu sustav omogucuje pohranu geometrije uzorka u *.stl formatu prikladnom za
ucitavanje u nekom od FEM programskih paketa poput Abaqusa. Na ovaj na¢in moZe se
dobiti numericki model rekonstrukcijom tkiva aorte u tri dimenzije na koji se onda u
obliku rubnih uvjeta moZe nanijeti polje deformacije dobiveno u eksperimentu.
Implementacijom DIC rezultata u neki od FEM programa dobio bi se kvalitetniji
materijalni model mehanickog ponasanja tkiva aorte od trenutno postojec¢ih izotropnih
materijalnih modela, pa i nekih anizotropnih modela temeljenih na linearnoj vezi
deformacije i naprezanja. Na tim modelima takoder bi se mogla definirati i sloZenija
opterecenja od jednoosnog vlacnog opterecenja, Sto nudi mogucénost zadavanja
opterecenja in vivo, Sto bi bilo od velike koristi u proucavanju promjena mehanickih

svojstava zbog razlicitih patoloskih utjecaja.
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