VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGIi ] ) o ]
USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

NOVE PRISTUPY PRO OPTICKA MERENI
ELEKTRICKE AKTIVITY MYOKARDU

NEW APPROACHES IN CARDIAC OPTICAL MAPPING

DIZERTACNi PRACE
DOCTORAL THESIS

AUTOR PRACE Ing. MARTIN SVRCEK

AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. Ing. IVO PROVAZNIK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2010



BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
Faculty of Electrical Engineering and Communication

Department of Biomedical Engineering

NEW APPROACHES IN CARDIAC OPTICAL
MAPPING

DISSERTATION

Study Specialization: Biomedical Electronics and Biocybernetics
Author: Ing. Martin Svrcek

Supervisor: prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
Supervisor-specialist: prof. MUDr. Marie Novakova, Ph.D.
ABSTRACT

This dissertation deals with new approaches in cardiac optical mapping. The principle
of cardiac optical mapping as well as the current research in this field was described. The
new measurement system was developed and its characteristics presented. The system
design allows epicardial and endocardial mapping, employing new ratiometric techniques in
2D acquisition and simultaneous electrical and optical mapping. The measured
characteristics of fluorescent dye di-4-ANEPPSS were presented. The relation between
movement and consequent motion artifacts is well described. Several new approaches in
signal processing were proposed, including new ratiometry technique and using image
registration to suppress motion artifacts. The algorithm for elastic image registration of optical
signals and innovative method for verification of registration process were presented.

Application of all proposed approaches and its results are included and discussed.
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ABSTRAKT

Tato disertaéni prace se zabyva novymi pfistupy pro optické mapovani elektrické
aktivity na povrchu myokardu. V praci je popsan princip optického mapovani, stejné jako
souCasny stav dané problematiky ve svété. Soucasti je navrh nového méficiho systému a
popis jeho charakteristickych vlastnosti. Navrzeny systém umoziuje méfeni na povrchu
endokardu i epikardu, vyuziti nové pomérové metody ve 2D a kombinaci elektrického i
optického mapovani. V praci jsou predstaveny vysledky z méfeni charakteristik napétové
citivéeho barviva di-4-ANEPPS. Soucasti je i popis vzniku pohybovych artefaktu, véetné
popisu algoritmu pro jejich potlageni s vyuzitim pomérové techniky, nebo elastické registrace
obrazu. Pro elastickou registraci optickych zaznama, byl navrzen registraéni algoritmus,
v€etné inovativni techniky, ktera umozriuje jeho verifikaci. Aplikace a vysledky navrzenych

pristupll jsou prezentovany vcetné diskuze.
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1. KAPITOLA

uvoD

Obsahem kapitoly:

Optické mapovani akénich potencialll je technikou pomérné miladou. Uvodni kapitola
seznamuje s vyuzitim optickych metod pro snimani akénich napéti jako jednim ze zakladnich
piliftd souCasného vyzkumu elektrofyziologie myokardu. Tato kapitola popisuje zakladni
koncepty méfeni a zaméreni této disertaCni prace na nové pristupy, které rozSifuji nebo

dopliuji stavajici metody.



Uvod

Méreni elektrickych projevl srdce je jednim z kli€ovych faktorl pro porozuméni jeho
funkce. At jiz jde o méfeni na urovni bunék, tkani, nebo celého organu, méfici metody nam
poskytuji informace, které mohou slouzit k diagnostice, Ié€b&, nebo prevenci srdecnich
onemocnéni. Prvni méfeni elektrické aktivity srdce se datuje az do roku 1842, kdy italsky
profesor fyziky Carlo Matteucci prokazal, ze kazdy uder srdce je provazen slabym
elektrickym proudem. Pozdéji v roce 1843 némecky fyziolog Emil Dubois-Reymond popsal
poprvé pojem akéni napéti doprovazejici stah svalu. Dale jej nasledovali Willem Eithoven v
definici prvniho elektrokardiogramu (EKG) a popisu jednotlivych vin méfeného signalu (P, Q,
R, S, T) a mnozi dalsi, zabyvajici se touto problematikou. Tento vyzkum byl vdak podminén
pokrokem ve vyvoji méficich systému, kterym byl v poCatcich galvanometr, vynalezeny jiz
vroce 1820 Johanem Schweiggerem z Norimberku. Moderni pfistroje pro méfeni EKG
vyuzivaji stejného principu, ackoli galvanometry nahradily moderni diferencialni zesilovace a
mechanické zapisovace pak digitalni zaznamy v osobnim pocitaci, nebo v paméti pfistroje.

V klinické praxi jsou signaly EKG vyuzivany k diagnostice fady onemocnéni, at jiz jde
o diagnostiku poruch srde¢niho rytmu, tachykardii, bradykardii, fibrilaci, flutteru, diagnostiky
infarktu myokardu, morfologickych zmén a dalSich. Signaly EKG jsou zpravidla méfeny na
povrchu téla. Tyto signaly prfedstavuji zaznam rozdilu potencialt, ktery je projekci
elektrickych projevi myokardu.

Pro bliz§i zkoumani srdecCni aktivity, byly vyvinuty pfistupy pro pfima méfeni na
povrchu myokardu, at’ jiz in vitro, in vivo, nebo ex vivo. Jednou z metod, ktera umoziuje
podrobnéjsi zkoumani myokardu, je méfeni na izolovanych srdcich. Perfuze izolovanych
organ(, byla pfedstavena jiz v roce 1895 Langendorfem. Tato technika perfuze, umozriuje
méfeni pfimo na povrchu extrahovaného myokardu (ex vivo), pfi zachovani Zivotnich funkci
organu. Mérfeni na izolovanych organech je soucasti vétSiny experimentli zamérenych na
elektrické &i optické mapovani.

Méfeni ak&nich napéti (membranové napéti) srdeCnich bunék bylo dfive omezené
realizovatelné pomoci intracelularnich mikroelektrod, nej¢astéji metodou vnuceného napéti
(voltage-clamp). Aclkoli je tento postup stéle povazovan za zlaty standard, pro méreni
akénich napéti je jeho vyuZiti v mnoha aspektech omezené. Techniky méfeni pomoci
mikroelektrod vyZaduji komplikovanou aplikaci elektrody do intracelularniho prostoru a ¢asto
maji za nasledek poskozeni méfenych bunék, tato technika také neumozhuji méfeni na
malych burikach (d<3 um) [35]. DalSi nevyhodou této techniky je nemoznost provedeni
delSich a stabilnich zaznam( z vice nez dvou az tfi lokalit a to zejména v pfipadech, kdy se
preparat pohybuje [3]. Podobné monofazicky zaznam ak&niho napéti je mozné realizovat jen
na nékolika mistech méfeného vzorku pouze v kratkych Casovych usecich. Chceme-li

pomoci téchto metod dosahnout vysSiho prostorového rozliSeni, je nutné méfeni na
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zkoumané ploSe nékolikrat opakovat s posunem méficich elektrod. To omezuje studium
elektrofyziologie daného preparatu, pouze na periodicky se opakujici vzory. Zastupcem dalsi
techniky, kterou Ize pouzit pro méfeni distribuce repolarizace, je vyuziti méfeni refrakterni
periody. DosazZeni dostate¢ného prostorového i Casového rozliSeni této metody, vsak
vyZaduje €asové zdlouhavy pfistup nastavovani vazebného intervalu pro kazdy bod méfeni,
coz je pro vytvoreni komplexné&jSich map repolarizece zdlouhavé. | tato metoda predpoklada,
pro plosné mapovani, pouze periodicky se opakujici vzory v signalu AN [20]. MoZnym
pristupem pro mérfeni signall akéniho napéti na povrchu organu s vysokym rozliSenim, je
vyuziti pole elektrod s vysokou hustotou, které je vSak velice naroCné na realizaci a
neposkytuje takové rozliSeni, které mulze poskytnout mapovani optické. Nevyhodou
elektrického mapovani je fakt, ze méfenym signalem neni membranové napéti, ale napéti na
povrchu bunék. Problémem zde, je i interpretace takto =ziskaného zaznamu
elektrokardiogramu s ohledem na stanoveni doby repolarizace, jez neni spolehlivé [64].
Omezeni snimani pomoci mikroelektrod, nebo elektrod obecné, predstavuje jejich citlivost na
externi elektrické pole béhem stimulace, nebo defibrilace, coz znemozfiuje zkoumani rekce
méfeného vzorku béhem jejich aplikace [23]. Vyuziti elektrod, predstavuje kontaktni metodu

méreni.

Techniky optického snimani pfinesly revoluci ve zkoumani fyziologie srde¢nich bunék
a pomohly pfekonat vétSinu nedostatku vySe uvedenych metod. Vyzkum v oblasti optického
mapovani byl podminén vyvojem fluorescenénich barviv, nebo také sond, jez umozriu;ji
méfeni bunéénych potenciall optickou cestou. Tyto fluorescenéni barviva jsou schopna
vazby na buné&nou membranu s tim, ze v zavislosti na rozdilu potenciall uvnitf a vné burky
méni své optické vlastnosti, fluorescenci. Méfeni akénich napéti ovSem neni jedinou
moznosti vyuziti takovychto sond. V sou€asnosti jsou vyvinuty sondy vyuzivané k méfeni
nejen membranovych potenciall, ale také napfiklad k méfeni koncentraci volného
intracelularniho vapniku, sodiku, drasliku, pH a dalSich parametri. Kazda z aplikaci téchto
sond predstavuje samostatné obsahlou cast, ktera vSak v celku umoziiuje detailnéjSi

pochopeni funkce bunék, tkani, pfipadné celych organu.

Ackoli v pocatcich se tyto techniky uplathiovaly pfevazné na celularni bazi, v posledni
dekadé doslo k vyznamnému rozSifeni optickych metod, jez se zabyvaji bezkontaktnim
snimanim elektrické aktivity na urovni organa a tkani. Tento postup byl umoznén zejména

rozvojem a zdokonalenim snimaci i vypocCetni techniky.

Budeme-li mluvit o méfeni akénich napéti na Urovni organu, jsou v soucasnosti pro
takovato méfeni k dispozici systémy pro méfeni bodové, ploSné i panoramatické.
Realizované jsou i komplexni systémy umoznujici méfeni vice parametrll sou¢asné (napf.

akeéni napéti a vapnikové transienty).



Uvod

Aplikace téchto metod dovoluje podrobné zkoumani distribuce depolarizace,
repolarizace, nebo tvaru akénich napéti v souvislosti s okolnimi podminkami. Sledovani
Sifeni elektrickych signald na povrchu myokardu, pfipadné i v jeho sténé [35], umoziuje
detailnéjSi porozuméni vzniku reentry arytmii, fibrilaci, flutteru, AV blokad a dalSich srdecnich
poruch [43, 44, 49, 68]. S timto Uzce souvisi vyvoj v navrhu kardiostimulatoru, defibrilatoru,
nebo antiarytmik [25]. Tento vyzkum také pfinad8i poznatky, jeZ umoZzZfuji realizaci
kvalitngjSich pocitacovych modelu myokardu [64].

Optické snimani srdec¢ni aktivity s sebou, kromé vyhod, pfinasi i jisté problémy dané
podstatou navrzenych systémd. Vyhody, jez spodivaji v bezkontaktnim, jedno i
vicebodovém, a relativné snadno aplikovatelném mérfeni, jsou doprovazeny nevyhodami
v podobé optického Sumu, vlivu okolniho rozptyleného svétla, pohybovych i jinych artefaktd,

nedostateéného Casového ¢&i prostorového rozliseni a podobné.

Tato prace se zabyva navrhem inovativniho méficiho systému a algoritmu pro optické
mérfeni akénich potenciald s dlirazem na eliminaci negativnich aspektl, jez optické méfeni

provazi. Prace je rozClenéna na Sest samostatnych kapitol.

Prvni kapitola tvofi tvod do problematiky méfeni elektrickych projevl srdce a shrnuje
obsah disertaéni prace. Druha kapitola detailné popisuje teorii snimani ak&nich napéti
optickymi metodami a seznamuje se stavem dané problematiky ve svété. Treti kapitola
prezentuje nové realizovany systém ve spolupraci s Auckland Bioengineering Institute,
University of Auckland, New Zealand, jeho vyhody a parametry, mezi né patfi, zejména
moznost simultanniho optického a elektrického méfeni (soucasny zaznam akénich napéti a
potencialll na povrchu myokardu), moznost vyuZziti pomérovych technik ve 2D a moznost
meéfeni na otevieném fezu srdce. Kapitola ¢tvrta pak FfeSi predzpracovani a zpracovani
méfenych signall a popis nové realizovanych pfistupu, tykajicich se zejména vyuziti
algoritmG pro registraci (licovani) obrazi k eliminaci pohybovych artefaktl. Soucasti této
kapitoly je i popis nové navrzené metody pro ratiometrickd méfeni s moznosti vyuziti této
techniky pro jednobodové i ploSné méfeni akénich napéti. Jsou zde také prezentovany nové
zjisténé vlastnosti pouzivaného barviva di-4-ANEPPS v zavislosti na excitaCnim zdroji.
Kapitola pata, pak shrnuje mozné aplikace navrzeného systému a ukazuje vysledky

navrzenych metod zpracovani signald.

Soucasti prace je diskuse a zavér zhodnocujici dosazené vysledky v jednotlivych
kapitolach projektu, moznosti navazujiciho vyzkumu a moznosti vylepSeni navrzeného

systemu.



2. KAPITOLA

ZAKLADY OPTICKEHO SNIMANI ELEKTRICKYCH
PROJEVU MYOKARDU

Obsahem kapitoly:

Méreni elektrické aktivity myokardu optickou cestou je technika, ktera vyuziva vlastnosti
fluorescenéniho barviva specialné vyvinutého k méfeni membranového napéti optickou
cestou. Tato technika umozfiuje bezkontaktni méfeni elektrické aktivity myokardu ve
vysokém rozliSeni, které nebylo dfive mozné. Spolu s vyhodami optického méfeni, pfichazeji
i nevyhody v podobé nedostate¢ného poméru signal/Sum, pohybovych artefaktli a podobné.
Tato kapitola zachycuje soucasny stav FfeSeni téchto problém( a popis realizovanych
méficich systémO doma i ve svété, na zakladé informaci ziskanych studiem odborné
literatury zachycuijici tuto problematiku. Nedilnou soucasti této kapitoly je i popis principu

optického snimani.



Zaklady optického snimani elektrickych projevii myokardu

Tato kapitola si klade za cil prezentovat sou€asny vyzkum v metodach zabyvajicich
se optickym snimanim ak&nich napéti, jakozto jednou z metod umoziujicich progresi
v zakladnim vyzkumu elektrofyziologie srdce.

K dispozici je Siroka sSkala metod, od nejjednodussSich, zabyvajicich se méfenim
optickych signali v jediném bodé na povrchu myokardu, az po metody zahrnujici
panoramatické meéreni ve 3D. Pokrok v realizaci takovychto méficich systémi umoznil
zejména vyvoj novych snimacich prvku, svételnych zdroja i vypocetni techniky. Podrobné;si
rozbor zplsobu méfeni akénich napéti optickou cestou, Ize najit v prvni ¢asti této kapitoly.

Nedilnou soucasti méficich systému, je kromé technické €asti, zahrnujici snimani a
zpracovani signald, i ¢ast fyziologicka, realizovana opét technickymi prostifedky, jez zajistuje
fyziologické podminky méfenym preparatiim, aplikaci fluorescencnich barviv, podplrnych
latek a podobné.

V nasledujicich odstavcich budou popsany kategorie systémdi, jez jsou ve svété
realizovany a vyuzivany k méreni akénich napéti optickou cestou na urovni organu. Prehled
pouzivanych technik Ize nalézt napfiklad v [11, 19, 20, 21, 22, 23, 61, 73].

Problematika ovSem neni jen na strané méfeni optickych signald, nybrz také v jejich
zpracovavani. Pro eliminaci Sumu, pohybovych a jinych artefakt( byla vyvinuta fada pfistupd,

které budou dale rozebrany.



Zaklady optického snimani elektrickych projevii myokardu

2.1 Princip optického mapovani akéniho napéti

Optické metody, které jsou vyuzivany k méfeni elektrické aktivity srdce, respektive k
méfeni membranovych napéti, k tomuto vyuzivaji specielné vyvinutych napétové citlivych
barviv. Tato barviva, nebo také optické sondy méni své optické vlastnosti (zejména

fluorescenci) v zavislosti na membranovém napéti bunky.

Mé&feni akcCnich napéti (elektrické veli¢iny) se tedy transformuje na méfeni
fluorescence optickymi detektory. Fluorescence napétové citlivého barviva je ovSem
podminéna jeho excitaci, k ¢emuz se vyuziva Siroko paleta svételnych zdroja.

Optické detektory, jako fotodiody, fotonasobiCe a kamery, jsou tedy zafizeni, ktera
zajistuji samotné méfeni. Tato zafizeni ovSem nepracuji autonomné a jsou tedy pfipojena
k fidicimu, méficimu PC pfimo, nebo také pomoci externiho rozhrani vstup/vystup- nejCastég;ji
vyvojoveé prostfedi LabView doplnéné méfici kartou.

Méreni probiha zpravidla na izolovanych srdcich, coz pfinasi pozadavky na zajisténi
fyziologickych podminek pro méfeny vzorek. S vyuzitim gravitaéniho nebo nuceného obéhu
jsou méfené vzorky perfundovany Krebsovym-Henseleitovym roztokem podle Langendorfa.
Mé&reni se provadi zpravidla na srdcich ovci, mySi, bilych novozélandskych kraliki nebo

prasat.

Opticky méfici systém se obecné sklada ze zdroje svétla, optiky, fotodetektoru,
zaznamového zafizeni a méfeného vzorku spolu se zafizenim pro podporou jeho zivotnich

funkci. Blokovy diagram takového systému ukazuje obrazek ¢&. 1.
Cely méfici systém je nutné stinit od pfidavného svételného a elektromagnetického
zareni. Nejvhodnéjsi je umisténi ve Faradayové kleci a tmavé mistnosti na stabilnim

podkladu, eliminujicim mechanické vibrace (napfiklad antivibraéni stl).

Z(dHrZ{OZI::a (Filtry p?)f’;mpusmé Detektor PC+ dalsi elektronika
laser,LED p’ole - Gocky (CCD, EMCCD, zaznam, zprcovani a

PDA, Fotodioda) analyza)

LED..) opticka vlakna..)

Zkoumané srdce
(Kralik, prase,
ovce,mys)

Fyziologicka ¢ast
(Barviva, perfuse,
regulace teploty)

Obr. ¢€.1: Blokové schéma optického snimaciho systému
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2.1.1.Zména optickych vlastnosti barviva v zavislosti na AN

Jak jiz bylo uvedeno dfive, zména optickych vlastnosti fluorescencnich barviv, souvisi
se zménou membranového napéti. Kli€ovy, pro samotné méfeni a navrh filtr(, je kvalitativni i
kvantitativni popis této zmény.

Méfenim charakteru absorpniho a emisniho spektra a jejich zmény, pro di-4-
ANEPPS, bylo popsano napfiklad v [29, 46, 47, 60]. V relaci s depolarizaci, dochazi ke
zméné absorpéniho i emisniho spektra, tak jak je naznaCeno na obrazku €. 2. Emisni
spektrum méfeno pfi excitaci na 20750 cm™ (481 nm), absorpCni spektrum pfi detekci na
16400 cm™ (610 nm). Relativni zména fluorescence ma prevazné negativni charakter pro
vinodet do 17500 cm™ (571 nm) a pozitivni pro vinosty vyssi (odpovidajici ,modré* &asti
spektra). Reakci na depolarizaci o 100 mV predstavuje posun emisniho spektra smérem ke
kratSim vinovym délkam (vy$Simu vinoctu), zména jeho tvaru pfipadné amplitudy. PFi
repolarizaci je tato zména opacna. Podobné charakteristiky ukazuji absorpcni spektra, ktera
vS8ak nevykazuji pozitivni zménu v relaci s depolarizaci na zadném z méfrenych vinoétd. To,
Ze v jisté Casti spektra dochazi k pozitivni a v jiné k negativhi modulaci vlivem depolarizace,
Uuspésné vyuzivaji ratiometrické pfistupy [35, 47, 60]. Ty jsou podrobné popsany v kapitole
2.6.4. a 2.6.5. Zde prestavené charakteristiky jsou obdobné tém, které byly zjistény pozdéji
s vyuzitim spektrometru [47]. Poznamenejme, Ze spektralni vlastnosti zavisi na druhu

rozpoustédla, méfeném prostiedi a dalSich aspektech.
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Obr. €.2: Emisni (leva ¢ast grafu) a absorpCni (prava ¢ast grafl) spektrum (nahore). Absolutni (uprostred)

a relativni (dole) zména emisniho a absorpéniho spektra v reakci na depolarizaci o 100 mV. Kfizky
oznaduji body ovlivnéné rozptylem (pfevzato z [29])
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2.2 Technické prvky snimaciho zafizeni

Koncepce systému pro optické mapovani vychazi z blokového digramu uvedeného
na obrazku ¢&. 1. Funkce a vlastnosti jednotlivych prvkl (blokd) systému budou predstaveny

v nasledujicich podkapitolach.
2.2.1. Zajisténi vitalnich funkci méfeného vzorku

K vyzkumu elektrofyziologie méfenych organu je nutna interdisciplinarni spoluprace
na poli mediciny a techniky. Extrakce organu z pokusnych zvifat je Casti, ktera souvisi
s medicinskou problematikou a nebude zde dale popisovana. Pro funkci méficiho systému
jako celku je vSak potfeba zajistit vitalni funkce extrahovanych organu, coz popisuje tato

kapitola. Zakladnimi parametry, které je potfeba zajistit, jsou:
o fixace vzorku,
e perfuze vzorku,
e regulace teploty,
e stimulace.

Po extrakci organu z experimentalniho zvifete je tento umistén na perfuzni systém
dle Langendorfa. Podrobny protokol perfuze lze najit v kapitole 2.7.1. Méfeny vzorek je
uchycen v méfici komarce nebo misce, ktera zajistuje kontrolu a nastaveni teploty organu,
umisténi snimacich a stimulacnich elektrod a mechanickou fixaci pohybu. Fixace je zpravidla
ve vertikalni nebo horizontalni poloze, v zavislosti na konfiguraci snimaci optiky. K fixaci jsou
vyuzivany prvky popsané v kapitole 2.6.2. Méfeny organ muaze byt také volné zavéSen za
perfuzni kanylu (aorta).

Mezi zakladni technické prostfedky pro zajisténi perflze patfi perfuzni pumpa. Ta je
vyuzivana k fizeni prutoku perfuzniho obéhu. Zde je zpravidla nastavovan pratok, tlak je pak
kontrolovan pfidavhym manometrem. Je také mozné vyuziti gravitacniho okruhu, kdy je
nadoba s perfuznim roztokem umisténa v dané vySce nad méfenym organem a perfuzni tlak
je definovan dle vztahu pro hydrostaticky tlak (p = h * p * g).

Regulace teploty muize byt zajisténa rdznymi prostfedky. Zahrnuje ohfivani
samotného vzorku dle nastavené teploty v méfici komdrce a také kontrolu teploty
pfivadéného perfuzniho roztoku. Termoregulace vyzaduje snimani teploty (termoclanky),
tepelné vyméniky, sekundarni obéh termoregulacni kapaliny (zpravidla voda) s pfidavhym
Cerpadlem a regulacni zafizeni umoziujici nastaveni pozadované teploty. Nastaveni teploty
je klicové pro rlizné faze meéficiho experimentu, k zajisténi stabilni funkce myokardu a
potlateni vzniku moznych arytmii. Odezva na zménu teploty mulze byt i soucasti

experimentalniho vyzkumu.
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Zavedeni elektrod v méfici komlrce umoznuje provadét méreni nebo stimulaci za
ucelem monitorovani nebo regulace funkci méfeného organu. Jedna se zpravidla o méfeni

EKC a kontrolu, pfipadné napravu srdeéniho rytmu vhodnou stimulaci.

2.2.2.Svételné zdroje

viv s

wolframovych halogenovych zarovek, LED nebo argonového laseru. NejdulezitéjSimi
parametry jsou intenzita vyzafovaného svételného toku, spektralni vyzafovaci charakteristika

a jejich stabilita. Pouziti konkrétniho svételného zdroje zavisi na méficim experimentu.

Laser

Laser diky svym parametrim, nasSel vyuziti v technikach optického mapovani.
Zakladnimi rozdily v porovnani s ostatnimi svételnymi zdroji je charakteristika vyzafovaného
spektra (Carové), vysoka koherentnost a chromati¢nost laserového svazku, které umoznuje
soustfedéni energie na realitné malé ploSe. Pro malou Sifku svételného svazku, je vhodné
vyuziti laseru pro jednobodové mérfeni. Laser zpravidla nachazi vyuziti pro ratiometricka
meéfeni [3, 35, 47]. NejCastéji je vyuziti vodou chlazeného argonového laseru na vinovych
délkach (473 nm, 488 nm) coz je v blizkosti excitatniho maxima nejastéji pouzivaného
barviva di-4-ANEPPS (480 nm). Vyuziti excitace na této vinové délce minimalizuje zavislost
membranového napéti na absorpci [47]. Vykonové rozpéti je nejcastéji 5-20 mW.

VyuZziti laseru je mozné i pro ploSna méreni s tim, Ze je vhodné pouzitych optickych

prvkd, jako je napfiklad rozSifovac svazku [15, 67].

Halogenova zarovka

Klasicky svételny zdroj. Uginné&jsi nez klasicka wolframova Zarovka, ale stale naroéna
na spotfebovavanou energii. Pouzivané zdroje s pfikonem v rozmezi 150-400 W. Vzhledem
k vysokému pfikonu a s tim souvisejicim zahfivanim, je potfeba feSit teplotni stabilizaci za
ucelem minimalizace Sumu a stability vyzafovaného svételného toku. Pouzivané pro plosna
méfeni (reflektor), nebo také bodova (fokusace). Maji Siroké emisni spektrum, a tak
v aplikacich optického mapovani je potfeba pouziti emisnich filtrd. Parametry pouzitych filtrd
se pro r0zné experimenty liSi, mezni vinova délka je vSak zpravidla orientovano
k absorpénimu maximu daného barviva, v [56] napfiklad vyuzili pro di-4-ANEPPS,
520140 nm a pro di-4-ANBDQPQ 650+20 nm. Jednou z klic¢ovych uloh filtrace u téchto

zdrojul je také potlaceni svételného zareni, které zplsobuje zahfivani méfeného vzorku.
Svétlo emitujici dioda — LED

Vzhledem k nedavnému vyvoji na poli vykonnych LED se oteviela moznost jejich

vyuziti v optickém mapovani. Vzhledem k vysoké ucinnosti, stabilité vyzafovaného spektra a
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nizkému Sumu se jevi jako vhodny svételny zdroj. Vyuziti LED kromé& zminénych vyhod
pfedstavuje i usporu v pofizovacich nakladech. Pouzivaji se zpravidla zelené (530 nm) nebo
modré (470 nm) LED, osazené pfidavnym reflektorem [85], je mozné také vyuZiti LED pole
pro uniformnéjSi osvétleni. Jmenovity vykon je Fadové v jednotkach wattl (5-10 W). LED
diody mlzou byt vybaveny pfidavnym emisnim filtrem v zavislosti na tvaru pozadované
emisni charakteristiky. Obrazek €. 3. ukazuje porovnani dosazitelného poméru signal/Sum
(SNR) pro LED pole (Luxeon Flood 18-up, Quadica Developments) pfi plodném a
panoramatickém mérfeni, halogenového svételného zdroje (250 W) pfi ploSném méfeni a

vlivu pfitomnosti elektrody, stinici snimacimu prvku [68].
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Obr. €.3: Porovnani svételnych zdroju a dalSich vlivd na SNR (pfevzato z [68]-upraveno)

2.2.3.Optika

Optika je nedilnou soucasti méficich systému, zahrnuje prevazné pouzité optické
emisni a excitacni filtry aplikované na zdroj i senzory, svétlovodna vlakna a jejich svazky,

objektivy, polopropustna zrcadla a dalSi optické komponenty.

Filtry
Filtry jsou jednim ze zakladnich prvkd méficiho systému, které definuji jeho vliastnosti.
V rdznych konfiguracich je tfeba pouzit odlisné filiry pro zajisténi spravné excitace a
schopnosti méfit emisni vykonové spektrum v oblasti, ktera definuje zmény v ak&nim napéti.
To souvisi zejména s pouzitym fluorescenénim barvivem a metodikou méfeni (viz.
kapitola 2.4). Excitacni filtry jsou zpravidla pouzZivany podle konkrétniho svételného zdroje,
jak je uvedeno v kapitole 2.2.2. Zakladnimi parametry filtri je pak propustnost, absorpce,

odrazivost a rozptyl.
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Dichroicka zrcadla

Dalsim ¢asto pouzivanym prvkem jsou dichroicka zrcadla, ktera zajistuji rozdéleni
svételného toku v zavislosti na vinové délce. Toho je nejCastéji vyuzivano v pfipadé, kdy
svételny zdroj a opticky detektor pouzivaji stejnou geometrii pohledu na méfeny vzorek a je
potfeba je prostorové oddélit [35, 64]. Dichroické zrcadlo také naslo uplatnéni pro pomérové
techniky, kdy je méfena fluorescence rozdélena podle vinové délky na dva detektory [3, 68],
nebo v aplikacich méfeni vice parametrq, jako jsou vapnikové transienty spole¢né s akénim
napétim [37, 76].

Optické svazky

Méreni pomoci optickych svazkd, umozfiuje méfeni na konkrétnim misté myokardu.
Existuji systémy pro jednobodoveé [47, 66], intramularni [35] nebo ploSné méfeni [43].
Jednotliva vlakna optického svazku zajistuji excitaci, snimani, nebo excitaci i snimani.
Konfigurace optického svazku, meéfici sondy na jeho konci pro itramularni méfeni, je
naznaCena na obrazku €. 4. V tomto pfipadé, jednotliva vlakna svazku, slouzi jak k excitaci,

tak snimani fluorescence emitovaného svétla.

Sklenéna mikropipeta

Skosena yldkna v
\ intervale Imm

Obr. €.4: Méfici sonda pro intramularni méfeni, A: struktura sondy, B: funkce sondy demonstra¢né jen pro
tfi vlakna (pfevzato z [35]-upraveno)

Objektivy kamer

Pro kamery, pfipadné PDA, se vyuZivaji klasické objektivy umoziujici nastaveni
clony, optického pfiblizeni a zaostfeni. Jelikoz pracujeme s velmi malymi signaly, je
vyzadovana dobra svételnost pouzitych objektivi. S dobrou svételnosti a tedy i nizkym
clonovym ¢Cislem, v relaci s velikosti snimaciho prvku, je potfeba definovat i poZzadovanou
hloubku ostrosti. Tato problematika Uzce souvisi s pohybem myokardu a tim moznym

rozostfenim (v pfipadé malé hloubky ostrosti). Pouzita optika je v zavislosti na vyrobci
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kamery vybavena standardizovanym uchycenim (napf. C-mount). Optika rovnéz umoznuje

snadné uchyceni pouzivanych filtrd.
Dalsi optické prvky

Mezi dalSi pouzivané optické prvky patfi reflektory pro zdroje svétla, expandéry
svazku, vlaknové odboclnice, samostatné CocCky, zrcadla a svételné clony. Jejich vyuziti

zavisi na navrhu a konfiguraci pfislusného méficiho systému.
2.2.4. Detektory

Detektor je nejdulezitéjsi ¢ast méficiho systému. Pravé vyvoj svételnych detektord
umoznil zna¢né rozsifeni metod optického mapovani. Vzhledem k charakteru signald je u
detektorl vyzadovan nizky Sum, vysoka citlivost a rychlost snimani. Je zde kladen dlraz
zejména na Casové, pripadné Casoprostorové rozliSeni, pfi zachovani dostatecné citlivosti a
uspokojivého poméru signal/Sum.

Vzorkovaci frekvence pouzitého detektoru musi odpovidat, dle vzorkovaciho
teorému, alesporni dvojnasobku kmito¢tu méfeného signalu. Vykonové spektrum akénich
napéti zpravidla neobsahuje slozky kmitoCti vétSich nez 100 Hz [58], Ize tedy pouzit
s dostate¢nou rezervou snimaci frekvence okolo 400 vzork( (snimkd) za sekundu. U
méfenych akénich napéti je dulezitym parametrem strmost nabézné hrany AN, respektive
doba jejiho trvani, ktera je pfiblizné 1 ms [26], chceme-li ji méfit, je potfebna frekvence
vzorkovani alespori 1000 vzork( (snimku) za sekundu.

U kamerovych systému je rozhodujici i prostorova rozliSovaci schopnost, ktera
definuje rozliSeni, sjakym je mozné sledovat propagaci akéniho napéti na povrchu
myokardu. Tato zavisi jednak na rozliSeni snimaciho prvku (kamery), ale také na nastaveni
optiky, respektive velikosti snimané oblasti. ZmenSenim snimané oblasti I1ze dosahnout
vy8Siho prostorového rozliSeni a naopak. Prostorové rozliSeni je pravé jednou z vyhod

optického mapovani v relaci s konvenénim mérenim pomoci elektrod.

Jako detektory pro jednobodové snimaci systémy jsou vyuzivany zpravidla fotodiody
nebo také fotonasobice. Oba tyto snimaci prvky svymi parametry umoZziuji méfeni akénich
napéti s dostateCnym odstupem signal/Sum. Parametry zalezi na provedeni konkrétniho
snimaciho prvku, zesilovate a A/D prevodniku, umoZzhujicim digitalizaci a nasledujici
zpracovani méfenych signali. Tyto senzory vynikaji také svou rychlosti, danou zpravidla
vzorkovanim A/D pfevodniku. Jednobodové snimaci systémy vSak maji omezené aplikacni
vyuziti.

Castéji pouzivané plosné méfici systémy vyuZivaji jako detektory pole sloZzené
z jednotlivych fotodiod (PDA), snimace zaloZzené na technologii CMOS (complementary

metal oxide semiconductor), CCD (Charge Coupled Device), nebo EMCCD (Electron
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Multiplying Charge Coupled Device). Fotodiodova pole pfinasi obdobné vlastnosti jako
samostatné fotodiody. Vzhledem k jejich fyzické realizaci je rozliSeni omezeno zpravidla na
16x16 obrazovych bodl. Tyto snimace vynikaji svou citlivosti a rychlosti snimani. Systémy
zalozené na senzorech typu CMOS, CCD nebo EMCCD poskytuji vySSi rozliSovaci
schopnost. Vzhledem k relativné vysokému rozliSeni, malé velikosti snimaciho Cipu a s tim
souvisejici malé plochy jednotlivych pixeld, maji tyto snimace zpravidla nizsi citlivost i SNR.
Rozliseni je Fadové vrozmezi 64x64-128x128 pixelu, pficemz snimaci frekvence je
v rozsahu 300-2000 snimkl/s. Rychlost snimani, zavisla zpravidla na rychlosti pfenosu a
digitalizaci dat ze snimaciho Cipu, se s novymi technologiemi stale zvySuje. Kamery zaloZené
na technologii CMOS byvaji zpravidla rychlejdi neZz ty se snimatem CCD. Pro zvySeni
citlivosti Ize na Ukor prostorového nebo ¢asového rozliSeni provést prostorové primérovani
sousednich pixeld (tzv. binning) nebo primérovani Casové (primér z nékolika period
zaznamu AN). Porovnani kvality signalu pro CCD snimac (v riznych modech binningu) a

PDA senzor, ukazuje obrazek €. 5.
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Obr. €.5: Porovnani CCD a PDA, A: bily &tverec-oblast referenéniho signalu pro kalkulaci SNR, zeleny
Ctverec-oblast odpovidajici velikosti 8x8 px. nebo PDA, modry &tverec-oblast odpovidajici velikosti
2x2 px., B: odpovidajici signaly a SNR, u CCD také s FIR filtraci (pfevzato z [68])

2.2.5. Metody zaznamu

Pro zaznamenani méfenych signalu jsou vyzivany zpravidla bézné osobni pocitace
vybavené akvizi¢ni kartou (€asto vyuzivané karty National Instruments), pfipadné vlastnim
rozhranim dodavanym vyrobcem snimaciho prvku (pfipojenym do PCI, PCI express slotu)

nebo s vyuzitim jednoho ze standardnich rozhrani PC (USB, FireWire).

U kamerovych systémd, je vzhledem k vysoké rychlosti snimani a relativné vysokému
rozliSeni potfeba zajistit pfenos velkého objemu dat, a tak je kliCova rychlost datového toku
daného rozhrani. Snimané signaly mohou byt zaznamenany v rezimu realného €asu pfimo
na pevny disk kontrolniho PC, nebo muzou byt ulozeny v paméti kamery a pfeneseny do PC
pozdé&ji. Ridici po&itaé pak mlze slouzit k vizualizaci nebo zpracovani signald, které jiz

probiha off-line.
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2.3 Biologicka ¢ast experimentu

2.3.1.Volba méfeného organu

Volba méfeného organu zahrnuje vybér vhodného druhu srdce pro danou méfici
metodu v relaci s potfebami realizovaného vyzkumu. Méfené preparaty jsou perfundovany
zpravidla podle Langendorfa s vyuzitim rdznych modifikaci Krebsova-Henseleitova (K-H)
roztoku. Nékteré experimenty vyuzivaji k perfuzi i krev [56]. Pro experimenty, které jsou
zaméreny na snimani aktivity na povrchu epikardu, at metody bodové [6, 12, 66], ploSné [18,
44, 49, 64, 79, 81], nebo panoramatické [25, 68], Ize pouzit menSi organy (kralik, mys) i vétsi
organy (prase, ovce) v zavislosti na konfiguraci konkrétniho systému. Pro intramuralni
méfeni jsou pak vyuzivany organy vétsi (prase, ovce), aby byla zajisténa dostate¢na Siika
srde€niho svalu, v némz je umisténa snimaci sonda [5].

Volba zvifeciho experimentu mize mit vliv také na moznosti zpracovani méfenych
signall. Zejména rychlost srde¢ni frekvence vrelaci s vzorkovaci frekvenci snimaciho
zarizeni ovlivhuje vyslednou ¢&etnost vzorkovani pro jednotlivé srdecni revoluce. DalSim
aspektem muze byt tvar AN, jenz ma odliSny charakter v zavislosti na méfeném organu.

Tento aspekt mlze ovlivnit algoritmy pro filtraci a vyhodnoceni méfenych zaznamu.

Volba méfeného organu také souvisi s nastavenim perfuzniho obéhu, a to zejména
v zakladnich parametrech jako je perfuzni tlak (mmHg), nebo alternativné rychlost perfize
(ml/min) a teplota.

DalSim z aspektl uvazovanych pfi méfeni je vyuziti recirkulace [5, 68] v perfuznim
obé&hu. PouZiti recirkulace vyzaduje dodatecné prostfedky pro zajisténi filtrace.

Jako prvni realizovala experimentalni vyzkum postaveny na optickém mapovani
s vyuzitim lidskych srdci po provedenych transplantacich skupina prof. Igora Efimova na

pracovisti Washington University, St. Louis, USA [24].
2.3.2.Prubéh méreni

Fyziologicka Cast experimentl zahrnuje soubor prostfedkd pro udrzovani vitalnich
funkci méfeného organu, aplikaci fluorescenéniho barviva, aplikaci dalSich farmak
ovliviiujicich pribéh méfeni (napfiklad blokatory vapnikovych kanalt) nebo také latek, jejichz
chovani zkoumame.

Pribéh méreni definuje jednotlivé etapy méficiho protokolu. Zpravidla se jedna o faze
stabilizace, aplikace fluorescenéniho barviva, vymyvani barviva, aplikaci farmak a samotné
méreni. Doba trvani téchto fazi je rGzna a muze ovlivnit vysledky meéfeni. Nékteré z téchto

fazi nemusi byt sou¢asti méfeného protokolu a naopak zde mizou byt zafazeny faze jiné.
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Zasadni je vtomto pfipadé faze, kdy dochazi k aplikaci fluorescenéniho barviva.
Kromé druhu pouZitého barviva (kap. 2.4), ma zasadni vliv jeho koncentrace a délka aplikace
(doba, po kterou je barvivo zavedeno do perfuzniho obéhu). V zasadé se da aplikace rozdélit
na aplikaci postupnou pomoci mikropumpy [35, 64], nebo aplikaci jednorazovou [82, 87].
Dfive bylo taky vyuzivano ,namaceni® méfeného vzorku do roztoku s barvivem o
koncentracich 1-1000 ymol/L na dobu 10-30 minut, které vSak neposkytovalo tak uniformni
nabarveni vzorku a vyzadovalo 10 az 20krat vétSi koncentraci barviva nez dnes bézné
aplikace do koronarniho obéhu. Kvalita méfenych signalt pak byla podle parametru SNR 5
az 20krat niz8i SNR [73]. Pouzivané koncentrace a doby aplikace u vybranych experiment
(aplikace do koronarniho obéhu) ukazuje tabulka €. 1. Jak Ize vidét, hodnoty koncentraci a
délky barveni pro rlzna experimentalni méfeni se znacné liSi. V soucasné dobé neni
stanovena ,zlata* metoda, ktera by urCovala presny zplsob aplikace fluorescenéniho
barviva. Nékteré publikace se pouze omezuji na informaci o aplikaci pfislusného barviva, bez
uvedeni pfesnych koncentraci a doby aplikace. Uspé&snost méfeni je pak dana celkovym

mnoZzstvim barviva, které je navazano na bunéénou membranu.

Koncentrace | Aplikace
Autor Ref. | Zvifeci exp. | Barvivo [umol/L] [min.] Poznamka
Laurita K.R. et al. | [49] kralik di-4-ANEPPS 10 10 perfluze
Nygren et al. [64] Mys di-4-ANEPPS 1 5 perfuze
Provaznik et al. [66] kralik di-4-ANEPPS 1 20-25 perfluze
Hooks et al. [35] kralik di-4-ANEPPS 20 10 perfluze
Efimov et al. [20] kralik RH-421 2,5 15-20 perfluze
Tai et al. [87] prase di-4-ANEPPS 50* 1x10 mlI* | *injekce
Sung et al. [82] kralik di-4-ANEPPS 10,4* 1x10ml* | *injekce

Tabulka €.1: Aplikace barviva di-4-ANEPPS

2.4 Napeét'oveé citliva fluorescenéni barviva

Zakladni vlastnosti pouzivanych barviv je zavislost jejich absorpce, fluorescence,
nebo téz absorpce i fluorescence [75] na zmé&né membranového napéti buriky €i bunék.
K dispozici jsou i barviva urena k méfeni dalSich parametrd, napf. koncentrace volného
intracelularniho vapniku, sodiku, drasliku, pH a dalSich parametrd [22]. Z nich asi
nejvyznamnéjsi skupinu pfedstavuji barviva uzivana pro méreni koncentraci intracelularniho
vapniku [37, 76].

Barviva pouzivana pro méfeni AN Ize rozdélit na dvé zakladni skupiny, na barviva
s rychlou a pomalou odezvou. Tato barviva se li§i vazbou na bunku, jak Ize vidét na
obrazku €. 6. U barviv s rychlou odezvou je zména jejich optickych parametri dana zménou
distribuce naboje na urovni molekul (6A), reprezentovano zménou barvy. U barviv s pomalou

odezvou jsou anionty (6B) nebo kationty pfenasSeny pfes bunéfnou membranu na bazi
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elektroforézy. Rychlost odezvy u téchto barviv je dana rozdilem rychlosti mezimolekularni
redistribuce elektronu (rychlé) versus pohyb celych molekul skrze buné&nou membranu
(pomalé) [59].

extracelularni prostor

¥ t - - . 0 [ B - . - ]
polarizace .
_ﬂ. T L membrana

depolarizaca

intraceluldarni prostor

5 e : extraceluldrni prostor

polarizace
B pm— membrana
depolarizace

B & A intracelularnd prostor

Obr. €.6: Vazba barviva na buriku s: A: rychlou, B: pomalou odezvou (pfevzato z [59]-upraveno)
Pro ucely méfeni jsou kliCove tyto parametry pouzivanych barviv:
e rychlost odezvy a jeji linearita,

o citlivost, vyjadfena zlomkovou zménou absorpce / fluorescence na zménu AN
(AF/F), tento pomér vyjadfuje zpravidla zménu fluorescence umérnou zméné
AN o AU=100 mV,

e vybledavani barviva,
o foto-toxicita (viz. kapitola 2.5.1 Foto-toxicita pouzivanych barviv).

Pouzivana barviva prosla vyznamnym vyvojem. Barvivo Merocyanine 540 bylo
pouzito jako prvni pro méfeni AN [77]. Toto barvivo je zastupce z rodiny barviv s pomalou
odezvou, vykazovalo AF/F=1%, coZz omezuje moZznosti dosazeni dostate¢ného odstup
signal/Sum (dale jen SNR) v relaci s kvalitami pouzitych svételnych detektor(. Soucasnym
méfenim pomoci intracelularnich elektrod zde byla potvrzena linearni zavislost zmény
fluorescence v relaci s AN [77]. Jednim z nedostatk( tohoto barviva, je také vysoka uroven
foto-toxicity, jez je jednim zhlavnich negativnich G&inkd pouzivanych barviv. Tato

problematika je dale rozebrana v kapitole 2.5.1.

Pro fluorescenéni méfeni v elektrofyziologii se v sou€asné dobé nejCastéji vyuzivaji
tzv. rychla barviva, ktera umozni sledovat napétové zmény v fadech mikrosekund. Rychlost
odezvy barviva také zavisi na dalSich aspektech méfeni. Vlivem sumace optickych signalu
z okoli méfeného bodu dochazi ke zpomaleni nabézné hrany AN. Souasnym méfenim
pomoci tzv. voltage-clamp bylo prokazano, Ze jestlize eliminujeme tento aspekt (je-li primér
excitatniho svazku d <90 ym), je nabézna hrana AN, méfena pomoci barviv s rychlou

odezvou, v porovnani s voltage-clamp dokonce rychlejsi [61].
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Mezi nejvyznamngéjSi a nejvice pouzivané zastupce barviv s rychlou odezvou patfi
barviva di-4-ANEPPS a RH-421. Barvivo RH-421 bylo vyuzivano poCatkem devadesatych let
[16,20], dnes jej nahrazuji barviva z rodiny ANEP (Amino Naphthyl Ethenyl Pyridinium). Di-4-
ANEPPS se vyznacuje pomérné vysokou zménou fluorescence v zavislosti na zméné napéti
(AF/F = 8-15%) [59]. Tento pomér je relativné konstantni pro rlizné buriky a tkané. Excitaéni
maximum pro toto barvivo je pfiblizné na 498 nm (zavisi na druhu rozpoustédla a na typu
tkané). Chemickou strukturu barviva ukazuje obrazek &.7. Barvivo di-4-ANEPPS je
v posledni dobé& nejvyuzivanéjsi. Samoziejmé stale dochazi k syntéze novych barviv
napfiklad PGH I-VIII.

) N D—cH=cH
OBS{DHE}SN =
— NI(CH,)5CH,,

Obr. €.7: Chemicka struktura barviva di-4-ANEPPS (pfevzato z [59])

V nedavné dobé byla pfedstavena barviva, ktera svymi parametry pfekonavaji
nejCastéji pouzivané di-4-ANEPPS. Nové syntetizovana barviva Di-4-ANBDQPQ (JPW-
6003) a Di-4-ANBDQBS (JPW-6033) vykazuji lepsi vlastnosti zejména v oblasti citlivosti a
pozvolnéjSiho vybledavani barviva, tedy ztraty jeho schopnosti fluorescence nebo rekce na
jeji zménu. Obrazek €. 8 ukazuje zavislost fluorescence a citlivosti AF/F na délce excitace u
pfislusnych barviv. Lze vidét, Ze byla vylepSena jak v oblasti vybledavani barviva (8A), tak
hlavné v oblasti reakce na zménu AN AF/F (8B), coz v podstaté definuje moznosti
ziskatelného SNR.

V praxi Di-4-ANBDQBS vykazuji pfiblizné dvounasobné zvétSeni AF/F (AF/F = 20%)
v porovnani s di-4-ANEPPS [57, 56].

Vybledavani barviva je jednim z aspektl poklesu fluorescence v prib&éhu méfeni.
DalSim je tzv. ,washout” [75], tedy stav, pfi kterém dochazi k vymyvani barviva z méfeného

vzorku.
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Obr. €.8: Porovnani nové syntetizovanych barviv s di-4-ANEPPS, A: vybledavani barviva, B: citlivost AF/F
(pfevzato z [56]-upraveno)

2.5 Problémy optického mapovani

2.5.1. Foto-toxicita pouzivanych barviv

Jednim ze zasadnich negativnich aspektd optického méfeni AN je vliv pouzivanych

barviv na elektrofyziologii srdce. Tato vlastnost je nazyvana fototoxicita nebo také
fotodynamicky efekt. Témto postranim efektim se vénovala fada odbornych studii [4, 14, 33,
62, 64, 77].
k chromoforu a intenzivnimu svételnému svazku, s naslednym zvySenim membranové
permeability, membranové depolarizace a snizenim transportu sodikovych ionty do buriky
(Ina+) @ pfipadné také ztratu schopnosti excitability. Fotodynamické poskozeni biologickych
membran zpUsobeno elektromagnetickou radiaci, je umérné zvySeni intenzity svétla, kysliku
a pfitomnosti urCitych chromoforu. Mechanizmus, ktery je konzistentni napfi€¢ méficimi
experimenty, popisuje, Zze excitace chromoforu intenzivnim svétlem, za pfitomnosti kysliku,
generuje volné kyslikové radikaly, které zpUsobuji tukovou peroxidaci a denaturaci
bilkovin [73].

Napfiklad v poc&atcich pouzivané barvivo Merocyanine 540 vykazovalo vysokou
uroven fototoxicity [65,77]. U barviva RH-421 bylo dokazano, Zze ma za nasledek zvyseni
kontraktility izolovanych srde¢nich bunék i celého myokardu perfundovaného dle
Langendorfa. Podobny efekt byl pozorovan i u barviv di-4-ANEPPS a Di-8-ANEPPS [19].

Studiem vlivu di-4-ANEPPS na burikach izolovanych z komor krali¢iho myokardu bylo
ukazano, ze pfi barveni s koncentracemi (30 nebo 60 umol/l po dobu 10 minut) nedoslo ke
zméné tvaru AN. Pfi iluminaci (1 W/cm?) v8ak do$lo k prodlouZeni trvani AN (déle jen APD),

pfitomnosti abnormalnich depolarizaci, redukci zbytkového potencidlu a také pfipadné
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nemoznosti excitace. Pfidanim antioxidantu (Katalaza, 100 IU/ml) byl nastup téchto efektl
odloZen [78].

Nygren et al. [64] shrnuli nékolik typu vlivu nejpouzivanéjSiho barviva di-4-ANEPPS
na elektrofyziologii srdce. Vliv barviva di-4-ANEPPS na vodivost AV uzlu, prodlouzeni PQ
intervalu a nasledny vznik AV blokd. Moznost vzniku AV bloku byla potvrzena napfiklad
v [62]. DalSim aspektem je pfechodny vliv na vasodilataci. Pfi poCate¢ni fazi barveni byl
konzistentné pozorovan pokles perfuzniho tlaku o 27.4 +3.9 mmHg. Tento efekt vSak po
nékolika minutach vymizel, na rozdil od efektu prodlouzeni PQ intervalu, ktery trval fadové
déle [64].

Naproti tomu se jako vedlejsi efekt udava i vasokonstrikce [23]. Tento jev popisuje i

[62] s tim, Ze nema zadny efekt na morfologii ani funkci srdce.
2.5.2.Kalibrace optickych signalu

Mérené optické signaly davaji informaci o zméné akénich potencialdl pouze relativné.
Bylo publikovano nékolik postupt, které zkoumaly vztah optického zaznamu k soucasné

méfenému signalu z mikroelektrod [77].

Ziskani absolutni hodnoty membranoveého napéti je tedy obtizné a je jednou z limitaci
této metody. Ackoli zména absolutni hodnoty fluorescence je linearné umérna poctu
zobrazovanych bunék, stanoveni absolutni hodnoty neni mozné, protoze jejich pocet je
neznamy [19]. Montana et al. [60] ukazali, Ze takovéto hodnoty Ize ziskat méfenim poméru
fluorescence se dvéma excitacnimi zdroji. PFfi buzeni barviva di-4-ANEPPS na vinovych
délkach 440 a 505 nm demonstrovali, Zze uUroven fluorescence linearné zavisi na

membranovém napéti v rozsahu -125 az +125 mV. Méfeni probihalo na tukovém vacku.

Soucasné meéfeni ratiometrickych signald spolu s mikro-elektrodovym zéznamem
akéniho napéti prokazalo vyraznou korelaci a linearitu optickych zaznama [47].

V absolutnim méfitku pak kalibrace optickych signalll probiha tak, ze pfedpokladame,
Ze zbytkovy potencial ma hodnotu -85mV a akéni potencial ve své maximalni hodnoté
dosahuje 10 mV [68].
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2.5.3.Kvalita signalu a jejich pfedzpracovani

Vzhledem ke snimani svételnych signalu, jez dosahuiji velice malych intenzit, je Sum
jednim z hlavnich faktorG ovliviiujicich vyslednou kvalitu méfenych signalti popisovanych
parametrem SNR. Zdroju Sumu v systému mlze byt nékolik. Zpravidla dochazi ke kumulaci
Sumu svételného zdroje a optického snimace (tepelny Sum, Sum zplsobeny kvantovymi
jevy), vliv ma i nedokonalost optiky. DalSim pfispévkem je Sum laboratorniho prostfedi,
odlesky, svétlo z monitor(, a dal$i elektroniky. Svuj vliv mGze mit i elektromagnetické pole,
které ovliviuje méfené signaly na urovni interference s elektronikou snimace (zpravidla
ovlivnéni signalll pfed digitalizaci). Je-li méfeny preparat umistény v lazni perfuzniho
roztoku, Ize pfedpokladat, Zze vlivem rozptylu, necistot, nebo zbytkového mnozstvi barviva a
jejich proudéni bude vznikat dalSi pfidavna slozka Sumu. V neposledni fadé maiji vliv i

vibrace, a proto také vétSina experimentd probiha na antivibraénim stole.

Eliminaci Sumu Ize dosahnout na strané navrhu zafizeni, vyzitim vhodnych
svételnych zdroji a snimac, pfipadné volbou optiky a umisténi méficiho experimentu (anti-
vibraéni stul, Faradayova klec). Jak ukazuje [68], Ize napfiklad, s vyuzitim LED pole oproti
wolframové halogenové Zarovce, zlepSit pomér signal/Sum o vice nez 30%. Na strané

snimacul pak rozhoduje citlivost a vlastni Sum snimace (zpravidla temny a kvantizacni Sum).

Pro zvySeni SNR Ize vyuzit techniky prGmérovani, at jiz ¢asového, prostorového,
nebo jejich kombinace. Casové prdmérovani vyuziva prdméru (kumulace) nékolika period
AN [12, 35]. Tuto techniku lze Uuspésné pouzit za prfedpokladu, Ze tvar a charakter AN se
béhem primérovaného Casového useku pfilis neméni (pfedpokladame periodicitu signalu).
Prostorové pramérovani je mozné vyuzit u systému, které vyuzivaji plosné, pfipadné
panoramatické méreni [43, 64]. Prostorové primeérovani pfinasi nevyhodu zkresleni nabézné
hrany signalu vlivem Sifeni depolarizace. K eliminaci Ize napfiklad vyuzit pfistupu pro korekci
fazového posunu [82]. Tyto techniky se Casto kombinuji s vyuzitim FIR filtru typu dolni
propust, ktera zajistuje filtraci vysokofrekvenéniho Sumu [43, 68].

Pfi volbé akviziéniho systému musime vychazet ze zdkladniho vztahu popisujiciho

akvizici obrazu uvedeného nize:
Casove rozliSeni x prostorové rozliSeni x energetické rozliSeni = konstanta.

DalSim parametrem kvality méfenych signall je pfitomnost pohybovych artefaktd.

Podrobny popis této problematiky je zahrnuty v kapitole 2.6.
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2.6 Pohybovy artefakt

Jednim ze zasadnich problému optického snimani, je pfitomnost tzv. pohybového
artefaktu v méfenych signalech. Tento vznika hlavné pfi€inou pohybu srde¢niho svalu
béhem srdecni revoluce a pfinasi v méfeném signalu zkresleni, které je jen obtizné

odstranitelné. Jeho eliminaci Ize zajistit:
e mechanicky,
o farmakologicky,

e vhodnou technikou méfeni a zpracovani signald.
2.6.1. Matematicky popis pohybového artefaktu:

Pred popisem zplsobU eliminace pohybovych artefakti zavedeme matematicky popis
takovéhoto zkresleni. Vychazime z postupu, ktery ukazuje [87]. Matematicky aparat zde
uvadény (1-8) vychazi a byl pfevzat z popisu jiz zavedeného v [87].

Svétlo, které je zachyceno fotodetektorem, je v podstaté umérné integraci vSech
vinovych slozek ve zvoleném okné (velikost dana filtrem), které na detektor dopadaji. Svétlo
dopadajici na detektor ve zvoleném vinovém okné ,i“ oznaCime S;(¢). Lze konstatovat, ze
detekované svétlo S;(?) se sklada ze dvou hlavnich komponent. Prvni je fluorescence, vznikla
excitaci napétové citliveho barviva (uzite€na slozka), a druha pak je slozka, ktera zahrnuje
signal z pozadi méfené scény, souhrnné nazyvany auto-fluorescenci optického systému
(ruseni). Predpokladame-li, Ze obé tyto sloZky jsou linearné zavislé na intenzité budiciho
svételného zdroje /(%), pak plati vztah (1).

Si(®) = 1(©)(E; + Dy) ¢y

kde F; je pfispévek emitovaného svétla barvivem a D, je intenzita z pozadi méfené

scény. Napétové citlivé barvivo emituje svétlo, které je modulovano srdecnim ak&nim

potencidlem a je také zaroven ovlivnéno pohybem srdeCni stény. Také se setkdvame se

snizujici se fluorescenci, jez je dana vybledavanim barviva. Kazdy z téchto faktord mizeme
oznacit jako ¢asoveé zavislou funkci ve vztahu (2).

E; = F;(OM;(t)C;(t) (2)

Zde Fi(t) je signal, ktery je dan zménou fluorescence v zavislosti na akénim
potencialu. M;(t) je slozka vztazena k pohybu srdeCni stény a (;(¢) popisuje malé zmény
fluorescence, zpusobené vybledavanim barviva.

Poznamenejme, Ze fluorescence barviva jako odpovéd na akéni potencial je dana

spektralnim posunem, kde maximalni amplituda a frekvenéni distribuce zUstavaji zachovany
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a fotodetektor bude toto méfit jako soucet celkové intenzity pres celou Sitku okna emisniho

filtru. To Ize modelovat linearnim systémem prvniho fadu (3).
Fi(8) = Ai[1 + a;vm (0)] 3)
kde A4; a a; jsou na vinové délce zavislé konstanty a V.,(t) je membranovy potencial.
Mechanicka aktivita srde¢ni stény zplsobuje zvySeni intenzity fluorescence, ktera vSak neni
stala v celém rozsahu méfenych vinovych délek. Reprezentovat ji Ize linearnim modelem

prvniho fadu (4).

M;(t) = 1+ by M(¢) C)
kde M(t) reprezentuje mechanickou aktivitu a b; je vinové zavisla konstanta.

V pfipadég, Ze neni pfitomen pohybovy artefakt Mi(t)=1.
2.6.2. Mechanicka eliminace pohybovych artefakt(

Jak vyplyva ze vztahu (1-3), je pohybovy artefakt slozkou signalu, ktera je umérna
pohybu myokardu (4). Mechanickou fixaci lze tedy eliminovat pohyb a nasledné také

pohybovy artefakt.

Vyuziti mechanické fixace k potlaceni pohybovych artefaktl bylo jiz mnohokrat
uspésné vyzkouseno, at jiz se jedna o prstenec fyzicky obepinajici myokard [66], fixaci
pomoci specialné upravené meéfici komuUrky [2], nebo vyuziti pfitlaéného tlaku sklicka, jez
navic usnadriuje ploSné méreni [20, 63]. Vliv na tvar méfenych akénich napéti nebo fyziologii
srdce nebyl zaznamenan [20, 31]. Ackoli tlak na srde¢ni sténu muze vyvolat arytmii [17],
skupina Nygren et al. [64] experimentem zahrnujicim méfeni pfitlaéného tlaku ukazala, Ze

tlak potfebny pro eliminaci pohybovych artefaktt neovliviiuje fyziologii myokardu.

Metoda mechanické fixace ma vSak i sva omezeni. Napfiklad v aplikacich
panoramatického méfeni, kdy je potfeba méfeni na celém povrchu myokardu, zde neni
prostor pro dodate¢nou fixaci [25, 68]. Mechanicka fixace rovnéz znemoznuje zkoumani

mechanické aktivity neboli pohyby myokardu.

Tuto metodu Ize kombinovat s dalSimi pfistupy popsanymi nize.
2.6.3. Farmakologicka eliminace pohybovych artefakt(

Mechanicky pohyb myokardu Ize potladit vyuzitim farmak, ktera zajistuji disociaci
mechanické a elektrické aktivity, dale budou oznaCovana pojmem disociatory (z ang.
Luncouplers®). Mezi nejCastéji pouzivané disociatory pro aplikace optického mapovani patfi
2,3-butanedione monoxime (BDM), cytochalasin D a nedavno predstaveny blebbistatin
[27, 76].

BDM je jednim z prvnich disociatort pouzivanych v technikach optického mapovani

myokardu. Jeho funkce je =zaloZzena na ovlivnéni stalosti sily-negenerujiciho stavu
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myosinu [1]. Tento disociator vykazuje mnozstvi nezadoucich G&inkl. Bylo prokazano, ze pfi
vySSich koncentracich (BDM > 10 mmol) ovliviuje vapnikové transienty [1, 9, 32]. PouZiti

BDM ma za nasledek neselektivni redukci vodivosti nékterych membranovych kanala [53].

Cytochalasin D je toxin, ktery se vaze na aktinova vlakna, potlacuje asociaci a
disociaci sub-jednotek. Toto zplsobuje ,rozbiti“ aktinovych viaken a potlaceni jejich
polymerace [30]. Jak ukazuji zavéry nékterych studii [51, 92], Cytochalasin D neovliviiuje
délku AN ani jeho transmuralni Sifeni, pfitom ucinnost potlaceni pohybovych artefaktl je
vysoka [72]. Jako prvni, skupina Caglan et al. [9] prokazala vliv tohoto disociatoru, na
citlivost myofilament viigi Ca? a na maximum jejich tenze.

Vliv BDM a Cytochalasinu D na komorovou fibrilaci u prasec¢iho srdce, byl popsan
v [51]. Jak ukazuji vysledky, u Cytochalasinu D nebyl prokazan jeho vliv na ventrikularni
fibrilaci. Naproti tomu BDM vyznamné ovliviiuje délku AN (Obr. €. 9), coz mélo za nasledek
pfechod od ventrikularnich fibrilaci, k ventrikularnim tachykardiim. Proto se jeho pouziti

nehodi v pfipadech zkoumani ventrikularnich fibrilaci.
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Obr. €.9: Efekt disociatort: A: BDM, B: Cytochalasin D, a jejich koncentraci na délku trvani akéniho napéti
(pfevzato z [51])

Blebbistatin je disociator, ktery byl pfedstaven nedavno a dle prvnich studii
predstavuje slibnou alternativu k farmakim vySe uvedenym [27]. Blebbistatin je ne-
kompetitivni inhibitor ne-svalového Myosinu Il a Myosinu Il kosterniho svalstva [27, 48]. Prvni
studie ukazovaly, Ze vliv tohoto farmaka na fyziologii srdce je minimalni [27, 28]. Pozdéji
skupina Kanop et al. [45] prokazala vliv tohoto farmaka na vznik abnormalnich elektrickych
aktivaci. V souasné dobé je tento disociator v aplikacich optického mapovani

pravdépodobné nejvhodnéjsi volbou.
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2.6.4.Pomérova metoda pro eliminaci pohybovych artefakt(

Pomérova metoda, jez je jednou ztechnik post-zpracovani mérenych signald,
umoznuje eliminaci pohybovych artefaktd. Moznost méfeni na dvou vinovych délkach,
s vyuzitim poméru méfenych signall, byla pfedstavena skupinou Montana at el. [60]. DalSi
z moznych aplikaci pomérové metody predstavil Kinsley at el. [47]. Pro vyuziti pomérové
metody je zapotiebi vyuziti snimaciho systému, ktery umoznuje méfit fluorescenci v jednom

¢i vice bodech a alespon na dvou raznych vinovych délkach.
Pro analyzu pomérové metody pouzijme model pohybového artefaktu popsany vyse.
Kombinaci vztahu (1-4) mdZeme snimany signal vyjadfit vztahem (5).
Si(®) = I(O{A;C;(O[1 + avn (D11 + b M ()] + DI (1)} (5)
Si(6) = 4O C;(O[1 + v (OI[1 + b;M ()] + DI (1)
Za predpokladu, Ze odstranime intenzitu pozadi D, lze pomér dvou signall
(oznaCenych indexy 1, 2) vyjadfit nasledovné (6).

S1(1) _ Ad®CG O + a;vm(O][1 + b M(D)]

5120 = 520y = B0 C (O + azum OIL + b,M (D) ()
S;(t) = S;(t) — D;I(t)
Upravou a zjednodusenim Ize ziskat ptiblizné vztah:
H
10 = T 11+ (@ = @) (D11 + by~ b)M(O) %
2 2

H;(t) = A;(OI(O)C;(8)
Jestlize H;(t) = kH;(t), b1 =b2, nebo vyraz po mechanickou aktivitu M(?) je velmi
maly, pak pomérovy signal pfechazi v nasledujici vztah (8).

S1(6) = k[1 + (a3 — az) v ()] ®)
2

Zde Ize vidét, Ze pomérovy signal nebude zatizen pohybovym artefaktem. Toto v8ak
bude platit pouze tehdy, bude-li spinéna jedna z vySe uvedenych podminek. V opacném
pfipadé pomeérové méfeni nemusi zcela odstranit pokles obalky signalu zplUsobeny
vybledavanim [8]. V pfipadé, Ze odezva barviva na akCéni napéti neni definovana jen

pohybem spektra, nybrz také zménou jeho amplitudy, je vyuziti této metody omezené [83].
2.6.5. Subtrakéni metoda

Tato relativné nova metoda popsana v [87], by méla feSit problém poklesu obalky
signalu u metody pomérove. Bude pouzit stejny model signalu, jak uvadi kapitola 2.6.1.
Prvnim prfedpokladem je charakteristika obalky Hi(t) v pomérovém signalu $* tak, aby mohla

byt odstranéna. Oznacme signal s odstranénou obalkou za $*%, pro né&j Ize psat (9).
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S7() = Hi(©)71S{ () =1 =[1 4 qu,,(O][1 + b;M(t)] - 1 €))
S*(t) = ajvm (t) + b;M(t) + a; vy, ()b;M(t)

Odectenim jednicky 2z (9) odstranime konstantni offset z korigovaného
fluorescencéniho signalu. Pak je mozné vycislit vahovany rozdil signald zaznamenanych na
dvou riznych vinovych délkach tak, aby byl pohybovy artefakt bezezbytku odstranén, tak jak

ukazuje nasleduijici rovnice (10).
Ssup = S17 (1) b_ - 53°(1) (10)
1

Ssub = az_ljzvm(t) + bZM(t) + albzzvm(t)M(t) - azvm(t) - bZM(t) - azbzvm(t)M(t)
1

aib
Soup = vn(0)] (2 — 02 + (@13 — azby)M(0)

Zbytkovy pohybovy artefakt: (a,b2 — a,b,)M(t) v (10) Ize zanedbat, protoZe vysledek
nasobeni konstant a; a b; by mél byt relativné maly. Vysledkem je, Ze vysledny vahovany

signal z této metody prechazi ve funkci linearné zavislou na v, (%) [56].

Tato metoda v8ak vyzaduje spravnou volbu vahovaciho faktoru b;/b;. Ten lIze pro

dosazeni nejlepSich vysledkl urcit experimentalné.
2.6.6. Metody licovani obrazu

Dal$im z moznych postupt, které umoznuji zvySeni odstupu signal-Sum a potlaceni
pohybovych artefaktu, je vyuziti technik licovani obrazu. Vyuziti téchto technik pro eliminaci
pohybovych artefakti v aplikacich optického mapovani neni pfili§ rozSifeno. Mezi
publikované metody aplikované na techniky optického mapovani Ize zafadit [42, 70, 71]. V
[42] autori vyuzili registranich technik k licovani obrazd ziskanych fluorescenéni mikroskopii
na tkanich myokardu. Pfedstavena metoda umoznila potlaceni pohybovych artefaktd, avSak
pouze pfi relativné malém pohybu a stim souvisejici nevyraznou slozkou pohybovych
artefaktl (fadové jednotky procent). Metoda aplikovana pfi optickém mapovani na udrovni
organl je popsana v [70]. Tato metoda registrace, vyuzivajici kritéria vzajemné informace,
vS8ak nebyla primarné ur€ena pro techniky optického mapovani [69]. Sami autofi navrhuji
diskuzi o vyuziti kritéria vzajemné informace pro tuto modalitu [71]. Prezentované vysledky,
nepopisuji podrobné efektivitu registratniho algoritmu. Prezentovana korekce pohybovych
artefaktll znazorfiuje jeho eliminaci pouze u signald, kde je jeho vliv minimalni. Uroven
pohybovych artefaktd korigovanych touto metodou je v porovnani s artefakty, s nimiz se

setkavame pfi naSich studiich, marginalni [85].
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2.7 Optické mapovani akéniho napéti na urovni organu

2.7.1.Fyziologicka Cast experimentu

Pro vétSinu zde popsanych méficich systéml je fyziologicka Cast experimentl
obdobna. LiSi se hlavné ve zpusobu aplikace barviva a jeho koncentraci, perfuznim tlaku,
teploté v riznych fazich experimentll a druhu méfeného organu. Vice podrobnosti Ize nalézt

v pfisludnych referencich. Jedna z moznych variaci je uvedena niZe a vychazi z [66].

Pro méfeni jsou vyuzivana izolovana srdce bilého novozélandského kralika. Srdce
jsou napojena na Langendorflv aparat a promyvana okyslicenym (95% O,, 5% CO,)
Krebsovym-Henseleitovym (K-H) roztokem (1.25 mM Ca®"). Jsou umisténa v lazni o teploté
37 °C. Srdce jsou perfundovana pod konstantnim tlakem (P=85 mmHg). Pribéh méfeni
sestava ze Ctyfr hlavnich fazi: stabilizace (30 min.), barveni (20-25 min.), vymyvani barviva
(20-25 min.) a méfeni. Jako barvivo je pouZit di-4-ANEPPS, rozpusténo v K-H roztoku.
Délka, popfipadé pritomnost jednotlivych fazi je rGzna, koncentraci barviva a délku faze

barveni pro vybrané experimenty ukazuje tabulka €. 1.
2.7.2.Jednobodové méreni AN

Jednobodové snimani je jednou z prvnich metod aplikovanych pfi méfeni akcnich
napéti optickou cestou. Méfeni probiha na povrchu epikardu pomoci optické sondy, ktera
zajistuje excitaci barviva, snimani fluorescence, nebo oboji a umoziiuje tak snimani akéniho
napéti v jediném bodé na povrchu myokardu, definovaném polohou sondy. V této sekci
budou popsany systémy [12, 66] a systém pro pomérové méfeni [47], ze kterych

vychazi navrh a realizace nového méficiho systému (kapitola 3.).

Méreni pomoci fotodiody

V soudasnosti je na Ustavu biomedicinského inzenyrstvi (VUT v Brné&, Brno, Ceska
republika) k dispozici méfici systém [66], ktery umoznuje kontinualni méfeni optickych
zaznamu akénich potencialt v jednom bodé.

Metodika méreni:

Méfeni probihd na srdcich bilého novozélandského kralika. Bé&hem celého
experimentu je zaznamenavan EKG signal ze tfi bezdotykovych ortogonalnich svodd. Signal
z elektrod je zesilen a digitalizovan 12bitovym A/D pfevodnikem pfi vzorkovaci frekvenci 2
kHz s vyuZitim méficiho systému LabView a multifunkéni méfici karty PCI-611E (National
Instruments, USA). Opticky signal je ziskavan pomoci pruzného bifurkovaného optického
kabelu (FCR-7IR200-2-ME Aventes, Netherlands). Jako zdroj svétla je pouzita 150 W

wolframova halogenova Zarovka, jako fotodetektor pak fotodioda 3WK16487 (Tesla Blatna,
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Ceska Republika). Svételny zdroj je vybaven pasmovym filtrem (560 nm +/- 30 nm). U
fotodetektoru je pouZzit filtr typu dolni propust (propousti vinové délky vyssi nez 610 nm, dale
oznacované: >610 nm). Signal je zesilen a dale digitalizovan obdobnou cestou jako signaly
ortogonalnich svodi EKG. Zafizeni je doplnéno o regulaci teploty a tlaku, pro Langendorfiiv
aparat.

Vlastnosti:

Takto realizovany systém umoznuje bezdotykové méfeni akénich napéti ve zvolené
oblasti myokardu. To nam dale umoznuje zkoumani vlivi jednotlivych fazi experimentu na
tvar a nejCastéji délku trvani akcnich potencialld. Lze pozorovat zmény v soubézné

zaznamenavaném signalu z ortogonalnich svodi EKG a signalu akénich napéti.

Tato metoda vSak nemUlze byt vyuzita k méfeni vlastnosti Sifeni, respektive aktivace
srdeCniho myokardu. V oblasti kvality snimaného signalu byly navrZzeny jiz dokonalejSi
systémy, které umozfuji ziskani lepsiho odstupu signal/Sum a potlaceni pfipadnych
pohybovych a jinych artefaktu. Nicméné tato metoda dava sluSny zaklad k vyvoji nového

zafizeni s vyuzitim nejnovéjsich poznatkd.
Pomérova a subtrakéni metoda

Kinsley et al. [47] publikovali na konci devadesatych let ratiometrickou metodu, ktera

vyuziva snimani na dvou vinovych délkach, za ucelem eliminace pohybovych artefaktu.
Metodika méfeni:

Jako svételny zdroj je zde vyuzit argonovy laser s vinovou délkou 488 nm, tato
vinova délka je volena v blizkosti excitaniho maxima barviva, coz neovliviiuje napétovou
zavislost absorpce [8]. Emitované svétlo je zaznamenavano z jednoho bodu pomoci dvou
oddélenych kanali. Cervené s pouzitim filtru typu dolni propust (>610 nm) a zelené
s vyuzitim flitru typu pasmova propust (534-546 nm). Oddéleni kanall bylo provedeno
pomoci specialni optiky s vyuzitim polopropustnych zrcadel. Nezbytnou soucasti méfeni je i
kalibrace jednotlivych kanald, hlavné co se tyCe dosazitelného zisku.

Vlastnosti:

U pomérové metody se nevyuzivaji méfené absolutni hodnoty na vystupech
jednotlivych kanali samostatné, ale provadi se vypocet jejich poméru, jak bylo ukazano
v kapitole 2.6.4. Vyuziti pomérové metody oproti méfeni pouze na jedné vinové délce pfinasi
vyrazné zlepSeni v oblasti potlateni pohybového artefaktu. Dal8i nespornou vyhodou je
sniZzeni zavislosti na vybledavani barviva, ta se za pfedpokladu nezménéni spektralnich
vlastnosti barviva eliminuje. Schopnost metody potlacit pohybovy artefakt byl kvantitativné
vyhodnocen pfi méfeni poméru amplitud zmény v signalu béhem faze nulové depolarizace

k celkové zméné b&hem srdec¢niho cyklu [47].
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Subtrakéni metoda [87] vyuziva podobného méficiho schématu, jen provadi
s méfenymi signaly rozdilné matematické operace, jak bylo naznaCeno v kapitole 2.6.5, za

ucelem potlaceni poklesu obalky méfeného signall vlivem vybledavani barviva.

Spektroskopické méreni

Méfeni AN v jednom bodé lze provést s vyuzitim spektrometru jako optického
detektoru. Takovyto systém byl realizovan na Auckland Bioengineering Institute (The
University of Auckland, Auckland, New Zealand) [12].

Metodika méreni:

Mé&rFeni probiha na srdci laboratorni krysy. Jako excitaéni zdroj je vyuzivan laser
s regulovanym vykonem (1-10 mW) a vinovou délkou 473 nebo 532 nm. Pro snimani je
vyuzit spektrometr (Oceanoptics HR2000+), ktery umoziuje zaznamenat &asové odlidena
spektra se vzorkovaci frekvenci 1 kHz. Svételny zdroj je vybaven excitacnim filtrem dle
budici vinové délky. Svételny zdroj je napojen na vlaknovou odbocnici (coupler) v konfiguraci
2x2. Jedna polovina excitaéniho svétla je nasmérovana pomoci optického vlakna na méfreny
vzorek, a druha pak k fotodiodé, ktera slouzi k monitorovani Sumu laseru. Cast fluorescence
je pfivedena zpét pres viaknovou odbocnici do spektrometru (pfes emisni filtr zachycuijici
svétlo excitatniho zdroje). Spektrometr je propojen s laptopem, ktery zajiStuje sbér a analyzu
dat v prostfedi LabView, pfes rozhrani USB.

Vlastnosti:

Tato realizace, v porovnani s vySe popsanymi systémy, umoZzhuje ziskani vice
informaci z méfici scény v podobé Casové vzorkovaného zaznamu diskrétniho spektra.
Mérené signaly je pak mozné podrobit dalsi analyze, aplikovat pomérové metody, nebo

zkoumat vlastnosti fluorescenénich barviv.

Kromé fotodiody a spektrometru muze byt snimaci systém zalozen na vyuziti
fotonasobicl, které vynikaji svymi parametry, zvlasté vysokou citlivosti a dosazitelnym
SNR [47].
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2.7.3.Méreni AN ve 2D

Vyuziti optickych méfeni pro zkoumani Sifeni aktivace a repolarizace myokardu si
vyzadalo rozSifeni jednobodové akvizice na akvizici ploSnou. Tato metoda je dnes
nejrozsifenéjsi.

Metodika méfeni:

Mérici experiment se pfili§ neodliSuje od predchazejicich zpusobu. Nejvyznamnéjsi
zménou je nahrazeni jednoduchého fotodetektoru polem fotodetektortl (PDA) [44, 76] nebo
kamerou s technologie CCD [64, 79], EMCCD [85] nebo CMOS [24, 76]. Zvlastnim
pfipadem je pouziti Fadkové kamery zejména pro jejich rychlost [38], ovSem jen v aplikacich,
kde nevyZadujeme plosSné pokryti méfené scény. Samoziejmosti je vyuziti vhodné optiky a
svételnych zdrojd, které umozni homogenni osvétleni akvizi¢ni scény. Zdroje svétla jsou
vybaveny emisnim filtrem tak, aby jejich spektrum nezasahovalo do pasma méfeného
fluorescenéniho signalu. Signal je zaznamenan detektorem zpravidla pfes filtr typu dolni
propust s mezni vinovou délkou 600~610 nm. Zvlastni pozadavky se kladou i na uchyceni
meéfeného vzorku. Méfené srdce je umisténo zpravidla v méfici komurce s kontrolovanou
teplotou, kde jsou k dispozici otvory se svétlu propustnymi vypInémi, jez umozniuji excitaci
(nasviceni méfeného povrchu) a akvizici méfenych signall. Podrobnéjsi popis funkce
takovéhoto systému Ize najit v kapitole 2.1. Samotnou &asti experimentu je nastaveni optiky,

zaostfeni a hloubky ostrosti tak, aby byl zaznam co mozna nejkvalitnéjsi.
Vlastnosti:

PloSné méfeni umoznuje pokrocCilejSi zkoumani depolarizace a repolarizace
myokardu, které u jedno-bodové akvizice neni mozné. NejvétSim uskalim ploSného méfeni je
dosazeni pfijatelné rozliSovaci schopnosti spolu s dostateCnym casovym rozliSenim a
zaroven i dosazenim uspokojivého odstupu signal/Sum. Vzorkovaci frekvence, tedy i Casova
rozliSovaci schopnost, se u téchto méfeni pohybuje mezi 500-2000 Hz. RozliSeni pak 16x16
u PDA a az 128x128 u systému zaloZzenych na CCD, CMOS nebo EMCCD.

2.7.4. Panoramaticka méreni

Pro zkoumani elektrické aktivity na povrchu celého myokardu byly predstaveny

techniky [25, 68], jeZ umozriuji panoramatické méfeni.
Metodika méfeni:

Méfeni ve 3D je obdobné ploSnému méfeni pfedstavenému v pfedchozi kapitole.
Krealizaci systému panoramatickému, je potfeba tfi snimacich kamer nebo PDA
rozlozenych ve 120° rozestupech okolo méfeného preparatu. Pfed samotnym méfenim je

meéfeny vzorek naskenovan digitalnim fotoaparatem tak, aby byla mozna 3D rekonstrukce
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jeho povrchu. Toto Ize realizovat napfiklad nafocenim povrchu otvorem pro jednu z kamer
s tim, ze vzorek je rotovan kolem své osy a pro kazdy ze zvolenych uhlu natoceni je

zaznamenana jeho projekce.

Samotné méfeni je obdobné predeslému 2D systému s tim, Zze proces zpracovani
signalt obsahuje algoritmy, které umozriuji mapovani méfenych signall na rekonstruovany
povrch méreného vzorku a jeho zobrazeni. Jednim z aspektl, ktery ovliviuje kvalitu
rekonstrukéniho procesu, je vhodné nastaveni zaostfeni a hloubky ostrosti u jednotlivych
snimacich kamer. To ma zejména vliv pfi pohybu méfeného vzorku (pfiblizuje-li se k jedné

z kamer, vzdaluje se od dvou ostatnich).
Vlastnosti:

Takto realizovany systém umozZfiuje sledovani depolarizace a repolarizace na
povrchu celého myokardu a tak umoziiuje komplexnéjdi zkoumani arytmii. Omezenim tohoto
systému vSak je nezbytnost vyuziti farmakologickych disociatorld pro zamezeni pohybu.
Zména objemu méfeného vzorku béhem perfuze by méla byt zahrnuta ve studii, protoze
ovliviiuje mapovani méfenych signall na povrch myokardu. Dal$im z problému je umisténi
stimulanich elektrod, které pfi panoramatickém méfeni, téméfr vzdy, zasahuji do zorného

pole méficich kamer.
2.7.5. Intramularni méreni

Hooks et al. [35] pFedstavili metodu pro intramuralni méfeni srdecni aktivity. Tento
novy pfistup umoznuje méfeni aktivity srdce nikoliv jen na povrchu epikardu, ale také uvnitf
jeho stény.

Metodika méfeni:

Pro méfeni je vyuZivana specialné navrzena sonda (optroda), ktera se sklada ze
sedmi nezavislych vlaken (obrazek €. 4). Kazdé z nich slouZzi pro zavedeni excitaCniho svétla
a zaroven také pro snimani svétla fluorescenéniho. Optroda je umisténa v mikropipeté
(d=400 pm), vlakna jsou ukonéena v jednomilimetrovych intervalech se sklonem 60°. Tato
optroda je pak vyuzivana pro méfeni uvniti srde¢ni stény. Budicim zdrojem je argonovy laser
(488 nm). V optice jsou pouzita polopropustna zrcadla a filtry navrzené tak, aby bylo mozné
vyuzit méfeni na dvou vinovych délkach s naslednou moznosti vyuZiti ratiometrické nebo

substrakéni metody pro potlaeni pohybovych artefaktu.
Vlastnosti:

Tato metoda je pomérné nova. Umoznuje méfeni nejenom na povrchu epikardu, ale
také uvnitf srdecni stény. Dostavame se tedy do tfetiho rozméru, coz vySe uvedené metody
neumozfovaly. Tato metoda ma spolecné vlastnosti s vySe zminénymi, co se tyce optického

snimani. Objevuje se zde navic pozadavek na Sitku vySetfované stény tak, aby mohla byt
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optroda aplikovana kolmo k epikardu. Je tfeba pocitat s novymi omezenimi, zplsobenymi

podkozenim a naslednym odumiranim bunék v okoli optrody.
2.7.6.DalSi pfistupy v optickém mapovani

Optické mapovani akénich napéti umoznilo lepSi porozuméni elektrickym vlastnostem
myokardu. Tato technika umoznila monitorovat i dal§i parametry bunék. Jednim
z dalSich, nejcastéji mérenych, parametri je koncentrace intracelularnino vapniku. Méfici
systém pro takova méreni je obdobny tomu, ktery je pouzivan pro méreni akénich napéti. Je
vSak vyuzito jiného barviva (Rhod-2), reagujiciho zménou fluorescence pravé na zménu
koncentrace intracelularnino vapniku. Vzhledem k odliSnym spektralnim vlastnostem
pouzivanych barviv je nutna i zameéna filtrll a excitacnich zdroju. Emisni spektrum je u téchto
barviv posunuté oproti barvivim pro méreni AN a to umoznuje soub&zné mérenim akcnich
napéti spoleéné s vapnikovymi transienty [15, 37, 76]. Poznamenejme, Ze takovyto systém
vyZzaduje pouZiti vice kamer, kdy kazda kamera s danymi filtry snima signal umérny
méfenému parametru.

Méreni signalll spoleéné s vyuzitim stimulaénich elektrod je komplikované, protoze ty
vétsinou stini v optické cesté mezi zdrojem fluorescence a snimacem. Skupina Liau et al.
[52], diky pouziti svétlo-propustnych elektrod (material: indium cinovy oxid), pouzila
optického mapovani k méfeni AN pod povrchem a na okraji stimulacnich elektrod.

Dalsi z moznych mérfeni je provadéni optického mapovani na povrchu endokardu
s pomoci zavedené endoskopické sondy. To umoziuje monitorovat elektrickou aktivitu nejen
na povrchu, ale i uvniti myokardu. Zorné pole takového systému je vS8ak omezeno pouzitou
sondou [43].
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3. KAPITOLA

DESIGN REALIZOVANEHO MERICIHO SYSTEMU

Obsahem kapitoly:

Soucasti disertani prace byla i realizace zcela nového méficiho systému. Tento systém byl
realizovan na pudé The University of Auckland vramci téméfF dvouleté studijni staze.
Realizovany systém pfinaSi nové moznosti méfeni, jako je sou€asné méfeni elektrickych i
optickych signalti na povrchu myokardu, méfeni na endokardu, moznost sekvenéniho méreni
s dvoijici filtrd. Soucasti navrhu systému je i perfuzni Cast, ktera spolu s regulaci teploty

zajistuje fyziologické podminky méfenych vzorku.
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3.1 Definice pozadavku

V relaci s cili disertaCni prace byl navrzen a realizovan zcela novy méfici systém,
ktery pfinaSi nové moznosti a techniky pro méfeni akCnich napéti a jejich pozdé&jsi
zpracovani. Tento systém byl realizovan na pracovisti Auckland Bioengineering institute, The
University of Auckland, New Zealand. Navrh tohoto systému vychazel z pozadavku
definovanych v tezich této disertaéni prace a byl navic rozSifen o nékteré vlastnosti na
zakladé spoluprace realizaéniho tymu. Zejména pak o moznost elektrického mapovani a

méfeni na povrchu endokardu.
Kliové pozadavky byly stanoveny nasledovné:
e realizace systému pro 2D optické mapovani akénich napéti na malych
organech (mys, krysa, kralik),
e vyuZiti vysokého rozliSeni spoleéné s dostateCnym SNR,

e zajisténi vitalnich funkci mérfenych vzorkd, kontrola teploty, perfuzniho tlaku a

faze barveni,
¢ moznost méfeni bez pouziti farmakologickych disociatoru,
e moznost aplikace pomérové techniky na plodné méfeni,
e méreni optickych signall soubézné s elektrickymi pomoci pole elektrod,
e umoznéni stimulace a méreni povrchovych potencialu (elektrické mapovani),
¢ moznost méfeni na endokardu.

V této kapitole je popsan navrh jednotlivych Casti realizovaného systému, nastaveni
vhodnych parametri a popis zakladniho protokolu méfeni. V 5. kapitole je diskutovana

funkce a splnéni pozadavkul kladenych na realizovany systém.
3.2 Koncepce mériciho systému

Koncepce méficiho systému vychazi z klasického navrhu systému pro opticka
méfeni, tak jak je uveden na blokovém schématu (Obr.C. 1). Systém byl realizovan
s vyuzitim rychlé EMCCD kamery, ktera byla jiz k dispozici. Analyza excitanich i emisnich
spekter umoznila navrh filtrd. Jako zdroje osvétleni byly pouZity vysoce svitivé LED. Kazda
z LED je vybavena mechanickou zavérkou. Systém je orientovan do horizontalni polohy na
antivibracnim stole, pfi€emz srdce je uchyceno za perfuzni kanylu. K perfuzi a aplikaci
fluorescen¢niho barviva, popfipadé dalSich farmak, je vyuzivana dvouokruhova mikro-
pumpa. Systém umozfiuje snimani pomoci pole elektrod, které je umisténo v meéfici

komurce, ktera zajistuje kontrolu teploty méfeného vzorku spole¢né s tepelnym vyménikem
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zafazenym v perfuznim obéhu. Kamera je pfes datové rozhrani pfipojena k méficimu PC.
Méfeni elektrickych signall a stimulaci zajiStuje samostatny stimulacni a akviziéni systém
UnEmap [88]. Systém je doplnén o zafizeni pro rychlou vyménu meéficich filtrd. Schéma

realizovaného systému ukazuje obrazek ¢. 10.

Obr. €.10: Schematicky diagram méficiho systému, A: EMCCD kamera, B: LED, C: mechanicka uzavérka,
D: méfici komurka, E: perfuzni pumpa, F: tepelny vymeénik, G: méfeny vzorek, H: systém vymény
filtrd

3.3 Zajisténi vitalnich funkci vzorku

Pro zajisténi vitalnich funkci méfenych organd, aplikaci napétové citlivého barviva a
dalSich farmak byl navrzen perfuzni systém. Tento systém se sklada z téchto hlavnich &asti:
e perfuzni pumpa,
e meéfici komarka,
e teplotni vyméniky, regulace teploty,
e okysliCovaci zafizeni, filtr vzduchovych bublin, laboratorni sklo.

Blokovy diagram navrZzeného perfuzniho systému je znazornén na obrazku ¢&. 11.

Perfuze je fizena s vyuzitim dvoukanalové mikro-pumpy, kdy je jeden z kanall vyuZivan pro
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rezim normalni perfuze a druhy k aplikaci fluorescenéniho barviva. V okruhu pro normalni
perfuzi je zafazen tepelny vyménik k zajisténi predehfati perfuzatu a filtr pro zachyceni
vzduchovych bublin. Nadoby s perfuznim roztokem a roztokem s fluorescenénim barvivem
jsou vybaveny pfivodem pro plynnou smés (95% O, , 5% CO,), zajistujici jejich okysliCeni.
Na vystupu pumpy jsou oba kanaly propojeny a je zde také ventil, umozfujici kontrolu tlaku
v perfuznim obé&hu. Méfici komlrka obsahuje tepelny vyménik, ktery spole¢né
s instalovanymi senzory a termostatem zajiStuje nastaveni poZadované teploty méfeného

vzorku.

Krebsovym-
Hensleitovy
roztok

Filtr vzduchovych
bublin a tepelny
vymeénnik

Di-4-ANEPPS v
K-H roztoku

Dvou- kanalova
perfuzni pumpa

Kontrola
tlaku

Regulace teploty Méfici komurka

Obr. €.11: Blokovy diagram perfuzniho systému
3.3.1. Perfuzni pumpa

Perfuzni pumpa byla vybrana s ohledem na pozadavky systému, a to zejména vyuziti
dvou nezavislych kanall, pfesnou regulaci pratoku, detektor vzduchovych bublin, provoz na
baterie a moznosti externiho fizeni. Jako perfuzni pumpa byla vybrana IMED GEMINI PC-2.
Tato pumpa spliiuje vySe zminéné pozadavky. Zakladni parametry jsou uvedeny
v tabulce €. 2. Pozadavek na dvoukanalové zafizeni vychazi z blokového schématu na
obrazku ¢. 11. Dulezitym parametrem je moznost provozu na baterie, z divodu maximalné
mozneého omezeni elektromagnetického rusSeni méficiho systému. Provoz na baterie
umoznuje rovnéz eliminovat riziko pferuSeni perfuze v dusledku vypadku elektrické sité.
Ultrazvukovy detektor na kazdém z kanalu zajiStuje kontrolu (signalizovano alarmem) nad
pfipadnymi vzduchovymi bublinami, které by mohly proniknout do koronarniho obéhu
méfeného vzorku. Komunikacni rozhrani pro externi fizeni neni v tuto chvili vyuzivano, ale
v pfipadé roz§ifeni méficiho systému umozriuje automatizaci procesu perfuze a barveni, bez
nutnosti manualni interakce s ovladacimi prvky pumpy. Perfuzni pumpa je schopna

samostatného provozu, bez nutnosti propojeni s fidicim PC.
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Specifikace

Typ

Linearni peristalticka, dva kanaly

Rozsah regulace (macro mode)

1-999 ml/h (1 ml/h inkrement)

Rozsah regulace (micro mode)

0,1-99 ml/h (0,1 ml/h inkrement)

Provoz na baterie

4-5h

Maximalni tlak 10 psi
Pfesnost 5%
Externi komunikacni rozhrani RS232C

Alarmy Detekce vzduchovych bublin

Detekce ucpdni obéhu

Tabulka €.2: Vybrané parametry IMED GEMINI PC-2

3.3.2. Mérici komurka

Méfici komurka je jednim ze zakladnich prvkl méficiho systému. Zajistuje uchyceni
vzorku spoleéné s moznosti manipulace, kontrolu teploty a pfipojitelnost méficich elektrod.
Navrh designu komarky vychazi z téchto pozadavkl, musi ovSem také umozrniovat vhodné
geometrické rozlozeni pro optiku, zdroje svétla a snimaci zafizeni. Vzhledem k pozadavkum
na méfici experiment, ktery se kromé méfeni na epikardu zabyva i méfenim na endokardu,
bylo potfeba navrhnout mechanizmus umoznujici oddéleni ¢asti méfici komulrky a pohodiny
pfistup k méfenému organu, béhem experimentd. Navrh meéfici komurky byl realizovan
s vyuzitim 3D CAD prostfedi SolidWorks. Geometrie optiky (pldorys) vychazi z tvaru
poloviny pravidelného Sestiuhelniku, kdy do €elnich a boéni strany jsou instalovana skla
(mikroskopicka sklicka s odpovidajicimi optickymi vlastnostmi), ktera slouzi pro osvétleni
vzorku (bo€nice) a ke snimani optickych signalu (Celni sklo). Geometrie osvétlovacich LED a
snimaci kamery je patrna ze schematického diagramu systému zobrazeného na

obrazku €. 10.

Samotna realizace méfici komuarky vyuzivala 3D modelu, ktery byl pfeveden do
formatu STL (StereoLithography) a pomoci 3D tiskarny Dimension Elite 3D, realizovan
z materialu ABS plus. Vzhledem k tloustce stén modelu a pozadavkim na jeho vodotésnost,
byl tento model penetrovan kynoakrylatem. Model byl doplnén €astmi, které rovnéz byly
navrzeny spole€¢né s méfici komuarkou v prostiedi SolidWorks a byly vyrobeny z akrylovych
desek na laserové fezatce Trotec Speedy 300 z akrylovych desek. Uchyceni sklenénych
vyplni bylo realizovano pomoci silikonového tmele. Model navrzené komarky ukazuje
obrazek €. 12. Pfedni ¢ast komurky (12A) realizované z materialu ABB plus je kompletné
oddélena od zadni Casti s moznosti rychlého spojeni Ci rozpojeni, a tak umoziiuje pfistup
k méfenému vzorku a jeho manipulaci béhem samotného méfeni. Ve spodni Casti (12F) je
integrovany teplotni vyménik s porty pro pfivod termoregulaéni kapaliny (12C). Zakladni ¢ast

(12B) je vybavena drzdkem kanyly (neni zobrazen) pro manipulaci a zménu polohy
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méfeného vzorku. Ve stfedni Casti je umistén otvor (12D) pro pole 20x20 povrchovych
elektrod umisténych v silikonovém valci odpovidajici velikosti. Ram kolem otvoru (12D) je
vyplnén silikonovou vyplni, ktera umoznuje fixaci vzorku. V pfipadé potfeby je mozné vyuziti
drzaku fixacniho sklicka (12E) pro eliminaci pohybu méfeného myokardu. Mezi fixni
(akrylatovou) ¢asti a oddélitelnou komuarkou (ABB plus) je instalovano silikonové tésnéni,
stejné jako v otvoru pro pole elektrod. Ke kontrole vysky hladiny v méfici komurce je
vyuzivan vystupni port G, ktery také slouzi k pribéznému upousténi perfuzniho roztoku. Cely
systém meéfici komarky je pfipevnén k desce stolu pomoci 3D manipulatoru, ktery umoznuje
ménit jeho polohu vzhledem k snimaci kamefe, a tak precizné kontrolovat vzajemnou polohu

vzorku a zorného pole kamery.

Obr. ¢.12: Méfici komUrka, A: pfedni ¢ast realizovana z materialu ABB plus, B: zadni ¢ast a Uchyty
méfeného vzorku, C: porty tepelného vyméniku, D: otvor pro pole elektrod, E: drzaky fixacniho
sklicka, F: tepelny vyménik, G: port pro kontrolu hladiny
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3.3.3. Regulace teploty

Rizeni teploty je jednim ze zakladnich predpokladil pro zajisténi fyziologickych nebo
pozadovanych podminek méfenych organt. V systému je vyuzivana dvou-okruhova
regulace, zajistujici kontrolu teploty v méfici komurce i teplotu perfuzniho roztoku. Jeji
zapojeni je patrné z blokového schématu na obrazku &. 11. V systému jsou zapojena tepelna
Cidla (termoclanky), ktera monitoruji teplotu vzorku. Systém je provozovan v mistnosti
s pokojovou teplotou, ktera je rovnéz monitorovana. Jako regulaéni médium je vyuzivana
voda, ohfivana v bloku termostatu na pozadovanou teplotu. Pomoci nastaveni prutoku
tohoto média v tepelnych vyménicich (méfici komurka a perfuzni obéh) je regulovana teplota
na pozadované urovni. Vzhledem Kk prvni fazi realizace méfeného systému je systém
kontrolovany manualné, nastavenim ventild pratoku tepelnych vyménikd a pozadované

teploty regulacniho média.
3.3.4.DalSi prvky systému

Kromé vySe zminénych prvkld jsou v perfiznim systému vyuzivany dalsi prvky. Filtr
vzduchovych bublin zafazeny tésné pred perfuzni pumpu zajiStuje zachyceni pfipadnych
vzduchovych bublin pfed vnikem do perfuzniho obéhu. V tésné blizkosti perfuzni kanyly je
zhotovena odbocCka, ktera umoznuje méfeni perfuzniho tlaku pomoci pfidavného
manometru. Vzduchové zafizeni, vybaveno zasobnikem plynd a regulatory tlaku, slouzi
k zajisténi okysli€eni perfuzatu. DalSimi prvky je laboratorni sklo (trubice, nadoby) zajistujici
propojeni jednotlivych funkénich celk(l. Za ucelem eliminace poklesu nasyceni perfuzatu

kyslikem je pfevazna €ast zafizeni realizovana sklenénymi komponenty.
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3.4 Prvky pro snimani a excitaci

Zajisténi vitalnich funkci méreného organu spole¢né s aplikaci fluorescenéniho
barviva, pfipadné jinych farmak, poskytuje zakladni podminky pro samotné mérfeni.
Nastaveni snimaciho a excitacniho systému spole¢né s kontrolou jeho parametr(
pfedstavuje druhou &ast navrhovaného feSeni. Je potfeba zvolit vhodné svételné zdroje,
kameru a filtry tak, aby bylo umoznéno méfit co nejkvalitngjSi signaly. Blokové schéma
elektrického propojeni jednotlivych komponent akvizi¢niho systému ukazuje obrazek €. 13.
Realizované zafizeni (vzhledem ke stadiu vyvoje) nebylo vybaveno fidicim modulem a
jednotlivé prvky byly ovladany manualné. V navrhu se ovSem pocita s vyuzitim fidiciho
systému, realizovaného pomoci multifunkéni méfici karty (National Instruments, USA) a
kontrolniho SW LabView.

PC
(Pentium 4, Linux)

Systém UnEmap

2 x LED
(LZ4-00G110+
ventilatory chlazeni ) !

_+ | Snimaci a stimulagni '
elektrody | | Translaéni systém |

| (méfici komarka) I

Ridici modul

"] 2 x Rizena zavérka
pro LED

EMCCD kamera
(Cascade 128+)

PC
(Pentium D,
Windows XP, PCI
akviziéni karta)

Napajeci zdroj
(POWERTECH,
MP3087)

Obr. €.13: Blokové schéma elektrického propojeni akvizi¢niho systému, bile Sipky naznacuji optickou cestu
3.4.1. ExcitaCni zdroj — LED

Na zakladé diskuze parametru svételnych zdroju (kapitola 2.2.2) byly jako excitaéni
zdroj zvoleny LED. V pribéhu navrhu systému byla testovana moznost vyuziti nékolika
druh( LED, Luxeon V Star (LXHL-LM5C-zelena, LXHL-LB5C-modra) a LED LedEngin, Inc
(LZ4-00G110-zelena, LZ4-00B210-modra). V experimentalnim zapojeni bylo testovano i
vyuziti diodové buzeného pevnolatkového laseru (DPSS) na 473 nm a 532 nm, dopInéného

o rozSifovac svazku.

Na zakladé méficich experimentl byla zvolena varianta zelenych LED od spolecnosti
LedEngin, Inc (LZ4-00G110) [50]. Jedna se o 10 W LED, které poskytuji az 4x vétsi svételny
tok (pro =700 mA ,445-556 Im) nez dfive pouzivané Luxeon V Star (LXHL-LM5C). Byla
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zvolena zelena barva s dominantni vinovou délkou (520 nm), ktera neni striktné v blizkosti
excitatniho maxima di-4-ANEPPS (480 nm), ale oproti modré LED (465 nm) poskytovala
vétSi zménu fluorescence v zavislosti na akénim napéti (AF/F). Méfeni a vyhodnoceni
zavislosti, charakteru spektra a jeho zmény vrekci na zménu akéniho napéti, bylo
publikovano [83]. Vysledky a zavéry z tohoto méfeni budou dale popsany v kapitole 4.3.
Volba LZ4-00G110 souvisi také s moZnosti regulace vyzafovaného svételného toku, regulaci
proudu lz. Zménou propustného proudu je mozné korigovat vykon, dochazi tim ovSem i
k posunu vyzafovaného spektra. Tato zavislost byla méfena vrozsahu pouzivaného

budiciho proudu a ukazuje ji obrazek €. 14.

i
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Obr. ¢.14: Zména emitovaného spektra LED (LZ4-00G110) v zavislosti na I¢

DalSim dulezitym parametrem pouzitych LED je stabilita svételného toku. Ta souvisi
hlavhé se zménou teploty. Pfi zvySujici se teploté dochazi k poklesu vyzafovaného
svételného toku, tak jak dokumentuji charakteristiky vyrobce [50]. Vzhledem ktomu, Ze
optické méfeni akénich napéti poskytuje pouze relativni informaci o jeho zméné, neni
absolutni zména vyzafovaného svételného toku excitaéniho zdroje, a stim souvisejici
zmeéna fluorescence, klicova. Dullezité je naopak zajisténi proti jeji zméné béhem samotného
mérfeni. Toho bylo docileno teplotni stabilizaci pouzitych LED. Kazda z LED byla vybavena
instalovanym pasivnim i aktivnim (ventilator) chladiCem a byla zapnuta alespori 30 minut
pfed samotnym méfenim. Svétlo LED bylo blokovano pomoci mechanickych zavérek tak,
aby byl osvétlovan méfeny vzorek pouze v dobé samotného méfeni. LED byly vybaveny

reflektorem zajidtujicim rovnomérné osvétleni excitované plochy.

LED byly buzeny stejnosmérnym zdrojem (POWERTECH, MP3087) v proudovém
rezimu zpravidla jmenovitym proudem 650 mA. Tento zdroj je dvoukanalovy a umozriuje
souasné nebo také jednotlivé nastaveni proudu pro kazdou zLED v zavislosti na
pozadavcich konkrétniho méfeni. LED byly vybaveny emisnimi filtry typu dolni propust

s meznim kmitoétem 505 nm.
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3.4.2.EMCCD kamera

KliCovym prvkem celého snimaciho systému je EMCCD kamera Cascade 128+,
Photometrics. Kamera je vybavena vysoce kvalitnim, zezadu osvétlenym CCD c&ipem
s integrovanym nabojovym nasobiCem zisku, ktery poskytuje vysokou citlivost pro aplikace
s nizkym osvétlenim. Termoelektricky chlazené snimaci pole s rozliSenim 128x128 a
velikosti pixelu 24 ym? umozfiuje frame-transfer prenos (pfenos snimku s vyrovnavaci
paméti). Rychlost snimani je az 500 snimk( za vtefinu, v plném rozliSeni pfi 16bitové

hloubce. Parametry kamery a podrobny popis jeji funkce Ize nalézt v [10, 89].

Kamera je dodavana s PCI kartou a propojovacim kabelem, jez umoznuji propojeni
s fidicim a akviziénim PC (Pentium D, 2 GB RAM, Windows XP SP2). V instalacnim balic¢ku
je dodavany PVCAM driver s akvizi¢nim softwarem QED Capture. Diky standardizovanému
formatu PVCAM, lIze pouzit i jiny akviziéni SW. Pro ovladani kamery a zaznamenavani
méfenych signall byl vyuzit V++ Software (Digital Optics, v5, 2010). Kamera je vybavena

nastavitelnym C-Mount adaptérem.

Kamera byla vybavena zvétSovaci ¢oCkou ( B+W, NL-2) a objektivem (Navitar NAV
DO-5095). Objektiv umoziuje zaostfeni a kontrolu clony v rozsahu (F1.4 — F8). Diky
kontrolnimu softwaru je mozna vizualizace v realném Case, a tak je mozné provést kontrolu
zaostfeni, popfipadé jeho zménu. Nastavenim clonového Cisla, Ize ovlivnit jak intenzitu
snimaného signalu, tak hloubku ostrosti (pro méfeni bylo zpravidla vyuzivano nastaveni
clonového ¢&isla na F2). Zménou vzdalenosti kamera-méfeny vzorek lze doladit velikost

snimané plochy.
K zakladnimu nastaveni kamery byly vyuzZivany tyto parametry:
e pfenosovy mod (normalni, transfer snimku),
e pocet cykll pro ¢Cisténi CCD (vybiti CCD),
e expozi¢ni doba a nastaveni nasobice zisku,
e délka zaznamu (pocCet snimku).

Prenosovy méd ur€uje zplsob prenosu dat z CCD (z Cipu do paméti). V normalnim
rezimu (NT) kamera pracuje tak, ze po vycisténi senzoru (odebrani volnych elektron(
s nastavitelnym poctem cyklu), je po stanovenou dobu provedena expozice a poté je obraz
pfenesen do vyrovnavaci paméti, z niz se pomoci posuvného registru prfevadi do paméti
datové. Vzhledem k tomu, Ze pfenos mezi CCD a vyrovnavaci paméti je velmi rychly, neni
nutné pouziti mechanické zavérky. V rezimu pFfenosu snimkd (FT) probiha expozice
spole¢né s transferem z posuvného registru do datové paméti. Tato metodika umozriuje

vyznamné zvySeni rychlosti. Zde jsou dale mozné dvé varianty - doba expozice je kratSi nez

pfenos mezi vyrovnavaci a datovou paméti, nebo naopak. V prvnim pfipadé bude délka
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expozice rovna dobé transferu (kromé prvniho snimku, ten bude exponovan dle nastaveni),
ve druhém pfipadé pak bude doba expozice dana pfesné dle jejiho nastaveni. Pro optické
mapovani byly vyuzivany oba tyto rezimy. Nastaveny expozi¢ni ¢as a skute€nou (méfenou)
snimkovaci frekvenci v odpovidajicich moédech ukazuje tabulka €. 3. Méfeni bylo provadéno
nejCastéji v plném rozliSeni s nastavenou expozi¢ni dobou na 3 ms (skutec¢na 2.5 ms),

v rezimu ,pfenos snimkUd“ se snimkovou frekvenci 400 snimku/s.

Rezim Expozicni ¢as-nastaveny (ms) | Expozi¢ni ¢as-nastaveny (ms)
Rozli¢eni | FT -Pfenos snimki 1 2 3 1 2 3
N-Normalni Expozicni ¢as-méreny (ms) Snimkovaci frekvence (sn./s)
128x128 FT 2,5 2,5 2,5 400 400 400
128x128 N 1 2 3 333 250 200
Binning 2x FT 1,6 1,6 2,6 625 625 385
Binning 2x N 1 3 3 455 313 238
64x64 FT 1,7 1,7 2,7 588 588 370
64x64 N 1 2 3 455 313 233

Tabulka €.3: Rychlost snimani v zavislosti na nastaveni médu a expozi¢ni doby

Kromé expozi¢ni doby bylo mozné zvétsit zesileni (citlivost) pomoci nasobite zisku.
Ten v8ak vzhledem k dostate¢né amplitudé méfenych signalt, moznému vzniku nelinearit
(ma exponencialni charakteristiku) a pfidavnému Sumu nebyl wvyuzit. DalSim

z nastavovanych parametrud je po€et snimku, respektive délka zaznamenavané sekvence.

Kamera je kromé& datového a napajeciho konektoru vybavena vstupné-vystupnim
portem (DB26), ktery umoZzhuje jeji externi kontrolu. V navrhnutém systému byl pouzivan

signal ,read out®, ktery definoval konec zaznamenaného snimku a umoZzniuje synchronizaci.
3.4.3.Snimaci a stimulaéni elektrody

Soucasti navrzeného systému pro optické mapovani je i systém elektrod, umoziujici
elektrické mapovani i stimulaci. Navrzeny systém vyuZiva zafizeni pro elektrické mapovani
UnEmap [88], zakladni parametry uvadi tabulka €. 4. Tento systém byl doplnén o pole
elektrod 20x20, v mfizovém usporadani rovnomeérné rozlozeném na ploSe 15x15 mm.
Elektrody jsou fixovany v silikonovém valci (realizace od Sally Rutherford, Auckland

Bioengineering Institute). Toto pole je zasazeno do méfici komurky, obrazek ¢. 12(D).

Systém UnEmap je kromé& zminénych 400 snimacich/stimulacnich kanald rozsSifen o
vstup pro zdznam signalu odpovidajiciho snimaci frekvenci kamery. Toto umoznuje ¢asovou

synchronizaci mérenych signall elektrického i optického mapovani.

K méfeni byl vyuzivan unipolarni rezim, kdy referen¢ni elektroda byla umisténa ve

spodni, pfedni ¢asti méfici komurky. Zaznamenani signall, stejné jako konfiguraci méficiho
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systému lze provadét v aplikaci UnEmap-Acqusition. Analyzu méfenych signall a jejich
vizualizaci pak v aplikaci UnEmap-Analysis. Systém UnEmap, spoleéné s dodavanymi
aplikacemi je instalovan na PC (Pentium 4, 512 MB RAM) s instalovanym opera¢nim

systémem Linux.

Specifikace - UnEmap
Pocet kanalu 406
Funkce kanalG vstup nebo vystup
Vzorkovaci kmitocet 1 kHz az 5 kHz
Systém snimani Unipolarni (spolecna reference), bipolarni
Nastavitelny zisk kanalu 10 az 1000
Filtry (kanal) DP (50Hz a? 5kHz), HP (0.05 Hz)
Vstupni impedance (kanal) > 1TW
Vstupni proud (kanal) < 5nA
CMRR(kanal) Typicky 90 dB

Tabulka €.4: Vybrané parametry systému UnEmap
3.4.4. Translacni systém

Realizovany transla¢ni systém umoznuje rychlou vyménu emisnich filtrd. PoZzadavek
na realizaci takovéhoto systému vychazi z nové navrzené pomeérové metody [83]. Vyuziti
pomérové metody pro plodné snimani vyZaduje dva samostatné detektory. Chceme-li tuto
podminku obejit, je mozné, za pfedpokladu, Ze béhem daného meéficiho useku nedojde ke
zméné meéfenych signald, rozdélit tento Usek na nékolik ¢asti, u kterych pfedpokladame
relativné stejny charakter signalG. V kazdé z Casti Ize provést méfeni s jednim zfiltrd a
pozdé&jSim zpracovanim signall dosahnout efektu pomérové metody. Navrzeny translacni
systém umoziiuje velmi rychlou mechanickou vymeénu filtrd (t,< 300 ms). Vyména je
realizovana pomoci servomotoru a ovladana pfivedenym napétim (+/-)12 V, polarita Fidi

smér pohybu. Design realizovaného systému zachycuje obrazek €. 15.

Obr. €.15: Realizovany translaéni systém umozniujici vlozeni emisniho filtru do optické cesty snimani
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3.4.5.Navrh filtrd

Navrh filtrd vychazi z analyzy méfeného spektra. S vyuzitim vlastnosti popsanych
v kapitole 2.1.1 lze navrhnout emisni filtr, ktery bude zmény spektra (posun, amplituda)
vhodné transformovat na zménu intenzity (kamerovym systémem jsme schopni méfit pouze
prostorové rozloZzeni intenzity). Pro definovani charakteristik filtrd bylo rovnéz realizovano
vlastni méfeni odezvy fluorescenéniho barviva na AN, pomoci spektroskopického
systému [12], jehoz vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.3. Na zakladé téchto poznatku byly
navrzeny parametry emisniho filiru. Vzhledem k charakteru zmény emisniho spekira,
v zavislosti na depolarizaci (u pouzitého di-4-ANEPPS), byl zvolen filtr typu dolni propust
(>600 nm, Marumi MC-R2). Tento filtr zachycuje ¢ast emisniho spektra, kde se depolarizace
projevuje relativnim poklesem jeho amplitudy. Timto interpretuje depolarizaci AN jako pokles
méfené intenzity na definovaném spektralnim rozsahu. Lze tedy poznamenat, Ze filtr
vynechava (filtruje) oblast emisniho spektra, kde je zména jeho amplitudy, v zavislosti na

depolarizaci, pozitivni.

Parametry referen¢niho filtru, ktery je soucasti méficiho systému, vychazeji z nové

navrzené pomeéroveé metody [83]. Princip této metody je dale popsana v kapitole 4.4.

Spektralni charakteristiky testovanych LED LedEngin, Inc. (LZ4-00G110-zelena, LZ4-
00B210-modra), charakteristiky emisniho i ratiometrického filtru a méfené emisni spektrum
di-4-ANEPPS (pro excitaci s LZ4-00G110) ukazuje obrazek &. 16.
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Obr. €.16: Spektraini charakteristiky LED, emisniho filtru, radiometrického filtru a emisniho spektra
di-4-ANEPPS
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4. KAPITOLA

ZPRACOVANI A ANALYZA MERENYCH SIGNALU

Obsahem kapitoly:

Zpracovani a analyza méfenych signall jsou nedilnou &asti méficiho experimentu. V této
kapitole jsou popsany parametry méfenych signall a algoritmy pro jejich pfedzpracovani a
zpracovani.

Vyznamnou ¢&asti této kapitoly je popis nové navrzené metody pro eliminaci pohybovych
artefaktl, zalozené na aplikaci technik elastické registrace obrazl. Soucasti této kapitoly je
popis a rozbor nové navrzené metody pro ratiometricka méfeni, ktera maze byt alternativou

k technice stavajici.
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4.1 Problematika zpracovani signalu

Optické mapovani poskytuje signaly, které reprezentuji zménu membranového
napéti. Tyto signaly maji své specifické parametry dané pouzitim pfisludného akvizi¢niho
systému. Vzhledem ktomu, Ze pracujeme s fluorescenCnimi signaly malych intenzit, je
dulezité zajisténi dostateCného SNR tak, aby bylo mozZno se signaly dale pracovat. K tomu
slouzi zpravidla techniky pfedzpracovani signalld. Kromé pfidavného Sumu se v signalech
vyskytuji pohybové i jiné artefakty, které je nutné, pro dosazZeni relevantnich vysledkd,
odfiltrovat. Pouziti ratiometrickych technik je jednou z moznosti, soucCasti této kapitoly je
popis zcela nové metody navrZzené pro pomérova méfeni. Tato prace se také zabyva
samotnym popisem a definici pohybovych artefaktd a na zakladé tohoto rozboru navrhuje
vysoce ucinnou techniku pro jejich eliminaci, vyuzivajici elastickou registraci obraza.

Kromé& samotného predzpracovani a zpracovani signall je potfeba navrhnout i
rozhrani pro jejich vizualizaci a analyzu. Simultanni zobrazeni signalu ziskanych optickym a
elektrickym mapovanim, analyzu doby trvani AN, Sifeni a rychlost depolarizace a dalsi
parametry. Realizovany software pro vizualizaci a analyzu je popsan v zavéreCné ¢asti této
kapitoly. Zpracovani signald bylo realizovano zpravidla v programovacim prostfedi Matlab
verze R2007b (Mathworks).

Bé&hem realizovaného vyzkumu se autor podilel na analyze a zpracovani signalu
z jednobodového systému [66], spektroskopického systému [12] a nové navrZzeného systému
popsaného v kapitole 3. [85]. Vefejné pristupné databaze signall ziskanych optickym
mapovanim nejsou k dispozici, proto zde popsané metody a pfistupy vyuZivaji data pouze

z téchto tfi zdroju.
4.2 Predzpracovani signalu

4.2.1.Kvalita méfenych signalu

Kvalita méfenych signalu se lisi, jak pro jednotlivé méfici systémy, tak pro rizna jejich
nastaveni nebo pribéh méficiho experimentu. KliCovym parametrem k popisu kvality signall
je pomér signal/Sum, vyjadifeny zpravidla jako velikost amplitudy méfeného ak&niho napéti,
k rozkmitu Sumu, ktery je superponovany na zakladni linii signalu (méfeny pfed depolarizaci).
Pfed aplikaci technik pfedzpracovani byl u vyuzivanych snimacich systému [12, 84, 85],
dosazitelny SNR v zavislosti na jejich nastaveni v rozmezi SNR=2.6-15.

DalSim z parametrt popisujicich kvalitu signall je pfitomnost nebo nepfitomnost

nezadoucich artefaktu. Zpravidla se jedna o artefakty vzniklé v disledku pohybu (kontrakce)
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méfeného vzorku. Dal8imi vlivy mohou byt otfesy, kvalita optiky a uniformita osvétleni
méfené scény, pfipadné jejich zmény.

K definici uspésnosti metod pro eliminaci pohybového artefaktu bylo navrzeno
méfitko obdobné poméru signal/Sum. Toto méfitko oznaéme pomér signal/artefakt (SAR).
Vypoclet jeho hodnoty je obdobny jako u SNR, ale namisto Sumu je pouzivan rozkmit
amplitudy pridavnych artefakt. Ackoli v mnoha pfipadech je stanoveni tohoto poméru témér
jednoznacné, v nékterych pfipadech tomu tak nemusi byt. Zejména, kdyz nelze presné
definovat, ktera slozka signali odpovida pfidavnym artefaktim a ktera akénimu napéti.
V téchto pfipadech muze byt stanoveni SAR znacné subjektivni, a tak by hodnota SAR méla

byt oznacena jako neidentifikovatelna.

Nicméné i pfes zminéné nedostatky SAR poskytuje urcité méfitko kvality, které
spole¢né s dalSimi parametry signald umoznuje jejich srovnani a vyhodnoceni uspésnosti
pouzitych pfistupl. Hodnoty SAR se miizou u jednotlivych experimentl znacné lisit, dle

konkrétniho méficiho protokolu.
4.2.2.Casové pramérovani

Jednim ze zakladnich pfistupl pro eliminaci Sumu a zlepSeni SNR je vyuziti
kumulagnich technik. Vyuziva se zpravidla kumulace s rovhomérnymi vahami, jak popisuje

nasledujici vztah.

j=M
1
y(i) =M2[xj(i)], i=012,..,N (11)
j=1

Délka okna M urCuje pocCet prameérovanych repetic AN o délce N. V praxi je nutno
vyfesit problém mezi zachovanim dobrého ¢asového rozliSeni a zaroven ziskani pfijatelného
SNR. Délka okna se voli v zavislosti na kvalit¢ méfeného signalu. Bézné nastaveni se
pohybuje v rozsahu M=2 az 25 [12, 84, 85].

1 A 1 B

p——
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Obr. €.17: Kumulace signaltd (M=25), A: vstupni signal SNR=2.6, B: vystupni SNR=11.6
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Vysledky kumulace pro signal ziskany méfenim jednobodovym systémem [12]
s pouzitim okna délky M=25 ukazuje obrazek €. 17. Po kumulaci se SNR zvysil z pavodni
hodnoty SNR=2.6 na SNR=11.6.

Pro potfeby kumulace je potieba rozdélit méfici signal na jednotlivé periody.
Vzhledem k tomu, Ze kvalita méfenych signald AN neumoznovala provést jejich rozdéleni
podle nabézné hrany AN, byl navrzen postup, ktery vyuziva souasné merenych signall
EKG. Tento postup byl popsan v [84]. Detekce a rozdéleni signald AN na jednotlivé periody
vychazi z délicich znalek, které jsou definovany QRS detektorem na signalech EKG. PouZzity
QRS detektor vyuziva diskrétni vinkové transformace a je vybaven algoritmem
automatického nastaveni prahovych hodnot pro detekci s vyuzitim méfeni efektivni hodnoty
EKG signalu (RMS). Vinkova transformace by se vtomto pfipadé dala nahradit pouzitim
pfislusného pasmového filtru, odpovidajiciho zvolenému pasmu. Blokové schéma systému

detekce a kumulace je naznaceno na obrazku ¢&. 18.

AN - opticky signal EKG signal

-

Kumulace QRS detektor

Filtrovany
signal

N

Obr. €.18: Blokové schéma kumulace s detekci a rozdélenim period AN s vyuzitim EKG

Pouziti Casového priimérovani je mozné, nedochazi-li k vyznamné zméné tvaru nebo
charakteru AN b&hem méFeni. Neni-li tato podminka spinéna, Ize olekavat zkreslené

vysledky.
4.2.3.Plo$né prumérovani

Dal$i pouzitou technikou pfedzpracovani signald pro zvySeni SNR je prostorové
primérovani. Tuto techniku je mozné vyuzit u systéma, které vyuzivaji plosné, pfipadné
panoramatické méfeni. Na ukor prostorového rozliseni jsme pak schopni zlepSit kvalitu
signald. Primérovani muze vyuzivat plochu od 2x2 az po velikost danou maximalnim
rozliSenim kamery napfiklad 128x128. Bézné nastaveni prostorového primérovani signald,
meéfenych akvizinim systémem [85] a prezentovanych v této kapitole, bylo 2x2 pixeld.
ZlepSeni SNR oproti signalu v jednotlivych pixelech bylo pfiblizné dvou-nasobné.

Obrazek €. 19 ilustruje kvalitu signall pro rizna nastaveni velikosti primérovaného regionu.
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Kromé ztraty prostorového rozliSeni pfinasi ploSné pramérovani i jiné nevyhody.
Pomineme-li zménu tvaru AN vramci daného regionu, plosné pramérovani signall
predstavuje soucet stejnych signall s rdznou fazi (dano Sifenim depolarizace), coz ma za
nasledek zpomaleni nabé&zné hrany AN. ReSeni je vyuziti pfistupu pro korekci fazového
posunu [82]. DalSim problémem je mozny vznik artefaktd nebo nedostatecny efekt této
metody v dusledku rozdilné stejnosmérné slozky v jednotlivych prdmérovanych pixelech.

Proto jsou jednotlivé signaly pfed realizovanim plosného priméru normovany.

A B C

1x1 2x2 4x4
SNR=8,9 SNR=17,4 SNR=30,5

o || | 1A
VAN
™ RV

0 10[_] 200{ 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
index snimku index snimku index snimku

Obr. €.19: Efekt prostorového primérovani na SNR, A: original-oblast 1x1, B: oblast 2x2, C: oblast 4x4
4.2.4 Filtrace

K potlaceni vysokofrekvenéniho Sumu Ize vyuzit vhodné nastaveného filtru typu dolni
propust. Frekvencni obsah zaznamu AN neobsahuje zpravidla kmitocCty vysSi nez 100 Hz
[58]. Pouzitim dolni propusti (FIR) s meznim kmito¢tem f,=100 Hz Ize tedy potlacit

vysokofrekvenéni slozky bez ovlivnéni kvality méfenych signalu.

Filtrace slozek s velmi nizkymi kmito&ty (napfiklad pohybovy artefakt) je obtizna,
protoZze jejich frekvenéni vykonové spektrum se prekryva s frekvenénim vykonovym
spektrem méfenych signalu. K eliminaci takovych slozek lze vyuzit pokrocilejSich pfistupu,

které jsou popsany nize.
4.3 Charakteristika odezvy barviva na AN

Pred realizaci a navrhem filtr méficiho systému byla provedena analyza odezvy
zvoleného barviva di-4-ANEPPS, pfi pouziti zvolenych excitaénich zdroji. Méfeni probihalo
s vyuzitim systému pro spektroskopickd snimani [12]. Jako excitacni zdroj byl testovan
diodové buzeny pevno-latkovy laser (DPSS na 473 nm a 532 nm). Pro oba laserové zdroje
byl testovan vliv depolarizace o 90 mV na charakter zmény emisniho spektra. Spektra byla

primérovana pro (n=6) period AN. Jak ukazuje obrazek ¢&. 20, pfi excitaci na vinové délce
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473 nm piedstavovala zména fluorescence, v reakci na depolarizaci, posun jejiho emisniho
spektra smérem ke kratSim vinovym délkam. Toto odpovida pozitivhi modulaci na kratSich
vinovych délkach a negativni na vinovych délkach delSich. Tyto zavéry koreluji s témi,
predstavenymi v kapitole 2.1.1. Pro excitaci na vinové délce 532 nm, se v8ak charakter
zmény spektra, vrekci na depolarizaci, omezil pouze na modulaci jeho amplitudy.
Poznamenejme, Ze vtomto pfipadé nebudou pomérové metody schopny rekonstruovat

méreny signal AN.

A B
112 1,02
1,08 1
1.04 0,98
AF 1 AF 0,96
0,96 0,94
0,92 0,92
0,88 0.9
535 560 585 610 635 660 560 585 610 635 660
vinova délka [am] vinova délka [nm]

Obr. €.20: Zména emisniho spektra jako odpovéd barviva na depolarizaci o 90 mV pf¥i excitaci laserem,
A: na 473 nm, B: na 532 nm

4.4 Navrzena pomérova metoda

Existujici pomérové techniky umoznuji Gcinné potlaceni pohybovych artefakta,
pfipadné poklesu obalky signalu AN. Chceme-li ovdem tyto techniky aplikovat kromé
jednobodového také na plosné méfici systémy, jsme limitovani nékolika aspekty:

e nutnost vyuziti pasmovych filtrd,
e pouziti dvou snimacich prvkd (kamer),
e zajisténi shodné geometrie obou snimacich prvk.

V této praci je prezentovano feSeni, které tyto aspekty s ur€itymi limitami prekonava,
jeho popis byl publikovan v [83]. Navrzena metoda vyuziva pouze filtrd typu dolni propust,
striktné nepozaduje dvou snimacich prvku (pro ploSna méreni) a vzhledem k stejné optické
geometrii systému nevyZaduje daldi korek&ni nastaveni. PouzZiti je mozné jak u systém
jednobodovych tak plosnych. Dale v textu bude tato metoda oznadovana jako referencni.

Pro méfeni se vyuZivaji dva kanaly: signalovy a referencni. Signalovy slouzi

k zaznamenani zmény fluorescence v souvislosti se zménou AN. Navrh filtru tohoto kanalu je
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obdobny jako pro klasické metody méfeni a je popsan v kapitole 3.4.5. Vychazi z posunu
emisniho spektra. Tento signal je modulovany také zménou fluorescence (vybledavani
barviva) a pfidavnym pohybovym artefaktem. Jak bylo ukazano v kapitole 2.6.4, Ize takovyto
signal popsat nasledujicim vztahem (12).
Ss(©) = A1 (O (O[T + v (O1[1 + by M(8)] + D11 (0) (12)
Referenénim signalem oznaéme signal, ktery reprezentuje pouze modulaci
zpusobenou pohybovym artefaktem a zménou fluorescence. Je tedy potfeba potlacit zmény
vztazené k posunu spektra v relaci se zménou AN. Toho Ize docilit pouzitim emisniho filtru,
ktery zachycuje celé emisni spektrum s pfesahem pokryvajicimi jeho posun, tento posun pak
nema vliv na modulaci méfeného signalu. Problematické je ovSem potlaCit zmény
v amplitudé v relaci z AN, kterou je takto konstruovany referenéni signal stale modulovan. Za
predpokladu, Ze signal AN odpovida pouze reakci na posun spektra, Ize pro referencni signal
psat (13).
Sr(®) = A1) C(D[1 + b,M(D)] + DI(¢) (13)
Za predpokladu, Ze odstranime intenzitu pozadi D, lze pomér signalového a

referencniho kanalu vyjadfit nasledovné (14).

Ss(®)  AIDC(O[1 + avy,(D][1 + by M(D)]

SO ZG 0T MO+ b M) a
S; (@) = S;(t) — DiI(¢)
Upravou a zjednodusenim Ize ziskat:
H
S50 = T 1+ @)r @I+ By — bMO)] a5)
R 2

kde H;(t) = A;(O)I()C;(t)
Jestlize H;(t) = kH;(t), b1 =5b2 nebo vyraz pro mechanickou aktivitu M(t) je velmi
maly, pak pomeérovy signal pfechazi v (16).
Sé(t) ~ k[1 + a;v,(t)] (16)
Vztah (16) dokumentuje, Ze pomérovy signal nebude zatizen pohybovym artefaktem.
Tento vztah bude platit za pfedpokladu spinéni vySe uvedenych podminek. V pfipadé, Ze

odezva barviva na ak¢ni napéti neni definovana jen pohybem spektra, ale zménou jeho

amplitudy, je vyuZziti této metody omezené [83].
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4.4.1.Jednobodové snimani

Navrzena pomérova metoda byla testovana na spektroskopickém systému [12], ktery
zaznamenava Casové odlisena emisni spektra, a tak umoznuje aplikaci a porovnani obou
ratiometrickych technik. Pomérové signaly (R) byly vypocitany pro novou i klasickou metodu
dle vztahu (17).

h=al h=bl

A
R=% kde A=hZ S(h) B=;S(h) 17)

Kde S¢h) je diskrétni emisni spektrum, které je funkci vinové délky A. Pro referenéni
metodu byl rozsah vinovych délek pro sumaci v kanalu A (signalovy kanal) as=620nm a

al=755 nm, pro kanal B (referen¢ni kanal) byl rozsah bs=500 nm a bI=755 nm.
4.4.2. PloSna méreni

V predeslé kapitole bylo popsano vyuziti nové navrzené Referentni metody pro
jednobodové snimani. Aplikace této metody na takto méfené signaly se kromé& nastaveni
limit ve vzorcich pro vypocet sumace nelidi od klasické ratiometrické metody. V pouZiti pro
plosné méfeni se v3ak predstavuji daldi vyhody, které byly kliCové pro moznost jeji aplikace.

Vzhledem ktomu, Ze pro méfeni je k dispozici systém pouze s jednou snimaci
kamerou, byla navrZzena metoda, ktera vyuziva toho, Ze béhem daného méreného useku
nedochazi k vyrazné zméné tvaru AN. Je-li tato podminka splnéna, je mozné rozdélit tento

usek na useky kratSi a provést zaznam jedné nebo nékolika period AN s riznymi filtry.

Pro klasickou ratiometrickou metodu by bylo potfeba vyménit dva pasmové filtry a
provést méfeni alespon jedné periody AN na kazdém zfiltrd, a nasledné pak realizovat
pomeér pfisluSnych signall. To vyzaduje nakladnou realizaci téchto pasmovych filtrd a
zaroven prinasi komplikace s pfeexponovani CCD snimace béhem doby, kdy pfi zméné filtrd

neni v optické cesté zafazen ani jeden z nich.

Referencéni metoda vyzaduje pouziti pouze dvou filtrd typu dolni propust. Jeden
z filtrd (referen¢ni kanal) zachycuje celé emisni spektrum a za podminky, Zze zména AN je
interpretovana pouze posunem tohoto spektra, poskytuje informaci pouze o zméné snimané
scény, napfiklad zachycuje relativni pohyb mérfeného vzorku vuci kamefe nebo pokles
fluorescence dany vybledavanim barviva. Signalovy kanal je pak nastaven tak, Zze zachycuje
¢ast spektra, kde se depolarizace AN projevuje negativni zménou fluorescence. Vzhledem
k tomu, Ze signalovy (emisni) filtr svou charakteristickou pouze zahrnuje Cast spektra
meéfeného referencnim filtrem (viz. obrazek ¢&. 16), Ize pouzit metody, kdy nedochazi
k vyméné obou filtrll, ale pouze jednoho. Referencni filtr je pevné fixovan k snimaci kamefe

a do optické cesty, béhem Casoveého okna pro méfeni signalového kanalu, je zaveden
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pomoci translaéniho systému (viz. kapitola 3.4.4) emisni filtr. Pro oba méfené kanaly je pak
vypocitan pfislusny pomérovy signal. Aplikace této metody na méfené signaly Ize nalézt v 5.

kapitole.
4.5 Popis vzniku pohybovych artefaktt

Za predpokladu, ze pohybovy artefakt pfevazné souvisi s relativnim pohybem
méreného vzorku vici detektoru a jeho neuniformnim obarvenim, je mozné fixaci tohoto
pohybu tento artefakt eliminovat. Zaméfime-li se na nerovnomérny charakter rozlozeni
intenzit snimané fluorescence na povrchu myokardu, |ze prepokladat, ze vlivem pohybu
(kontrakce) vzorku dojde ke zméné snimané scény a tim i intenzity pozadi u kazdého
snimaciho pixelu detektoru. Je-li tato zména dostatecné velka (vysoky gradient intenzity na
méfeném povrchu), projevi se modulaci méfeného signalu. Typické prostorové rozlozeni
intenzit na povrchu méfeného vzorku je patrné z obrazku €. 21. Znazornény jsou Ctyfi rizné
vzorky a rozlozeni jejich intenzit na povrchu epikardu (A, B, C) a na povrchu endokardu (D).
Obrazky jsou zobrazeny ve stupnici Sedé a pfi pouziti barevného mapovani, kde Cervena

odpovida vysoké intenzité a modra nizké.

Obr. ¢.21: Prostorové rozlozeni intenzit, barevné mapovani (nahofe), stupnice Sedi (dole), A, B, C: na
povrchu epikardu, D: na povrchu endokardu

Spojitost mezi zménou relativni pozice snimaci scény vs. detektor dokumentuje
obrazek ¢&. 22. Pro vizualizaci vzniku pohybovych artefakt( byla vybrana oblast na povrchu
epikardu (bily ¢tverec), kde byl v okné o velikosti 2x2 pixell (Cerny ¢tverec) méren signal AN.
Zména rozlozeni intenzit v méfené oblasti (respektive jeji translaéni pohyb) dokumentuje
série snimkl sindexy 1-6. Méfeny signal byl zaznamenan se snimkovaci frekvenci

406 snimkl/s a je zobrazen vpravo. Pozice jednotlivych snimkld v méfeném signalu, je
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oznacCena stejnymi indexy. Z obrazku je patrné, Zze dostava-li se do méreného okna plocha
s vysSi intenzitou (snimek €. 2 a 5), dochazi k pozitivni modulaci méfeného signalu. Pokles
intenzity signalu je patrny v oblastech, kde je intenzita nizka (snimek €. 1, 3 a 6). Pokles
signalu (pozice 4) je zpusoben depolarizaci AN (negativni modulace). Vliv depolarizace Ize
pozorovat na snimku €. 4, kde je patrny nahly pokles intenzity celého snimku (vuci
snimku €. 3). Zmény, které pozorujeme na zminéném signalu, jsou interpretovany jako
pohybovy artefakt. Lze pfedpokladat, Ze pouZitim vhodné registracéni techniky Ize stabilizovat
tento pohyb, a tak i eliminovat pohybovy artefakt, bez nutnosti pouziti mechanické fixace

vzorku, farmakologickych disociatoru nebo pomérovych technik, které jsou nyni k dispozici.

Je-li pohybovy artefakt zplsoben pfevazné vlivem neuniformniho obarveni vzorku
fluorescenénim barvivem a tim i nerovnomérného rozlozeni fluorescence, Ize se domnivat,
Ze v oblastech, kde jsou prostorové gradienty, zmény intenzity malé (uniformni nabarveni),

bude i vliv pohybovych artefaktl mensi, coz sou€asna meéfeni potvrzuji.

23900 1

20900 +

0 =1 100 150
index snimku

a

Obr. €.22: Vliv relativni zmény polohy detektoru (Eerny &tverec) a snimané scény na vznik pohybovych

artefaktl. Vyfezy 1-6 odpovidaji ploSe oznacené bilym ¢tvercem v asovych Usecich zobrazenych na
pribéhu signalu AN. Podrobné;jsi popis je uveden v textu.

Budeme-li predpokladat rovhomérné nabarvenou tkan, kde se vyskytuje urcCita
neuniformita, Ize konstatovat, ze zvétSenim velikosti snimaného okna (prostorové
primérovani) na velikost, ktera zachycuje celou tuto neuniformni oblast, Ize eliminovat
pohybovy artefakt. Pohyb takové oblasti béhem méfeni se na hodnoté primérovaného

signalu neprojevi. Tento pfistup byl publikovan v [85].
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Na obrazku €. 23 Ize vidét neuniformni oblast (23A), jejiz pohyb se projevuje vznikem
pohybovych artefaktl, zobrazenych ve vybranych bodech na (23C). Primérovanim signalu
pres celou tuto oblast Ize dosahnout stejného efektu potlaceni pohybovych artefaktu jako jeji
registraci (23B).

A B
1
0,8
0,6
I[-1
0,4
0,2
0
0 100 200 300

index snimku

Earvend - primé&rovany signél origindlniho regionu C
meodra - primérovany signal registrovaného reglonu C

Obr. €.23: Vliv primérovani a registrace neuniformni oblasti na potlaceni pohybovych artefaktd,
A: rozlozeni intenzit snimku, B: signaly AN po zpracovani, C: zobrazeni originalnich signalu AN ve
vyznacenych oblastech (s pohybovymi artefakty)
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4.6 Registrace obrazu

4.6.1.Uvodem

Ugelem registracni techniky je zarovnat jednotlivé snimky optického zaznamu AN tak,
aby v kazdém snimku méfené sekvence, byly body méfené scény v odpovidajicich si
pozicich. Zajisténim neménné pozice meéfené scény a snimaciho prvku lze eliminovat

pohybovy artefakt, jak bude ukazano v kapitole 5.2.3.

Predpokladame, Zze mame k dispozici sérii N snimk( v rozliSeni daném zvolenou
snimaci metodou. Snimky zachycuji ¢ast epikardu, ve které se provadi optické méfeni.
Pocet snimku je dan snimkovou frekvenci kamery f a délkou zaznamu t. RozliSeni pak ur€uje
typ kamery a zvoleny snimaci méd (napf. binning). Snimky tvofi mnozinu {l4(x), 12(x),...,
In(x)}, kde x={x,y}. DalSim krokem je zvoleni jednoho z téchto obrazu jako referenéniho T(x).
Poté je potfeba zarovnat kazdy ze snimk( Iy pro k=<1,N> k referen¢nimu snimku T(x)
pomoci vhodného licovaciho algoritmu. Optimalizaéni problém Ize zpravidla popsat
vztahem (18).

arg max;, Q (Ik(fk(f)),T(f)) (18)
fie(%) = A + &
Kde vyraz Q(Ik(fk(f)),T(JE)) predstavuje vzajemnou podobnost, vypocitanou na

zakladé zvoleného kritéria. Funkce f,(x) je dvoudimenzionalni transformaci obsahujici Sest
nezavislych parametrd schopnych vykonat rotaci, zménu velikosti, fez nebo posun
s vektorem t,={(tx), (ty)x}. Dochazi-li k lokalnim deformacim v registrovanych snimcich, je

tato transformace nedostate¢na a je potfeba pouzit transformaci elastickou.
4.6.2.Volba registracni metody

Proces registrace Ize realizovat mnoZstvim registracnich technik, vice & méné
vhodnych pro tuto aplikaci. Proto, aby bylo mozné zvolit vhodnou techniku registrace, je

potfeba zrekapitulovat zakladni parametry signalu.

Méfeny signal je zaznamenan technikou optického mapovani na bijicim srdci
v rozliSeni 128x128 pixeld, bitové hloubce 16 bitd pfi snimkovaci frekvenci 406 snimkd/s.
Modulace méfeného signalu AN je v rozmezi 2-5%, typicky SNR=4-10. Intenzita signalu je
relativné mala, vzhledem k poZadavku na pouziti nizkych koncentraci fluorescenéniho
barviva. Pohyb myokardu je komplexni a nelze jej popsat pouze translaci, zménou velikosti,
zkosenim nebo rotaci méfeného snimku. Na povrchu méfenych vzorkll nejsou zpravidla

patrné body, struktury, které by bylo mozno vyuZzit k registraci.
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Existuje mnoho technik pro registraci obrazu, jejich pfehled Ize najit napfiklad v [7,
34, 54, 93]. Vzhledem ke komplexnosti pohybu myokardu bylo k registraci vyuZito elastické

registrace. Porovnani technik pro elastickou registraci Ize najit napfiklad v [55].
VétSina pouzivanych metod obsahuje tyto ¢tyfi kroky registrace [93]:
e vyhledani struktur, bodl ¢i vlastnosti vhodnych k registraci,
¢ vyhledani korespondence téchto struktur v referenénim snimku,
o vypocet potfebné transformace na zakladé nalezené korespondence,
e transformace snimku.

Vzhledem k tomu, ze na méfeném signalu, zachycujicim povrch epikardu, nejsou
k dispozici zadné typické struktury nebo body, které by se daly vyuzit k registraci, byl zvolen
pfistup trasovani pohybu, zalozeny na distribuci intenzity. Nejvétsi vyhodou intenzitnich
metod je, ze vice informaci z méfené scény je pouzito k registraci. Tento pfistup navic
nevyzaduje proces segmentace obrazu [36]. Pro registraci nebyla zvolena metoda optického
toku, ktera sice dokaze presné sledovat pohyb scény s malym pohybovym vektorem, ale
selhava v pfipadech, kdy je posun velky [13].

Vyhledavani korespondence mezi registrovanymi snimky bylo zaloZzeno na sledovani
pohybu malych oblasti rovhomérné rozlozenych na ploSe snimku. Pouzity algoritmus je
podobny algoritmu ,block-matching® [39]. Velikost jednotlivych blok( a jejich poCet na
registrovaném snimku je potfeba stanovit. Zvoleny pfistup nevyzaduje segmentaci, a tak
umoznuje vysokou miru automatizace registracniho procesu. Pouzity algoritmus porovnava
korespondenci mezi jednotlivymi bloky v referenénim a registrovaném snimku. Bloky jsou
ekvidistantné rozlozeny na ploSe snimku. Vzhledem k tomu, Zze méfeny signal pfedstavuje
pouze jednu modalitu, je mozné pouziti korelaéniho koeficientu (KK) [55]. Porovnani riznych
pristupl vyuzitim korelace Ize nalézt v [7]. Vzhledem k tomu, Zze korelované bloky jsou

relativné malé, jako transformace je dostatecna jejich translace, pfipadné rotace.

Pro elastickou registraci Ize vyuzit ,spline“ metod. Tyto metody je vhodné pouzit tam,
kde je k dispozici nerovnomérné rozlozeni registrovanych bodd [91]. Pouziti téchto metod,
pro registraci obdobnych optickych signald méfenych fluorescenéni mikroskopii, bylo
popsano v [42]. Tato metoda byla pouzita vzhledem k tomu, Ze bylo k dispozici pouze malé

mnozstvi spolehlivych registracnich bodu.

K modelovani komplexnich, popfipadé lokalizovanych deformaci, je potfeba vyuZziti
velkého poctu registracnich znalek [80]. Vyuzitim vySe zminéného pfistupu, kdy jsou
k dispozici soufadnice rovnomérné rozlozenych znaCek na ploSe snimku, umoznuje provést
jejich bilinearni interpolaci [55] a na zakladé takto ziskanych soufadnic rekonstruovat

registrovany snimek.
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4.6.3. Trasovani pohybu

Definice pohybu mezi jednotlivymi snimky sekvence je dulezita pro realizaci
registracniho procesu. VSechny snimky mérfené sekvence jsou registrovany k referenénimu

snimku, ktery je zvolen na zacatku méfrené sekvence.

Referencni i registrovany snimek jsou rozdéleny na MxM blokl o velikosti NxN, jak
ukazuje obrazek ¢&. 26. Indexy (m, n) bude oznaCovana pozice bloku. Pro kazdy z bloku je
pouZzit nezavisly registracni proces definovany vztahem (18). Jako kritérium podobnosti je

zvolen korelacni koeficient [40], jeho zapis ve 2D uvadi (19).
KK = ¥:Y(4;; —A)(B;j — B)

\/ZiZj(Ai,j - /T)z Yi%i(B;j— B)?

-1 - 1
i i

Matice A a B predstavuji bloky referenéniho a registrovaného snimku o velikosti NxN.

(19)

Vzhledem k tomu, Ze transformace pro zarovnani blokl obsahuje pouze translaci v ose x (i)

ay (t,), funkce fi (x) ve vztahu (18) ma nasleduijici tvar (20).
fie () =t (20)
kde t_k = {tx,m,n ’ ty,m,n }

Pohyb mezi jednotlivymi bloky je trasovan, vZzdy mezi sousednimi snimky s tim, Ze
pro nejvyssi hodnoty korelace je pro kazdy z bloku zaznamenan pohybovy vektor .
Vzhledem k tomu, Ze pohyb myokardu b&hem srdec¢ni revoluce je pomérné maly, je pro
dosazeni ucinného potlaceni pohybovych artefaktll nutné provést registraci na Urovni sub-
pixelu. Zvolené rozliSeni registrace bylo nastaveno na %2 originalniho pixelu. K dosazZeni
tohoto parametru je potfeba provést interpolaci rozliseni pivodniho snimku z 128x128 na

509x509. Pro interpolaci snimku byla pouzita bilinearni interpolace.

Optimaliza¢ni kriterium je nastaveno tak, Zze kazdy blok porovnavaného snimku je
vyhledavan pouze v oblasti definované vzdalenosti od pozice znamé z pfedchoziho snimku.
Nastaveni velikosti této oblasti Ize ménit v zavislosti na rychlosti a velikosti pohybu myokardu
u daného zaznamu, a tim optimalizovat proces trasovani, pfi zachovani schopnosti reakce
na jeho zménu. Algoritmus Ize nastavit tak, ze oblast vyhledavani reflektuje pohyb
z pfedchozich snimkd. Toto v8ak vzhledem k rychlosti zpracovani souasného algoritmu a
kladenému durazu na jeho robustnost nebylo vyuzito. Obrazek ¢&. 24 znazorfiuje pohyb
v jednom ze sledovanych bloku. Nulova pozice odpovida depolarizaci. Pohyb je zaznamenan

ve tfech dalSich pozicich s ¢asovym odstupem 50 ms (1-50 ms, 2-100 ms a 3-150 ms) od
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depolarizace. Zobrazeny vektor, vypocitany na zakladé registraéniho algoritmu popsaného
vy8e, urCuje polohu sledovaného bloku vzhledem kjeho vychozi pozici na pocatku
depolarizace.

4 «. 4 -

i x 20 Li] \ 20 o 20
20 20 20
t=50ms t=100ms t=150ms

Obr. €.24: Vektor pohybu sledovaného regionu (bloku) a jeho zména, nulova pozice odpovida depolarizaci,
dalSi pozice jsou v €asovych odstupech 50 ms.

Pro pfesné sledovani pohybu jednotlivych bloku je rozhodujici spolehlivost zvoleného
kritéria podobnosti. Pro pfesnost registrace je kliCové nastaveni velikosti a poctu bloka.
Velikost blokl je potfeba nastavit s ohledem na SNR méfeného signalu. Pocet blokl pak
urCuje schopnost algoritmu reagovat na lokalni deformace. Pro méfené signaly byly
experimentalné testovany rlizna nastaveni velikosti blok. Porovnani vysledkd zobrazujicich
prubézné hodnoty vektoru pohybu (soufadnice x a y) v registrované sekvenci 350 snimku

v zavislosti na nastavené velikosti bloku ukazuje obrazek ¢&. 25.

30 - A n B
20 - 20
tlpx]

10 4 10

N=16 _ _ M=28
20 20 4
tipx]

10 10

| N=52

0 100 200 300 [} 100 200 300
index snimbku index snimku

Obr. €.25: Charakteristiky pohybu u vybraného bloku ve svislé (Eervena) a vodorovné ose (modra).
Nastavena velikost bloku v interpolovaném snimku byla, A: N=16, B: N=28, C: N=40, D: N=52
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Jak Ize vidét velikost bloku u téchto charakteristik souvisi s dosazitelnym SNR a tim s
pfesnosti registrace. Charakter detekovaného pohybu, byl pro vSechna nastaveni velikosti
bloku obdobny. Pro bloky o velikosti N=40 a N=52 jsou charakteristiky témérf totozné, Ize
tedy usuzovat, Ze dalSi zvétSovani bloku by jiz nepfineslo zvySeni SNR a mélo by za
nasledek pouze pokles citlivosti registratni metody na lokalni deformace. Byla zvolena
velikost bloku N=51 tak, aby vyhovovala s rezervou vySe uvedenym zavéram. V zavislosti na
velikosti bloku byl stanoven jejich pocet tak, aby vyplfiovaly prostor snimané scény. Aby bylo
mozno dosahnout presnéjSiho popisu lokalnich deformaci, Ize povolit prekryti bloka.
V pouzitém algoritmu bylo pouzito az 50% prekryti jednotlivych blokl, coz odpovida pfi
velikosti bloku N=51 maximalnimu poc¢tu az M=18 blokl. Vzhledem k okrajovym podminkam,
které jsou definovany samotnym pohybem méfené scény mimo zorné pole kamery, bylo
k registraci nej¢astéji vyuzito 14x14 bloku (ve stfedu snimku). Vzajemna vzdalenost tézisté
jednotlivych blok (jejich geometrického stfedu) byla 26 pixeld.

Ackoli zvolena hodnota velikosti blokd vyhovovala zaznamim ze vSech provedenych
experimentd (n=12), mame-li indicie, Ze registrace probéhla nekorektné (viz. kapitola 4.6.5),

Ize tento druh analyzy opakovat a stanovit vhodnou velikost bloku pro konkrétni signaly.
4.6.4. Elasticka registrace optickych signali AN

Na zakladé trasovani, mame k dispozici pro kazdy z blokl informaci o jeho pohybu.
Tuto informaci Ize interpretovat jako posun referenéniho bodu v jeho té€zisti (geometrickém
stfedu). Vztah mezi registrovanymi bloky a jim odpovidajicimi referenénimi body je patrny

z obrazku ¢&. 26.

A B
MxM Mx &
LT MNxN NN - - w
|
NxM NN NxN - L] L ]
LET MuN NxN L L

Obr. €.26: Rozdéleni snimku na bloky a elasticka registrace, A: snimek rozdélen na MxM blokl o velikosti

NxN, B: tézisté trasovanych blokul tvofi zaklad elastické registrace

Takto definované referenéni body tvofi sit, jejiz interpolaci Ize ziskat masku pro
rekonstrukci registrovaného obrazu. Vzhledem k tomu, Ze vyuzivame rovnomérné rozlozené
sité referencnich bodu, byla k interpolaci vyuZita bilinearni transformace. Pro interpolaci bylo

testovano i vyuziti algoritmu kfivkové interpolace (kubicka kfivka). Vyuziti této interpolacni

-62-



Zpracovani a analyza mérenych signalu

metody poskytovalo témér totozna data. Toto Ize pfipisovat relativné malé vzdalenosti mezi
referenénimi body (v nativnim rozliSeni 6 pixelt). Na obrazku €. 27 je patrna mfizka a jeji
elasticka deformace. Zobrazena mfizka je realizovana propojenim referenénich bod(

useckami.

111
]

i

. T

e S

]

Obr. €.27: Mrizka realizovana propojenim referenénich bodu ziskanych trasovani, A: mfizka u snimku pred
depolarizaci, B: mfizka u snimku snimek po depolarizaci

Registrovany obraz je ziskan aplikaci této masky na zpracovavany snimek. Tento
pristup vyzaduje presné stanoveni pohybovych charakteristik jednotlivych blokd. Dojde-li k
tomu, Ze u nékterého z blokl nejsou k dispozici pfesné informace o jeho pohybu, je
vysledkem lokalni deformace v pfislusném misté registrovaného snimku. Proto je potfeba
vyhodnotit kvalitu trasovani u jednotlivych blokl a na jejim zakladé provést korekci nebo

upravu téchto charakteristik. Touto problematikou se zabyva nasledujici kapitola.

A

a5

90

— — - — —

U] 50 100 150 0 50 100 150
index snimku index snimku

Obr. €.28: ProloZeni pohybovych charakteristik polynomickou kfivkou (n=24), A: korektni prolozent,
B: chyba v proloZeni kfivky (charakteristika x)

Pohybové charakteristiky pro kazdy zblok( je mozné pred registraci filtrovat.
V navrhované metodé nebyla, vzhledem ke kvalité signall, filtrace provedena. Bylo

testovano prolozeni téchto charakteristik polynomem vysSich fadu (n=24). Podle provedené
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analyzy muze proloZzeni charakteristiky polynomem pfinaset dodatecné zkresleni (fazové i

amplitudové), tak jak ukazuje pfiklad na obrazku ¢. 28.

4.6.5. Verifikace registrace

vvvvvv

Toto je mozné vyuzitim tzv. ,zlatého standardu®, tedy metody, ktera je vSeobecné
povazovana za spravnou, a sni vysledky navrzeného postupu porovnat. Protoze
v aplikacich optického mapovani neexistuje zadna takova metoda, bylo zvoleno nékolik
jinych pfistupd.

Pristupy pro vizualni zhodnoceni kvality registrace

Jednim z nejzakladnéjSich je vizualni porovnani vysledkd. Na mérenych sekvencich
Ize vizualné ovéfit, zda doslo k potlaceni pohybu, nedoslo ke vzniku nezadoucich artefaktl
nebo jinému zkresleni. Vizualné mGzeme porovnat Sifeni depolarizace na originalnich a
registrovanych sekvencich. Je zde také mozZnost porovnani registrovaného zaznamu AN
s klasickym zdznamem pofizenym po aplikaci farmakologického disociatoru pohybu. V tomto
pfipadé v8ak je nutné uvazovat, Ze tato farmaka mohou ovlivnit (zménit) Sifeni depolarizace.
Samotnou kapitolou je porovnani tvaru signalu AN v jednotlivych kanalech pfed a po
registraci. Vizualné Ize rozhodnout, zda ziskané signaly (hlavné co se tyCe tvaru) odpovidaji

teoretickym predpokladdm.

A

Obr. €.29: Vizualni kontrola registrace, A: referen¢ni snimek sekvence, B: priimérny snimek
neregistrované sekvence, C: primérny snimek registrované sekvence

Pokrocilda metoda vizualniho porovnani signalu a detekce jeho pohybu muize

zahrnovat zde pfedstaveny pfistup, ktery realizuje primérny snimek z méfrené a registrované
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sekvence, a tak umoznuje jejich porovnani se snimkem referenénim (prvni snimek dané
sekvence). V pfipadé, Ze se scéna nepohybuje, mél by byt primérovany snimek totozny
s referencnim. Navic by mél diky primérovani dosahovat vy$sSiho odstupu SNR. V pfipadé
pohybu dojde k rozmazani primérného snimku. Je-li proces registrace uspésny, pramérny
snimek registrované sekvence by mél byt téméf shodny s referenénim snimkem. Primérny
snimek sekvence S lIze vypodcitat dle vztahu (21), kde D udava celkovy pocéet snimkd S
testované sekvence. Automatické vyhodnoceni tohoto pfistupu mize zahrnovat méfeni
kontrastu prdmérovaného snimku (tady vSak neni mozné detekovat pfipadné deformace).
i=D

S; (21)

i=1

S=

|~

Pro ovéfeni spravnosti registrace je mozné provést kontrolu konzistence mfizky.
Jelikoz kazdy referencni bod muze béhem procesu registrace zménit libovolné svou polohu
(maximalni krok zmény je omezen optimalizacnim algoritmem), je konzistence mfizky

(Obr. €. 27) dobrym indikatorem uspésné registrace.
Automaticka kontrola kvality registrace

Pro kontrolu kvality registrace byla navrZzena zcela nova metoda, ktera umoznuje
testovani registracniho algoritmu pfimo na registrovaném zaznamu AN. Princip je
nasledujici.

Mérenou sekvenci registrujeme navrzenym algoritmem s tim, ze v paméti uchovame
charakteristiky trasovaného pohybu pro kazdy z blokd. Poté méfenou sekvenci upravime tak,
Ze do ni zavedeme prfedem definovany pohyb. Tato Uprava spociva pouze v transformaci,
ktera vykonava posun jednotlivych snimkl dle zvoleného schématu ve vodorovné a svislé
ose. Opétnou registraci takto upravené sekvence ziskame nové charakteristiky trasovaného
pohybu pro kazdy z blokul, které by se v idealnim pfipadé mély liSit od pfedchozich pravé
v pfidaném pohybu. Je-li tomu tak, je zfejmé, Ze algoritmus trasovani pohybu byl schopen
spolehlivé detekovat pfidany pohyb a lze se domnivat, Ze s nim Ize spravné vyhodnotit i
charakteristiky pohybu v méfené sekvenci. Jinymi slovy lze fici, Ze trasované bloky, které
vykazuji malou odchylku (chybu registrace), svymi parametry (distribuci intensity, SNR) jsou

vhodné k registraci navrzenou metodou.

Umély pohyb pfidavany do méfené sekvence muze mit stejny charakter pro cely
snimek (linearni pohyb-translace snimku) a i tak umoznuje testovani schopnosti algoritmu
meéfit nelinearni deformace. Toto souvisi s nezavislosti trasovani jednotlivych bloka.
Vzhledem k tomu, Ze pohyb v méFené scéné béhem srdecni revoluce je relativné maly (v

nativnim rozliSeni 0 az 6 px.), byl pfidany pohyb u upravené sekvence v rozmezi (0 az 1 px.).
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Pro realizaci translaéniho pohybu snimkl na udrovni sub-pixelu byla pouzita bilinearni
interpolace se stejnym nastavenim jako pro algoritmus registrace.

Oznacime-li originalni interpolovanou sekvenci o N snimcich A4;(x,y) a vektor
pfidaného pohybu o délce D, ve vodorovné ose v, a ve svislé ose v, , Ize pro upravenou

sekvenci psat (22).
Bi(x,y) = A; (x + 7,(imod D),y + (i mod D)) (22)

v ={0,1,1,2,2,2,1,1,0,-1,-1,-2,-2,-2,-1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0}  (23)
7, ={0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,2,2,2,1,1,0,-1,-1,-2,-2,-2,-1,-1}  (24)

Vektory pfidaného pohybu (23) a (24) pfedstavuji kfizovy pohyb snimku, nevznika tak
offset posunuti. Pro kumulovanou chybu registrace ve vodorovné a svislé ose, u jednotlivych
blokl definovanych indexy m,n (Ex,, @ Eympn), 1ze na zakladé vypocCtenych vektoru
trasovaného pohybu originalni a upravené sekvence (t,,(i),tya(i) a tyg(),ty (i) ) psat
(25,26).

Eemn = ) [Enmn() = 7(imod D)—Eam ()| (25)
i

Eymn = Z |Ey,B,m,n @ - vy (i mod D) _Ey,A,m,n ) | (26)
i

Chyba registrace by v idealnim pfipadé méla byt nulova. Vztahy (25) a (26) vyjadfuji
celkovou chybu registrace daného bloku. Vynechanim sumace v uvedenych vztazich lze

urcit chyboveé charakteristiky v zavislosti na indexu snimku i.

Tato metoda poskytuje informace ohledné kvality trasovani pro jednotlivé bloky,
respektive referencni body. Metoda ma vSak i sva omezeni, a tak v urcitych pfipadech mize
byt stanoveni kvality konkrétniho bloku zavadégjici. Dojde-li b&éhem registrace k chybé, a tak k
nespravnému posunu registraCni oblasti, kde bude sledovani pohybujiciho se bloku dale
uspésné (bude spravné sledovan jeho kfizovy pohyb), bude detekovana chyba relativné
mala, i kdyZ skuteéna registracni chyba bude znaéna.

Z vySe uvedenych divodu, je vhodné tuto metodu kombinovat napfiklad s metodou
sledovani konzistentnosti mfizky. Lze vSak fict, ze blizi-li se vyhodnocena chybovost (E, ,
a Ey mn) nule, je pravdépodobnost nespravné registrace minimalni. Je nutné poznamenat, Ze
vyuziti tohoto pfistupu detekce korektnosti registrace je pomérné zdlouhavé. Kromé pfipravy
upraveného signalu je nutné dvakrat opakovat proces registrace celé sekvence. Chybové
charakteristiky pro nékteré meéfené signaly byly konstruovany a jsou uvedeny
v kapitole 5.2.3.
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4.6.6. Vyuziti selektivni filtrace

Trasovani pohybu poskytuje pro kazdy z blokl informace o jeho poloze, respektive
jeji zméné, béhem sledovaného useku. Algoritmus elastické registrace pak vyuziva téchto
informaci k registraci snimku. Dojde-li u nékterého bloku k chybé detekce pohybu, je tato
chyba transformovana do registrovaného signélu. Toto se muze projevit vznikem lokalnich
deformaci nebo jinych artefaktu.

Jak bylo popsano v pfedeslé kapitole, mame k dispozici metodu, ktera umozniuje
detekovat kvalitu registrace u jednotlivych blokl. Na zakladé této informace jsme schopni
oznacit nevyhovujici bloky a nahradit jejich pohybové vektory aproximovanymi hodnotami
ziskanymi z okolnich, korektné registrovanych, blokl. K tomuto je potfeba nastavit prahové
hodnoty indikujici nekorektni registraci a stanovit zplsob aproximace chybéjicich hodnot.
Pro aproximaci byl zvolen algoritmus, ktery umoZzZnuje stanovit vektor pohybu pro
nevyhovujici blok s vyuzitim vazeného priimérd pfilehlych blokl. Jedna-li se o aproximaci
bloku, ktery je na hrané oblasti, jsou pouZity pouze pfilehlé bloky, jez jsou k dispozici.

Vypocet aproximovanych vektord pro blok se soufadnicemi (m, n) uvadi nasledujici vztahy:

X,j,k _ tx,m,n
(ZJZkl +E k) 1+ Exm,n

xmn= (27)
(ZJZR1+E ) 1+Exmn
Zk y]k ymn
B 1+E 1+Eymn
ymn— (28)
( Zk1+E ) 1+Eymn

kdejkkmmneN;, mn<M;,; m—1<j<m+1; n—-1<k<n+1
Tento postup oznaCujeme jako selektivni filtraci. Nevyhodou tohoto postupu je, ze je
zavisly na korektnosti detekce chybové matice, ktera nemusi byt vzdy bezchybna. Mozné
pric¢iny, které vedou k nekorektnim vysledkim, jsou popsany v kapitole 4.6.5. Nejsou-li
k dispozici okolni bloky s dostateCnou kvalitou, lze pouzit nékolik iteraci aplikovani této

filtrace.

Selektivni filtrace byla testovana, ale vzhledem k uspokojivé kvalité méfenych signala
neni pevnou soucasti pouzivanych algoritmU pro registraci. Jsou-li na zékladé automatické
detekce kvality registrovanych blokG a sou€asného vizualniho ovéfeni kvality (dle postupl
uvedenych v kapitole 4.6.5) detekovany chyby v trasovani pohybu, je mozné aplikaci

selektivni filtrace tyto chyby eliminovat.
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4.7 Realizovany SW

Ke zpracovani a analyze signall bylo vyuzito programového prostfedi Matlab verze
R2007b (Mathworks). V grafickém uzivatelském rozhrani GUI byla vytvofena aplikace
(Signal Analysis), ktera umozniuje provadéni zakladnich operaci s méfenymi signaly. Signaly
Ize zobrazit formou videosekvence v rezimu plného rozliSeni nebo fezu (s moznosti vyuziti
optimalizovaného nastavenim kontrastu). Aplikace dovoluje jednotlivé signaly prochazet,
porovnavat nebo u nich realizovat zakladni operace pro jejich pfedzpracovani. Prostfedi

umozfiuje sou€asné zobrazeni signalu optického a elektrického mapovani.

Pro nastaveni realizovaného akvizi¢niho systému a méfeni v realném cCase bylo
vyuzito prostfedi V++ 5.0 (Digital Optics). V tomto prostfedi byla navrzena aplikace pro
zobrazeni pribéhu AN na vybranych mistech epikardu v realném c&ase. To umoznovalo
konfigurovat jednotlivé prvky systému (napfiklad geometrie LED) a soucasné sledovat
odezvu téchto zmén na mérené signaly. Pro praci v realném ¢ase nelze vyuzit méd snimani
FT (pfenos snimkil), a tak méfeni probiha v pomalejSim modu N (normailni). Snimkové

frekvence pro tuto konfiguraci uvadi tabulka €. 3.

K vizualizaci signali z jednobodového mapovani byl vyuzit software realizovany
v programovém prostfedi C++ Builder (Code Gear). Systémy jednobodového a
spektroskopického meéfeni vyuZivaly ke kontrole akvizice a méfeni vyvojové prostiedi

LabView (National Instruments).
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5. KAPITOLA

APLIKACE

Obsahem kapitoly:

Tato kapitola rozebira moznosti vyuziti navrzeného systému pro méfeni a analyzu signalu.
Popisuje aplikaci nové navrzené pomérove techniky na jednobodové i plosné snimani. Dale
predstavuje funkci navrzenych algoritm pro registraci obrazd a stim souvisejici miry
potlageni pohybovych artefaktd. Soucasti je také zhodnoceni kvality signalu v relaci s jejich
dalSim vyuzitim. Jsou zde popsany dva nové pfistupy zahrnujici optické mapovani na

povrchu endokardu a aplikace pfistupu pro souCasné elektrické i optické mapovani AN.
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5.1 Mérici systém

Realizovany systém, jehoZ navrh je popsan ve 3. kapitole, pfinasi kromé tradi¢niho
optického mapovani nékolik novych prfistupl. Systém byl designovan tak, aby umoznoval
vyuziti nové navrzené pomérové metody ve 2D a aby bylo mozné realizovat opticka méfeni
nejen na povrchu epikardu, ale i endokardu. Kombinace tohoto zafizeni s dfive realizovanym
systétmem pro elektrické mapovani umozriuje pfimé srovnani obou téchto modalit (na
jednom vzorku, v daném C&ase). Pro méfeni AN byl definovan standardni méfici protokol,

ktery umoznuje dosazeni konzistentnich vysledkd jednotlivych méfeni.

U vSech signall predstavenych vtéto kapitole, je mozné sledovat pribéh
depolarizace na videosekvencich, ulozenych na pfilozeném CD. Jejich seznam je uveden

v pfiloze ¢€.1.
5.1.1. Méfici protokol

Kazdé méfeni se muze liSit podle pozadavki na zkoumané parametry, méfici
protokol vSak obecné obsahoval tyto faze méfeni. Tento meéfici protokol je vysledkem
experimentalnich méfeni (n=12) a je optimalizovan vzhledem k dosazitelné kvalité méfenych
signalld (SNR) a stabilité méfeného preparatu (zejména eliminaci vzniku fibrilaci a podobné).

e Extrakce organu a jeho stabilizace dle Langendorfa,
o aplikace fluorescencniho barviva / aplikace farmak,
e samotny méfici experiment.

Pro méfeni byla vyuzivana malé srdce (krysa), systém v8ak umozfiuje méfeni i na
jinych organech (mys, kralik). Po extrakci byly tyto organy ponofeny do studeného (4°C)
salinového roztoku. Do aorty byla zavedena a fixovana kanyla a srdce bylo napojeno na
Langendrofuv perfuzni systém. Kperfuzi byl pouzit okysliCeny (95% O, 5% CO,),
modifikovany Krebsovym-Henseleitovy (K-H) roztok (NaCl 118 mM, KCI 4.75 mM, MgSO,
1.18 mM, KH,PO,4 1.18 mM, NaHCO; 24.8 mM, Glucose 10 mM, CaCl, 2.5 mM). Srdce byla

perfundovana pod konstantnim tlakem ~80 mmHg pfi teploté 36°C, a to po dobu stabilizace
(30 minut).

Faze barveni popisuje aplikaci fluorescenéniho barviva na méfeny vzorek. Zvoleni
vhodné koncentrace, délky barveni, stejné jako nastaveni teploty a tlaku béhem jeho
aplikace je klicové pro priibéh celého méficiho experiment a kvalitu dosazitelnych vysledku.
Jako barvivo je vyuzito Siroce rozSifené di-4-ANEPPS. Jeho parametry a srovnani s dalSimi
alternativami Ize najit v kapitole 2.4. Ackoli jsou v této dobé syntetizovana barviva s lepSimi

parametry nez di-4-ANEPPS, bylo toto barvivo zvoleno na zakladé jeho dostupnosti a
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Sirokého mnozstvi studii, které se zabyvaly jeho aplikaci, negativnimi G&inky i vyhodami (viz.
kapitola 2.5). Koncentrace barviva byla zvolena na 1 uM v modifikovaném K-H roztoku,
kterym byl perfundovan koronarni obéh méfeného vzorku po dobu 5 minut pfi rychlosti
perfuze 720 mi/h. Rychlost perfuze byla zvySena o ~10% oproti fazi stabilizace, z divodu
rovnomérnéjsi distribuce barviva v myokardu. Cela faze barveni probihala za pokojové
pfi fyziologickych teplotach. Obdobny pfistup bul vyuzit napfiklad v [64].

Aplikace dalSich farmak je mozna jednak prfed, jednal po fazi barveni. VétSina
provadénych experimentld byla provedena za absence dalSich farmakologickych latek.
Néktera méfeni v8ak vyuzivala farmakologicky disociator 2,3-butanedione monoxime (2,3-

BDM, 15 mM), ktery byl pfidan béhem faze méfeni do perfuzniho obéhu.

Faze mérfeni, ktera nasleduje po fazi barveni (po jedné minuté od jejiho ukonc&eni),
pfedstavuje samotny méfici experiment. Méfeni probiha v jednotlivych Usecich definovanych
v pozadavcich konkrétniho méreni. NejCastéji bylo méfeni zaméreno na optické mapovani
elektrické aktivity na epikardu levé srdeCni komory. Koncepce systému vSak umozniuje bez
preruseni perfuze provézt chirurgicky fez komorou a umoznit méfeni na povrchu endokardu.
Optické mapovani na povrchu endokardu i epikardu je mozné kombinovat se sou¢asnym
elektrickym mapovanim (na odvracené strané). Pole elekirod je mozné vyuzit také ke

stimulaci v definované lokalité.

Pro optické mapovani byl realizovan systém zalozeny na EMCCD kamefre, s vyuzitim
vykonovych excitacnich zdroji LED. Systém byl spoleéné s méficim protokolem béhem
realizace testovan a upravovan tak, aby bylo dosaZzeno co mozna nejvyssi kvality méfenych
signalu, jak po strance signalovych urovni, tak po strance zajisténi minimalniho vlivu méfeni

na fyziologii méfeného vzorku.
5.1.2. Zakladni nastaveni optického akvizi¢niho systému

Pfed samotnym méfenim bylo nutné provést nékolik zakladnich nastaveni. Nastavuje
se vykon LED pomoci proudového zdroje. Zakladni nastaveni pro obé LED bylo 1r=650 mA,
toto nastaveni vSak bylo mozné v zavislosti na pozZadavcich ménit. LED byly zapnuty
alesponn 30 minut pfed pocatkem méficiho experimentu, aby byla zajisténa teplotni
stabilizace.

U kamery bylo potfeba nastaveni optiky i rezimu snimani. Pro optiku bylo klic¢ové
nastaveni geometrie snimani (velikost zorného pole, poloha vzorku a relativni pozice vuci
systému méficich elektrod), clony (vychozi F2) a provedeni zaostfeni méfeného vzorku (ve

fazi tésné pred aplikaci barviva).
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Nastaveni akvizi¢nich parametrl a zplsobu snimani bylo pfizplsobenu zplsobu
méfeni. Pro experimentalni méfeni bylo vyuzito snimani v realném Case. Pro tento druh
méfeni bylo pouZzito nasledujici nastaveni (snimaci méd-normaini (N), rozliSeni 128x128,
expozic¢ni doba 1 ms, snimkova frekvence 333 snimkl/s) v tomto rezimu bylo mozné
s vyuzitim navrzeného SW sledovat pribéh AN v redlném Case ve zvolené lokalité. Pro
regularni méfeni vSak bylo vyuZito moddu, ktery to neumoZhuje, ale poskytuje vysSi
snimkovaci frekvenci a delSi expozi¢ni ¢as. Pro tento druh méfeni pouzito nasledujici
nastaveni (snimaci mod-pfenos snimkud (FT), rozliSeni 128x128, expozi¢ni doba 2.5 ms,
snimkova frekvence 400 snimkud/s). Snimana oblast byla nastavena na 20x20 mm, coz

definuje plochu 156 um? na snimany pixel.

Pfed samotnym méfenim byla testovana absolutni uroven signalu a provedena

opétovna kontrola zaostreni.
5.1.3. Optické mapovani AN

Méfené signaly umozniuji mapovani elektrické aktivity na povrchu myokardu v
relativné vysoké kvalité. Prezentované optické signaly (neni-li uvedeno jinak) maji nasledujici
parametry. RozliSeni je 128x128 pfi bitové hloubce 16b a snimkovaci frekvenci
400 snimk(/s. Pro predzpracovani bylo pouzito prostorové pramérovani signall (2x2).
Casové primérovani, ani filtrace nebyla pouzita. Pro znazornéni depolarizace-repolarizace
myokardu bylo zvoleno zobrazeni v plném rozliseni, kdy je provedeno odstranéni
stejnosmérné slozky, normovani signalli a barevné mapovani dle intenzit (Cervena-—
maximalni; modra-minimalni). Pro zobrazeni téchto signali nebyla korigovana negativni
modulace AN (depolarizace se projevuje poklesem intenzity) z divodu mozného rozliseni
téchto signaltl od signall ziskanych elektrickym mapovanim, u nichz je modulace pozitivni.
Siteni depolarizace u optickych signalli je tedy znazornéno pohybem plochy modré barvy
(nizkd amplituda odpovidajici signald na drovni 10 mV). Méfici systém umozhuje méreni
spontanni aktivity, nebo méfeni pfi vyuziti stimulace. Dle sou¢asného méficiho protokolu a

nastaveni uvedeného vysSe bylo provedeno méfeni na srdcich krys (n=12).

Obrazek €. 30 znazorfiuje signaly méfené na povrchu epikardu. Vzhledem k tomu, Ze
v souCasném meéficim protokolu nebyly vyuzity elektromechanické disociatory, Ize vidét, Ze
nékteré signaly jsou vyrazné ovlivnény pohybovym artefaktem. U téchto signalu je obtizné,
nebo nemozné stanoveni délky trvani AN. V mistech, kde ma rozloZeni intenzity vysoky
gradient, je pfitomnost pohybovych artefakt( cetnéjSi a naopak. Délka AN je definovana
dobou od depolarizace po 25% (APD25), 50% (APD50) a 90% (APD90) repolarizaci.

Pfredstavené signaly maji SNR=13.5. U tohoto méfeni nebyla vyuzita elektricka stimulace.
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Obr. €.30: Optické mapovan AN, A: rozlozeni signalt na povrchu myokardu, rozlozeni intenzit, B: signal
bez pohybového artefaktu, stanoveni délky AN, C: signal s pohybovym artefaktem

Optické mapovani umoznuje sledovani depolarizace myokardu. V navrzeném
systému je mozné vyuziti stimulaénich elektrod systému UnEmap. Vzhledem k tomu, Ze
stimulaéni/snimaci elektrody jsou umistény na odvracené strané myokardu (vzhledem
k opticky snimané ¢asti), neni nutné fesit problematiku jejich optického stinu. Je-li potfeba
provést stimulaci na pfivracené strané, lze pouzit externi elektrody. Pro stimulaci je

vyuzivano pole 20x20 elektrod, které umozriuje prostorové definovat misto stimulace.

Na obrazku ¢&. 31 Ize vidét vizualni ukazku Sifeni depolarizace pro méfeny vzorek
(RAT27) s vyuzitim stimulace (31B, zaznam €.7) a pfi sinusovém rytmu (31A, zaznam ¢.8).
Stimulacni impuls byl situovan do stfedu pole elektrod (mezi e-170 a e-190, BCL (perioda
stimulace)=250 ms, 0.2 mA).

10ms 12,5ms

Obr. €.31: Mérfeni depolarizace myokardu, snimky s odstupem 2.5 ms od pocatku depolarizace,
A: sinusovy rytmus, B: stimulace
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Vzhledem ktomu, Ze u provedenych experimentd bylo predpokladano vyuziti
registracnich metod pro potlateni pohybovych artefaktd, a tak nebylo vyuZito
farmakologickych disociator(l, Ize na pFedstavenych snimacich pozorovat nerovhomeérné
rozlozeni intenzit. Toto neni pfimo zpUsobeno neuniformnim obarvenim (v pfedzpracovani je
korigovana DC slozka), ale pohybem, ktery tak zpusobuje zmény stejnosmérné slozky a
znemozfuje jeji spravnou korekci.

Pro eliminaci pohybu méfeného vzorku byla u nékterych zaznam( testovana
mechanicka fixace. Byla pouzita fixace pomoci sklicka, kterym byl méfeny vzorek pfitlacen
k poli elektrod na protéjsi strané. Design systému neumoznuje pfesné méreni pfitlacného
tlaku. Ten byl nastaven tak, aby méfenému vzorku umoznoval alespofi minimalni pohyb. Vliv
mechanické fixace na méfené signaly ilustruje obrazek ¢&.32. Zobrazené signaly
z experimentu (RAT20), bez vyuziti fixace (32A, zaznam €.4) a s vyuzitim mechanické fixace
(32B, zaznam ¢€.5). U méfeného zaznamu AN je SNR=4 tato hodnota souvisi s relativné

malou koncentraci fluorescenéniho barviva (0.2 yM) pouzitého u tohoto experimentu.

- fJ‘_ ! A g f\ ) 4f
A AN
ch | i 1Y}
. / 1/ at. | T
2l v '
N
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1
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Obr. €.32: Vliv mechanické fixace na potlaéeni pohybovych artefaktl, A: bez fixace, B: s fixaci

Vliv mechanické fixace je patrny na zobrazeni depolarizace. Obrazek €. 33 ukazuje
zobrazeni pohybovych artefaktt u méfeného signalu (33A), ktery se projevuje
nerovnomérnym rozloZzenim intenzit zpdsobenym neucinnym potlatenim DC slozky. Pro
signal, kde je pfitomnost pohybového artefaktu minimalni (33B), je odstranéni DC slozky

korektni a rozloZeni zobrazenych intenzit rovhomérnéjsi. Poznamenejme, Ze pfechod mezi
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modrou a zelenou barvou (pfi porovnani snimki v5ms a 12.5 ms) ilustruje probihajici

repolarizaci myokardu.

Oms 2,5ms 5ms 7.5ms 10ms 12,5ms

Obr. €.33: Vliv mechanické fixace na méfené signaly, snimky s odstupem 2.5 ms od po¢atku depolarizace,
A: bez mechanickeé fixace, B: mechanicka fixace

5.1.4. Méreni na endokardu

Pro optické mapovani je typické méfeni na povrchu epikardu. Chceme-li provadét
méfeni na endokardu, naskytuje se moznost vyuziti endoskopickych technik [79], které v8ak

maji omezené zorné pole a jsou aplikovatelné jen u vétSich organd (ovce, prase).

Pro méfeni na povrchu endokardu menSich organa (mys$, krysa, kralik) byla navrZzena
inovativni technika. Design navrzeného méficiho systému byl pfizpdsoben poZadavku na
moznost meéfeni na povrchu endokardu. BEhem méfeni (perfuze) Ize provést fez levou
komorou a tak, pfi zachovani zivotnich funkci méfeného organu, dale pokracovat pfi snimani
AN na povrchu endokardu. Vyuzitim tohoto pfistupu neni omezeno ani méfeni pomoci pole
elektrod, které pfiléha k protéjsi strané epikardu, a kromé& simultanniho méfeni umoziuje i
stimulaci v definovaném bodé&. Technika méfeni je v ostatnich parametrech totozna
s optickym mapovanim na epikardu popsanym vyse.

Méfené signdly z povrchu endokardu (RAT26, zdznam ¢.8) ukazuje obrazek ¢&. 36.
Siteni depolarizace Ize vidét na (36A). Zobrazené prab&hy AN (36B) byly ziskany
z vyznacenych lokalit endokardu, pfi pouziti prostorového primeérovani 4x4. Fazovy posun
signald AN (36B) odpovida relativné pomalému Sifeni depolarizace (36A). SNR takto
méfenych signalt dosahoval SNR=11. Mérfeni bylo provedeno bez stimulace pfi sinovém

rytmu.

-75-



Aplikace

O ms S5ms 10 ms 15ms 20 ms 25ms

08 4 \ —
0,6
i[-] \

0 50 100 150 200 250 300 350
t[ms] — AN1 = AN2 = AN3

Obr. €.34: Méfeni na povrchu endokardu, A: Sifeni depolarizace, odstupy snimki 5 ms, B: signaly AN ve
vyznacenych lokalitach

Pro méfeni na endokardu Ize vyuzit stejné prostfedky jako pro méfeni na epikardu.
Pro rovnhomérnou distribuci barviva, nebo jinych farmak, jsou tyto zavedeny do perfuzniho

obéhu pfed chirurgickym otevienim méfené komory.

V experimentu (RAT9, zaznam ¢&.6) bylo provedeno méfeni na endokardu s vyuzitim
farmakologického disociatoru BDM (10 mM BDM v perfuznim roztoku). Bylo vyuZito
stimulace ve stfedu pole elektrod (mezi e-210 a referenci, BCL=300 ms, 0.03 mA). Vysledky
toho méfeni ukazuje obrazek ¢. 35. Méfeny experiment probihal za pokojové teploty. Pribéh
akéniho napéti (35A) ve vétSiné lokalit neni ovlivnén pohybovymi artefakty. Prabéh
depolarizace ilustruje (35B). SNR u téchto signall dosahoval SNR=15.

Tento pfistup méfeni na endokardu nebyl doposud publikovan, vzhledem k malému
poctu realizovanych méfeni a jejich nedokonené analyze. Na navrhu této techniky se
podileli zastupci elektrofyziologické skupiny na Auckland Bioengineering institute. Navrh
systému byl realizovan autorem této disertacni prace, metodiku fezu myokardu navrhla Sally

Rutherford (Auckland Bioengineering institute).
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Obr. €.35: Depolarizace endokardu, A: pribéh AN ve vyznaceném bodé, B: sledovani depolarizace,
snimky s odstupem 2.5ms

5.1.5. Simultanni méreni

Navrh realizovaného systému umozriuje kombinaci elektrického a optického
mapovani. Méfeni pomoci pole elektrod je realizované na protéjSi strané opticky snimané
¢asti méfeného vzorku. To umoznuje do urCité miry sledovat prubéh depolarizace
v omezeném panoramatickém rezimu (nejsou zobrazeny boc&ni strany vzorku). Optické
mapovani poskytuje signaly s vyS$Sim prostorovym rozliS§enim, pfiemz signaly elektrické
dosahuji vétSiho Casového rozliSeni (az 5 kHz). Pro spolecné zobrazeni byly elektrické
signaly prevzorkovany. Signaly elektrického a optického mapovani z experimentalniho
méfeni (RAT27, zaznam €.8) ukazuje obrazek &. 36. Zobrazené signaly byly méfeny bez

vyuziti stimulace. RozlozZeni signall na ploSe epikardu ukazuje (36A).

0 200 400 BO0 800 1000
t{ms] — M ——EM

Obr. €.36: Signaly elektrického a optického mapovani, A: signaly na povrchu epikardu, B: porovnani
elektrického signalu a optického signalu AN
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Porovnani elektrickych signalt ve vybraném regionu a jim prostorové odpovidajiciho
optického zaznamu AN je vidét na (36B). Méfené zaznamy elektrické a optické, spolu
vyznamné koreluji (s danym fazovym posunem). Lze sledovat vinu obdobnou QRS komplexu
v EKG signall, ktera odpovida depolarizaci AN a stejné tak obdobu P viny, ktera odpovida
repolarizaci AN. SNR pro elektrické signaly byl v rozmezi SNR=20-40, u optickych signall
pak SNR=30 (nebyl zapoc¢itan vliv pohybového artefaktu). Signaly elektrického mapovani
byly ovlivnény elektrickym Sumem. Zejména je patrna 50Hz sloZka odpovidajici sitovému
kmitoCtu. Optické signaly byly primeérovany na ploSe 6x6 pixell, coz pfiblizné odpovida
ploSe jedné méfici elektrody.

Zobrazeni Sifeni depolarizace pro elektrické a optické mapovani z experimentu
(RAT27, zaznam ¢€.5) ukazuje obrazek €. 37. Pro méfeni bylo vyuZzito stimulace v Case
t=60ms ve stfedu pole (mezi e-230 a e-251, BCL=250 ms, 0,1 mA). V elektrickém zaznamu
je patrné Sifeni depolarizace mezi 70-85 ms, znazornéno modrou vinou (37A), jez odpovida
negativni ving v grafu (37B). Sifeni depolarizace na strané kamery je opozdéno a je patrné
mezi 80-95 ms, depolarizace ma rovnéz negativni amplitudu, ktera v8ak byla pro korektni
zobrazeni AN korigovana (37B). Repolarizace u elektrického signalu je reprezentovana
pozvolnym poklesem pozitivni viny signalu. Graficky je pak vyznaena poklesem intenzity u

oblasti Cervené barvy na (37A-EM).

60ms 80ms 100ms 120ms

I -2

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
t{ms] M —EM

Obr. €.37: Simultanni méfeni pfi vyuziti stimulace, A: zobrazeni elektrickych (nahofe) a optickych signall
(dole) po stimula¢nim impulsu v t=60 ms, B: zobrazeni optickych (modra) a elektrickych (Cervena)
signalu ve stfedu méfeného pole
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5.2 Metody zpracovani signalu

5.2.1.Referenéni metoda

Hlavni vyhodou ratiometrickych metod je jejich schopnost potlacit pohybovy artefakt.
Nové predstavena referenéni metoda (kapitola 4.4) byla z tohoto pohledu testovana. Zde
prezentované charakteristiky jsou obdobné pro vSechny méfené experimenty, u nichz byla
tato metoda aplikovana (n=6). Obrazek €. 33 ukazuje vysledky méfeni pro experiment, kdy
nebyly pouZity farmakologické disociatory. Méfeni bylo provedeno pro dva laserové excitacni
zdroje na 473 nm a 532 nm.

Laser 473nm- Pasmo 620-755nm Laser 532nm - Pasmo 620-755nm

0.8 Nﬂ\
\ \
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Ty i ] I 5
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Laser 473nm - Pomérova metoda Laser 532nm - Pomé&rova metoda

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 2000

Laser 473nm - Refereniéni metoda Laser 532nm - Referenéni metoda

0 500 10040 1500 0 500 1000 1500 2000
t[vzorkd] t[vzorkd]

Obr. €.38: Porovnani ucinnosti ratiometrickych metod pro odstranéni pohybovych artefakt( pfi excitaci
laserem 473 nm (vlevo) a 532 nm (vpravo). Mé&feny signdl v zakladnim pasmu 620-755 nm (nahofe),
klasicka pomérova metoda (uprostied) a nova Referenéni metoda (dole)

Pro excitaci na 473 nm ob& metody umoznuji vyrazné potlaceni pohybovych a jinych
artefaktu a rekonstrukci méfeného AN s SNRp=12 u pomérové metody a SNRg=10 u metody

referenni. Pro méfeni s excitatnim zdrojem na 532 nm nebyla ani jedna z metod schopna
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potlaceni pohybovych artefakti. Jak bylo uvedeno v kapitole 4.3.1, odezva barviva na
depolarizaci pfi buzeni laserem na 532 nm nevykazuje spektralni posun, coz vylu€uje pouziti

ratiometrickych metod.
5.2.2. Referen¢ni metoda ve 2D

Vysledky méfeni s vyuzitim LED (LZ4-00G110-zelena, LZ4-00B210-modra) jako

excitaéniho zdroje ukazuje obrazek ¢&. 34.

Zelend LED - 550nm Maodra LED- 550nm

0 50 100 150 200 250 ] 50 100 150 200 250

Zelena LED - 620nm Modra LED - 620nm
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0,02 Zelena LED - pomér i Mu:lra'_l.ED- pomér
08
0,6
04
0,2 1
-0,02 0
i 50 100 150 200 250 0 50 1040 150 200 250
t[vzorkd] t[vzarkd)

Obr. €.39: Porovnani u¢innosti nové navrzené referenéni metod pro odstranéni pohybovych artefakt( pfi
excitaci pomoci LED (zelena, modra). Méfeny referenéni signal-referen¢ni kanal (nahofe), signal v
zakladnim pasmu-signalovy kanal (uprostfed) a vypocéteny pomérovy signal (dole)
NavrZzena metoda je schopna vyrazné potlagit pohybovy artefakt a do urcité miry
rekonstruovat signal umérny AN. Neni zde zasadni rozdil mezi signdly z riznych excitacnich
zdroju. Nicméné z obrazku €. 33 je patrné, Ze referencni signal, pfi pouziti zelené LED,
obsahuje slozky umérné AN, pfi€emz u excitace pomoci modré LED neni modulace AN v

referenénim kanalu patrna. To vysvétlujeme rozdilnym chovanim barviva v zavislosti na
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excitaénim zdroji, jak bylo popsano vyse. Kvalita signalt vyjadifena pomérem SNR je velice

nizka (SNR=2). Vysledky byly podrobné popsany v [83].
5.2.3. Registrace obrazu

Pokrocilou technikou zpracovani signall je vyuziti registrace k potlaceni pohybovych
artefaktl. Navrzeny algoritmus predstaveny v kapitole 4.6 umoznuje uc¢inné potlaceni
pohybovych artefaktd. V této kapitole budou pFedstaveny jeho aplikace na datech

z méfenych experimentl, podle protokolu popsaného v kapitole 5.1.1.

RegistraCni algoritmus vyzaduje zakladni nastaveni, ktera byla popsana
v kapitole 4.6.3. Pro trasovani pohybu méfeného pohybu je klicova velikost registrovanych
blokl a pocet blokt na snimek. Pro optimalizaci registraéniho procesu pak nastaveni oblasti
mozného pohybu registrovaného bloku mezi sousednimi snimky, oznaCovana jako
optimalizaéni radius. Korektnost procesu registrace se testuje tak, jak bylo uvedeno
v kapitole 4.6.5. Na zakladé testovani kvality registrace je mozné vyuziti selektivni filtrace
popsané v kapitole 4.6.6.

Pro proces registrace, neni-li uvedeno jinak, byly vyuZity nasledujici parametry.
Registrace byla provedena na urovni sub-pixelu (V4 velikosti originalniho pixelu) s vyuzitim
bilinearni interpolace. Rozliseni zpracovavanych snimkl bylo 128x128, respektive 509x509
po provedeni interpolace. Velikost registracnich blokl byla nastavena na N=51 a pocet bloku
v fadku i sloupci na M=14. Optimaliza¢ni radius byl nastaven na R=4, coz definuje maximalni
mozny zaznamenatelny pohyb mezi sousednimi snimky na 1 pixel v originalnim rozliseni. Pfi
nastaveni snimané oblasti kamery na plochu 20x20 mm, byl maximalni zaznamenatelny
pohyb mezi dvéma sousednimi snimky v libovolné ose, | txymax| =156 um. Pfed rekonstrukci

registrovaného snimku nebyla provedena filtrace méfenych pohybovych charakteristik.

Obr. ¢.40: Rozmisténi kontrolnich bodd pro porovnani AN, u registrované a neregistrované sekvence

Pro demonstraci funkce registracniho algoritmu byly vybrany &tyfi zaznamy z rdznych
experimentd. Pro kazdy zaznam jsou prezentovany vysledky zobrazujici Sifeni depolarizace
(repolarizace) a signaly AN. Porovnavané signaly AN u registrované a originalni sekvence

byly méfeny ve Ctyfech lokalitach A, B, C a D, které byly vZdy rozmistény ve vertikalni a
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horizontalni vzdalenosti 20 pixeld od stfedu snimku, jak ukazuje obrazek €. 40.
Prezentované signaly jsou ploSnym prameér z plochy velikosti 2x2 pixell. Snimky zachycujici
pribéh depolarizace a repolarizace myokardu maji rozliSeni 107x107 pixelt. Okraje snimkd
byly ofezany z obou stran tak, aby bylo mozné provést registraci a prezentovat vysledky ve
stejném formatu nezavisle na mife pohybu v konkrétnim zaznamu (bez artefaktt na okrajich
snimk).

Verifikace registracniho procesu je nedilnou &asti registrace. Pro kontrolu kvality
registrace signalll predstavenych v této kapitole byly vyuzity vizualni i automatické pfistupy
pfedstavené v kapitole 4.6.5. Prvnim porovnavanym méfitkem, které indikuje uUspésSnost
registrace, je vysledna kvalita sledovanych signald. Lze porovnat tvar AN
s jeho pfedpokladanou charakteristikou (mirou potlaceni pohybovych a jinych artefaktd) a
stanovit pomér téchto artefaktll k uziteCné slozce signall (SAR). Pro signaly, kde SAR je
vyS8i nez 1.5, byla stanovena kvalita signalu hodnotou poméru SNR. DalSim aspektem je
sledovani depolarizace a repolarizace myokardu. Snimky ve spravné registrované sekvenci
by nemély obsahovat nezadouci artefakty a mélo by byt mozné sledovat Sifeni depolarizace
na méfené ploSe. Druhym meéfitkem je kontrola integrity (konzistentnosti) mfizky, tvofené
ziskanymi referenénimi body. Tuto Ize zobrazit formou videosekvence, a tak umoznit jeji
vizualni kontrolu. Automaticka kontrola registrace byla provedena pro v8echny prezentované
zaznamy. Diky navrzenému algoritmu muazeme stanovit kvalitu jednotlivych referencnich
bodl. Vysledkem kontrolniho algoritmu jsou dvé matice (vertikalni a horizontalni chyba),
udavajici souhrnnou chybovost trasovani v registrované sekvenci pro jednotlivé bloky
(referenni body). Poslednim pfistupem pro kontrolu pohybu v origindlni a registrované
sekvenci bylo vyuziti vizualni kontroly priamérného snimku. Ten by mél odpovidat
referenénimu snimku (snimek vyuzivany k registraci). Primérny snimek by také nemél

obsahovat kontury, které nejsou pfitomné ve snimku referenénim.

V nasledujici ¢asti budou popsany a diskutovany vysledky implementace navrzeného
registracniho algoritmu v oblasti optického snimani AN. Pro prezentaci funkce registracniho

algoritmu i jeho omezeni, byly vybrany zédznamy s riznou mirou pohybu. Zaznamy jsou

Zaznam depolarizace myokardu z experimentu (RAT28, ¢€.4) ukazuje obrazek €. 41.
V neregistrované sekvenci (41A) jsou patrné artefakty, které neumoziuji korektné
reprodukovat depolarizaci epikardu. V registrované sekvenci (41B) je vétSina téchto artefakt(
potlaena. Nicméné& na snimcich v ¢asovém useku (0-5 ms) je v dolni levé Casti zobrazena
Cervena oblast. Tato oblast nesouvisi s relativnim pohybem méfena scéna vs. kamera, ale
vznika vreakci na relativni polohu myokardu a osvétlovacich LED. Mé&fend plocha je

osvétlovana z jiného uhlu, coZ ma za nasledek vznik takového artefaktu.
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Obr. &.41: Sifeni depolarizace (RAT28, &.4), A: originalni sekvence, B: registrovana sekvence

Obrazek €. 42 ukazuje signaly z méfenych lokalit A, B, C a D, tak jak byly definovany
(viz. obrazek €. 40). Diky procesu registrace byly potlaceny pohybové artefakty a podafilo se
rekonstruovat signaly AN. Kvalitu potlaceni pohybovych artefaktt definujeme pomérem
SARo, pro originalni a SARg, pro registrovanou sekvenci. Hodnoty tohoto poméru byly
stanoveny pro lokalitu A (SARop=0.4; SARga=4.5, SNRga=14), B (SARps=0.4; SARRrz=4.5,
SNRgg=10), C (SARoc=0.2; SARrc=1.4) a D (SARp=0.5; SARrp=4, SNRrp=12).
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Obr. €.42: Signal AN v originalni (modra) a reg. sekvenci (Cervena) v pozicich A, B, C a D, (RAT28, ¢.4)
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Kvalita vyjadfena pomérem SAR u registrovanych signalt byla, oproti neregistrované
sekvenci, az 11krat vyS8si. Niz§i schopnost potlaceni pohybového artefaktu v lokalité C byla
dana duvody popsanymi vySe (vliv zmény polohy snimané plochy vzhledem k LED).

Chybové matice a mfizku referenénich bodu ukazuje obrazek ¢. 43. Median
kumulované registracni chyby v horizontalnim sméru byl %,=12, ve vertikalnim sméru pak
%,=19, pro délku sekvence N=200 snimkl. Maximalni zaznamenany pohyb v horizontalni

0S€ Xmax=33 pX. (1.3 mm) a ve vertikalni ose ymax=30 px. (1.2 mm).
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Obr. ¢€.43: Verifikace registrace (RAT28, €.4), A: mfizka referen¢nich bodu, B: chybova matice pro
vertikalni pohyb, C: chybova matice pro horizontalni pohyb

Na priimérnych snimcich z obrazku ¢&. 44, vzhledem k relativné nizkému pohybu, neni
pfilis patrny rozdil v ostrosti primérnych snimku registrované (44C) a originalni sekvence
(44A), ackoli pfi bliz§im prozkoumani jsou rozdily patrné, zejména na snimcich zobrazujicich
rozlozeni intenzit pomoci barevnych map. Tento rozdil bude |épe pozorovatelny u zaznamu
s vétSim pohybem méfeného vzorku. Referenéni snimek (44B) je snimkem, ke kterému jsou
registrovany ostatni snimky sekvence. RozlozZeni intenzit u prGmérovanych snimkd by mélo
byt v pfipadé nulového pohybu obdobné tomu u referenéniho snimku. Jak bylo popsano
v kapitole 4.6.5.
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Obr. €.44: Signal (RAT28, ¢.4), A: prumérny snimek originalni sekvence, B: referen¢ni snimek,
C prameérny snimek registrované sekvence

Zaznam z experimentu (RAT19, €.1) ukazuje obrazek €. 45. Na tomto zaznamu je
patrna relativné vétsi mira pohybu. Originalni sekvence obsahuje velké mnozstvi
pohybovych artefaktl, které znemoznuji sledovani Sifeni AN a jeho repolarizaci.

V registrované sekvenci (45B) je v8ak sledovani prub&hu depolarizace a repolarizace
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epikardu mozné. Registrovana sekvence ovSem také obsahuje mnozstvi artefaktl, které
nemaji rozptyleny charakter (stejné jako v 49A), ale predstavuji vétsSi plochy s rliznou

intenzitou (45B), jejichz vznik opét souvisi s relativni polohou vzorku k osvétlovacim prvkdm.

Oms 2,5ms Sms 7.5ms 10ms 35ms 60ms B5ms
Obr. &.45: Sifeni depolarizace, (RAT19, &.1), A: originalni sekvence, B: registrovana sekvence

V zaznamu AN na obrazku ¢&. 46 Ize pozorovat pfitomnost pohybovych artefakt( o
relativné vysoké amplitudé. Rekonstruované signaly v lokalit¢ A a C ukazuji jejich u€inné
potladeni. V zaznamech v lokalité B a D je zfetelny vliv zmény nasvétleni vzorku a s tim

souvisejici vnik nezadouciho artefaktu, ktery se registraci nepodafilo odstranit.
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Obr. €.46: Signal AN v originalni (modra) a reg. sekvenci (Cervena) v pozicich A, B, C a D, (RAT19, ¢.1)
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Hodnoty SAR byly stanoveny pro lokalitu A (SARoa=0; SARgra=1.5, SNRra=12), B
(SARpp=0; SARRrs=0.1), C (SARoc=0; SARRc=2.3, SNRrc=10) a D (SARp=0.2; SARRp=0.2).

Chybové matice a mrizka referenénich bodl (obrazek €. 47) ukazuji na problematicka
mista, kde registrac¢ni algoritmus nebyl schopen korektné trasovat pohyb referenénich bodu.
Je mozné vidét, Zze automaticka detekce korektnosti registrace, s vyuzitim navrzeného
algoritmu, umoznovala lokalizaci problémovych mist. Tato mista Ize také vizualné pozorovat
na deformované mfizce referenénich bodu (47A). Pri€ina nekorektniho trasovani v téchto
bodech je zfejma z obrazku referencniho snimku (48B), ktery ukazuje, ze problematické
¢asti snimku spadaji do oblasti, kde nebyl zobrazovan méfeny vzorek, ale pouze pozadi
méfené scény. Median kumulované registracni chyby v horizontalnim sméru (pouze v oblasti
vzorku) byl ¥,=16, ve vertikalnim sméru pak X,=20, pro délku sekvence N=200 snimku.
Maximalni zaznamenany pohyb v horizontalni ose Xy.=54 px. (2.1 mm) a ve vertikalni ose
VYmax=20 px. (0.8 mm). Rozdil pohybu v jednotlivych osach je dan zavéSenim vzorku za

perfuzni kanylu (omezeni vertikalniho pohybu).
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Obr. ¢.47: Verifikace registrace (RAT19, ¢.1), A: mfizka referen¢nich bodU, B: chybova matice pro
vertikalni pohyb, C: chybova matice pro horizontalni pohyb

Na obrazku €. 48 Ize pozorovat zfetelné rozdily mezi primérnym snimkem originalni
(48A) a registrované sekvence (48C). Rozdily mezi primérnym snimkem registrované

sekvence a referenénim snimkem jsou téméf zanedbatelné, coz ukazuje na kvalitu

provedené registrace.

CEICELCES

Obr. €.48: Signal (RAT19, ¢€.1), A: prumérny snimek originalni sekvence, B: referen¢ni snimek,
C: priimérny snimek registrované sekvence
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Zaznam z experimentu (RAT27, €.3) ukazuje obrazek €. 49. Registrovana sekvence
(49B) umoznuje sledovani pribéhu depolarizace. Originalni sekvence (49A) je zatizena

mnohymi pohybovymi artefakty, coz sledovani pribéhu depolarizace znemozniuje.

Wik S

60ms B5ms
Obr. &.49: Sifeni depolarizace, (RAT27, &.3), A: originalni sekvence, B: registrovana sekvence

Zaznamy AN na obrazku ¢&.50 demonstruji zlepSeni kvality méfenych signalu
v porovnani originalni a registrované sekvence. Signaly jsou i pfes registraci zatizeny
pohybovymi artefakty. V oblasti D bylo potlaCeni artefaktu nejucinnéjSi. Hodnoty SAR byly
stanoveny pro lokalitu A (SARox=0,4 SARra=0,7), B (SAR0s=0; SARgs=1,5, SNRgs=10), C
(SARoc=0,6; SARgrc=1,3) a D (SARp=0,2; SARrp=2,3, SNRrp=12).
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Obr. €.50: Signal AN v originalni (modra) a reg. sekvenci (Cervena) v pozicich A ,B ,C a D, (RAT27, ¢.3)
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Chybové matice a mrfizku referenénich bodl ukazuje obrazek ¢.51. Median
kumulované registracni chyby v horizontalnim sméru (pouze v oblasti vzorku) byl %,=16, ve
vertikalnim sméru pak ¥,=18, pro délku sekvence N=200 snimkl. Maximalni zaznamenany
pohyb v horizontalni ose Xmax=50 px. (1.96 mm) a ve vertikalni 0se Ynax=38 px. (1.49 mm).
Vzhledem k vy$Simu pohybu je mozné sledovat vétSi miru deformace mfizky (51A), pficemz
chybovost registracniho procesu, tak jak ji ukazuji chybové matice (51B,C), je v porovnani se

zaznamy pfedstavenymi vySe obdobna. Vyznaena mista s vysokou chybovosti (100+)
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odpovidaji ¢asti snimku, kde neni zobrazen méfeny vzorek, ale pozadi scény.
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Obr. ¢€.51: Verifikace registrace (RAT27, ¢€.3), A: mfizka referen¢nich bodu, B: chybova matice pro
vertikalni pohyb, C: chybova matice pro horizontalni pohyb

1

Primérné snimky originalni a registrované sekvence ukazuje obrazek €. 52. Ztrata
detailu, respektive rozmazani obrazu u primérného snimku originalni sekvence (52A)
dokumentuje vy38i miru pohybu v obraze. Rozdil mezi referenénim snimkem (52B) a
primérnym snimkem registrované sekvence (52C) je minimalni, coz ukazuje, Ze i zde by

méla byt registrace korektni.
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Obr. €.52: Signal (RAT27, €.3), A: prumérny snimek originalni sekvence, B: referenni snimek,
C: priimérny snimek registrované sekvence

15
'

Zaznam depolarizace myokardu z experimentu (RAT26, ¢.4) ukazuje obrazek &. 53.
V neregistrované sekvenci (53A) je téméfF nemozné lokalizovat zacatek i prabéh
depolarizace. To ovSem neplati pro registrovanou sekvenci (53B), kde je prabéh
depolarizace zifejmy. Originalni sekvence obsahuje velké mnozstvi pohybovych artefaktd,

které se pomoci navrzeného registracniho postupu podafilo do jisté miry eliminovat.
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Mérené signaly AN ve vSech lokalitach A, B, C i D jsou zna¢né zatizeny pohybovymi
artefakty. Tyto artefakty se pfevazné nepodafilo eliminovat ani v registrované sekvenci.
V zadné z lokalit A, B, C ani D nebylo mozné pfesné definovat pribéh AN, v registrované
sekvenci v lokalitach B, C, a D je mozné lokalizovat poCatek depolarizace, signaly AN

obsahuji vysokou miru pohybovych artefakta.

Oms 2,5ms S5ms 7.5ms 10ms 35ms
Obr. &.53: Sifeni depolarizace, (RAT26, &.4), A: originalni sekvence, B: registrovana sekvence

Hodnoty SAR byly stanoveny pro lokalitu A (SARopx=0 SARga=0), B (SARs=0;
SARRB=O.2), C (SAROC=O; SARRC=02) aD (SAROD=O; SARRD=02)
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Obr. €.54: Signal AN v originalni (modra) a reg. sekvenci (Cervena) v pozicich A ,B ,C a D, (RAT26, ¢.4)

-89-



Aplikace

Chybové matice a mrfizku referenénich bodl ukazuje obrazek ¢.55. Median
kumulované registracni chyby v horizontalnim sméru (pouze v oblasti vzorku) byl ¥,=18, ve
vertikalnim sméru pak %,=20, pro délku sekvence N=200 snimku. Tyto hodnoty jsou mirné
vy8Si jako ty, pro experimenty sniz8i mirou zaznamenaného pohybu. Maximalni
zaznamenany pohyb v horizontalni ose X,.=86 px. (3.4 mm) a ve vertikalni 0se yna=39 px.
(1.5 mm).
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Obr. ¢€.55: Verifikace registrace (RAT26, ¢.4), A: mfizka referen¢nich bodU, B: chybova matice pro
vertikalni pohyb, C: chybova matice pro horizontalni pohyb
Obrazek ¢&.56 ukazuje primérné snimky originalni a registrované sekvence. U
originalni sekvence primeérny snimek neobsahuje témér zadné detaily, které jsou patrné ve
snimku referencnim. To neplati pro prumérny snimek registrované sekvence, kde je
rozloZeni intenzit a mira zobrazenych detailu témérf totozna. Toto demonstruje, Ze i v pfipadé

takto relativné vysoké miry pohybu, je navrzeny algoritmus schopen korektni registrace.
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Obr. ¢.56: Signal (RAT26, ¢.4), A: pramérny snimek originalni sekvence, B: referenéni snimek,
C: pramérny snimek registrované sekvence
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6. KAPITOLA

DISKUZE A ZAVER

Obsahem kapitoly:
Zavérecna kapitola diskutuje dosazené vysledky v oblasti navrhu méficiho systému a
pokroc€ilych algoritmu pro zpracovani signall. Stejné tak popisuje vlastnosti navrzenych

pfistupl a moznosti navazujiciho vyzkumu. Zavér shrnuje tyto vysledky v relaci
s realizovanymi publikacemi.
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6.1 Diskuze dosazenych vysledku

6.1.1. Méfici systém

V ramci plnéni cili disertani prace byl navrzen a realizovan méfici systém pro
optické mapovani elektrické aktivity myokardu na izolovanych srdcich. Tento systém kromé
optického mapovani na povrchu epikardu, umoziuje i dalSi inovativni pfistupy, jakymi jsou
mérfeni na povrchu endokardu, vyuziti nové navrzené pomérové metody ve 2D a simultanni
optické a elektrické mapovani. Navrh tohoto systému byl detailné popsan v kapitole 3. Tento
navrh zahrnoval design samotného systému, jeho fyziologické a snimaci €asti a v neposledni
fadé i navrh méficiho protokolu. Zakladni koncepce navrhu vychazela ze zkuSenosti
ziskanych na zakladé studia nejnovéjSich poznatkl v dostupné literature, méfeni na
jednobodovém méficim systému [66], dostupném na domovském pracovisti Ustavu
Biomedicinského inzenyrstvi, VUT Brno a dale pfi méFfeni na systému spektroskopickém
[12], dostupném na partnerském pracovisti Auckland Bioengineering Institute, Auckland,
New Zealand. Realizace méficiho systému spocivala v detailnim navrhu jeho designu
s vyuzitim modernich CAD nastroji. NejdulezitéjSimi prvky, které umoznily realizaci novych
pristupll, byly inovativni navrh designu méfici komarky (kap. 3.3.2) a transla¢niho systému

pro rychlou vyménu filtru (kap. 3.4.4).

Kromé navrhu fyzické realizace systému, bylo potieba provést i méfeni spektralnich
charakteristik svételnych zdroju (kap. 3.4.1) a pouzitych filtrd (kap. 3.4.5) s navazujicimi
Upravami a zménami. Souc€asti navrhu byl i design perfuzniho a termoregulacniho systému
pro zajisténi fyziologickych podminek méfenych vzork( (kap. 3.3). Dal§i z otazek byla
spravna volba meéficiho moédu a nastaveni parametrd snimaci kamery Cascade 128+
realizovaného systému. MéFici protokol definuje prabéh méfeni a determinuje kvalitu
méfenych signalt, at po strance fyziologické, nebo technické. Jeho navrh vychazel
z predeslych zkuSenosti a vysledkl ziskanych pfi experimentalnich méfenich (n=12). Sada

experimentalnich méfeni slouzila také k doladéni parametril konecné verze systému.

Optické mapovani elektrické aktivity na povrchu myokardu pFedstavuje zakladni
funkci systému. Diky pouZité technice osvétleni, snimaci kamefe a jejiho nastaveni
umozfiuje méfici systém dosazeni relativné vysoké kvality signalu. Pro nastaveni, tak jak
bylo uvedeno v méficim protokolu, byl dosaZitelny SNR, pro méfeni v plném rozlieni
128x128, 400 snimkul/s, u provedenych experimentd (n=12), typicky v rozmezi SNR=~4-9.
Tyto hodnoty jsou ve srovnani s ostatnimi systémy nadprimérné. Pfimé srovnani je vSak

obtizné realizovatelné, protoZze systémy vyuzivaji rozdilné rozliSeni, snimkovou frekvenci,
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velikost zobrazované oblasti, koncentraci nebo druh barviva i intenzitu (pfipadné vinovou
délku) svételnych zdroja, pficemz vSechny ze zminénych parametrl maji zasadni vliv na
kvalitu méfenych signald, nebo i moznosti ovlivnéni fyziologie méfeného vzorku (druh a
koncentrace barviva, intenzita svételnych zdroju). Porovnatelny systém (128x128, binning
2x2, fs=466 snimku/s, di-4-ANEPPS- 1uM, faze barveni t,=5min.) byl popsan v [68]. Autofi
uvadeéji, pro zminéné nastaveni SNR=3.7+0.8. Stejné i vy3Si hodnoty SNR dosahuji signaly,
méfené zde navrzenym systémem, pfi rozliSeni 128x128 bez vyuZiti binningu. Pfi obdobném
rozliSeni |ze u realizovaného systému dosahnout SNR az 18. Pro systémy s mirné odliSnym
rozliSenim snimaci kamery udavaji autofi nasledujici hodnoty: SNR=8.8 (80x80px, fs =200-
800 snimku/s.) [43], SNR=12 (100x100, f;=2000 snimku/s) [76].

Pro pfedzpracovani méfenych signall bylo vyuzito zpravidla ploSného primérovani a
to nejCastéji na ploSe 2x2 pixeld, prGmér byl realizovan nad normalizovanymi signaly. Toto
nastaveni umoznovalo vice nez dvou-nasobné zlepSeni parametru SNR. Pro méfeni je také
mozné vyuziti kamerového médu, ktery umoznuje realizovat ploSny primér pfimo v kamere
(tzv. binning 2x2), to pfinasi zdanlivé stejny efekt jako pouzité prostorové primeérovani (2x2)
s vyhodou vysSi snimkovaci frekvence, az 625 snimku/s, ale na druhé strané muze zpUsobit
i problémy, souvisejici s primérovanim signall s rozdilnou stejnosmérnou slozkou. Toto
souvisi s neuniformni distribuci barviva, ktera dale mulze zpusobit vznik dodatec¢né
deformace signalu AN, nebo vyrazné& omezit schopnosti zlepseni SNR. Casové primérovani
nebylo vyuzito, ale jeho vyuZiti je mozné napfiklad v aplikacich, kde je prostorove rozliSeni
klicové. K synchronizaci signalll Ize pak vyuzit jak samotného zaznamu AN, tak el. kanald

méficich EKG signaly, jak bylo popsano v kapitole 4.2.2.

Mé&Fici systém byl navrzen tak, aby umoznoval kromé klasického optického mapovani
i kombinaci s méfenim pomoci pole elektrod. Tedy kombinaci elektrického a optického
mapovani, jak bylo popsano v kapitole 5.1.5. Pole elektrod poskytuje rozliSeni 20x20
elektrod, pfi vzorkovaci frekvenci az f,,=5 kHz a dosazitelném SNR=40. Kazda z elektrod
umozfiuje snimani, stimulaci, nebo snimani i stimulaci, coZz rozSifuje mozZnosti systému
o testovani rezimu stimulace v definovaném ploSném uspofadani, sekvenci. Omezeni
snimani pomoci pole elektrod bylo diskutovano v 1. kapitole. | pfes tato omezeni je systém
schopny do jisté miry nahrazovat panoramatické méreni (méfime signal ze dvou protilehlych
stran, opticky vs. elektricky). Pro elektrické mapovani byl vyuzit systém UnEmap a pole

elektrod, jejichz realizace vSak neni produktem této disertacni prace.

Méfeni na endokardu, tak jak je popsano v kapitole 5.1.4, pfedstavuje unikatni
moznost méfeni signalll na povrchu endokardu, bez nutnosti komplikované manipulace
s méfenym vzorkem. Tato metoda vyuziva stejného nastaveni akviziéniho systému i totozné

geometrie optiky jako pro méfeni na epikardu a umozriuje jejich porovnani. Kvalita signalt na
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povrchu je obdobna signalim mérenym na epikardu. Méfeni na endokardu je mozné, diky
realizaci chirurgického fezu méfenou komorou. Optické mapovani pfedstavuje optimalni
moznost pro méfeni na takto otevieném myokardu, nebot’ nevyzaduje fyzicky kontakt s jeho
sténou. V tomto usporadani se ukazuje vhodnost vyuZiti pole elektrod pro simultanni méfeni
a tedy souCasného zaznamu na vnitfni i vnéjSi strané myokardu a jejich vzajemného

porovnani.
6.1.2. ReferenCni metoda

V cilech disertacni prace bylo navrzeno vyuziti pomérové metody pro plosné méreni,
pfipadné moznost jeji kombinace s registraci obrazu. Klasicka ratiometricka metoda se
ukazala pro tento ucel nevhodna, a tak byla vymySlena metoda nova, nazvana referenéni.
Tato metoda je detailné popsana v kapitole 4.4. Pro jeji navrh bylo vyuzito méfeni odezvy
barviva na AN, jehoZ vysledky jsou popsany v kapitole 4.3. Nova metoda dosahovala pfi
jednobodovém spektroskopickém méfeni obdobnych vlastnosti jako metoda klasicka,
predstavuje tedy jeji alternativu. Vyhodou metody je, Ze nevyZaduje pasmové filtry, ale pouze
filtry typu dolni propust. Méfeni ukazalo, ze obé tyto metody byly u€inné pouze v pfipadé
vyuziti excitaniho zdrojii na 473 nm (laser). Pro excitaci na 532 nm (laser) tyto metody
neumoznovaly rekonstrukci signald. Toto souvisi se spektralni odezvou barviva na

depolarizaci AN a je diskutovano dale v této kapitole.

Ve vyuziti ve 2D bylo pocitano se sekvenéni zménou filtrll, ktera u navrzené metody,
vyzaduje zménu pouze jednoho zfiltrd (charakteristiky referenéniho a méficiho filtru se
prekryvaji). Pro tento uCel byl realizovan translaéni systém popsany v kapitole 3.4.4.
V pfFipadé realizace stejného pfistupu klasickou metodou by bylo potfeba vyrobit pasmové
filtry s poZzadovanou charakteristikou (nejsou bézné komercéné dostupné jako filtry typu dolni
propust) a realizovat zménu obou filtrd bé&éhem méfeni, coz by dale vyzadovalo
komplikovanéjsi translaéni systém, ktery by navic musel zajistit, aby nebyl osvétlovan
snimaci prvek kamery v dobé&, kdy neni v optické cesté zafazen ani jeden z filtrd. Sekvenéni
méreni pfedpoklada obdobny tvar signald v €asovém uUseku, béhem kterého probiha zména
filtrd a samotné méfeni zaznamu pro oba kanaly. Mé&feni probihalo s vyuzitim dvou
excitaénich zdroji (modra a zelena LED) a jeho vysledky jsou popsany v kapitole 5.2.2. Tato
metoda umoziiovala potlaceni pohybovych artefaktl, ale vzhledem ktomu, Ze i
v referencnim signalu byla pfitomna modulace AN, nebylo mozné rekonstruovat pomérovy
signal s dostate¢nou kvalitou (SNR=2). DalSim problémem bylo pfesné prostorové zarovnani
zaznamu z jednotlivych period, u nichz se i mald odchylka projevuje vznikem nezadoucich
artefaktd. Proto tuto metodu, ve 2D méfeni, nelze v souasnosti oznacit jako alternativu

jinym diskutovanym pfistupum pro potlaceni pohybovych artefakt.
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6.1.3. Charakteristika odezvy barviva na AN

V dostupné literatufe neni problematika vlivu excitaéniho zdroje na charakter odezvy
barviva na AN diskutovana. NaSe méfeni s vyuzitim spektroskopického systému [12] vSak
prokazaly, ze bézné popisovana odezva spocivajici v posunu spektra [19, 22, 29, 46, 47, 60]
odpovida méreni pouze pfi excitaci na 473 nm u laseru, nebo modré LED (465 nm). P¥i
buzeni na vinové délce 532 nm, nebo s vyuzitim zelené LED (520 nm), neméla depolarizace
AN téméF zadny vliv (neméfitelny) na posun spektra, ale projevovala se hlavné modulaci
jeho amplitudy. Vzhledem k Sifce spektra obou LED se Ize domnivat, ze pfi jejich vyuziti se
do urcité miry projevuje vliv obou téchto jevi soucasné. Tato teze vSak vyzaduje realizaci
sady mérfeni, které by mély byt sou€asti navazujiciho vyzkumu.

Zavéry z méfeni navrzené referenéni metody, pfedstavené v pfedchozi kapitole,
potvrdily vysledky méfeni charakteru odezvy barviva na AN pro rizné excitani zdroje, jak

bylo diskutovano vyse.
6.1.4. Popis vzniku pohybovych artefaktu

DalSim z aspektl, kterym se vénovala tato prace, je popis a charakteristika vzniku
pohybovych artefaktl. Vznik pohybovych artefaktt souvisi s pohybem méfeného vzorku,
pficemz detailni popis jeho vzniku nebyl dosud prezentovan. V prezentované praci se autor
snazil ukazat, ze hlavni pfi¢inou vzniku pohybovych artefaktl je relativni pohyb mezi
méfenym vzorkem a snimacim prvkem. V kapitole 4.5 je tato teze detailné popsana
s ukazkou signalu, které toto dokumentuji. Z této hypotézy vychazel i navrh registracni
metody, ktera pravé eliminaci vzajemného pohybu snimaciho prvku a méfeného vzorku

umoznuje potlaeni takovych artefaktu.

Je-li zajisténa rovnomérna distribuce barviva a s tim i souvisejici uniformni distribuce
fluorescenéniho signalu na méfeném vzorku, je uroven pohybovych artefaktd minimaini.
V kapitole 4.5 jsme ukazali, Ze v pfipadé, kdy se v méfené scéné vyskytuje neuniformni
oblast, je mozné prumérem signalu z plochy, ktera zahrnuje tuto oblast rozSifenou o jeji

pohyb, pohybovy artefakt, jinak pfitomny v jednotlivych méfenych signalech, eliminovat.
6.1.5. Registrace obrazu pro potlaCeni pohybovych artefaktd

Na zakladé popisu vzniku pohybovych artefaktd byla navrzena metoda, ktera
s vyuzitim registrace jednotlivych snimkd méfené sekvence umozriuje potlaéeni pohybovych
artefaktl. Registraéni metoda vyuziva elastické registrace. Pro trasovani pohybu
v jednotlivych €astech snimkd byla zvolena intenzitni metoda s trasovanim registrovanych
blokl, rovnomérné rozloZzenych na plose snimku. Jako registracni kriterium podobnosti, byl

vyuzit korelaéni koeficient. Metoda je detailné popsana v kapitole 4.6.

-95.-



Diskuze a zaveér

Registracni metoda byla testovana na experimentech (n=12), které byly pofizeny dle
sou€asného méficiho protokolu (kap. 5.1.1). Kazdy méfici experiment obsahoval priimérné
(z=12) samostatnych méreni. Po aplikaci této techniky, bylo mozné u méfenych signall
pozorovat zlepSeni parametru SAR, ktery vyjadfuje uroveri poméru signalu k pohybovym
artefaktim. Vysledky registraniho algoritmu pro vybrané zaznamy, ze Ctyf rdznych
experimentu s rozdilnou mirou pohybu, ukazuje kapitola 5.2.3. Vysledky z dalSich méfenych
a registrovanych sekvenci jsou obdobné. Z predlozenych vysledkl je patrné, ze po aplikaci
registracniho procesu je mozné, u vSech takto upravenych signall, sledovat Sifeni
depolarizace, nebo repolarizace myokardu, které v pfipadé originalnich sekvenci nebylo
mozné. Mira potlaceni pohybovych artefaktl souvisi s velikosti pohybu v méfené sekvenci.
Je-li pohyb relativné maly (do 1.5 mm), Ize méfené signaly pomeérné uspésné rekonstruovat,
jak je patrné ze zaznamu (RAT28, ¢.4; RAT19, &.1). Schopnost vérné rekonstrukce AN pfi
pohybu vysSSim je omezena, jak ukazuji zaznamy (RAT27, ¢.3; RAT26, ¢.4). V nékterych
signalech, i po aplikaci registratniho procesu, je stale patrny pohybovy artefakt. Jeho
distribuce je vSak odliSna od artefaktu pred procesem registrace (tvofi shluky, vétSi oblasti
s odliSnou intenzitou). Tento artefakt pfisuzujeme zméné orientace méfeného vzorku vaci
reflektoru, v zavislosti na jeho pohybu. Odstranéni tohoto artefaktu, metodami pro
zpracovani signall je jen tézce realizovatelné (zavisi na 3D profilu méfeného vzorku, ktery
neni k dispozici). Pro eliminaci téchto artefaktd je mozné zménit design osvétlovacich prvka
a to tak, aby bylo zajisténo uniformné&jSi osvétleni. V upravach stavajiciho systému,
navrhujeme vyuziti nejen dvou bodovych zdroji s reflektory, ale vyuziti napfiklad matic LED
s jejich vhodnym rozmisténim.

Pro verifikaci registraniho procesu bylo navrzeno nékolik feSeni, jak pro vizualni, tak
i automatickou kontrolu. Metody verifikace jsou popsany v kapitole 4.6.5. Inovativnim
pfistupem je vyuziti automatického procesu kontroly kvality registraénich blokd, ktery
umoziiuje odhad kvality registrace, pfimo na registrované sekvenci, pfi stejnych
parametrech, jaké jsou vyuzivany pro samotny registracni proces. Vysledky tohoto algoritmu,
vCetné porovnani s dalSimi vizualnimi pfistupy, lze nalézt v kapitole 5.2.3. u kazdého

z registrovanych zaznamd.

Na zakladé téchto vysledku, Ize navrhnout vhodné vyuziti takového registracniho
algoritmu u vzorku s relativné nizkou mirou pohybu (do 1.5 mm), nebo vyuzit tohoto procesu
jako dopliiku k stavajicim technikam farmakologickym, nebo mechanickym. S tim, Zze
v téchto pfipadech, vyuziti navrzeného pfistupu muze pfinést prostor pro snizeni koncentraci
pouzivanych farmak, nebo vyrazné snizeni pfitlaéného tlaku, v pfipadé imobilizace
mechanické. LepSi vysledky registracniho algoritmu jsou ocekavany v budoucnu, kdy budou

k dispozici kamery s vySSi citlivosti, rychlosti a rozliSenim. ZlepSeni téchto kliCovych
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parametrll, zejména rozliSeni, mize pfedstavovat vyrazné zpfesnéni registraéniho procesu a

nasledného potlaceni pohybovych artefaktu.

Registrace obrazu je technika, ktera se ukazala jak alternativa k farmakologickym
disociatorim, mechanické fixaci nebo ratiometrickym technikam. Studium relevantni
literatury ukazuje, Ze registrace snimk( pro signaly optického mapovani neni bézné
vyuzivana, coz by se v budoucno mohlo zménit. Rozbor literatury zabyvajici se touto
problematikou je uveden v kapitole 2.6.6. V dostupnych publikacich nebyly doposud

uvefejnény vysledky srovnatelné s t&€mi, jez jsou prezentovany v této praci.
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6.2 Zaver

Predstavena disertani prace poskytuje uvod do problematiky optického mapovani,
popisuje jeho princip, vyhody i problémy v relaci se sou€asnym stavem poznani. Prace se
zabyva popisem existujicich méficich systému, jejich analyzou a navrhem novych pfistupd,
které mohou rozsifit aplikace optického mapovani, nebo eliminovat nékteré znamé problémy.

Soucasti dizertace je podrobny navrh meéficiho systému, ktery umoznuje méfeni
akénich napéti optickou cestou s relativné vysokou kvalitou méfenych signald. Inovativni
navrh systému pfinasi vlastnosti, které u takych systému nejsou bézné k dispozici. Mezi né
patfi: simultanni elektrické i optické mapovani, méfeni na povrchu endokardu, nebo moznost
vyuziti pomérové metody ve 2D. Signaly méfené na navrzeném systému byly publikovany
v [83, 85, 86] a dalSi publikace jsou pfipravovany. Navrh sytému je zapsan jako funkéni
vzorek. Diskuze moznosti jeho vyuziti je napini kapitoly 6.1.1.

Pro pfedzpracovani mérenych signalll byly vyuzity pfistupy ¢asového, nebo
prostorového primérovani. Metoda pro realizaci Casového priméru u signalt s velmi malym
SNR (SNR<3), spolu s algoritmem pro klasifikaci signalli a detekci pohybovych artefaktu,
byla naplni publikace [84].

Pokrocilé metody zpracovani signald zahrnovaly navrh nové referenéni metody
publikované v [83]. Ackoli tato metoda poskytuje slibné vysledky u jednobodovych systémd,
jeji nasazeni pro plosna méfeni je problematické. Podrobna diskuze je naplni kapitoly 6.1.2.
Navrh, realizace i omezeni této metody souvisi se zjist€énim novych charakteristik odezvy
barviva Di-4-ANEPPS na depolarizaci, v zavislosti na excitacnim zdroji. Tyto charakteristiky
bylo mozné méfit diky spektroskopickému systému, jenz byl publikovan v [12]. Diskuze
téchto vlastnosti je naplni kapitoly 6.1.3.

DalSi z pfinost disertatni prace spocival v detailni analyze vzniku pohybovych
artefaktl a ovéfeni teze, Ze jejich vznik souvisi s relativnim pohybem méfené scény a
detektoru v kombinaci s nerovnomérnou distribuci fluorescenéniho barviva. Vysledky této
prace byly publikovany v [85], diskuze je soucasti kapitoly 6.1.4.

Vyuziti registrace pro eliminaci pohybovych artefaktl je ve své konfiguraci inovativni
metodou, ktera definovala zplsob a techniku, jak u€inné potlacit pohybové artefakty a omezit
nebo vypustit pouzivani sou€asnych prostfedkd pro eliminaci pohybu. Prace na toto téma

byla prezentovana v [86]. Diskuze vyhod i omezeni této metody je naplni kapitoly 6.1.5.

Prace na této disertaci probihala na domovské pudé Ustavu biomedicinského
inZzenyrstvi, FEKT VUT v Brné a béhem téméf dvouroCniho studijniho pobytu na Auckland

Bioengineering Institute, Auckland, New Zealand.
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Seznam zkratek a symbolu

Seznam zkratek a symbol

A/D
AN
ANEP
APD
AV
BCL
BDM
CCD
CMOS

DC
EKG
EMCCD

FIR
FT
GUI
K-H
LED
NT
PC
PCI

PDA
RMS
usB
SAR
SNR

AF/F
fVZ

Pfevodnik analogové na digitalni veli€inu (z ang. Analog/Digital)
AkEni napéti (ekvivalent ang. AP- Action Potential)

Amino Naphthyl Ethenyl Pyridinium

Délka trvani akéniho napéti (z ang. Action Potential Duration)
Atrioventrikularni

Délka zakladniho cyklu (Basic Cycle Length)

2,3-ButaneDione Monoxime

Prvek s nabojovou vazbou (z ang. Charge Coupled Device)
Technologie polovodi¢u s vrstvou kysliéniku kfemiku (z ang. Complementary
Metal Oxide Semiconductor)

Stejnosmérny proud (z ang. Direct Current)

Elektrokardiogram

Prvek s nabojovou vazbou a elektronovou nasobic¢kou (z ang. Electron
Multiplying Charge Coupled Device)

Filtr s kone¢nou impulsni odezvou (z ang. Finite Impulse Response)
Pfenos snimku (z ang. Frame Transfer)

Grafické uzivatelské rozhrani (z ang. Graphical User Interaface)
Krebs-Henseleit

Svétlo emitujici dioda (z ang. Light Emitting Diode)

Normalni pfenos snimku (z ang. Normal Transfer)

Osobni poditac€ (z ang. Personal Computer)

Sbérnice pro propojeni komponent (z ang. Peripheral Component
Interconnect)

Fotodiodové pole (z ang. o PhotoDiode Array)

Efektivni hodnota signalu (z ang. Root Mean Square)

Sériové komunikacni rozhrani (z ang. Universal Serial Bus)

Pomér signal / artefakt (z anglického Signal Artifact Ratio)

Pomér signal / Sum (z anglického Signal to Noise Ratio)
Zlomkova zménou absorpce / fluorescence na zménu akéniho napéti

Frekvence vzorkovani

Snimkovaci frekvence
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PFilohy

Priloha €.1 — Seznam a umisténi videozaznamu signalt predstavenych v 5. kapitole

Videozaznamy, zobrazujici Sifeni depolarizace a repolarizaci, pro signaly

pfedstavené v 5. kapitole, jsou umistény na pfilozeném CD, ve slozce ,Video“. Seznam

téchto signald uvadi tabulka €. 5.

Videozaznamy na CD
Kapitola | Obrazek ¢. | Nazev na disku CD
5.1.3 Obr. ¢. 31-A | RAT27z8.wmv
5.1.3 Obr. ¢. 31-B | RAT27z7.wmv
5.1.3 Obr. ¢. 33-A | RAT20z4.wmv
5.1.3 Obr. ¢. 33-B | RAT20z5.wmv
5.1.4 Obr. ¢. 34-A | RAT26z8.wmv
5.1.4 Obr. €. 35-B | RAT9z6.wmv
5.1.5 Obr. ¢. 37-A | RAT27z5.wmv
5.2.3 Obr. €. 41-A | RAT28z40rig.wmv
5.2.3 Obr. €. 41-B | RAT28z4reg.wmv
5.2.3 Obr. €. 45-A | RAT19z1orig.wmv
5.2.3 Obr. €. 45-B | RAT19z1reg.wmv
5.2.3 Obr. €. 49-A | RAT27z30rig.wmv
5.2.3 Obr. €. 49-B | RAT27z3reg.wmv
5.2.3 Obr. €. 53-A | RAT26z40rig.wmv
5.2.3 Obr. €. 53-B | RAT26z4reg.wmv

Tabulka €.5: Seznam videozaznamu signall na pfilozeném CD

Popis zobrazeného okna pfilozenych videozaznam(l, ukazuje obrazek ¢&. 57.
Originalni snimek je snimek neupravené sekvence. V zaznamu (RAT20z4.wmv — simultanni
optické a elektrické mapovani) je v okné originalniho snimku, zobrazen signal elektrického
mapovani. V okné upraveného snimku, je upraveny snimek optického zédznamu (originalni

snimek bez DC slozky).
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Obr. €.57: Popis okna pfilozenych videozaznamu
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Priloha ¢.2 -

Navrzeny SW - Signal Analysis (fotodokumentace)

-
n Signal Analysis

File
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Signal analyser

Path
Do\SkaolaVBKEL_University\DATALOD922 41
FilzMame
[T] +Unimap 2iif
[ Load Unimap I
Gray Morm average
[ Matrix Plot I i Video |
DC off Start frame Signal lencth
Plot Stap 1 400

[] Marm average Area position(x,y) Area sizelx,y)
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Obr. €.58: Hlavni okno programu Signal Analysis
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Obr. €.59: Prochazeni signali v programu Signal Analysis
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Obr. €.60: Sledovani aktivace v okné programu Signal Analysis
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Priloha ¢.3 — Nastaveni akviziécniho SW - V++ 5.0

Exposure
PCICanmer al

Exposure Region of Interest

Time: |3m5 | |NewCCDImage v| Lisk...

Brofie: |N|:|rmal b [ Applky ] LPererties...J [ More == ]

Frames: |2EIIIIIII |

Obr. €.61: Nastaveni zakladnich parametrt akvizice
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Obr. ¢€.62: Pokrocilé nastaveni (méfeni v médu FT)
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Priloha ¢.4 - Navrzeny mérici systém (fotodokumentace)

Obr. ¢€.64: Komponenty méficiho systému, A: Pole snimacich a stimulacnich elektrod, B: Méfici komurka
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Obr. €.65: Detail pozice kamery, méfici komUrky a excitaénich LED

Obr. ¢.66: Méfici experiment



