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ABSTRACT 

This dissertat ion dea ls with new approaches in card iac optical mapping. The principle 

of card iac optical mapp ing as well as the current research in this field w a s descr ibed. T h e 

new measurement sys tem w a s deve loped and its character ist ics presented. T h e sys tem 

des ign al lows epicardial and endocard ia l mapping, employ ing new ratiometric techniques in 

2 D acquisi t ion and s imul taneous electr ical and optical mapping. T h e measured 

character ist ics of f luorescent dye d i - 4 - A N E P P S S were presented. The relation between 

movement and consequent motion artifacts is wel l descr ibed. Seve ra l new approaches in 

signal p rocess ing were p roposed, including new ratiometry technique and using image 

registration to suppress motion artifacts. T h e algorithm for e last ic image registration of optical 

s ignals and innovative method for verif ication of registration p rocess were presented. 

Appl icat ion of all p roposed approaches and its results are included and d i scussed . 
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ABSTRAKT 

Tato disertační práce se zabývá novými přístupy pro opt ické mapování elektr ické 

aktivity na povrchu myokardu. V práci je popsán princip opt ického mapování, stejně jako 

současný stav dané problematiky ve světě. Součást í je návrh nového měřícího systému a 

popis jeho charakter ist ických vlastností. Navržený systém umožňuje měření na povrchu 

endokardu i epikardu, využití nové poměrové metody ve 2 D a kombinaci elektr ického i 

opt ického mapování . V práci jsou představeny výsledky z měření charakterist ik napěťově 

cit l ivého barviva d i - 4 - A N E P P S . Součást í je i popis vzn iku pohybových artefaktů, včetně 

popisu algoritmu pro jejich potlačení s využit ím poměrové techniky, nebo elast ické registrace 

obrazů. Pro e last ickou registraci opt ických záznamů, byl navržen registrační algori tmus, 

včetně inovativní techniky, která umožňuje jeho verif ikaci. Ap l i kace a výsledky navržených 

přístupů jsou prezentovány včetně d iskuze. 

Klíčová slova: akční napětí, opt ické mapování, f luorescence, barvivo, d i - 4 - A N E P P S , 
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1. KAPITOLA 
ÚVOD 

Obsahem kapitoly: 

Optické mapování akčních potenciálů je technikou poměrně mladou. Úvodní kapitola 

seznamuje s využitím opt ických metod pro snímání akčních napětí jako jedním ze základních 

pilířů současného výzkumu elektrofyziologie myokardu. Tato kapitola popisuje základní 

koncepty měření a zaměření této disertační práce na nové přístupy, které rozšiřují nebo 

doplňují stávající metody. 
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Úvod 

Měření elektr ických projevů s rdce je jedním z klíčových faktorů pro porozumění jeho 

funkce. Ať j iž jde o měření na úrovni buněk, tkání, nebo celého orgánu, měřicí metody nám 

poskytují informace, které mohou sloužit k d iagnost ice, léčbě, nebo prevenci srdečních 

onemocnění . První měření elektr ické aktivity s rdce se datuje až do roku 1842, kdy italský 

profesor fyziky Car lo Matteucci prokázal , že každý úder s rdce je provázen s labým 

elektr ickým proudem. Později v roce 1843 německý fyziológ Emi l Dubo i s -Reymond popsal 

poprvé pojem akční napětí doprovázející s tah svalů. Dále jej následoval i Wi l lem Ei thoven v 

definici prvního elektrokardiogramu ( E K G ) a popisu jednot l ivých vln měřeného signálu (P, Q, 

R, S , T) a mnozí další, zabývající se touto problematikou. Tento výzkum byl však podmíněn 

pokrokem ve vývoji měřicích systémů, kterým byl v počátcích galvanometr , vynalezený j iž 

v roce 1820 J o h a n e m Schwe igge rem z Nor imberku. Moderní přístroje pro měření E K G 

využívají s te jného principu, ačkoli galvanometry nahradi ly moderní diferenciální zesi lovače a 

mechanické zapisovače pak digitální záznamy v osobním počítači, nebo v paměti přístroje. 

V kl inické praxi j sou signály E K G využívány k d iagnost ice řady onemocnění , ať j iž jde 

o diagnost iku poruch srdečního rytmu, tachykardi i , bradykardi i , fibrilaci, flutteru, diagnost iky 

infarktu myokardu, morfologických změn a dalších. Signály E K G jsou zprav id la měřeny na 

povrchu těla. Tyto signály představují záznam rozdílu potenciálů, který je projekci 

elektr ických projevů myokardu. 

Pro bližší zkoumání srdeční aktivity, byly vyvinuty přístupy pro přímá měření na 

povrchu myokardu, ať j iž in vitro, in vivo, nebo ex vivo. J e d n o u z metod, která umožňuje 

podrobnější zkoumání myokardu, je měření na izolovaných srdcích. Perfúze izolovaných 

orgánů, byla představena j iž v roce 1895 Langendor fem. Tato technika perfúze, umožňuje 

měření přímo na povrchu ext rahovaného myokardu (ex vivo), při zachování životních funkcí 

orgánu. Měření na izolovaných orgánech je součástí většiny exper imentů zaměřených na 

elektr ické či opt ické mapování. 

Měření akčních napětí (membránové napětí) srdečních buněk bylo dříve omezeně 

real izovatelné pomoci intracelulárních mikroelektrod, nejčastěji metodou vnuceného napětí 

(vol tage-clamp). Ačkol i je tento postup stále považován z a zlatý s tandard, pro měření 

akčních napětí je jeho využití v mnoha aspek tech omezené. Techn iky měření pomoci 

mikroelektrod vyžadují kompl ikovanou apl ikaci elektrody do intracelulárního prostoru a často 

mají z a následek poškození měřených buněk, tato technika také neumožňuj í měření na 

malých buňkách (d<3 um) [35]. Další nevýhodou této techniky je nemožnost provedení 

delších a stabi lních záznamů z více než dvou až tři lokalit a to ze jména v případech, kdy se 

preparát pohybuje [3]. Podobně monofázický záznam akčního napětí je možné real izovat jen 

na někol ika místech měřeného vzorku pouze v krátkých časových úsecích. Chceme- l i 

pomoci těchto metod dosáhnout vyššího prostorového rozlišení, je nutné měření na 
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Úvod 

zkoumané ploše někol ikrát opakovat s posunem měřicích elektrod. To omezu je studium 

elektrofyziologie daného preparátu, pouze na per iodicky se opakující vzory. Zás tupcem další 

techniky, kterou lze použít pro měření distr ibuce repolar izace, je využití měření refrakterní 

periody. Dosažení dostatečného prostorového i časového rozlišení této metody, však 

vyžaduje časově zdlouhavý přístup nastavování vazebného intervalu pro každý bod měření, 

což je pro vytvoření komplexnějších map repolar izece zdlouhavé. I tato metoda předpokládá, 

pro plošné mapovaní , pouze per iodicky se opakující vzory v signálu A N [20]. Možným 

přístupem pro měření signálů akčního napětí na povrchu orgánu s vysokým rozl išením, je 

využití pole elektrod s vysokou hustotou, které je však vel ice náročné na real izaci a 

neposkytuje takové rozlišení, které může poskytnout mapování opt ické. Nevýhodou 

elektr ického mapování je fakt, že měřeným signálem není membránové napětí, a le napětí na 

povrchu buněk. Problémem zde , je i interpretace takto z ískaného záznamu 

elektrokardiogramu s oh ledem na stanovení doby repolar izace, jež není spolehl ivé [64]. 

Omezení snímání pomoci mikroelektrod, nebo elektrod obecně, představuje jejich citlivost na 

externí elektr ické pole během st imulace, nebo defibri lace, což znemožňuje zkoumání rekce 

měřeného vzorku během jej ich apl ikace [23]. Využití elektrod, představuje kontaktní metodu 

měření. 

Techn iky opt ického snímání přinesly revoluci ve zkoumání fyziologie srdečních buněk 

a pomohly překonat většinu nedostatku výše uvedených metod. Výzkum v oblasti opt ického 

mapování byl podmíněn vývojem f luorescenčních barviv, nebo také sond , jež umožňuj í 

měření buněčných potenciálů opt ickou cestou. Tyto f luorescenční barviva jsou schopna 

vazby na buněčnou membránu s t ím, že v závislosti na rozdílu potenciálů uvnitř a vně buňky 

mění své opt ické vlastnost i , f luorescenci . Měření akčních napětí ovšem není jedinou 

možnost i využití takovýchto sond . V současnost i j sou vyvinuty sondy využívané k měření 

nejen membránových potenciálů, ale také například k měření koncentraci volného 

intracelulárního vápníku, sodíku, drasl íku, pH a dalších parametrů. Každá z aplikací těchto 

sond představuje samostatně obsáhlou část, která však v ce lku umožňuje detailnější 

pochopení funkce buněk, tkání, případně celých orgánu. 

Ačkol i v počátcích se tyto techniky uplatňovaly převážně na celulární bázi, v poslední 

dekádě došlo k významnému rozšíření opt ických metod, jež se zabývají bezkontaktním 

snímáním elektr ické aktivity na úrovni orgánů a tkání. Tento postup byl umožněn zejména 

rozvojem a zdokonalením snímací i výpočetní techniky. 

Budeme- l i mluvit o měření akčních napětí na úrovni orgánů, j sou v současnost i pro 

takováto měření k d ispozic i systémy pro měření bodové, plošné i panoramat ické. 

Real izované jsou i komplexní systémy umožňující měření více parametrů současně (např. 

akční napětí a vápníkové transienty). 

- 4 -



Úvod 

Ap l i kace těchto metod dovoluje podrobné zkoumání distr ibuce depo lar izace, 

repolar izace, nebo tvaru akčních napětí v souvislost i s okolními podmínkami . Sledování 

šíření elektr ických signálů na povrchu myokardu, případně i v jeho stěně [35], umožňuje 

detailnější porozumění vzniku reentry arytmií, fibrilací, flutteru, A V blokád a dalších srdečních 

poruch [43, 44, 49, 68]. S tímto úzce souvisí vývoj v návrhu kardiost imulátoru, defibri látoru, 

nebo antiarytmik [25]. Tento výzkum také přináší poznatky, jež umožňuj í real izaci 

kvali tnějších počí tačových modelu myokardu [64]. 

Opt ické snímání srdeční aktivity s sebou , kromě výhod, přináší i j isté problémy dané 

podstatou navržených systémů. Výhody, jež spočívají v bezkontaktním, jedno i 

v ícebodovém, a relativně snadno apl ikovatelném měření, j sou doprovázeny nevýhodami 

v podobě opt ického šumu, vlivu okolního rozptýleného světla, pohybových i j iných artefaktů, 

nedostatečného časového či prostorového rozlišení a podobně. 

Tato práce se zabývá návrhem inovativního měřicího sys tému a algoritmu pro opt ické 

měření akčních potenciálů s důrazem na el iminaci negativních aspektů, jež opt ické měření 

provází. Práce je rozčleněna na šest samostatných kapitol. 

První kapitola tvoří úvod do problematiky měření elektr ických projevů s rdce a shrnuje 

obsah disertační práce. Druhá kapitola detai lně popisuje teorii snímání akčních napětí 

opt ickými metodami a seznamu je se s tavem dané problematiky ve světě. Třetí kapitola 

prezentuje nově real izovaný systém ve spoluprácí s Auck land Bioengineer ing Institute, 

University of Auck land , N e w Zea land , jeho výhody a parametry, mezi ně patří, ze jména 

možnost s imultánního opt ického a elektr ického měření (současný záznam akčních napětí a 

potenciálů na povrchu myokardu), možnost využití poměrových technik ve 2 D a možnost 

měření na otevřeném řezu srdce. Kapi to la čtvrtá pak řeší předzpracování a zpracování 

měřených signálů a popis nově real izovaných přístupů, týkajících se ze jména využití 

algor i tmů pro registraci (lícování) obrazů k el iminaci pohybových artefaktů. Součást i této 

kapitoly je i popis nově navržené metody pro rat iometrická měření s možnost i využití této 

techniky pro jednobodové i plošné měření akčních napětí. J s o u zde také prezentovány nově 

zj ištěné vlastnosti používaného barviva d i - 4 - A N E P P S v závislosti na exci tačním zdroji. 

Kapi to la pátá, pak shrnuje možné ap l ikace navrženého systému a ukazuje výsledky 

navržených metod zpracování s ignálů. 

Součástí práce je d iskuse a závěr zhodnocuj ící dosažené výsledky v jednot l ivých 

kapitolách projektu, možnost i navazujícího výzkumu a možnost i vylepšení navrženého 

systému. 
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2. KAPITOLA 
ZÁKLADY OPTICKÉHO SNÍMÁNÍ ELEKTRICKÝCH 

PROJEVŮ MYOKARDU 

Obsahem kapitoly: 

Měření elektr ické aktivity myokardu opt ickou cestou je technika, která využívá vlastnosti 

f luorescenčního barviva speciálně vyvinutého k měření membránového napětí opt ickou 

cestou. Tato technika umožňuje bezkontaktní měření elektr ické aktivity myokardu ve 

vysokém rozlišení, které nebylo dříve možné. Spo lu s výhodami opt ického měření, přicházejí 

i nevýhody v podobě nedostatečného poměru s ignál /šum, pohybových artefaktů a podobně. 

Tato kapitola zachycu je současny stav řešení těchto problémů a popis real izovaných 

měřicích systémů d o m a i ve světě, na základě informací z ískaných studiem odborné 

literatury zachycující tuto problematiku. Nedí lnou součást i této kapitoly je i popis principu 

opt ického snímání. 

- 6 -



Základy opt ického snímání elektr ických projevů myokardu 

Tato kapitola si k lade z a cíl prezentovat současný výzkum v metodách zabývajících 

se opt ickým snímáním akčních napětí, jakožto jednou z metod umožňujících progresi 

v zák ladním výzkumu elektrofyziologie s rdce. 

K d ispozic i je široká škála metod, od nej jednodušších, zabývajících se měřením 

opt ických signálů v jed iném bodě na povrchu myokardu, až po metody zahrnující 

panoramat ické měření ve 3D. Pokrok v real izaci takovýchto měřicích systémů umožnil 

ze jména vývoj nových snímacích prvků, světelných zdrojů i výpočetní techniky. Podrobnější 

rozbor způsobů měření akčních napětí opt ickou cestou, lze najít v první části této kapitoly. 

Nedí lnou součástí měřicích sys témů, je kromě technické části, zahrnující snímání a 

zpracování s ignálů, i část fyziologická, real izovaná opět technickými prostředky, jež zaj išťuje 

fyziologické podmínky měřeným preparátům, apl ikaci f luorescenčních barviv, podpůrných 

látek a podobně. 

V následujících odstavcích budou popsány kategorie systémů, jež jsou ve světě 

real izovány a využívány k měření akčních napětí opt ickou cestou na úrovni orgánů. Přehled 

používaných technik lze nalézt například v [11, 19, 20, 21 , 22, 23 , 61 , 73]. 

Prob lemat ika ovšem není jen na straně měření opt ických signálů, nýbrž také v jejich 

zpracovávání. Pro el iminaci šumu, pohybových a j iných artefaktů byla vyvinuta řada přístupů, 

které budou dále rozebrány. 
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2.1 Princip optického mapování akčního napětí 

Opt ické metody, které jsou využívány k měření elektr ické aktivity srdce, respekt ive k 

měření membránových napětí, k tomuto využívají specielně vyvinutých napěťově citl ivých 

barviv. Tato barviva, nebo také opt ické sondy mění své opt ické vlastnost i (zejména 

f luorescenci) v závislosti na membránovém napětí buňky. 

Měření akčních napětí (elektrické veličiny) se tedy transformuje na měření 

f luorescence optickými detektory. F luo rescence napěťově cit l ivého barviva je ovšem 

podmíněna jeho exci taci , k čemuž se využívá široko paleta světelných zdrojů. 

Opt ické detektory, jako fotodiódy, fotonásobiče a kamery, j sou tedy zařízení, která 

zajišťují samotné měření. Tato zařízení ovšem nepracují au tonomně a jsou tedy připojena 

k řídícímu, měř ic ímu P C přímo, nebo také pomocí externího rozhraní vstup/výstup- nejčastěji 

vývojové prostředí L a b V i e w doplněné měřicí kartou. 

Měření probíhá zprav id la na izolovaných srdcích, což přináší požadavky na zajištění 

fyziologických podmínek pro měřený vzorek. S využit ím gravitačního nebo nuceného oběhu 

jsou měřené vzorky perfundovány Krebsovým-Hensele i tovým roztokem podle Langendor fa . 

Měření se provádí zprav id la na srdcích ovcí, myší, bílých novozélandských králíků nebo 

prasat. 

Opt ický měřicí systém se obecně skládá z e zdroje světla, optiky, fotodetektoru, 

záznamového zařízení a měřeného vzorku spolu se zařízením pro podporou jeho životních 

funkcí. Blokový d iagram takového systému ukazuje obrázek č. 1. 

Celý měřicí systém je nutné stínit od př ídavného světelného a e lektromagnet ického 

záření. Nejvhodnější je umístěni ve Faradayově kleci a tmavé místnosti na stabi lním 

podkladu, el iminujícím mechanické v ibrace (například antivibrační stůl). 

Obr. č .1 : Blokové schéma optického snímacího systému 
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2.1.1. Změna optických vlastností barviva v závislosti na AN 

J a k j iž bylo uvedeno dříve, změna opt ických vlastností f luorescenčních barviv, souvisí 

se změnou membránového napětí. Klíčový, pro samotné měření a návrh filtrů, je kvalitativní i 

kvantitativní popis této změny. 

Měřením charakteru absorpčního a emisního spektra a jej ích změny, pro di-4-

A N E P P S , bylo popsáno například v [29, 46, 47 , 60]. V relaci s depolar izac i , dochází ke 

změně absorpčního i emisního spektra, tak jak je naznačeno na obrázku č. 2. Emisní 

spektrum měřeno při exci taci na 20750 cm" 1 (481 nm), absorpční spektrum při detekci na 

16400 cm" 1 (610 nm). Relativní změna f luorescence má převážně negativní charakter pro 

vlnočet do 17500 cm" 1 (571 nm) a pozitivní pro vlnočty vyšší (odpovídající „modré" části 

spektra). Reakc i na depolar izaci o 100 m V představuje posun emisního spekt ra směrem ke 

kratším v lnovým délkám (vyššímu vlnočtu), změna jeho tvaru případně amplitudy. Při 

repolar izaci je tato změna opačná. Podobné charakterist iky ukazují absorpční spektra, která 

však nevykazují pozitivní změnu v relaci s depolar izac i na žádném z měřených vlnočtů. To , 

že v j isté části spektra dochází k pozitivní a v j iné k negativní modulac i v l ivem depo lar izace, 

úspěšně využívají rat iometr ické přístupy [35, 47, 60]. Ty jsou podrobně popsány v kapitole 

2.6.4. a 2.6.5. Z d e přestavené charakterist iky jsou obdobné těm, které byly zj ištěny později 

s využit ím spektrometru [47]. Poznamene jme , že spektrální vlastnosti závisí na druhu 

rozpouštědla, měřeném prostředí a dalších aspek tech . 

— i a 

_ ' r ' r * r r r I I 1 1 " T ™ T ™ T 1 T 

- . í I L L 1 i 1 . 1 1 . 1 . 1 . ! . • - 1 ' 1 • H ' 1 1 1 1 1 1 1 • . 

. 

r . i i i , i 

i " ' 

_ 1 1 1 1 1 Á ' • 1 ' i • > • 1 • •• - 1 • • • 

• , J , i . t . r . L i . i . . J . J . L . L . 

i 3 m -i & ts 17 ia tg ao st as sa a * as 

v [ i o 3 t m - 1 ] 

Obr. č.2: Emisní (levá část grafů) a absorpční (pravá část grafů) spektrum (nahoře). Absolutní (uprostřed) 
a relativní (dole) změna emisního a absorpčního spektra v reakci na depolarizaci o 100 mV. Křížky 

označují body ovlivněné rozptylem (převzato z [29]) 
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2.2 Technické prvky snímacího zařízeni 

K o n c e p c e systému pro opt ické mapování vychází z b lokového digramu uvedeného 

na obrázku č. 1. Funkce a vlastnost i jednot l ivých prvků (bloků) systému budou představeny 

v následujících podkapi to lách. 

2.2.1. Zajištění vitálních funkcí měřeného vzorku 

K výzkumu elektrofyziologie měřených orgánů je nutná interdisciplinární spolupráce 

na poli medicíny a techniky. Ex t rakce orgánu z pokusných zvířat je části, která souvisí 

s medicínskou problemat ikou a nebude zde dále popisována. Pro funkci měřicího sys tému 

jako celku je však potřeba zajistit vitální funkce extrahovaných orgánů, což popisuje tato 

kapitola. Základními parametry, které je potřeba zajistit, j sou: 

• f ixace vzorku, 

• perfúze vzorku, 

• regulace teploty, 

• s t imulace. 

P o extrakci orgánu z exper imentálního zvířete je tento umístěn na perfúzní systém 

dle Langendor fa . Podrobný protokol perfúze lze najít v kapitole 2.7.1. Měřený vzorek je 

uchycen v měřicí komůrce nebo misce, která zajišťuje kontrolu a nastavení teploty orgánu, 

umístění snímacích a st imulačních elektrod a mechan ickou fixaci pohybu. F ixace je zprav id la 

ve vert ikální nebo horizontální po loze, v závislosti na konfiguraci snímací optiky. K fixaci j sou 

využívány prvky popsané v kapitole 2.6.2. Měřený orgán může být také volně zavěšen z a 

perfúzní kanylu (aorta). 

Mez i základní technické prostředky pro zajištění perfúze patří perfúzní pumpa. T a je 

využívána k řízení průtoku perfúzního oběhu. Z d e je zprav id la nastavován průtok, tlak je pak 

kontrolován přídavným manomet rem. J e také možné využití gravi tačního okruhu, kdy je 

nádoba s perfúzním roztokem umístěna v dané výšce nad měřeným orgánem a perfúzní tlak 

je def inován dle vztahu pro hydrostat ický tlak (p = h* p * g). 

R e g u l a c e teploty může být zaj ištěna různými prostředky. Zahrnuje ohřívání 

samotného vzorku dle nastavené teploty v měřicí komůrce a také kontrolu teploty 

př iváděného perfúzního roztoku. Termoregu lace vyžaduje snímání teploty ( termočlánky), 

tepelné výměníky, sekundární oběh termoregulační kapal iny (zpravidla voda) s př ídavným 

čerpadlem a regulační zařízení umožňující nastavení požadované teploty. Nastavení teploty 

je klíčové pro různé fáze měřicího exper imentu, k zajištění stabilní funkce myokardu a 

potlačení vzniku možných arytmii. O d e z v a na změnu teploty může být i součástí 

exper imentálního výzkumu. 
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Zavedení elektrod v měřicí komůrce umožňuje provádět měření nebo st imulaci z a 

účelem monitorování nebo regulace funkcí měřeného orgánu. Jedná se zprav id la o měření 

E K C a kontrolu, případně nápravu srdečního rytmu vhodnou st imulaci . 

2.2.2. Světelné zdroje 

Pro opt ická měření j sou využívány různé světelné zdroje. Nejčastější je použití 

wol f ramových halogenových žárovek, L E D nebo argonového laseru. Nejdůležitějšími 

parametry j sou intenzita vyzařovaného světelného toku, spektrální vyzařovací charakter ist ika 

a jejich stabil ita. Použití konkrétního světelného zdroje závisí na měřicím exper imentu. 

L a s e r 

Lase r díky svým parametrům, našel využití v technikách opt ického mapování . 

Základními rozdíly v porovnání s ostatními světelnými zdroji je charakter ist ika vyzařovaného 

spektra (čárové), vysoká koherentnost a chromat ičnost laserového svazku , které umožňuje 

soustředění energ ie na realitně malé ploše. Pro malou šířku světelného svazku , je vhodné 

využití laseru pro jednobodové měření. Lase r zprav id la nachází využití pro rat iometr ická 

měření [3, 35, 47]. Nejčastěji je využití vodou chlazeného argonového laseru na v lnových 

délkách (473 nm, 488 nm) což je v blízkosti excitačního max ima nejčastěji používaného 

barviva d i - 4 - A N E P P S (480 nm). Využití exc i tace na této v lnové délce minimal izuje závislost 

membránového napětí na absorpc i [47]. Výkonové rozpětí je nejčastěji 5-20 mW. 

Využití laseru je možné i pro plošná měření s t ím, že je vhodně použitých opt ických 

prvků, jako je například rozšiřovač s v a z k u [15, 67]. 

H a l o g e n o v á ž á r o v k a 

Klasický světelný zdroj. Účinnější než klasická wol f ramová žárovka, a le stále náročná 

na spotřebovávanou energi i . Používané zdroje s příkonem v rozmezí 150-400 W . V z h l e d e m 

k vysokému příkonu a s tím souvisejícím zahříváním, je potřeba řešit teplotní stabi l izaci z a 

účelem min imal izace šumu a stability vyzařovaného světelného toku. Používané pro plošná 

měření (reflektor), nebo také bodová ( fokusace). Mají široké emisní spektrum, a tak 

v apl ikacích opt ického mapování je potřeba použití emisních filtrů. Parametry použi tých filtrů 

se pro různé exper imenty liší, mezní v lnová délka je však zprav id la or ientováno 

k absorpčnímu maximu daného barviva, v [56] například využil i pro d i - 4 - A N E P P S , 

520±40 nm a pro d i - 4 - A N B D Q P Q 650±20 nm. J e d n o u z klíčových úloh filtrace u těchto 

zdrojů je také potlačení světelného záření, které způsobuje zahřívání měřeného vzorku. 

S v ě t l o e m i t u j í c í d i o d a - L E D 

V z h l e d e m k nedávnému vývoji na poli výkonných L E D se otevřela možnost jejich 

využití v opt ickém mapování. V z h l e d e m k vysoké účinnosti , stabilitě vyzařovaného spektra a 
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nízkému šumu se jeví jako vhodný světelný zdroj. Využití L E D kromě zmíněných výhod 

představuje i úsporu v pořizovacích nákladech. Používají se zprav id la zelené (530 nm) nebo 

modré (470 nm) L E D , osazené přídavným reflektorem [85], je možné také využití L E D pole 

pro uniformnější osvětlení. Jmenovi tý výkon je řádově v jednotkách wat tů (5-10 W) . L E D 

diody můžou být vybaveny př ídavným emisním filtrem v závislosti na tvaru požadované 

emisní charakterist iky. Obrázek č. 3. ukazuje porovnání dosaži te lného poměru signál/šum 

( S N R ) pro L E D pole (Luxeon F lood 18-up, Q u a d i c a Developments) při p lošném a 

panoramat ickém měření, ha logenového světelného zdroje (250 W) při p lošném měření a 

vlivu přítomnosti elektrody, stínící snímacímu prvku [68]. 

SNR 

41,1 ±SJ> 

35.3 i ú.7 

29,3 i 5<0 

20.8 ±3 .5 

300 msec 

— LED nejlepil poirce — 1 LED - panoramt ieké nastaveni 

Hal o je nová I á rov k-a Vl i v za : ; n 4 n i e I e k t r s d amt (pan. L E •} 

Obr. č.3: Porovnání světelných zdrojů a dalších vlivů na S N R (převzato z [68]-upraveno) 

2.2.3. Optika 
Opt ika je nedílnou součástí měřicích sys témů, zahrnuje převážně použité opt ické 

emisní a excitační filtry apl ikované na zdroj i senzory, svět lovodná vlákna a jejich svazky , 

objektivy, polopropustná z rcad la a další opt ické komponenty. 

Filtry 

Filtry j sou jedním ze základních prvků měřicího systému, které definují jeho vlastnost i . 

V různých konf iguracích je třeba použít odl išné filtry pro zajištění správné exc i tace a 

schopnost i měřit emisní výkonové spektrum v oblast i , která definuje změny v akčním napětí. 

To souvisí ze jména s použitým f luorescenčním barvivem a metodikou měření (viz. 

kapitola 2.4). Excitační filtry j sou zprav id la používány podle konkrétního světelného zdroje, 

jak je uvedeno v kapitole 2.2.2. Základními parametry filtrů je pak propustnost, absorpce , 

odrazivost a rozptyl. 
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D i c h r o i c k á z rcad la 

Dalším často používaným prvkem jsou dichroická z rcad la , která zajišťují rozdělení 

světelného toku v závislosti na vlnové délce. Toho je nejčastěji využíváno v případě, kdy 

světelný zdroj a optický detektor používají stejnou geometri i pohledu na měřený vzorek a je 

potřeba je prostorově oddělit [35, 64]. Dichroické zrcad lo také našlo uplatnění pro poměrové 

techniky, kdy je měřena f luorescence rozdělena podle vlnové délky na dva detektory [3, 68], 

nebo v apl ikacích měření více parametrů, jako jsou vápníkové transienty společně s akčním 

napětím [37, 76]. 

O p t i c k é s v a z k y 

Měření pomocí opt ických svazků, umožňuje měření na konkrétním místě myokardu. 

Existují systémy pro jednobodové [47, 66], intramulární [35] nebo plošné měření [43]. 

Jednot l ivá v lákna opt ického svazku zajišťují exci taci , snímání, nebo excitaci i snímání. 

Konf igurace opt ického svazku , měřicí sondy na jeho konci pro i tramulární měření, je 

naznačena na obrázku č. 4. V tomto případě, jednot l ivá v lákna svazku , slouží jak k exci taci , 

tak snímání f luorescence emi tovaného světla. 

A B 

Obr. č.4: Měřicí sonda pro intramulární měření, A: struktura sondy, B: funkce sondy demonstračně jen pro 
tři vlákna (převzato z [3 5]-u pravé n o) 

Objekt ivy kamer 

Pro kamery, případně P D A , se využívají klasické objektivy umožňuj ící nastavení 

clony, opt ického přiblížení a zaostření. Jel ikož pracujeme s velmi malými signály, je 

vyžadovaná dobrá světelnost použitých objekt ivů. S dobrou světelností a tedy i nízkým 

c lonovým číslem, v relaci s velikosti snímacího prvku, je potřeba definovat i požadovanou 

hloubku ostrosti. Tato problemat ika úzce souvisí s pohybem myokardu a tím možným 

rozostřením (v případě malé hloubky ostrosti). Použita opt ika je v závislosti na výrobci 
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kamery vybavena standardizovaným uchycením (např. C-mount) . Opt ika rovněž umožňuje 

snadné uchycení používaných filtrů. 

Dalš í o p t i c k é prvky 

Mez i další používané opt ické prvky patří reflektory pro zdroje světla, expandéry 

svazku , v láknové odbočnice, samostatné čočky, z rcad la a světelné clony. Je j ich využití 

závisí na návrhu a konfiguraci přís lušného měřicího systému. 

2.2.4. Detektory 

Detektor je nejdůležitější část měřicího sys tému. Právě vývoj světelných detektorů 

umožni l značné rozšíření metod opt ického mapování . V z h l e d e m k charakteru signálů je u 

detektorů vyžadován nízký šum, vysoká citlivost a rychlost snímání. J e zde k laden důraz 

ze jména na časové, případně časoprostorové rozlišení, při zachování dostatečné citlivosti a 

uspokoj ivého poměru s ignál /šum. 

Vzorkovací f rekvence použitého detektoru musí odpovídat, dle vzorkovacího 

teorému, a lespoň dvojnásobku kmitočtu měřeného signálu. Výkonové spektrum akčních 

napětí zprav id la neobsahu je složky kmitočtů větších než 100 H z [58], lze tedy použít 

s dostatečnou rezervou snímací f rekvence okolo 400 vzorků (snímků) z a sekundu . U 

měřených akčních napětí je důleži tým parametrem strmost náběžné hrany A N , respekt ive 

doba jej ího trvaní, která je přibl ižně 1 ms [26], chceme- l i ji měřit, je potřebná f rekvence 

vzorkování a lespoň 1000 vzorků (snímků) z a sekundu . 

U kamerových systémů je rozhodující i prostorová rozl išovací schopnost , která 

definuje rozlišení, s jakým je možné s ledovat propagaci akčního napětí na povrchu 

myokardu. Tato závisí jednak na rozlišení snímacího prvku (kamery), ale také na nastavení 

optiky, respekt ive vel ikosti snímané oblasti . Zmenšením snímané oblasti lze dosáhnout 

vyššího prostorového rozlišení a naopak. Prostorové rozlišení je právě jednou z výhod 

opt ického mapování v relaci s konvenčním měřením pomoci elektrod. 

J a k o detektory pro jednobodové snímací systémy jsou využívány zprav id la fotodiódy 

nebo také fotonásobiče. O b a tyto snímací prvky svými parametry umožňuj í měření akčních 

napětí s dostatečným odstupem signál /šum. Parametry záleží na provedení konkrétního 

snímacího prvku, zesi lovače a A / D převodníku, umožňuj ícím digital izaci a následující 

zpracování měřených signálů. Tyto senzory vynikají také svou rychlosti, danou zpravid la 

vzorkováním A / D převodníku. Jednobodové snímací systémy však mají omezené apl ikační 

využití. 

Častěj i používané plošné měřicí systémy využívají jako detektory pole s ložené 

z jednot l ivých fotodiód (PDA) , snímače za ložené na technologi i C M O S (complementary 

metal oxide semiconductor) , C C D (Chargé Coup led Device) , nebo E M C C D (Electron 
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Multiplying Chargé Coup led Device) . Fotodiodová pole přináší obdobné vlastnosti jako 

samostatné fotodiódy. V z h l e d e m k jej ich fyzické real izaci je rozlišení o m e z e n o zprav id la na 

16x16 obrazových bodů. Tyto snímače vynikají svou citlivosti a rychlosti snímání. Systémy 

založené na senzo rech typu C M O S , C C D nebo E M C C D poskytují vyšší rozl išovací 

schopnost . V z h l e d e m k relativně vysokému rozlišení, malé velikosti snímacího čipu a s tím 

související malé plochy jednot l ivých pixelů, mají tyto snímače zprav id la nižší citlivost i S N R . 

Rozlišení je řádově v rozmezí 64x64-128x128 pixelů, př ičemž snímací f rekvence je 

v rozsahu 300-2000 snímků/s. Rych los t snímání, závislá zprav id la na rychlosti přenosu a 

digital izaci dat ze snímacího čipu, se s novými technologiemi stále zvyšuje. Kamery založené 

na technologi i C M O S bývají zprav id la rychlejší než ty se sn ímačem C C D . Pro zvýšení 

citlivosti lze na úkor prostorového nebo časového rozlišení provést prostorové průměrování 

sousedních pixelů (tzv. binning) nebo průměrování časové (průměr z někol ika period 

záznamu A N ) . Porovnání kvality signálu pro C C D snímač (v různých modech binningu) a 

P D A senzor , ukazuje obrázek č. 5. 

Obr. č.5: Porovnání C C D a PDA, A: bílý čtverec-oblast referenčního signálu pro kalkulaci SNR, zelený 
čtverec-oblast odpovídající velikosti 8x8 px. nebo PDA, modrý čtverec-oblast odpovídající velikosti 

2x2 px., B: odpovídající signály a SNR, u C C D také s FIR filtraci (převzato z [68]) 

2.2.5. Metody záznamu 

Pro zaznamenání měřených signálů jsou vyžívány zprav id la běžné osobní počítače 

vybavené akviziční kartou (často využívané karty Nat ional Instruments), případně v lastním 

rozhraním dodávaným výrobcem snímacího prvku (př ipojeným do PC I , PCI express slotu) 

nebo s využit ím jednoho z e standardních rozhraní P C ( U S B , FireWire). 

U kamerových sys témů, je vzh ledem k vysoké rychlosti snímání a relativně vysokému 

rozlišení potřeba zajistit přenos velkého objemu dat, a tak je klíčová rychlost datového toku 

daného rozhraní. Sn ímané signály mohou být zaznamenány v režimu reálného času přímo 

na pevný disk kontrolního P C , nebo můžou být uloženy v paměti kamery a přeneseny do P C 

později . Řídicí počítač pak může sloužit k v izual izaci nebo zpracování s ignálů, které j iž 

probíhá off-line. 
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2.3 Biologická část experimentů 

2.3.1. Volba měřeného orgánu 

V o l b a měřeného orgánu zahrnuje výběr vhodného druhu s rdce pro danou měřicí 

metodu v relaci s potřebami real izovaného výzkumu. Měřené preparáty j sou perfundovány 

zprav id la podle Langendor fa s využitím různých modif ikací K rebsova-Hense le i tova (K-H) 

roztoku. Některé exper imenty využívají k perfúzi i krev [56]. Pro experimenty, které jsou 

zaměřeny na snímání aktivity na povrchu epikardu, ať metody bodové [6, 12, 66], p lošné [18, 

44, 49, 64, 79, 81], nebo panoramat ické [25, 68], lze použít menší orgány (králík, myš) i větší 

orgány (prase, ovce) v závislosti na konfiguraci konkrétního systému. Pro intramurální 

měření j sou pak využívány orgány větší (prase, ovce) , aby byla zaj ištěna dostatečná šířka 

srdečního svalu, v němž je umístěna snímací s o n d a [5]. 

V o l b a zvířecího exper imentu může mít vliv také na možnost i zpracování měřených 

signálů. Ze jména rychlost srdeční f rekvence v relaci s vzorkovací f rekvencí snímacího 

zařízení ovl ivňuje výs lednou četnost vzorkování pro jednot l ivé srdeční revoluce. Dalším 

aspek tem může být tvar A N , jenž má odl išný charakter v závislosti na měřeném orgánu. 

Tento aspekt může ovlivnit algoritmy pro filtraci a vyhodnocení měřených záznamů. 

V o l b a měřeného orgánu také souvisí s nastavením perfúzního oběhu, a to ze jména 

v základních parametrech jako je perfúzní tlak (mmHg), nebo alternativně rychlost perfúze 

(ml/min) a teplota. 

Dalším z aspektů uvažovaných při měření je využití reci rkulace [5, 68] v perfúzním 

oběhu. Použití recirkulace vyžaduje dodatečné prostředky pro zajištění fi ltrace. 

J a k o první rea l izovala exper imentální výzkum postavený na opt ickém mapování 

s využit ím l idských srdcí po provedených transplantacích skup ina prof. Igora E f imova na 

pracovišti Wash ing ton University, St. Louis, U S A [24]. 

2.3.2. Průběh měření 

Fyziologická část exper imentů zahrnuje soubor prostředků pro udržování vitálních 

funkci měřeného orgánu, apl ikaci f luorescenčního barviva, apl ikaci dalších farmak 

ovl ivňujících průběh měření (například blokátory vápníkových kanálů) nebo také látek, je j ichž 

chování zkoumáme. 

Průběh měření definuje jednot l ivé etapy měřicího protokolu. Zprav id la se jedná o fáze 

stabi l izace, ap l ikace f luorescenčního barviva, vymývání barviva, apl ikaci farmak a samotné 

měření. D o b a trvání těchto fází je různá a může ovlivnit výsledky měření. Některé z těchto 

fází nemusí být součástí měřeného protokolu a naopak zde můžou být zařazeny fáze j iné. 
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Zásadní je v tomto případě fáze, kdy dochází k apl ikaci f luorescenčního barviva. 

Kromě druhu použitého barviva (kap. 2.4), má zásadní vliv jeho koncent race a délka ap l ikace 

(doba, po kterou je barvivo z a v e d e n o do perfúzního oběhu). V zásadě se dá ap l ikace rozdělit 

na apl ikaci postupnou pomoci mikropumpy [35, 64], nebo apl ikaci jednorázovou [82, 87]. 

Dříve bylo taky využíváno „namáčení" měřeného vzorku do roztoku s barvivem o 

koncentracích 1-1000 umol /L na dobu 10-30 minut, které však neposkytovalo tak uniformní 

nabarvení vzorku a vyžadovalo 10 až 20krát větší koncentraci barviva než dnes běžné 

ap l ikace do koronárního oběhu. Kval i ta měřených signálů pak byla podle parametru S N R 5 

až 20krát nižší S N R [73]. Používané koncent race a doby ap l ikace u vybraných exper imentů 

(apl ikace do koronárního oběhu) ukazuje tabulka č. 1. J a k lze vidět, hodnoty koncentrací a 

délky barvení pro různá exper imentální měření se značně liší. V současné době není 

s tanovena „zlatá" metoda, která by určovala přesný způsob ap l ikace f luorescenčního 

barviva. Některé publ ikace se pouze omezuj í na informaci o apl ikaci přís lušného barviva, bez 

uvedení přesných koncentrací a doby ap l ikace. Úspěšnost měření je pak dána celkovým 

množstvím barviva, které je navázáno na buněčnou membránu. 

Autor Ref. Zvířecí exp. Barvivo 
Koncentrace 
[umol/L] 

Aplikace 
[min.] Poznámka 

Laurita K.R. et al. [49] králík di-4-ANEPPS 10 10 perfúze 
Nygren et al. [64] Myš di-4-ANEPPS 1 5 perfúze 
Provaznik et al. [66] králík di-4-ANEPPS 1 20-25 perfúze 
Hooks et al. [35] králík di-4-ANEPPS 20 10 perfúze 
Efimov et al. [20] králík RH-421 2,5 15-20 perfúze 
Tai et al. [87] prase di-4-ANEPPS 50* 1x10 ml* *injekce 
Sung et al. [82] králík di-4-ANEPPS 10,4* l x l O m l * *injekce 

Tabulka č .1 : Ap l i kace barviva d i - 4 - A N E P P S 

2.4 Napěťově citlivá fluorescenční barviva 

Základní vlastností používaných barviv je závislost jejich absorpce , f luorescence, 

nebo též absorpce i f luorescence [75] na změně membránového napětí buňky či buněk. 

K d ispozic i j sou i barv iva určená k měření dalších parametrů, např. koncent race volného 

intracelulárního vápníku, sodíku, draslíku, pH a dalších parametrů [22]. Z nich as i 

nejvýznamnější skupinu představují barviva užívaná pro měření koncentraci intracelulárního 

vápníku [37, 76]. 

Barv iva používaná pro měření A N lze rozdělit na dvě základní skupiny, na barviva 

s rychlou a pomalou odezvou . Tato barviva s e liší vazbou na buňku, jak lze vidět na 

obrázku č. 6. U barviv s rychlou odezvou je změna jej ich opt ických parametrů dána změnou 

distr ibuce náboje na úrovní molekul (6A), reprezentováno změnou barvy. U barviv s pomalou 

odezvou jsou anionty (6B) nebo kationty přenášeny přes buněčnou membránu na bázi 
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elektroforézy. Rych los t odezvy u těchto barviv je dána rozdílem rychlostí mezimolekulární 

redistr ibuce elektronu (rychlé) versus pohyb celých molekul sk rze buněčnou membránu 

(pomalé) [59]. 

1B 
— + — 

polarizace ^ 

ttepolďrii-aců 

6 

4 - + - + - + 4- + + + + 4 + + 

pcdariiaoe x 

' depolarizace 

extratelulámi orcntor 

membrána 

intracel ulinií prostoj 

extraceluJá rn/ prostor 

intra«lulár ní prostor 

Obr. č.6: Vazba barviva na buňku s: A: rychlou, B: pomalou odezvou (převzato z [59]-upraveno) 

Pro účely měření j sou klíčové tyto parametry používaných barviv: 

• rychlost odezvy a její l inearita, 

• citlivost, vyjádřena z lomkovou změnou abso rpce / f luorescence na změnu A N 

(AF/F) , tento poměr vyjadřuje zprav id la změnu f luorescence úměrnou změně 

A N o A U = 1 0 0 mV, 

• vyhledávání barviva, 

• foto-toxicita (viz. kapitola 2.5.1 Foto-toxicita používaných barviv). 

Používaná barviva prošla významným vývojem. Barvivo Merocyan ine 540 bylo 

použito jako první pro měření A N [77]. Toto barvivo je zástupce z rodiny barviv s pomalou 

odezvou , vykazova lo A F / F « 1 % , což omezu je možnost i dosažení dostatečného odstup 

signál/šum (dále jen S N R ) v relaci s kvalitami použitých světelných detektorů. Současným 

měřením pomoci intracelulárních elektrod zde byla potvrzena lineární závislost změny 

f luorescence v relaci s A N [77]. Jedním z nedostatků tohoto barviva, je také vysoká úroveň 

foto-toxicity, jež je jedním z hlavních negativních účinků používaných barviv. Tato 

problemat ika je dále rozebrána v kapitole 2.5.1. 

Pro f luorescenční měření v elektrofyziologii se v současné době nejčastěji využívají 

tzv. rychlá barviva, která umožní s ledovat napěťové změny v řádech mikrosekund. Rychlost 

odezvy barviva také závisí na dalších aspek tech měření. V l ivem s u m a c e opt ických signálu 

z okolí měřeného bodu dochází ke zpomalení náběžné hrany A N . Současným měřením 

pomoci tzv. vo l tage-c lamp bylo prokázáno, že jest l iže el iminujeme tento aspekt (je-li průměr 

exci tačního s v a z k u d < 90 um), je náběžná hrana A N , měřená pomoci barviv s rychlou 

odezvou , v porovnání s vo l tage-c lamp dokonce rychlejší [61]. 
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Mez i nej významnější a nejvíce používané zástupce barviv s rychlou odezvou patří 

barviva d i - 4 - A N E P P S a R H - 4 2 1 . Barv ivo RH-421 bylo využíváno počátkem devadesátých let 

[16,20], dnes jej nahrazují barv iva z rodiny A N E P (Amino Naphthyl Ethenyl Pyridinium). Di-4-

A N E P P S se vyznačuje poměrně vysokou změnou f luorescence v závislosti na změně napětí 

( A F / F ~ 8-15%) [59]. Tento poměr je relativně konstantní pro různé buňky a tkáně. Excitační 

max imum pro toto barvivo je přibližně na 498 nm (závisí na druhu rozpouštědla a na typu 

tkáně). C h e m i c k o u strukturu barviva ukazuje obrázek č. 7. Barv ivo d i - 4 - A N E P P S je 

v poslední době nejvyužívanější. Samozře jmě stále dochází k syntéze nových barviv 

například P G H l-VIII. 

V nedávné době byla představená barviva, která svými parametry překonávají 

nejčastěji používané d i - 4 - A N E P P S . Nově syntet izovaná barviva D i - 4 - A N B D Q P Q ( J P W -

6003) a D i - 4 - A N B D Q B S (JPW-6033) vykazují lepší vlastnosti ze jména v oblasti citlivosti a 

pozvolnějšího vyhledávání barviva, tedy ztráty jeho schopnost i f luorescence nebo rekce na 

její změnu. Obrázek č. 8 ukazuje závislost f luorescence a citlivosti A F / F na délce exc i tace u 

příslušných barviv. Lze vidět, že byla vy lepšena jak v oblasti vyhledávání barviva (8A), tak 

hlavně v oblasti reakce na změnu A N A F / F (8B), což v podstatě definuje možnost i 

z ískatelného S N R . 

V praxi D i - 4 - A N B D Q B S vykazují přibl ižně dvounásobné zvětšení A F / F ( A F / F ~ 20%) 

v porovnání s d i - 4 - A N E P P S [57, 56]. 

Vyhledávání barviva je jedním z aspektů pok lesu f luorescence v průběhu měření. 

Dalším je tzv. „ w a s h o u ť [75], tedy stav, při kterém dochází k vymývání barviva z měřeného 

vzorku. 

Obr. č.7: Chemická struktura barviva d i -4 -ANEPPS (převzato z [59]) 
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Obr. č.8: Porovnání nově syntetizovaných barviv s d i -4 -ANEPPS, A: vyhledávání barviva, B: citlivost AF /F 
(převzato z [56]-upraveno) 

2.5 Problémy optického mapování 

2.5.1. Foto-toxicita používaných barviv 

Jedním z e zásadních negativních aspektů opt ického měření A N je vliv používaných 

barviv na elektrofyziologii s rdce. Tato v lastnost je nazývaná fototoxicita nebo také 

fotodynamický efekt. Těmto postraním efektům se věnovala řada odborných studii [4, 14, 33, 

62, 64, 77]. 

Dřívější studie definují tzv. fo todynamický efekt, který popisuje expozic i neuronu 

k chromoforu a intenzivnímu světe lnému svazku , s následným zvýšením membránové 

permeabil i ty, membránové depo la r izace a snížením transportu sodíkových ionty do buňky 

( l N a + ) a případně také ztrátu schopnost i excitability. Fotodynamické poškození biologických 

membrán způsobeno elektromagnet ickou radiaci , je úměrné zvýšení intenzity světla, kyslíku 

a pří tomnosti určitých chromoforu. Mechan i zmus , který je konzistentní napříč měřicími 

experimenty, popisuje, že exc i tace chromoforu intenzivním svět lem, z a přítomnosti kyslíku, 

generuje volné kyslíkové radikály, které způsobuj í tukovou peroxidaci a denaturaci 

bílkovin [73]. 

Například v počátcích používané barvivo Merocyan ine 540 vykazova lo vysokou 

úroveň fototoxicity [65,77]. U barviva RH-421 bylo dokázáno, že má z a následek zvýšení 

kontraktility izolovaných srdečních buněk i celého myokardu per fundovaného dle 

Langendor fa . Podobný efekt byl pozorován i u barviv d i - 4 - A N E P P S a D i - 8 - A N E P P S [19]. 

S tud iem vlivu d i - 4 - A N E P P S na buňkách izolovaných z komor králičího myokardu bylo 

ukázáno, že při barvení s koncentracemi (30 nebo 60 umol/l po dobu 10 minut) nedošlo ke 

změně tvaru A N . Při i luminaci (1 W / c m 2 ) však došlo k prodloužení trvání A N (dále jen A P D ) , 

pří tomnosti abnormálních depolarizací, redukci zbytkového potenciálu a také případné 
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nemožnost i exc i tace. Přidáním antioxidantu (Kataláza, 100 IU/ml) byl nástup těchto efektů 

odložen [78]. 

Nygren et a l . [64] shrnuli několik typů vlivu nejpoužívanějšího barviva d i - 4 - A N E P P S 

na elektrofyziologii s rdce. Vl iv barviva d i - 4 - A N E P P S na vodivost A V uzlu, prodloužení P Q 

intervalu a následný vznik A V bloků. Možnost vzn iku A V bloku byla potvrzena například 

v [62]. Dalším aspek tem je přechodný vliv na vasodi la tac i . Při počáteční fázi barvení byl 

konzistentně pozorován pokles perfúzního t laku o 27.4 ±3.9 m m H g . Tento efekt však po 

někol ika minutách vymize l , na rozdíl od efektu prodloužení P Q intervalu, který trval řádově 

déle [64]. 

Naproti tomu se jako vedlejší efekt udává i vasokonst r ikce [23]. Tento jev popisuje i 

[62] s t ím, že nemá žádný efekt na morfologii ani funkci s rdce. 

2.5.2. Kalibrace optických signálu 

Měřené opt ické signály dávají informaci o změně akčních potenciálů pouze relativně. 

Bylo publ ikováno několik postupů, které zkoumaly vztah opt ického záznamu k současně 

měřenému signálu z mikroelektrod [77]. 

Získání absolutní hodnoty membránového napětí je tedy obtížné a je jednou z limitací 

této metody. Ačkol i změna absolutní hodnoty f luorescence je l ineárně úměrná počtu 

zobrazovaných buněk, stanovení absolutní hodnoty není možné, protože jejich počet je 

neznámý [19]. Mon tana et a l . [60] ukázali, že takovéto hodnoty lze získat měřením poměru 

f luorescence se dvěma excitačními zdroji. Při buzení barviva d i - 4 - A N E P P S na v lnových 

délkách 440 a 505 nm demonstroval i , že úroveň f luorescence l ineárně závisí na 

membránovém napětí v rozsahu -125 až +125 mV. Měření probíhalo na tukovém váčku. 

Současné měření rat iometr ických signálů spolu s mikro-elektrodovým záznamem 

akčního napětí prokázalo výraznou korelaci a linearitu opt ických záznamů [47]. 

V absolutním měřítku pak kal ibrace opt ických signálů probíhá tak, že předpokládáme, 

že zbytkový potenciál má hodnotu - 8 5 m V a akční potenciál ve své maximální hodnotě 

dosahu je 10 m V [68]. 
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2.5.3. Kvalita signálů a jejich předzpracování 

V z h l e d e m ke snímání světelných signálů, jež dosahují vel ice malých intenzit, je šum 

jedním z hlavních faktorů ovl ivňujících výs lednou kvalitu měřených signálů popisovaných 

parametrem S N R . Zdrojů šumu v systému může byt několik. Zprav id la dochází ke kumulaci 

šumu světelného zdroje a opt ického snímače (tepelný šum, šum způsobený kvantovými 

jevy), vliv má i nedokonalost optiky. Dalším příspěvkem je šum laboratorního prostředí, 

odlesky, světlo z monitorů, a další elektroniky. Svůj vliv může mít i e lektromagnet ické pole, 

které ovl ivňuje měřené signály na úrovni interference s elektronikou snímače (zpravidla 

ovl ivnění signálů před digitalizaci). Je- l i měřený preparát umístěný v lázní perfúzního 

roztoku, lze předpokládat, že vl ivem rozptylu, nečistot, nebo zbytkového množství barviva a 

jejich proudění bude vznikat další přídavná složka šumu. V neposlední řadě mají vliv i 

v ibrace, a proto také většina exper imentů probíhá na ant ivibračním stole. 

El iminaci šumu lze dosáhnout na straně návrhu zařízení, vyžit ím vhodných 

světelných zdrojů a snímačů, případně volbou optiky a umístění měřícího exper imentu (anti-

vibrační stůl, Fa radayova klec). J a k ukazuje [68], lze například, s využit ím L E D pole oproti 

wo l f ramové halogenové žárovce, zlepšit poměr s ignál /šum o více než 3 0 % . N a straně 

snímačů pak rozhoduje citlivost a vlastní šum snímače (zpravidla temný a kvantizační šum). 

Pro zvýšení S N R lze využít techniky průměrování, ať j iž časového, prostorového, 

nebo jejich kombinace. Časové průměrování využívá průměru (kumulace) někol ika period 

A N [12, 35]. Tuto techniku lze úspěšně použít z a předpokladu, že tvar a charakter A N se 

během průměrovaného časového úseku příliš nemění (předpokládáme periodicitu signálů). 

Prostorové průměrování je možné využít u systémů, které využívají plošné, případně 

panoramat ické měření [43, 64]. Prostorové průměrování přináší nevýhodu zkreslení náběžné 

hrany signálu vl ivem šíření depo lar izace. K el iminaci lze například využít přístupu pro korekci 

fázového posunu [82]. Tyto techniky se často kombinují s využit ím FIR filtru typu dolní 

propust, která zaj išťuje filtraci vysokofrekvenčního šumu [43, 68]. 

Při volbě akvizičního systému musíme vycházet z e základního vztahu popisujícího 

akvizici obrazu uvedeného níže: 

časové rozlišení x prostorové rozlišení x energetické rozlišení = konstanta. 

Dalším parametrem kvality měřených signálů je pří tomnost pohybových artefaktů. 

Podrobný popis této problematiky je zahrnutý v kapitole 2.6. 
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2.6 Pohybový artefakt 

Jedním ze zásadních prob lému opt ického snímání, je pří tomnost tzv. pohybového 

artefaktu v měřených signálech. Tento vzniká hlavně příčinou pohybu srdečního svalu 

během srdeční revoluce a přináší v měřeném signálu zkreslení, které je jen obtížně 

odstranitelné. J e h o el iminaci lze zajistit: 

• mechan icky , 

• farmakologicky, 

• vhodnou technikou měření a zpracování s ignálů. 

2.6.1. Matematický popis pohybového artefaktu: 

Před pop isem způsobů e l iminace pohybových artefaktů z a v e d e m e matemat ický popis 

takovéhoto zkreslení. Vycházíme z postupu, který ukazuje [87]. Matemat ický aparát zde 

uváděný (1-8) vychází a byl převzat z popisu j iž zavedeného v [87]. 

Světlo, které je z a c h y c e n o fotodetektorem, je v podstatě úměrné integraci všech 

vlnových složek ve zvo leném okně (velikost dána filtrem), které na detektor dopadají . Svět lo 

dopadající na detektor ve zvo leném v lnovém okně „ i" označíme Sj(t). Lze konstatovat, že 

detekované světlo Si(t)se skládá ze dvou hlavních komponent. První je f luorescence, vzniklá 

excitací napěťově cit l ivého barviva (užitečná složka), a druhá pak je složka, která zahrnuje 

signál z pozadí měřené scény, souhrnně nazývaný auto-f luorescencí opt ického systému 

(rušení). Předpokládáme-l i , že obě tyto složky jsou l ineárně závislé na intenzitě budicího 

světelného zdroje I(t), pak platí vztah (1). 

Si(ť) = I(ť)(Ei + Dd (1) 

kde Fje příspěvek emi tovaného světla barv ivem a D,, je intenzita z pozadí měřené 

scény. Napěťově citlivé barvivo emituje světlo, které je modulováno srdečním akčním 

potenciálem a je také zároveň ovl ivněno pohybem srdeční stěny. Také se setkáváme se 

snižující se f luorescencí, jež je dána vyh ledáváním barviva. Každý z těchto faktorů můžeme 

označit jako časově závislou funkci ve vztahu (2). 

E,. = F Ŕ ( O M Ŕ ( O C ŕ ( 0 (2) 

Z d e Fi(t) je signál, který je dán změnou f luorescence v závislosti na akčním 

potenciálu. M,(t) je složka vztažená k pohybu srdeční stěny a Q(t) popisuje malé změny 

f luorescence, způsobené vyhledáváním barviva. 

Poznamene jme , že f luorescence barviva jako odpověď na akční potenciál je dána 

spektrálním posunem, kde maximální ampl i tuda a frekvenční distr ibuce zůstávaj í zachovány 
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a fotodetektor bude toto měřit jako součet celkové intenzity přes ce lou šířku okna emisního 

filtru. To lze modelovat l ineárním sys témem prvního řádu (3). 

Fi(ť)=Ai[l + aivm(ť)] (3) 

kde Aj a a/ jsou na vlnové délce závislé konstanty a Vm(t)\e membránový potenciál. 

Mechanická aktivita srdeční stěny způsobuje zvýšení intenzity f luorescence, která však není 

stálá v celém rozsahu měřených v lnových délek. Reprezentovat ji lze l ineárním mode lem 

prvního řádu (4). 

M r ( t ) = 1 + ď1M(í) ( 4 ) 

kde M(t) reprezentuje mechan ickou aktivitu a Z?, je vlnově závislá konstanta. 

V případě, že není pří tomen pohybový artefakt Mi(t)=l. 

2.6.2. Mechanická eliminace pohybových artefaktů 

J a k vyplývá ze vztahu (1-3), je pohybový artefakt s ložkou signálů, která je úměrná 

pohybu myokardu (4). Mechan i ckou fixací lze tedy el iminovat pohyb a následně také 

pohybový artefakt. 

Využití mechanické f ixace k potlačení pohybových artefaktů bylo j iž mnohokrát 

úspěšně vyzkoušeno, ať j iž se jedná o prs tenec fyzicky obepínající myokard [66], f ixaci 

pomocí speciálně upravené měřicí komůrky [2], nebo využití pří t lačného tlaku sklíčka, jež 

navíc usnadňuje plošné měření [20, 63]. Vl iv na tvar měřených akčních napětí nebo fyziologii 

s rdce nebyl zaznamenán [20, 31]. Ačkol i tlak na srdeční stěnu může vyvolat arytmii [17], 

skup ina Nygren et al. [64] exper imentem zahrnujícím měření přít lačného tlaku ukázala, že 

tlak potřebný pro el iminaci pohybových artefaktů neovl ivňuje fyziologii myokardu. 

Me toda mechanické f ixace má však i svá omezení . Například v apl ikacích 

panoramat ického měření, kdy je potřeba měření na celém povrchu myokardu, zde není 

prostor pro dodatečnou fixaci [25, 68]. Mechanická f ixace rovněž znemožňu je zkoumání 

mechanické aktivity neboli pohyby myokardu. 

Tuto metodu lze kombinovat s dalšími přístupy popsanými níže. 

2.6.3. Farmakologická eliminace pohybových artefaktů 

Mechanický pohyb myokardu lze potlačit využit ím farmak, která zajišťují d isoc iac i 

mechanické a elektrické aktivity, dále budou označována pojmem disociátory (z ang . 

„uncouplers"). Mez i nejčastěji používané disociátory pro ap l ikace opt ického mapování patří 

2 ,3-butanedione monox ime (BDM) , cy tochalas in D a nedávno představený blebbistatin 

[27, 76]. 

B D M je jedním z prvních disociátorů používaných v technikách opt ického mapování 

myokardu. J e h o funkce je založena na ovl ivnění stálosti sí ly-negeneruj ícího stavu 
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myosinu [1]. Tento disociátor vykazuje množství nežádoucích účinků. Bylo prokázáno, že při 

vyšších koncentracích ( B D M > 1 0 m m o l ) ovl ivňuje vápníkové transienty [1, 9, 32]. Použití 

B D M má z a následek neselektivní redukci vodivosti některých membránových kanálů [53]. 

Cy tocha las in D je toxin, který se váže na akt inová v lákna, potlačuje asoc iac i a 

d isociac i sub-jednotek. Toto způsobuje „rozbití" akt inových v láken a potlačení jejich 

po lymerace [30]. J a k ukazují závěry některých studii [51, 92], Cy tocha las in D neovl ivňuje 

délku A N ani jeho t ransmurální šíření, přitom účinnost potlačení pohybových artefaktů je 

vysoká [72]. J a k o první, skup ina C a g l a n et a l . [9] prokázala vliv tohoto disociátoru, na 

citlivost myof i lament vůči C a 2 a na max imum jejich tenze. 

Vl iv B D M a Cy tocha las inu D na komorovou fibrilaci u prasečího srdce, byl popsán 

v [51]. J a k ukazují výsledky, u Cy tocha las inu D nebyl prokázán jeho vliv na ventrikulární 

fibrilaci. Naproti tomu B D M významně ovl ivňuje délku A N (Obr. č. 9), což mělo z a následek 

přechod od ventr ikulárních f ibri laci, k ventr ikulárním tachykardi ím. Proto se jeho použití 

nehodí v případech zkoumání ventr ikulárních fibri laci. 

(mmol/L) baseline 10 washout 

r\ľvn v_  

twseline 10 '1U .|-=l •• = !• 

B 

\  

40 mV 

200 ms 

Obr. č.9: Efekt disociátoru: A: BDM, B: Cytochalasin D, a jejich koncentrací na délku trvání akčního napětí 
(převzato z [51]) 

Blebbistat in je disociátor, který byl představen nedávno a dle prvních studií 

představuje s l ibnou alternativu k f a r m a k ů m výše uvedeným [27]. Blebbistat in je ne-

kompeti t ivní inhibitor ne-svalového Myos inu II a Myos inu II kosterního sva ls tva [27, 48]. První 

studie ukazovaly , že vliv tohoto fa rmaka na fyziologii s rdce je minimální [27, 28]. Později 

skup ina Kanop et al. [45] prokázala vliv tohoto fa rmaka na vznik abnormálních elektr ických 

aktivací. V současné době je tento disociátor v apl ikacích opt ického mapování 

pravděpodobně nejvhodnější vo lbou. 
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2.6.4. Poměrová metoda pro eliminaci pohybových artefaktů 

Poměrová metoda, jež je jednou z technik post-zpracování měřených signálů, 

umožňuje el iminaci pohybových artefaktů. Možnost měření na dvou v lnových délkách, 

s využit ím poměru měřených signálů, byla představena skupinou Montana at e l . [60]. Další 

z možných aplikací poměrové metody představil K ins ley at el. [47]. Pro využití poměrové 

metody je zapotřebí využití snímacího systému, který umožňuje měřit f luorescenci v jednom 

či více bodech a a lespoň na dvou různých v lnových délkách. 

Pro analýzu poměrové metody použi jme model pohybového artefaktu popsaný výše. 

Kombinací vztahu (1-4) můžeme snímaný signál vyjádřit vz tahem (5). 

Si(ť) = / ( t ) { A C r ( t ) [ l + aiVm(ť)][l + btM(t)] + Dil(ť)} (5) 

Si (ť) = AiI(ť)Ci(ť)[í + atvm(t)][l + btM(t)] + D r / ( t ) 

Z a předpokladu, že odstraníme intenzitu pozadí D,, lze poměr dvou signálů 

(označených indexy 1, 2) vyjádřit následovně (6). 

. = g i C O = ^ i / ( Q C i ( Q [ i + o i V m ( Q ] [ i + ¥ M j 

1 / 2 U S*( t ) A2I(t)C2(t)[l + a2vm(t)][l + b2M(t)] { ) 

SUt) = Siit)- DtI(t) 

Úpravou a zjednodušením lze získat přibližně vztah: 

^i*(t) * [1 + ( « i - a 2 ) v m ( t ) ] [ l + íh - b2)M(t)] (7) 
2 H2Vt) 

Hi(t) = Ai(t)I(t)Ci(t) 

Jestl iže Hi(t) = kHj(t), bl =b2, nebo výraz po mechan ickou aktivitu M(t) je velmi 

malý, pak poměrový signál přechází v následující vztah (8). 

Sl(t) ^ k[l + (at - a2)vm(t)] ( 8 ) 

2 

Z d e lze vidět, že poměrový signál nebude zatížen pohybovým artefaktem. Toto však 

bude platit pouze tehdy, bude-l i splněna jedna z výše uvedených podmínek. V opačném 

případě poměrové měření nemusí z c e l a odstranit pok les obálky signálu způsobený 

vyhledáváním [8]. V případě, že o d e z v a barviva na akční napětí není def inovaná jen 

pohybem spektra, nýbrž také změnou jeho amplitudy, je využití této metody omezené [83]. 

2.6.5. Subtrakční metoda 

Tato relativně nová metoda popsána v [87], by měla řešit problém pok lesu obálky 

signálu u metody poměrové. Bude použit stejný model s ignálu, jak uvádí kapitola 2.6.1. 

Prvním předpokladem je charakter ist ika obálky Hi(t)\i poměrovém signálu 5"*/tak, aby mohla 

být odstraněna. Označme signál s odstraněnou obálkou z a S**j, pro něj lze psát (9). 

- 2 6 -



Základy opt ického snímání elektr ických projevů myokardu 

Sr(ť) = HiQtT^W) - 1 = [1 + OiVm(ť)][l + biM(ť)] - 1 (9) 

S**(t) = aiVm(ť) + btM(t) + a ŕ i 7 m ( t ) b ŕ M ( t ) 

Odečtením jedničky z (9) odstraníme konstantní offset z kor igovaného 

f luorescenčního signálu. P a k je možné vyčíslit váhovaný rozdíl s ignálů zaznamenaných na 

dvou různých v lnových délkách tak, aby byl pohybový artefakt bezezbytku odstraněn, tak jak 

ukazuje následující rovnice (10). 

SSub=sr(t)^-Sľ(t) (10) 
"x 

Ssub = ^ v m ( f í + b2M(t) + aiblvm(t)M(ť) - a2vm(ť) - b2M(t) - a2b2vm(ť)M(t) 

5'sub — vm(t) 
iaxb2 \ 

+ (axb\ - a2b2)M(t) 

Zbytkový pohybový artefakt: (atb2 - a2b2)M(t) v (10) lze zanedbat , protože výsledek 

násobení konstant a, a Z?, by měl být relativně malý. Výs ledkem je, že výsledný váhovaný 

signál z této metody přechází ve funkci l ineárně závislou na vm(t) [56]. 

Tato metoda však vyžaduje správnou volbu váhovacího faktoru b2/b!. T e n lze pro 

dosažení nej lepších výs ledků určit exper imentálně. 

2.6.6. Metody lícování obrazu 

Dalším z možných postupů, které umožňuj í zvýšení odstupu s ignál-šum a potlačení 

pohybových artefaktů, je využití technik lícování obrazů. Využití těchto technik pro el iminaci 

pohybových artefaktů v apl ikacích opt ického mapování není příliš rozšířeno. Mez i 

publ ikované metody apl ikované na techniky opt ického mapování lze zařadit [42, 70, 71]. V 

[42] autoři využil i registračních technik k lícování obrazů získaných f luorescenční mikroskopi i 

na tkáních myokardu. Představená metoda umožni la potlačení pohybových artefaktů, avšak 

pouze při relativně malém pohybu a s tím související nevýraznou s ložkou pohybových 

artefaktů (řádově jednotky procent). Me toda apl ikovaná při opt ickém mapování na úrovni 

orgánů je popsána v [70]. Tato metoda registrace, využívající kritéria vzá jemné informace, 

však nebyla pr imárně určena pro techniky opt ického mapování [69]. S a m i autoři navrhují 

d iskuzi o využití kritéria vzá jemné informace pro tuto modali tu [71]. Prezentované výsledky, 

nepopisují podrobně efektivitu registračního algori tmu. Prezentovaná korekce pohybových 

artefaktů znázorňuje jeho el iminaci pouze u signálů, kde je jeho vliv minimální. Úroveň 

pohybových artefaktů kor igovaných touto metodou je v porovnání s artefakty, s nimiž se 

setkáváme při našich studiích, marginální [85]. 
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2.7 Optické mapování akčního napětí na úrovni orgánu 

2.7.1. Fyziologická část experimentů 

Pro většinu zde popsaných měřicích sys témů je fyziologická část exper imentů 

obdobná. Liší se hlavně ve způsobu apl ikace barviva a jeho koncentrací, perfúzním tlaku, 

teplotě v různých fázích exper imentů a druhu měřeného orgánu. Více podrobnost i lze nalézt 

v příslušných referencích. J e d n a z možných variací je uvedena níže a vychází z [66]. 

Pro měření j sou využívána izolovaná s rdce bílého novozélandského králíka. S r d c e 

jsou napojena na Langendorfův aparát a promývána okysl ičeným (95% 0 2 , 5 % C 0 2 ) 

Krebsovým-Hensele i tovým (K-H) roztokem (1.25 m M C a 2 + ) . J s o u umístěna v lázni o teplotě 

37 °C. S r d c e jsou perfundována pod konstantním t lakem (P=85 mmHg) . Průběh měření 

sestává ze čtyř hlavních fází: s tabi l izace (30 min.), barvení (20-25 min.), vymývání barviva 

(20-25 min.) a měření. J a k o barvivo je použit d i - 4 - A N E P P S , rozpuštěno v K-H roztoku. 

Délka, popřípadě pří tomnost jednot l ivých fází je různá, koncentraci barviva a délku fáze 

barvení pro vybrané exper imenty ukazuje tabulka č. 1. 

2.7.2. Jednobodové měření AN 

Jednobodové snímání je jednou z prvních metod apl ikovaných při měření akčních 

napětí opt ickou cestou. Měření probíhá na povrchu epikardu pomocí opt ické sondy, která 

zaj išťuje excitaci barviva, snímání f luorescence, nebo obojí a umožňuje tak snímání akčního 

napětí v jed iném bodě na povrchu myokardu, def inovaném polohou sondy. V této sekc i 

budou popsány systémy [12, 66] a systém pro poměrové měření [47], z e kterých 

vychází návrh a rea l izace nového měřicího systému (kapitola 3.). 

M ě ř e n í p o m o c i f o t o d i ó d y 

V současnost i je na Ústavu b iomedicínského inženýrství (VUT v Brně, Brno, Česká 

republika) k d ispozic i měřicí systém [66], který umožňuje kontinuální měření opt ických 

záznamů akčních potenciálů v jednom bodě. 

Metod ika měření: 

Měření probíhá na srdcích bílého novozélandského králíka. Během celého 

exper imentu je zaznamenáván E K G signál z e tří bezdotykových ortogonálních svodů. Signál 

z elektrod je zesílen a digital izován 12bitovým A / D převodníkem při vzorkovací f rekvenci 2 

k H z s využit ím měřicího sys tému L a b V i e w a mult i funkční měřicí karty P C I - 6 1 1 E (National 

Instruments, U S A ) . Opt ický signál je získáván pomoci pružného bi furkovaného opt ického 

kabelu ( F C R - 7 I R 2 0 0 - 2 - M E Aven tes , Nether lands). J a k o zdroj světla je použita 150 W 

wol f ramová halogenová žárovka, jako fotodetektor pak fotodióda 3 W K 1 6 4 8 7 (Tes la Blatná, 
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Česká Republ ika) . Světelný zdroj je vybaven pásmovým filtrem (560 nm +/- 30 nm). U 

fotodetektoru je použit filtr typu dolní propust (propouští v lnové délky vyšší než 610 nm, dále 

označované: >610 nm). Signál je zesí len a dále digital izován obdobnou ces tou jako signály 

ortogonálních svodů E K G . Zařízení je doplněno o regulaci teploty a t laku, pro Langendorfův 

aparát. 

Vlastnost i : 

Takto real izovaný systém umožňuje bezdotykové měření akčních napětí ve zvolené 

oblasti myokardu. To nám dále umožňuje zkoumání vlivů jednot l ivých fází exper imentu na 

tvar a nejčastěji délku trvání akčních potenciálů. Lze pozorovat změny v souběžně 

zaznamenávaném signálu z ortogonálních svodů E K G a signálu akčních napětí. 

Tato metoda však nemůže být využita k měření vlastností šíření, respekt ive akt ivace 

srdečního myokardu. V oblasti kvality sn ímaného signálu byly navrženy j iž dokonalejší 

systémy, které umožňuj í získání lepšího odstupu signál/šum a potlačení př ípadných 

pohybových a j iných artefaktu. N icméně tato metoda dává slušný základ k vývoji nového 

zařízení s využi t ím nejnovějších poznatků. 

P o m ě r o v á a s u b t r a k č n í metoda 

Kins ley et a l . [47] publikovali na konci devadesátých let rati o metr icko u metodu, která 

využívá snímání na dvou v lnových délkách, z a účelem e l iminace pohybových artefaktů. 

Metod ika měření: 

J a k o světelný zdroj je zde využit argonový laser s v lnovou délkou 488 nm, tato 

vlnová délka je volená v blízkosti exci tačního max ima barviva, což neovl ivňuje napěťovou 

závislost absorpce [8]. Emitované světlo je zaznamenáváno z jednoho bodu pomocí dvou 

oddělených kanálů. Červené s použitím filtru typu dolní propust (>610 nm) a zelené 

s využit ím flitru typu pásmová propust (534-546 nm). Oddělení kanálů bylo provedeno 

pomoci speciální optiky s využit ím polopropustných z rcade l . Nezbytnou součástí měření je i 

kal ibrace jednot l ivých kanálů, hlavně co se týče dosaži telného z isku . 

Vlastnost i : 

U poměrové metody se nevyužívají měřené absolutní hodnoty na výstupech 

jednot l ivých kanálů samostatně, a le provádí se výpočet jejich poměru, jak bylo ukázáno 

v kapitole 2.6.4. Využití poměrové metody oproti měření pouze na jedné vlnové délce přináší 

výrazné zlepšení v oblasti potlačení pohybového artefaktu. Další nespornou výhodou je 

snížení závislosti na vyhledávání barviva, ta se z a předpokladu nezměnění spektrálních 

vlastností barviva eliminuje. Schopnos t metody potlačit pohybový artefakt byl kvantitat ivně 

vyhodnocen při měření poměru ampli tud změny v signálu během fáze nulové depo lar izace 

k celkové změně během srdečního cyklu [47]. 
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Subtrakční metoda [87] využívá podobného měřícího schématu, jen provádí 

s měřenými signály rozdílné matemat ické operace, jak bylo naznačeno v kapitole 2.6.5, z a 

účelem potlačení pok lesu obálky měřeného signálů vl ivem vyhledávání barviva. 

S p e k t r o s k o p i c k é m ě ř e n í 

Měření A N v jednom bodě lze provést s využit ím spektrometru jako opt ického 

detektoru. Takovýto systém byl real izován na Auck land Bioengineer ing Institute (The 

University of Auck land , Auck land , N e w Z e a l a n d ) [12]. 

Metod ika měření: 

Měření probíhá na srdci laboratorní krysy. J a k o excitační zdroj je využíván laser 

s regulovaným výkonem (1-10 mW) a v lnovou délkou 473 nebo 532 nm. Pro snímání je 

využit spektrometr (Oceanopt ics HR2000+) , který umožňuje zaznamena t časově odl išená 

spektra se vzorkovací f rekvenci 1 kHz . Světelný zdroj je vybaven exci tačním filtrem dle 

budící v lnové délky. Světelný zdroj je napojen na v láknovou odbočnici (coupler) v konfiguraci 

2x2. J e d n a polovina exci tačního světla je nasměrována pomocí opt ického v lákna na měřený 

vzorek, a druhá pak k fotodióde, která slouží k monitorování šumu laseru. Část f luorescence 

je př ivedena zpět přes v láknovou odbočnici do spektrometru (přes emisní filtr zachycující 

světlo exci tačního zdroje). Spektrometr je propojen s laptopem, který zajišťuje sběr a analýzu 

dat v prostředí LabView, přes rozhraní U S B . 

Vlastnost i : 

Tato real izace, v porovnání s výše popsanými systémy, umožňuje získání více 

informaci z měřicí scény v podobě časově vzorkovaného záznamu diskrétního spektra. 

Měřené signály je pak možné podrobit další analýze, apl ikovat poměrové metody, nebo 

zkoumat vlastnosti f luorescenčních barviv. 

Kromě fotodiódy a spektrometru může byt snímací systém založen na využití 

fotonásobičů, které vynikají svými parametry, zvláště vysokou citlivosti a dosaži te lným 

S N R [47]. 
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2.7.3. Měření AN ve 2D 

Využití opt ických měření pro zkoumání šíření akt ivace a repolar izace myokardu si 

vyžádalo rozšíření jednobodové akv iz ice na akvizici p lošnou. Tato metoda je dnes 

nejrozšířenější. 

Metod ika měření: 

Měřicí exper iment se příliš neodl išuje od předcházejících způsobů. Nejvýznamnější 

změnou je nahrazení jednoduchého fotodetektoru po lem fotodetektorů (PDA) [44, 76] nebo 

kamerou s technologie C C D [64, 79], E M C C D [85] nebo C M O S [24, 76]. Zvláštním 

případem je použití řádkové kamery ze jména pro jejich rychlost [38], ovšem jen v apl ikacích, 

kde nevyžadujeme plošné pokrytí měřené scény. Samozře jmost í je využití vhodné optiky a 

světelných zdrojů, které umožní homogenní osvět lení akviziční scény. Zdroje světla j sou 

vybaveny emisním filtrem tak, aby jejich spektrum nezasahova lo do pásma měřeného 

f luorescenčního signálu. Signál je zaznamenán detektorem zpravid la přes filtr typu dolní 

propust s mezní v lnovou délkou 6 0 0 - 6 1 0 nm. Zvláštní požadavky se k ladou i na uchycení 

měřeného vzorku. Měřené s rdce je umístěno zprav id la v měřicí komůrce s kontrolovanou 

teplotou, kde jsou k d ispozic i otvory se světlu propustnými výplněmi, jež umožňuj í exci taci 

(nasvícení měřeného povrchu) a akvizici měřených s ignálů. Podrobnější popis funkce 

takovéhoto systému lze najít v kapitole 2.1. Samotnou části exper imentu je nastavení optiky, 

zaostření a hloubky ostrosti tak, aby byl záznam co možná nejkvalitnější. 

V lastnost i : 

Plošné měření umožňuje pokročilejší zkoumání depo lar izace a repolar izace 

myokardu, které u jedno-bodové akv iz ice není možné. Největším úskalím plošného měření je 

dosažení při jatelné rozl išovací schopnost i spolu s dostatečným časovým rozl išením a 

zároveň i dosažením uspokoj ivého odstupu s ignál /šum. Vzorkovací f rekvence, tedy i časová 

rozl išovací schopnost , se u těchto měření pohybuje mez i 500-2000 Hz. Rozlišení pak 16x16 

u P D A a až 128x128 u systému založených na C C D , C M O S nebo E M C C D . 

2.7.4. Panoramatická měření 

Pro zkoumání elektr ické aktivity na povrchu celého myokardu byly představeny 

techniky [25, 68], jež umožňuj í panoramat ické měření. 

Metod ika měření: 

Měření ve 3 D je obdobné p lošnému měření představenému v předchozí kapitole. 

K real izaci sys tému panoramat ickému, je potřeba tří snímacích kamer nebo P D A 

rozložených ve 120° rozestupech okolo měřeného preparátu. Před samotným měřením je 

měřený vzorek naskenován digitálním fotoaparátem tak, aby byla možná 3D rekonstrukce 
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jeho povrchu. Toto lze real izovat například natočením povrchu otvorem pro jednu z kamer 

s t ím, že vzorek je rotován kolem své osy a pro každý z e zvolených úhlů natočení je 

zaznamenána jeho projekce. 

Samotné měření je obdobné předešlému 2 D systému s t ím, že proces zpracování 

signálů obsahu je algoritmy, které umožňují mapování měřených signálů na rekonstruovaný 

povrch měřeného vzorku a jeho zobrazení. Jedním z aspektů, který ovl ivňuje kvalitu 

rekonstrukčního procesu, je vhodné nastavení zaostření a h loubky ostrosti u jednot l ivých 

snímacích kamer. To má ze jména vliv při pohybu měřeného vzorku (přibližuje-li se k jedné 

z kamer, vzdaluje se od dvou ostatních). 

Vlastnost i : 

Takto real izovaný systém umožňuje sledování depo lar izace a repolar izace na 

povrchu celého myokardu a tak umožňuje komplexnější zkoumání arytmii. Omezením tohoto 

systému však je nezbytnost využití farmakologických disociátorů pro zamezení pohybu. 

Změna objemu měřeného vzorku během perfúze by měla být zahrnuta ve studii, protože 

ovl ivňuje mapování měřených signálů na povrch myokardu. Dalším z problémů je umístění 

st imulačních elektrod, které při panoramat ickém měření, téměř vždy, zasahují do zorného 

pole měřicích kamer. 

2.7.5. Intramulární měření 

Hooks et a l . [35] představil i metodu pro intramurální měření srdeční aktivity. Tento 

nový přístup umožňuje měření aktivity s rdce nikoliv jen na povrchu epikardu, ale také uvnitř 

jeho stěny. 

Metod ika měření: 

Pro měření je využívána speciálně navržena s o n d a (optroda), která se skládá ze 

sedmi nezávislých v láken (obrázek č. 4). Každé z nich slouží pro zavedení excitačního světla 

a zároveň také pro snímání světla f luorescenčního. Opt roda je umístěna v mikropipetě 

(d=400 um), v lákna jsou ukončena v jednomi l imetrových intervalech se sk lonem 60°. Tato 

optroda je pak využívána pro měření uvnitř srdeční stěny. Budícím zdrojem je argonový laser 

(488 nm). V optice jsou použita polopropustná z rcad la a filtry navržené tak, aby bylo možné 

využít měření na dvou v lnových délkách s následnou možnost í využití rat iometr ické nebo 

substrakční metody pro potlačení pohybových artefaktů. 

Vlastnost i : 

Tato metoda je poměrně nová. Umožňuje měření nejenom na povrchu epikardu, a le 

také uvnitř srdeční stěny. Dostáváme se tedy do třetího rozměru, což výše uvedené metody 

neumožňovaly. Tato metoda má společné vlastnosti s výše zmíněnými , co se týče opt ického 

snímání. Objevuje se zde navíc požadavek na šířku vyšetřované stěny tak, aby mohla být 
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optroda apl ikovaná kolmo k epikardu. J e třeba počítat s novými omezeními , způsobenými 

poškozením a následným odumíráním buněk v okolí optrody. 

2.7.6. Další prístupy v optickém mapování 

Opt ické mapování akčních napětí umožni lo lepší porozumění elektr ickým v lastnostem 

myokardu. Tato technika umožni la monitorovat i další parametry buněk. Jedním 

z dalších, nejčastěji měřených, parametrů je koncent race intracelulárního vápníku. Měřicí 

systém pro taková měření je obdobný tomu, který je používán pro měření akčních napětí. J e 

však využito j iného barviva (Rhod-2), reagujícího změnou f luorescence právě na změnu 

koncentrace intracelulárního vápníku. V z h l e d e m k odl išným spektrálním v lastnostem 

používaných barviv je nutná i záměna filtrů a excitačních zdrojů. Emisní spektrum je u těchto 

barviv posunuté oproti barvivům pro měření A N a to umožňuje souběžné měřením akčních 

napětí společně s vápníkovými transienty [15, 37, 76]. Poznamene jme , že takovýto systém 

vyžaduje použití více kamer, kdy každá kamera s danými filtry snímá signál úměrný 

měřenému parametru. 

Měření signálů společně s využit ím st imulačních elektrod je kompl ikované, protože ty 

většinou stíní v opt ické cestě mezi zdro jem f luorescence a sn ímačem. S k u p i n a Liau et a l . 

[52], díky použití svět lo-propustných elektrod (materiál: indium cínový oxid), použila 

opt ického mapování k měření A N pod povrchem a na okraji st imulačních elektrod. 

Další z možných měření je provádění opt ického mapování na povrchu endokardu 

s pomocí zavedené endoskopické sondy. T o umožňuje monitorovat elektr ickou aktivitu nejen 

na povrchu, ale i uvnitř myokardu. Zorné pole takového systému je však o m e z e n o použitou 

sondou [43]. 
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3. KAPITOLA 
DESIGN REALIZOVANÉHO MĚŘÍCÍHO SYSTÉMU 

Obsahem kapitoly: 

Součástí disertační práce byla i rea l izace z c e l a nového měřicího systému. Tento systém byl 

real izován na půdě T h e University of Auck land v rámci téměř dvouleté studijní stáže. 

Real izovaný systém přináší nové možnost i měření, jako je současné měření elektr ických i 

opt ických signálů na povrchu myokardu, měření na endokardu, možnost sekvenčního měření 

s dvojicí f i l trů. Součástí návrhu systému je i perfúzní část, která spolu s regulací teploty 

zaj išťuje fyziologické podmínky měřených vzorků. 
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3.1 Definice požadavků 

V relaci s cíli disertační práce byl navržen a real izován z c e l a nový měřicí systém, 

který přináší nové možnost i a techniky pro měření akčních napětí a jejich pozdější 

zpracování. Tento systém byl real izován na pracovišti Auck land Bioengineer ing institute, T h e 

University of Auck land , N e w Zea land . Návrh tohoto systému vycházel z požadavků 

def inovaných v tezích této disertační práce a byl navíc rozšířen o některé vlastnosti na 

základě spolupráce real izačního týmu. Ze jména pak o možnost elektr ického mapování a 

měření na povrchu endokardu. 

Klíčové požadavky byly s tanoveny následovně: 

• rea l izace systému pro 2 D opt ické mapování akčních napětí na malých 

orgánech (myš, krysa, králík), 

• využití vysokého rozlišení společně s dostatečným S N R , 

• zaj ištění vitálních funkcí měřených vzorků, kontrola teploty, perfúzního tlaku a 

fáze barvení, 

• možnost měření bez použití farmakologických disociátorů, 

• možnost ap l ikace poměrové techniky na plošné měření, 

• měření opt ických signálů souběžně s elektr ickými pomocí pole elektrod, 

• umožnění s t imulace a měření povrchových potenciálů (elektr ické mapování) , 

• možnost měření na endokardu. 

V této kapitole je popsán návrh jednot l ivých částí real izovaného systému, nastavení 

vhodných parametrů a popis základního protokolu měření. V 5. kapitole je diskutována 

funkce a splnění požadavků k ladených na real izovaný systém. 

3.2 Koncepce měřícího systému 

K o n c e p c e měřícího systému vychází z klasického návrhu systému pro optická 

měření, tak jak je uveden na b lokovém schématu (Obr.č. 1). Systém byl real izován 

s využit ím rychlé E M C C D kamery, která byla j iž k d ispozic i . Analýza exci tačních i emisních 

spekter umožni la návrh fi ltrů. J a k o zdroje osvětlení byly použity vysoce svítivé L E D . Každá 

z L E D je vybavená mechan ickou závěrkou. Systém je or ientován do horizontální polohy na 

ant iv ibračním stole, př ičemž s rdce je uchyceno z a perfúzní kanylu. K perfúzi a apl ikaci 

f luorescenčního barviva, popřípadě dalších farmak, je využívána dvouokruhová mikro-

pumpa. Systém umožňuje snímání pomocí pole elektrod, které je umístěno v měřicí 

komůrce, která zaj išťuje kontrolu teploty měřeného vzorku společně s tepelným výměníkem 
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zařazeným v perfúzním oběhu. K a m e r a je přes datové rozhraní př ipojena k měř ic ímu P C . 

Měření elektr ických signálů a st imulaci zaj išťuje samostatný st imulační a akviziční systém 

U n E m a p [88]. Systém je doplněn o zařízení pro rychlou výměnu měřicích fi ltrů. Schéma 

real izovaného systému ukazuje obrázek č. 10. 

Obr. č.10: Schematický diagram měřicího systému, A: E M C C D kamera, B: LED, C: mechanická uzávěrka, 
D: měřicí komůrka, E: perfúzní pumpa, F: tepelný výměník, G: měřený vzorek, H: systém výměny 

filtrů 

3.3 Zajištění vitálních funkcí vzorku 

Pro zajištění vitálních funkcí měřených orgánů, apl ikaci napěťově cit l ivého barviva a 

dalších farmak byl navržen perfúzní systém. Tento systém se skládá z těchto hlavních částí: 

• perfúzní pumpa, 

• měřicí komůrka, 

• teplotní výměníky, regulace teploty, 

• okysl ičovací zařízení, filtr vzduchových bublin, laboratorní sklo. 

Blokový d iagram navrženého perfúzního systému je znázorněn na obrázku č. 11. 

Perfúze je řízena s využit ím dvoukanálové mikro-pumpy, kdy je jeden z kanálů využíván pro 
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režim normální perfúze a druhý k apl ikaci f luorescenčního barviva. V okruhu pro normální 

perfúzi je zařazen tepelný výměník k zajištění předehřátí perfuzátu a filtr pro zachycení 

vzduchových bublin. Nádoby s perfúzním roztokem a roztokem s f luorescenčním barv ivem 

jsou vybaveny př ívodem pro plynnou směs (95% 0 2 , 5 % C 0 2 ) , zajišťující jejich okysl ičení. 

N a výstupu pumpy jsou oba kanály propojeny a je zde také ventil, umožňuj ící kontrolu t laku 

v perfúzním oběhu. Měřicí komůrka obsahuje tepelný výměník, který společně 

s instalovanými senzory a termostatem zaj išťuje nastavení požadované teploty měřeného 

vzorku. 

Di-4-ANEPPS v 
K - H roztoku 

Di-4-ANEPPS v 
K - H roztoku 

Di-4-ANEPPS v 
K - H roztoku 

Obr. č.11: Blokový diagram perfúzního systému 

3.3.1. Perfúzní pumpa 

Perfúzní pumpa byla vybrána s oh ledem na požadavky systému, a to ze jména využití 

dvou nezávislých kanálů, přesnou regulaci průtoku, detektor vzduchových bublin, provoz na 

baterie a možnost i externího řízení. J a k o perfúzní pumpa byla vybrána I M E D GEMINI P C - 2 . 

Tato pumpa splňuje výše zmíněné požadavky. Základní parametry j sou uvedeny 

v tabulce č. 2. Požadavek na dvoukanálové zařízení vychází z blokového schématu na 

obrázku č. 11. Důležitým parametrem je možnost provozu na baterie, z důvodu maximálně 

možného omezení e lektromagnet ického rušení měřicího systému. P rovoz na baterie 

umožňuje rovněž el iminovat riziko přerušení perfúze v důsledku výpadku elektr ické sítě. 

Ultrazvukový detektor na každém z kanálů zaj išťuje kontrolu (signal izováno alarmem) nad 

případnými vzduchovými bubl inami, které by mohly proniknout do koronárního oběhu 

měřeného vzorku. Komunikační rozhraní pro externí řízení není v tuto chvíli využíváno, a le 

v případě rozšíření měřicího systému umožňuje automat izaci p rocesu perfúze a barvení, bez 

nutnosti manuální interakce s ovládacími prvky pumpy. Perfúzní p u m p a je schopna 

samostatného provozu, bez nutnosti propojení s řídicím P C . 
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Specifikace 
Typ Lineární peristaltická, dva kanály 

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 4-5 h 
Maximální tlak 10 psi 
Přesnost 5% 
Externí komunikační rozhraní RS232C 
Alarmy Detekce vzduchových bublin 

Detekce ucpání oběhu 

Tabulka c.2: Vybrané parametry IMED GEMINI P C - 2 

3.3.2. Měřicí komůrka 

Měřicí komůrka je jedním z e základních prvků měřicího systému. Zaj išťuje uchycení 

vzorku společně s možnost i manipu lace, kontrolu teploty a připojitelnost měřicích elektrod. 

Návrh des ignu komůrky vychází z těchto požadavků, musí ovšem také umožňovat vhodné 

geometr ické rozložení pro optiku, zdroje světla a snímací zařízení. V z h l e d e m k požadavkům 

na měřicí experiment, který se kromě měření na epikardu zabývá i měřením na endokardu, 

bylo potřeba navrhnout mechan i zmus umožňující oddělení části měřicí komůrky a pohodlný 

přístup k měřenému orgánu, během exper imentů. Návrh měřicí komůrky byl real izován 

s využit ím 3 D C A D prostředí So l idWorks . Geomet r ie optiky (půdorys) vychází z tvaru 

poloviny pravidelného šest iúhelníku, kdy do čelních a boční strany jsou instalována sk la 

(mikroskopická sklíčka s odpovídajícími opt ickými vlastnostmi), která slouží pro osvětlení 

vzorku (bočnice) a ke snímání opt ických signálů (čelní sklo). Geomet r ie osvět lovacích L E D a 

snímací kamery je patrná ze schemat ického d iagramu systému zobrazeného na 

obrázku č. 10. 

Samotná rea l izace měřicí komůrky využívala 3D modelu , který byl převeden do 

formátu S T L (StereoLi thography) a pomocí 3 D t iskárny D imens ion Elite 3D, real izován 

z mater iálu A B S plus. V z h l e d e m k t loušťce stěn modelu a požadavkům na jeho vodotěsnost, 

byl tento model penetrován kynoakry látem. Mode l byl doplněn částmi, které rovněž byly 

navrženy společně s měřicí komůrkou v prostředí So l i dWorks a byly vyrobeny z akrylových 

desek na laserové řezačce Trotec S p e e d y 300 z akrylových desek. Uchycení sk leněných 

výplní bylo real izováno pomocí s i l ikonového tmele. Mode l navržené komůrky ukazuje 

obrázek č. 12. Přední část komůrky (12A) real izované z mater iálu A B B plus je kompletně 

oddělena od zadní části s možnost í rychlého spojení či rozpojení, a tak umožňuje přístup 

k měřenému vzorku a jeho manipulaci během samotného měření. V e spodní části (12F) je 

integrovaný teplotní výměník s porty pro přívod termoregulační kapal iny (12C). Základní část 

(12B) je vybavena držákem kanyly (není zobrazen) pro manipulaci a změnu polohy 
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měřeného vzorku. V e střední části je umístěn otvor (12D) pro pole 20x20 povrchových 

elektrod umístěných v s i l ikonovém válci odpovídající vel ikost i . Rám kolem otvoru (12D) je 

vyplněn s i l ikonovou výplní, která umožňuje fixaci vzorku. V případě potřeby je možné využití 

držáku f ixačního skl íčka (12E) pro el iminaci pohybu měřeného myokardu. Mez i fixní 

(akrylátovou) části a odděl i telnou komůrkou ( A B B plus) je instalováno si l ikonové těsnění, 

stejně jako v otvoru pro pole elektrod. K e kontrole výšky hladiny v měřicí komůrce je 

využíván výstupní port G , který také slouží k průběžnému upouštění perfúzního roztoku. Celý 

systém měřicí komůrky je př ipevněn k d e s c e stolu pomocí 3 D manipulátoru, který umožňuje 

měnit jeho polohu vzh ledem k snímací kameře, a tak precizně kontrolovat vzá jemnou polohu 

vzorku a zorného pole kamery. 

Obr. č.12: Měřicí komůrka, A: přední část realizovaná z materiálu A B B plus, B: zadní část a úchyty 
měřeného vzorku, C : porty tepelného výměníku, D: otvor pro pole elektrod, E: držáky fixačního 

sklíčka, F: tepelný výměník, G : port pro kontrolu hladiny 
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3.3.3. Regulace teploty 

Řízení teploty je jedním ze základních předpokladů pro zajištění fyziologických nebo 

požadovaných podmínek měřených orgánů. V systému je využívána dvou-okruhová 

regulace, zajišťující kontrolu teploty v měřicí komůrce i teplotu perfúzního roztoku. Její 

zapojení je patrné z blokového schématu na obrázku č. 11. V systému jsou zapojená tepelná 

čidla ( termočlánky), která monitorují teplotu vzorku. Systém je provozován v místnosti 

s pokojovou teplotou, která je rovněž moni torována. J a k o regulační médium je využívána 

voda, ohřívána v bloku termostatu na požadovanou teplotu. Pomocí nastavení průtoku 

tohoto média v tepelných výměnících (měřicí komůrka a perfúzní oběh) je regulována teplota 

na požadované úrovni. V z h l e d e m k první fázi rea l izace měřeného systému je systém 

kontrolovaný manuálně, nastavením venti lů průtoku tepelných výměníků a požadované 

teploty regulačního média. 

3.3.4. Další prvky systému 

Kromě výše zmíněných prvků jsou v perfúzním systému využívány další prvky. Filtr 

vzduchových bublin zařazený těsně před perfúzní pumpu zaj išťuje zachycení př ípadných 

vzduchových bublin před vn ikem do perfúzního oběhu. V těsné blízkosti perfúzní kanyly je 

zho tovena odbočka, která umožňuje měření perfúzního t laku pomocí př ídavného 

manometru. Vzduchové zařízení, vybaveno zásobníkem plynů a regulátory t laku, slouží 

k zajištění okysl ičení perfuzátu. Dalšími prvky je laboratorní sk lo (trubice, nádoby) zajišťující 

propojení jednot l ivých funkčních celků. Z a účelem el iminace pok lesu nasycení perfuzátu 

kysl íkem je převážná část zařízení real izována skleněnými komponenty. 
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3.4 Prvky pro snímání a excitaci 

Zajištění vitálních funkcí měřeného orgánu společně s aplikací f luorescenčního 

barviva, případně j iných farmak, poskytuje základní podmínky pro samotné měření. 

Nastavení snímacího a exci tačního systému společně s kontrolou jeho parametrů 

představuje druhou část navrhovaného řešení. J e potřeba zvolit vhodné světelné zdroje, 

kameru a filtry tak, aby bylo umožněno měřit co nejkvalitnější signály. Blokové schéma 

elektr ického propojení jednot l ivých komponent akvizičního systému ukazuje obrázek č. 13. 

Real izované zařízení (vzhledem ke stádiu vývoje) nebylo vybaveno řídícím modu lem a 

jednot l ivé prvky byly ovládány manuálně. V návrhu se ovšem počítá s využit ím řídicího 

systému, real izovaného pomocí mult i funkční měřicí karty (National Instruments, U S A ) a 

kontrolního S W LabView. 

Obr. č.13: Blokové schéma elektrického propojení akvizičního systému, bíle šipky naznačují optickou cestu 

3.4.1. Excitační zdroj - LED 

N a základě d iskuze parametru světelných zdrojů (kapitola 2.2.2) byly jako excitační 

zdroj zvo leny L E D . V průběhu návrhu systému byla testována možnost využití někol ika 

druhů L E D , Luxeon V Star (LXHL-LM5C-zelená, LXHL-LB5C-modrá) a L E D LedEng in , lne 

(LZ4-00G110-zelená, LZ4-00B210-modrá) . V exper imentálním zapojení bylo testováno i 

využití d iodově buzeného pevnolátkového laseru ( D P S S ) na 473 nm a 532 nm, doplněného 

o rozšiřovač svazku . 

N a základě měřicích exper imentů byla zvo lena var ianta zelených L E D od společnost i 

LedEng in , lne (LZ4-00G110) [50]. Jedná se o 10 W L E D , které poskytují až 4x větší světelný 

tok (pro l F =700 m A ,445-556 Im) než dříve používané Luxeon V Star ( L X H L - L M 5 C ) . By la 
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zvo lena zelená barva s dominantní v lnovou délkou (520 nm), která není str iktně v blízkosti 

exci tačního max ima d i - 4 - A N E P P S (480 nm), ale oproti modré L E D (465 nm) poskytovala 

větší změnu f luorescence v závislosti na akčním napětí (AF /F ) . Měření a vyhodnocení 

závislosti , charakteru spektra a jeho změny v rekci na změnu akčního napětí, bylo 

publ ikováno [83]. Výsledky a závěry z tohoto měření budou dále popsány v kapitole 4.3. 

Vo lba L Z 4 - 0 0 G 1 1 0 souvisí také s možnost i regulace vyzařovaného světelného toku, regulaci 

proudu l F . Změnou propustného proudu je možné korigovat výkon, dochází tím ovšem i 

k posunu vyzařovaného spektra. Tato závislost byla měřena v rozsahu používaného 

budícího proudu a ukazuje ji obrázek č. 14. 

460 480 500 520 540 ^50 580 

vlrtQvádílka [nm] 

Obr. č.14: Změna emitovaného spektra LED (LZ4-00G110) v závislosti na l F 

Dalším důležitým parametrem použitých L E D je stabil ita světelného toku. T a souvisí 

hlavně se změnou teploty. Při zvyšující se teplotě dochází k pok lesu vyzařovaného 

světelného toku, tak jak dokumentuj í charakterist iky výrobce [50]. V z h l e d e m k tomu, že 

opt ické měření akčních napětí poskytuje pouze relativní informaci o jeho změně, není 

absolutní změna vyzařovaného světelného toku excitačního zdroje, a s tím související 

změna f luorescence, klíčová. Důležité je naopak zajištění proti její změně během samotného 

měření. T o h o bylo docí leno teplotní stabil izací použitých L E D . Každá z L E D byla vybavena 

instalovaným pasivním i akt ivním (ventilátor) chladičem a byla zapnuta a lespoň 30 minut 

před samotným měřením. Svět lo L E D bylo blokováno pomocí mechanických závěrek tak, 

aby byl osvět lován měřený vzorek pouze v době samotného měření. L E D byly vybaveny 

reflektorem zajišťujícím rovnoměrné osvětlení exci tované plochy. 

L E D byly buzeny s te jnosměrným zdrojem ( P O W E R T E C H , M P 3 0 8 7 ) v proudovém 

režimu zprav id la jmenov i tým proudem 650 mA. Tento zdroj je dvoukanálový a umožňuje 

současné nebo také jednot l ivé nastavení proudu pro každou z L E D v závislosti na 

požadavcích konkrétního měření. L E D byly vybaveny emisními filtry typu dolní propust 

s mezním kmitočtem 505 nm. 
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3.4.2. E M C C D kamera 

Klíčovým prvkem celého snímacího systému je E M C C D kamera C a s c a d e 128+, 

Photometr ics. K a m e r a je vybavena vysoce kval i tním, z e z a d u osvět leným C C D čipem 

s integrovaným nábojovým násobičem z isku , který poskytuje vysokou citlivost pro ap l ikace 

s nízkým osvět lením. Termoelektr icky chlazené snímací pole s rozl išením 128x128 a 

velikostí pixelu 24 u m 2 umožňuje frame-transfer přenos (přenos snímku s vyrovnávací 

paměti) . Rych lost snímání je až 500 snímků z a vteř inu, v plném rozlišení při 16bitové 

hloubce. Parametry kamery a podrobný popis její funkce lze nalézt v [10, 89]. 

K a m e r a je dodávána s PCI kartou a propojovacím kabe lem, jež umožňuj í propojení 

s řídícím a akvizičním P C (Pent ium D, 2 G B R A M , W indows X P S P 2 ) . V instalačním balíčku 

je dodávaný P V C A M driver s akvizičním sof twarem Q E D Capture . Díky s tandard izovanému 

formátu P V C A M , lze použít i j iný akviziční S W . Pro ovládání kamery a zaznamenávání 

měřených signálů byl využit V++ Software (Digital Opt ics, v5, 2010). K a m e r a je vybavena 

nastavitelným C-Moun t adaptérem. 

K a m e r a byla vybavena zvětšovací čočkou ( B+W, NL-2) a objektivem (Navitar N A V 

DO-5095) . Objektiv umožňuje zaostření a kontrolu c lony v rozsahu (F1.4 - F8). Díky 

kontrolnímu softwaru je možná v izua l izace v reálném čase, a tak je možné provést kontrolu 

zaostření, popřípadě jeho změnu. Nastavením c lonového čísla, lze ovlivnit jak intenzitu 

snímaného signálu, tak hloubku ostrosti (pro měření bylo zprav id la využíváno nastavení 

c lonového čísla na F2) . Změnou vzdálenost i kamera-měřený vzorek lze doladit vel ikost 

snímané plochy. 

K zák ladnímu nastavení kamery byly využívány tyto parametry: 

• přenosový mód (normální, transfer snímků), 

• počet cyklů pro čištění C C D (vybití C C D ) , 

• expoziční doba a nastavení násobiče z i sku , 

• délka záznamu (počet snímků). 

Přenosový mód určuje způsob přenosu dat z C C D (z čipu do paměti) . V normálním 

režimu (NT) kamera pracuje tak, že po vyčištění senzoru (odebrání volných elektronů 

s nastavitelným počtem cyklů), je po s tanovenou dobu provedena expoz ice a poté je obraz 

přenesen do vyrovnávací pamět i , z niž se pomocí posuvného registru převádí do paměti 

datové. V z h l e d e m k tomu, že přenos mez i C C D a vyrovnávací paměti je velmi rychlý, není 

nutné použití mechanické závěrky. V režimu přenosu snímků (FT) probíhá expoz ice 

společně s t ransferem z posuvného registru do datové pamět i . Tato metodika umožňuje 

významné zvýšení rychlosti. Z d e jsou dále možné dvě varianty - doba expoz ice je kratší než 

přenos mezi vyrovnávací a datovou pamětí , nebo naopak. V prvním případě bude délka 

- 4 3 -



Design real izovaného měřícího systému 

expoz ice rovna době transferu (kromě prvního snímku, ten bude exponován dle nastavení), 

ve druhém případě pak bude doba expoz ice dána přesně dle jej ího nastavení. Pro opt ické 

mapování byly využívány oba tyto režimy. Nastavený expoziční čas a skutečnou (měřenou) 

snímkovací f rekvenci v odpovídajících módech ukazuje tabulka č. 3. Měření bylo prováděno 

nejčastěji v plném rozlišení s nas tavenou expoziční dobou na 3 ms (skutečná 2.5 ms), 

v režimu „přenos snímků" se snímkovou frekvencí 400 snímků/s. 

Rozlišení 

Režim Expoziční čas-nastavený (ms) Expoziční čas-nastavený (ms) 

Rozlišení FT -přenos snímků 

N-Normální 

1 2 3 1 2 3 Rozlišení FT -přenos snímků 

N-Normální Expoziční čas-měřený (ms) Snímkovací 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 č.3: Rych lost snímání v závislosti na nastavení módu a expoziční doby 

Kromě expoziční doby bylo možné zvětšit zesílení (citlivost) pomocí násobiče z isku . 

T e n však vzh ledem k dostatečné ampl i tudě měřených signálů, možnému vzn iku nelinearit 

(má exponenciální charakterist iku) a př ídavnému šumu nebyl využit. Dalším 

z nastavovaných parametrů je počet snímku, respekt ive délka zaznamenávané sekvence . 

K a m e r a je kromě datového a napájecího konektoru vybavena vstupně-výstupním 

portem (DB26) , který umožňuje její externí kontrolu. V navrhnutém systému byl používán 

signál „read o u ť , který def inoval konec zaznamenaného snímku a umožňuje synchron izac i . 

3.4.3. Snímací a stimulační elektrody 

Součástí navrženého systému pro opt ické mapování je i systém elektrod, umožňující 

elektr ické mapování i st imulaci . Navržený systém využívá zařízení pro elektr ické mapování 

U n E m a p [88], základní parametry uvádí tabulka č. 4. Tento systém byl doplněn o pole 

elektrod 20x20, v mřížovém uspořádání rovnoměrně rozloženém na ploše 15x15 mm. 

Elektrody jsou f ixovány v s i l ikonovém válci ( real izace od Sal ly Rutherford, Auck land 

Bioengineer ing Institute). Toto p o l e j e z a s a z e n o do měřící komůrky, obrázek č. 12(D). 

Systém U n E m a p je kromě zmíněných 400 snímacích/st imulačních kanálů rozšířen o 

vstup pro záznam signálu odpovídaj ícího snímací f rekvenci kamery. Toto umožňuje časovou 

synchron izac i měřených signálů elektr ického i opt ického mapování. 

K měření byl využíván unipolární režim, kdy referenční e lektroda byla umístěna ve 

spodní, přední části měřicí komůrky. Zaznamenání signálů, stejně jako konfiguraci měřicího 
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systému lze provádět v apl ikaci UnEmap-Acqus i t i on . Analýzu měřených signálů a jejich 

v izual izaci pak v apl ikaci U n E m a p - A n a l y s i s . Systém U n E m a p , společně s dodávanými 

ap l ikacemi je instalován na P C (Pent ium 4, 512 M B R A M ) s instalovaným operačním 

systémem Linux. 

Specifikace - UnEmap 
Počet kanálů 406 
Funkce kanálů vstup nebo výstup 
Vzorkovací kmitočet 1kHz až 5 kHz 
Systém snímání Unipolární (společná reference), bipolární 
Nastavitelný zisk kanálu 10 až 1000 
Filtry (kanál) DP (50Hz až 5kHz), HP (0.05 Hz) 
Vstupní impedance (kanál) > 1TW 
Vstupní proud (kanál) < 5 nA 

CMRR(kanál) Typicky 90 dB 

Tabulka č.4: Vybrané parametry systému U n E m a p 

3.4.4. Translační systém 

Real izovaný translační systém umožňuje rychlou výměnu emisních fi ltrů. Požadavek 

na real izaci takovéhoto sys témů vychází z nově navržené poměrové metody [83]. Využití 

poměrové metody pro plošné snímání vyžaduje dva samostatné detektory. Chceme- l i tuto 

podmínku obejít, je možné, z a předpokladu, že během daného měřícího úseku nedojde ke 

změně měřených signálů, rozdělit tento úsek na několik částí, u kterých předpok ládáme 

relativně stejný charakter signálů. V každé z části lze provést měření s jedním z filtrů a 

pozdějším zpracováním signálů dosáhnout efektu poměrové metody. Navržený translační 

systém umožňuje velmi rychlou mechan ickou výměnu filtrů (t v< 300 ms). Výměna je 

real izována pomocí servomotoru a ovládána př ivedeným napětím (+/-)12V, polarita řídí 

směr pohybu. Des ign real izovaného systému zachycu je obrázek č. 15. 

Obr. č.15: Realizovaný translační systém umožňující vložení emisního filtru do optické cesty snímání 
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3.4.5. Návrh filtrů 

Návrh filtrů vychází z analýzy měřeného spektra. S využit ím vlastností popsaných 

v kapitole 2.1.1 lze navrhnout emisní filtr, který bude změny spekt ra (posun, amplituda) 

vhodně transformovat na změnu intenzity (kamerovým sys témem j sme schopni měřit pouze 

prostorové rozložení intenzity). Pro def inování charakterist ik filtrů bylo rovněž real izováno 

vlastní měření odezvy f luorescenčního barviva na A N , pomocí spektroskopického 

systému [12], jehož výsledky jsou uvedeny v kapitole 4.3. N a základě těchto poznatků byly 

navrženy parametry emisního filtru. V z h l e d e m k charakteru změny emisního spekt ra, 

v závislosti na depolar izac i (u použi tého d i - 4 - A N E P P S ) , byl zvo len filtr typu dolní propust 

(>600 nm, Marumi M C - R 2 ) . Tento filtr zachycu je část emisního spektra, kde se depo lar izace 

projevuje relativním pok lesem jeho amplitudy. T ímto interpretuje depolar izac i A N jako pokles 

měřené intenzity na def inovaném spektrálním rozsahu. Lze tedy poznamenat , že filtr 

vynechává (filtruje) oblast emisního spektra, kde je změna jeho amplitudy, v závislosti na 

depolar izac i , pozitivní. 

Parametry referenčního filtru, který je součástí měřícího systému, vycházejí z nově 

navržené poměrové metody [83]. Pr incip této metody je dále popsána v kapitole 4.4. 

Spektrální charakterist iky testovaných L E D LedEng in , Inc. (LZ4-00G110-zelená, LZ4 -

00B210-modrá) , charakterist iky emisního i rat iometr ického filtru a měřené emisní spektrum 

d i - 4 - A N E P P S (pro excitaci s LZ4 -00G110) ukazuje obrázek č. 16. 

1600O 

A2Q 470 £20 £ 7 0 G20 É70 720 770 &2Q 

vlnová délka [nm] 

Obr. č.16: Spektrální charakteristiky LED, emisního filtru, radiometrického filtru a emisního spektra 
d i -4 -ANEPPS 
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4. KAPITOLA 
ZPRACOVÁNÍ A ANALÝZA MĚŘENÝCH SIGNÁLŮ 

Obsahem kapitoly: 

Zpracování a analýza měřených signálů jsou nedí lnou částí měřícího exper imentu. V této 

kapitole j sou popsány parametry měřených signálů a algoritmy pro jejich předzpracování a 

zpracování. 

Významnou částí této kapitoly je popis nově navržené metody pro el iminaci pohybových 

artefaktů, založené na apl ikaci technik elast ické registrace obrazů. Součástí této kapitoly je 

popis a rozbor nově navržené metody pro rat iometr ická měření, která může být alternativou 

k technice stávající. 
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4.1 Problematika zpracování signálů 

Opt ické mapování poskytuje signály, které reprezentují změnu membránového 

napětí. Tyto signály mají své specif ické parametry dané použitím přís lušného akvizičního 

systému. V z h l e d e m k tomu, že pracujeme s f luorescenčními signály malých intenzit, je 

důležité zaj ištění dostatečného S N R tak, aby bylo možno se signály dále pracovat. K tomu 

slouží zprav id la techniky předzpracování signálů. Kromě přídavného šumu se v s ignálech 

vyskytují pohybové i j iné artefakty, které je nutné, pro dosažení relevantních výs ledků, 

odfiltrovat. Použití rat iometr ických technik je jednou z možností , součástí této kapitoly je 

popis z c e l a nové metody navržené pro poměrová měření. Tato práce se také zabývá 

samotným pop isem a definicí pohybových artefaktů a na základě tohoto rozboru navrhuje 

vysoce účinnou techniku pro jejich el iminaci , využívající e last ickou registraci obrazů. 

Kromě samotného předzpracování a zpracování signálů je potřeba navrhnout i 

rozhraní pro jejich v izual izac i a analýzu. Simultánní zobrazení signálů získaných opt ickým a 

elektr ickým mapováním, analýzu doby trvání A N , šíření a rychlost depo lar izace a další 

parametry. Real izovaný software pro v izual izac i a analýzu je popsán v závěrečné části této 

kapitoly. Zpracování signálů bylo real izováno zprav id la v programovacím prostředí Mat lab 

verze R 2 0 0 7 b (Mathworks). 

Během real izovaného výzkumu se autor podílel na analýze a zpracování signálů 

z jednobodového systému [66], spektroskopického systému [12] a nově navrženého systému 

popsaného v kapitole 3. [85]. Veřejně přístupné databáze signálů z ískaných opt ickým 

mapováním nejsou k d ispozic i , proto zde popsané metody a přístupy využívají data pouze 

z těchto tří zdrojů. 

4.2 Předzpracování signálů 

4.2.1. Kvalita měřených signálů 

Kval i ta měřených signálů se liší, jak pro jednot l ivé měřicí systémy, tak pro různá jej ich 

nastavení nebo průběh měřicího exper imentu. Klíčovým parametrem k popisu kvality signálů 

je poměr s ignál /šum, vyjádřený zprav id la jako vel ikost ampli tudy měřeného akčního napětí, 

k rozkmitu šumu, který je superponovaný na základní linii s ignálu (měřený před depolar izaci) . 

Před aplikací technik předzpracování byl u využívaných snímacích systémů [12, 84, 85], 

dosažitelný S N R v závislosti na jejich nastavení v rozmezí SNR=2 .6 -15 . 

Dalším z parametrů popisujících kvalitu signálů je pří tomnost nebo nepří tomnost 

nežádoucích artefaktů. Zprav id la se jedná o artefakty vzniklé v důs ledku pohybu (kontrakce) 
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měřeného vzorku. Dalšími vlivy mohou být otřesy, kvalita optiky a uniformita osvětlení 

měřené scény, případně jej ich změny. 

K definici úspěšnost i metod pro el iminaci pohybového artefaktu bylo navrženo 

měřítko obdobné poměru s ignál /šum. Toto měřítko označme poměr signál/artefakt ( S A R ) . 

Výpočet jeho hodnoty je obdobný jako u S N R , ale namísto šumu je používán rozkmit 

ampli tudy přídavných artefaktů. Ačkol i v mnoha případech je stanovení tohoto poměru téměř 

jednoznačné, v některých případech tomu tak nemusí být. Ze jména, když ne lze přesně 

definovat, která s ložka signálů odpovídá př ídavným artefaktům a která akčnímu napětí. 

V těchto případech může být stanovení S A R značně subjektivní, a tak by hodnota S A R měla 

být označena jako neidenti f ikovatelná. 

N icméně i přes zmíněné nedostatky S A R poskytuje určité měřítko kvality, které 

společně s dalšími parametry signálů umožňuje jejich srovnání a vyhodnocení úspěšnost i 

použitých přístupů. Hodnoty S A R se můžou u jednot l ivých exper imentů značně lišit, dle 

konkrétního měřícího protokolu. 

4.2.2. Časové průměrování 

Jedním ze základních přístupů pro el iminaci šumu a zlepšení S N R je využití 

kumulačních technik. Využívá se zprav id la kumulace s rovnoměrnými vahami , jak popisuje 

následující vztah. 

j=M 

y ( 0 = ^ [ x ; ( o i i = 0,1,2,..,/v ( i i ) 
7=1 

Délka okna M určuje počet průměrovaných repetic A N o délce N. V praxi je nutno 

vyřešit problém mezi zachováním dobrého časového rozlišení a zároveň získání př i jatelného 

S N R . Délka okna se volí v závislosti na kvalitě měřeného signálu. Běžné nastavení se 

pohybuje v rozsahu M=2 až 25 [12, 84, 85]. 

A i B 

Obr. č.17: Kumulace signálů (M=25), A : vstupní signál SNR=2.6, B: výstupní SNR=11.6 
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Výsledky kumulace pro signál získaný měřením jednobodovým sys témem [12] 

s použitím okna délky M=25 ukazuje obrázek č. 17. P o kumulaci se S N R zvýšil z původní 

hodnoty S N R = 2 . 6 na SNR=11 .6 . 

Pro potřeby kumulace je potřeba rozdělit měřicí signál na jednot l ivé periody. 

V z h l e d e m k tomu, že kvalita měřených signálů A N neumožňovala provést jejich rozdělení 

podle náběžné hrany A N , byl navržen postup, který využívá současně měřených signálů 

E K G . Tento postup byl popsán v [84]. Detekce a rozdělení signálů A N na jednot l ivé periody 

vychází z dělicích značek, které jsou def inovány Q R S detektorem na signálech E K G . Použitý 

Q R S detektor využívá diskrétní v lnkové t ransformace a je vybaven algor i tmem 

automat ického nastavení prahových hodnot pro detekci s využit ím měření efektivní hodnoty 

E K G signálu ( R M S ) . V lnková t ransformace by s e v tomto případě da la nahradit použitím 

příslušného pásmového filtru, odpovídajícího zvo lenému pásmu. Blokové schéma systému 

detekce a kumulace je naznačeno na obrázku č. 18. 

AN - optický signál t u _ u _ QRS detektor 

EKG signál 

Filtrovaný 
signál 

Obr. č.18: Blokové schéma kumulace s detekcí a rozdělením period A N s využitím E K G 

Použití časového průměrování je možné, nedochází- l i k významné změně tvaru nebo 

charakteru A N během měření. Není-li tato podmínka splněna, lze očekávat zkreslené 

výsledky. 

4.2.3. Plošné průměrování 

Další použitou technikou předzpracování signálů pro zvýšení S N R je prostorové 

průměrování. Tuto techniku je možné využít u systémů, které využívají plošné, případně 

panoramat ické měření. N a úkor prostorového rozlišení j s m e pak schopn i zlepšit kvalitu 

signálů. Průměrování může využívat p lochu od 2x2 až po vel ikost danou maximálním 

rozl išením kamery například 128x128. Běžné nastavení prostorového průměrování s ignálů, 

měřených akvizičním sys témem [85] a prezentovaných v této kapitole, bylo 2x2 pixelů. 

Zlepšení S N R oproti s ignálu v jednot l ivých pixelech bylo přibl ižně dvou-násobné. 

Obrázek č. 19 ilustruje kvalitu signálů pro různá nastavení vel ikosti průměrovaného regionu. 
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Kromě ztráty prostorového rozlišení přináší plošné průměrování i j iné nevýhody. 

Pomineme- l i změnu tvaru A N v rámci daného regionu, plošné průměrování signálů 

představuje součet stejných signálů s různou fází (dáno šířením depolar izace) , což má z a 

následek zpomalení náběžné hrany A N . Řešení je využití přístupu pro korekci fázového 

posunu [82]. Dalším prob lémem je možný vznik artefaktů nebo nedostatečný efekt této 

metody v důsledku rozdílné ste jnosměrné složky v jednot l ivých průměrovaných p ixelech. 

Proto jsou jednot l ivé signály před real izováním plošného průměru normovány. 

A B C 

0,8 

0,6 

U-] 
0,4 

0,2 

l x l 
SNR=S,9 

1 H i . i i 

v 

2x2 
SNR=17,4 

v * 

4x4 
SNR=30,5 

J 
100 2 0 0 3 0 0 4 0 0 0 

index snímku 
100 2 0 0 3 0 0 4 0 0 0 

index snímku 
100 2 0 0 3 0 0 4 0 0 

index snímku 

Obr. č.19: Efekt prostorového průměrování na SNR, A: originál-oblast 1x1, B: oblast 2x2, C : oblast 4x4 

4.2.4. Filtrace 

K potlačení vysokofrekvenčního šumu lze využít vhodně nastaveného filtru typu dolní 

propust. Frekvenční obsah záznamu A N neobsahu je zprav id la kmitočty vyšší než 100 H z 

[58]. Použitím dolní propusti (FIR) s mezním kmitočtem f m =100 H z lze tedy potlačit 

vysokofrekvenční složky bez ovl ivnění kvality měřených signálů. 

Fi l trace složek s velmi nízkými kmitočty (například pohybový artefakt) je obtížná, 

protože jej ich frekvenční výkonové spektrum se překrývá s f rekvenčním výkonovým 

spektrem měřených signálů. K el iminaci takových složek lze využít pokroči lejších přístupů, 

které jsou popsány níže. 

4.3 Charakteristika odezvy barviva na AN 

Před realizací a návrhem filtrů měřicího sys tému byla p rovedena analýza odezvy 

zvoleného barviva d i - 4 - A N E P P S , při použití zvolených exci tačních zdrojů. Měření probíhalo 

s využit ím systému pro spektroskopická snímání [12]. J a k o excitační zdroj byl testován 

diodově buzený pevno-látkový laser ( D P S S na 473 nm a 532 nm). Pro oba laserové zdroje 

byl testován vliv depo la r izace o 90 m V na charakter změny emisního spektra. Spek t ra byla 

průměrována pro (n=6) period A N . J a k ukazuje obrázek č. 20, při exci taci na vlnové délce 
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473 nm představovala změna f luorescence, v reakci na depolar izac i , posun jej ího emisního 

spektra směrem ke kratším v lnovým dé lkám. Toto odpovídá pozit ivní modulac i na kratších 

vlnových délkách a negativní na v lnových délkách delších. Tyto závěry korelují s těmi, 

představenými v kapitole 2.1.1. Pro excitaci na v lnové délce 532 nm, se však charakter 

změny spektra, v rekci na depolar izac i , omezi l pouze na modulac i jeho amplitudy. 

Poznamene jme , že v tomto případě nebudou poměrové metody schopny rekonstruovat 

měřený signál A N . 

A B 

0,88 

535 560 535 610 635 660 

vlnová délka [nm] 

0,9 

560 585 610 635 660 

vlnová délka [nm] 

Obr. č.20: Změna emisního spektra jako odpověď barviva na depolarizaci o 90 mV při excitaci laserem, 
A: na 473 nm, B: na 532 nm 

4.4 Navržená poměrová metoda 

Existující poměrové techniky umožňuj í účinné potlačení pohybových artefaktů, 

případně pok lesu obálky signálu A N . Chceme- l i ovšem tyto techniky apl ikovat kromě 

jednobodového také na plošné měřicí systémy, j sme limitování někol ika aspekty: 

• nutnost využití pásmových fi ltrů, 

• použití dvou snímacích prvků (kamer), 

• zajištění shodné geometr ie obou snímacích prvků. 

V této práci je prezentováno řešení, které tyto aspekty s určitými limitami překonává, 

jeho popis byl publ ikován v [83]. Navržená metoda využívá pouze filtrů typu dolní propust, 

striktně nepožaduje dvou snímacích prvků (pro plošná měření) a vzh ledem k stejné optické 

geometri i systému nevyžaduje další korekční nastavení. Použití je možné jak u sys témů 

jednobodových tak plošných. Dále v textu bude tato metoda označována jako referenční. 

Pro měření se využívají dva kanály: s ignálový a referenční. Signálový slouží 

k zaznamenání změny f luorescence v souvislost i se změnou A N . Návrh filtru tohoto kanálu je 
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obdobný jako pro klasické metody měření a je popsán v kapitole 3.4.5. Vychází z posunu 

emisního spektra. Tento signál je modulovaný také změnou f luorescence (vyhledávání 

barviva) a přídavným pohybovým artefaktem. J a k bylo ukázáno v kapitole 2.6.4, lze takovýto 

signál popsat následujícím vz tahem (12). 

ss(ť) = i M C O C ^ O f i + a i v m ( 0 ] [ i + í» iM( t ) ] + £> i / (0 (12) 

Referenčním signálem označme signál, který reprezentuje pouze modulac i 

způsobenou pohybovým artefaktem a změnou f luorescence. J e tedy potřeba potlačit změny 

vztažené k posunu spektra v relaci se změnou A N . T o h o lze docílit použitím emisního filtru, 

který zachycu je celé emisní spektrum s přesahem pokrývajícími jeho posun, tento posun pak 

nemá vliv na modulac i měřeného signálu. Problemat ické je ovšem potlačit změny 

v ampl i tudě v relaci z A N , kterou je takto konstruovaný referenční signál stále modulován. Z a 

předpokladu, že signál A N odpovídá pouze reakci na posun spektra, lze pro referenční signál 

psát (13). 

SR(ť) = A2I(t)C2(t)[l + b2M(t)] + D2l(t) (13) 

Z a předpokladu, že odstraníme intenzitu pozadí D,, lze poměr s ignálového a 

referenčního kanálu vyjádřit následovně (14). 

s / r U S£( t ) A2I(t)C2(t)[l + b2M(t)] C ) 

S*(t) = S f ( t ) - Dil(ť) 

Úpravou a zjednodušením lze získat: 

S K O * ^ 7 ^ [ l + ( a 1 ) v m ( t ) ] [ l + ( A - Ď 2 ) M ( t ) ] (15) 

/ccře H r ( ř ) = ^ r ( ř ) / ( í ) C i ( 0 

Jestl iže H r ( ř ) = kHj(ť), bl =b2 nebo výraz pro mechan ickou aktivitu A/fr) je velmi 

malý, pak poměrový signál přechází v (16). 

SKt) * fc[l + a 1 t7 m ( t ) ] (16) 

R 

Vz tah (16) dokumentuje, že poměrový signál nebude zatížen pohybovým artefaktem. 

Tento vztah bude platit z a předpokladu splnění výše uvedených podmínek. V případě, že 

o d e z v a barviva na akční napětí není def inovaná jen pohybem spektra, a le změnou jeho 

amplitudy, je využití této metody omezené [83]. 
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4.4.1. Jednobodové snímání 

Navržená poměrová metoda byla testována na spektroskopickém systému [12], který 

zaznamenává časově odl išená emisní spektra, a tak umožňuje apl ikaci a porovnání obou 

rat iometr ických technik. Poměrové signály (R) byly vypočí tány pro novou i k las ickou metodu 

dle vztahu (17). 

Kde S(h) je diskrétní emisní spektrum, které je funkcí v lnové délky h. Pro referenční 

metodu byl rozsah v lnových délek pro sumac i v kanálu A (signálový kanál) as=620nm a 

al=755nm, pro kanál B (referenční kanál) byl rozsah bs=500 nm a bl=755nm. 

4.4.2. Plošná měření 

V předešlé kapitole bylo popsáno využití nově navržené Referenční metody pro 

jednobodové snímání. Ap l i kace této metody na takto měřené signály se kromě nastavení 

limit ve vzorcích pro výpočet s u m a c e neliší od klasické rat iometr ické metody. V použití pro 

plošné měření se však představují další výhody, které byly klíčové pro možnost její ap l ikace. 

V z h l e d e m k tomu, že pro měření je k dispozic i systém pouze s jednou snímací 

kamerou, byla navržena metoda, která využívá toho, že během daného měřeného úseku 

nedochází k výrazné změně tvaru A N . Je- l i tato podmínka splněna, je možné rozdělit tento 

úsek na úseky kratší a provést záznam jedné nebo někol ika period A N s různými filtry. 

Pro k las ickou rat iometrickou metodu by bylo potřeba vyměni t dva pásmové filtry a 

provést měření a lespoň jedné periody A N na každém z filtrů, a následně pak real izovat 

poměr příslušných signálů. T o vyžaduje nákladnou real izaci těchto pásmových filtrů a 

zároveň přináší kompl ikace s přeexponování C C D snímače během doby, kdy při změně filtrů 

není v opt ické cestě zařazen ani jeden z nich. 

Referenční metoda vyžaduje použití pouze dvou filtrů typu dolní propust. J e d e n 

z filtrů (referenční kanál) zachycu je celé emisní spektrum a z a podmínky, že změna A N je 

interpretována pouze posunem tohoto spektra, poskytuje informaci pouze o změně snímané 

scény, například zachycu je relativní pohyb měřeného vzorku vůči kameře nebo pokles 

f luorescence daný vyhledáváním barviva. Signálový kanál je pak nastaven tak, že zachycu je 

část spektra, kde se depo lar izace A N projevuje negativní změnou f luorescence. V z h l e d e m 

k tomu, že signálový (emisní) filtr svou charakter ist ickou pouze zahrnuje část spektra 

měřeného referenčním filtrem (viz. obrázek č. 16), lze použít metody, kdy nedochází 

k výměně obou filtrů, a le pouze jednoho. Referenční filtr je pevně f ixován k snímací kameře 

a do opt ické cesty, během časového okna pro měření s ignálového kanálu, je z a v e d e n 

h=al h=bl 
A 

(17) 
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pomocí t ranslačního systému (viz. kapitola 3.4.4) emisní filtr. Pro oba měřené kanály je pak 

vypočítán příslušný poměrový signál. Ap l i kace této metody na měřené signály lze nalézt v 5. 

kapitole. 

4.5 Popis vzniku pohybových artefaktů 

Z a předpokladu, že pohybový artefakt převážně souvisí s relat ivním pohybem 

měřeného vzorku vůči detektoru a jeho neuni formním obarvením, je možné fixaci tohoto 

pohybu tento artefakt el iminovat. Zaměříme- l i se na nerovnoměrný charakter rozložení 

intenzit snímané f luorescence na povrchu myokardu, lze přepokládat, že vl ivem pohybu 

(kontrakce) vzorku dojde ke změně snímané scény a tím i intenzity pozadí u každého 

snímacího pixelu detektoru. Je- l i tato změna dostatečně velká (vysoký gradient intenzity na 

měřeném povrchu), projeví se modulací měřeného signálu. Typické prostorové rozložení 

intenzit na povrchu měřeného vzorku je patrné z obrázku č. 21 . Znázorněny jsou čtyři různé 

vzorky a rozložení jej ich intenzit na povrchu epikardu (A, B, C) a na povrchu endokardu (D). 

Obrázky jsou zob razeny ve stupnici šedé a při použití barevného mapování , kde červená 

odpovídá vysoké intenzitě a modrá nízké. 

a a c o 

Obr. č.21: Prostorové rozložení intenzit, barevné mapování (nahoře), stupnice šedi (dole), A, B, C : na 
povrchu epikardu, D: na povrchu endokardu 

Spoj i tost mezi změnou relativní poz ice snímací scény vs. detektor dokumentuje 

obrázek č. 22. Pro v izual izaci vzniku pohybových artefaktů byla vybrána oblast na povrchu 

epikardu (bílý čtverec), kde byl v okně o velikosti 2x2 pixelů (černý čtverec) měřen signál A N . 

Změna rozložení intenzit v měřené oblasti (respektive její t ranslační pohyb) dokumentuje 

série snímků s indexy 1-6. Měřený signál byl zaznamenán se snímkovací frekvenci 

406 snímků/s a je zob razen vpravo. P o z i c e jednot l ivých snímků v měřeném signálu, je 
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označena stejnými indexy. Z obrázku je patrné, že dostává-l i se do měřeného okna p locha 

s vyšší intenzitou (snímek č. 2 a 5), dochází k pozitivní modulac i měřeného signálu. Pok les 

intenzity signálu je patrný v ob las tech, kde je intenzita nízká (snímek č. 1, 3 a 6). Pok les 

signálu (pozice 4) je způsoben depolar izac i A N (negativní modulace) . Vl iv depo lar izace lze 

pozorovat na snímku č. 4, kde je patrný náhlý pok les intenzity celého snímku (vůči 

snímku č. 3). Změny, které pozoru jeme na zmíněném signálu, j sou interpretovány jako 

pohybový artefakt. Lze předpokládat, že použitím vhodné registrační techniky lze stabi l izovat 

tento pohyb, a tak i el iminovat pohybový artefakt, bez nutnosti použití mechanické f ixace 

vzorku, farmakologických disociátoru nebo poměrových technik, které jsou nyní k d ispozic i . 

Je- l i pohybový artefakt způsoben převážně vl ivem neuni formního obarvení vzorku 

f luorescenčním barvivem a tím i nerovnoměrného rozložení f luorescence, lze se domnívat, 

že v ob las tech, kde jsou prostorové gradienty, změny intenzity malé (uniformní nabarvení), 

bude i vliv pohybových artefaktů menší, což současná měření potvrzují. 

229DQ 

21900 
1 / 

li4 

50 100 
index snímku 

150 

Obr. č.22: Vliv relativní změny polohy detektoru (černý čtverec) a snímané scény na vznik pohybových 
artefaktů. Výřezy 1-6 odpovídají ploše označené bílým čtvercem v časových úsecích zobrazených na 

průběhu signálu A N . Podrobnější popis je uveden v textu. 

Budeme- l i předpokládat rovnoměrně nabarvenou tkáň, kde se vyskytuje určitá 

neuniformita, lze konstatovat, že zvětšením velikosti sn ímaného okna (prostorové 

průměrování) na velikost, která zachycu je ce lou tuto neuni formní oblast, lze el iminovat 

pohybový artefakt. Pohyb takové oblasti během měření se na hodnotě průměrovaného 

signálu neprojeví. Tento přístup byl publ ikován v [85]. 
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N a obrázku č. 23 lze vidět neuni formní oblast (23A), jej íž pohyb se projevuje vzn ikem 

pohybových artefaktů, zobrazených ve vybraných bodech na (23C). Průměrováním signálu 

přes ce lou tuto oblast lze dosáhnout stejného efektu potlačení pohybových artefaktů jako její 

registrací (23B). 

B 

0,3 

l[-í 
0,4 

0,2 

o 100 zoo 
index snímku 

300 

Ěcrvená - proměřovaný signál originálního regionj C 
modrá - prúměrovaný signál registrovaného reglonj C 

Obr. č.23: Vliv průměrování a registrace neuniformní oblasti na potlačení pohybových artefaktů, 
A: rozložení intenzit snímku, B: signály AN po zpracování, C: zobrazení originálních signálu AN ve 

vyznačených oblastech (s pohybovými artefakty) 
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4.6 Registrace obrazu 

4.6.1. Úvodem 

Účelem registrační techniky je zarovnat jednot l ivé snímky opt ického záznamu A N tak, 

aby v každém snímku měřené sekvence , byly body měřené scény v odpovídaj ících si 

pozicích. Zaj ištěním neměnné poz ice měřené scény a snímacího prvku lze el iminovat 

pohybový artefakt, jak bude ukázáno v kapitole 5.2.3. 

Předpokládáme, že máme k d ispozic i sérii N snímků v rozlišení daném zvo lenou 

snímací metodou. Snímky zachycují část epikardu, ve které se provádí opt ické měření. 

Počet snímků je dán snímkovou frekvencí kamery f a délkou záznamů t. Rozlišení pak určuje 

typ kamery a zvolený snímací mód (např. binning). Snímky tvoří množinu {h(x), Ux ) , . . . , 

lN(x)}, kde x={x,y}. Dalším krokem je zvolení jednoho z těchto obrazů jako referenčního T(x). 

Poté je potřeba zarovnat každý z e snímků l k pro k=<1,N> k referenčnímu snímku T(x) 

pomocí vhodného lícovacího algori tmu. Opt imal izační problém lze zprav id la popsat 

vz tahem (18). 

Kde výraz Q yk(fk(x))j(x)j představuje vzá jemnou podobnost , vypočí tanou na 

základě zvoleného kritéria. Funkce fk(x) je dvoudimenzionální t ransformací obsahující šest 

nezávislých parametrů schopných vykonat rotaci, změnu vel ikosti , řez nebo posun 

s vektorem tk={(tx)k, (ty)k}. Dochází-l i k lokálním deformacím v registrovaných snímcích, je 

tato t ransformace nedostatečná a je potřeba použít t ransformaci e last ickou. 

4.6.2. Volba registrační metody 

P r o c e s registrace lze real izovat množstvím registračních technik, více či méně 

vhodných pro tuto apl ikaci . Proto, aby bylo možné zvolit vhodnou techniku registrace, je 

potřeba zrekapitulovat základní parametry signálu. 

Měřený signál je zaznamenán technikou opt ického mapování na bijícím srdci 

v rozlišení 128x128 pixelů, bitové h loubce 16 bitů při snímkovací frekvenci 406 snímků/s. 

Modu lace měřeného signálu A N je v rozmezí 2 -5%, typicky SNR«4-10. Intenzita signálů je 

relativně malá, vzh ledem k požadavku na použití nízkých koncentrací f luorescenčního 

barviva. Pohyb myokardu je komplexní a nelze jej popsat pouze translací, změnou vel ikosti , 

zkosením nebo rotací měřeného snímku. N a povrchu měřených vzorků nejsou zpravid la 

patrné body, struktury, které by bylo možno využít k registraci. 

( 1 8 ) 

/kOO =Akx + tk 

- 5 8 -



Zpracování a analýza měřených signálů 

Existuje mnoho technik pro registraci obrazu, jejich přehled lze najít například v [7, 

34, 54, 93]. V z h l e d e m ke komplexnost i pohybu myokardu bylo k registraci využito elast ické 

registrace. Porovnání technik pro e last ickou registraci lze najít například v [55]. 

Větš ina používaných metod obsahuje tyto čtyři kroky registrace [93]: 

• vyhledání struktur, bodů či vlastnosti vhodných k registraci, 

• vyhledání ko respondence těchto struktur v referenčním snímku, 

• výpočet potřebné t ransformace na základě nalezené korespondence , 

• t ransformace snímku. 

V z h l e d e m k tomu, že na měřeném signálu, zachycuj ícím povrch epikardu, nejsou 

k d ispozic i žádné typické struktury nebo body, které by se daly využít k registraci, byl zvo len 

přístup trasování pohybu, založený na distribuci intenzity. Největší výhodou intenzitních 

metod je, že více informací z měřené scény je použito k registraci. Tento přístup navíc 

nevyžaduje proces segmen tace obrazu [36]. Pro registraci nebyla zvo lena metoda opt ického 

toku, která s ice dokáže přesně s ledovat pohyb scény s malým pohybovým vektorem, ale 

selhává v př ípadech, kdy je posun velký [13]. 

Vyhledávání ko respondence mezi registrovanými snímky bylo založeno na sledování 

pohybu malých oblastí rovnoměrně rozložených na ploše snímku. Použitý algori tmus je 

podobný algori tmu „b lock-matching" [39]. Vel ikost jednot l ivých bloků a jejich počet na 

registrovaném snímku je potřeba stanovit. Zvolený přístup nevyžaduje segmentac i , a tak 

umožňuje vysokou míru automat izace registračního p rocesu . Použitý algori tmus porovnává 

korespondenc i mezi jednot l ivými bloky v referenčním a registrovaném snímku. Bloky jsou 

ekvidistantně rozloženy na ploše snímku. V z h l e d e m k tomu, že měřený signál představuje 

pouze jednu modali tu, je možné použití korelačního koeficientu (KK) [55]. Porovnání různých 

přístupů využit ím kore lace lze nalézt v [7]. V z h l e d e m k tomu, že korelované bloky jsou 

relativně malé, jako t ransformace je dostatečná jejich t ranslace, případně rotace. 

Pro e last ickou registraci lze využít „spl ine" metod. Tyto metody je vhodné použít tam, 

kde je k d ispozic i nerovnoměrné rozložení registrovaných bodů [91]. Použití těchto metod, 

pro registraci obdobných opt ických signálů měřených f luorescenční mikroskopi i , bylo 

popsáno v [42]. Tato metoda byla použitá vzh ledem k tomu, že bylo k dispozic i pouze malé 

množství spolehl ivých registračních bodů. 

K modelování komplexních, popřípadě lokal izovaných deformaci , je potřeba využití 

velkého počtu registračních značek [80]. Využit ím výše zmíněného přístupu, kdy jsou 

k d ispozic i souřadnice rovnoměrně rozložených značek na ploše snímku, umožňuje provést 

jejich bil ineární interpolaci [55] a na základě takto získaných souřadnic rekonstruovat 

registrovaný snímek. 
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4.6.3. Trasování pohybu 

Defin ice pohybu mezi jednot l ivými snímky sekvence je důležitá pro real izaci 

registračního p rocesu . Všechny snímky měřené s e k v e n c e jsou registrovány k referenčnímu 

snímku, který je zvo len na začátku měřené sekvence . 

Referenční i registrovaný snímek jsou rozděleny na M x M bloků o velikosti N x N , jak 

ukazuje obrázek č. 26. Indexy (m, n) bude označována poz ice bloku. Pro každý z bloků je 

použit nezávislý registrační proces def inovaný vz tahem (18). J a k o kritérium podobnost i je 

zvo len korelační koeficient [40], jeho zápis ve 2 D uvádí (19). 

KK ( 1 9 )  

jľ.iľ.j{Ai,j-Ä)2ľ.iľ.j(Bij-By 

i j i ) 

Mat ice A a B představují bloky referenčního a registrovaného snímku o velikosti N x N . 

V z h l e d e m k tomu, že t ransformace pro zarovnání bloků obsahuje pouze translaci v o s e x (tx) 

a y (ty), funkce fk(x) ve vztahu (18) má následující tvar (20). 

/ * ( * ) = t k (20) 

kde t/j — {t x m n , ty m n | 

Pohyb mez i jednot l ivými bloky je t rasován, vždy mezi sousedními snímky s t ím, že 

pro nejvyšší hodnoty kore lace je pro každý z bloku zaznamenán pohybový vektor tk. 

V z h l e d e m k tomu, že pohyb myokardu během srdeční revoluce je poměrně malý, je pro 

dosažení účinného potlačení pohybových artefaktů nutné provést registraci na úrovni sub-

pixelu. Zvolené rozlišení registrace bylo nastaveno na % originálního pixelu. K dosažení 

tohoto parametru je potřeba provést interpolaci rozlišení původního snímku z 128x128 na 

509x509. Pro interpolaci snímku byla použita bil ineární interpolace. 

Opt imal izační kriterium je nas taveno tak, že každý blok porovnávaného snímku je 

vyhledáván pouze v oblasti def inované vzdálenost i od poz ice známé z předchozího snímku. 

Nastavení velikosti této oblasti lze měnit v závislosti na rychlosti a velikosti pohybu myokardu 

u daného záznamu, a tím opt imal izovat proces trasování, při zachování schopnost i reakce 

na jeho změnu. Algor i tmus lze nastavit tak, že oblast vyhledávání reflektuje pohyb 

z předchozích snímků. Toto však vzh ledem k rychlosti zpracování současného algoritmu a 

k ladenému důrazu na jeho robustnost nebylo využito. Obrázek č. 24 znázorňuje pohyb 

v jednom z e s ledovaných bloků. Nulová poz ice odpovídá depolar izac i . Pohyb je zaznamenán 

ve třech dalších pozicích s časovým odstupem 50 ms (1-50 ms, 2-100 ms a 3-150 ms) od 
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depolar izace. Zobrazený vektor, vypočítaný na základě registračního algoritmu popsaného 

výše, určuje polohu s ledovaného bloku vzh ledem k jeho výchozí pozici na počátku 

depolar izace. 

Obr. č.24: Vektor pohybu sledovaného regionu (bloku) a jeho změna, nulová pozice odpovídá depolarizaci, 
další pozice jsou v časových odstupech 50 ms. 

Pro přesné sledování pohybu jednot l ivých bloků je rozhodující spolehl ivost zvoleného 

kritéria podobnost i . Pro přesnost registrace je klíčové nastavení velikosti a počtu bloků. 

Vel ikost bloků je potřeba nastavit s oh ledem na S N R měřeného signálu. Počet bloků pak 

určuje schopnos t algoritmu reagovat na lokální deformace. Pro měřené signály byly 

exper imentálně testovány různá nastavení velikosti bloků. Porovnání výs ledků zobrazujících 

průběžné hodnoty vektoru pohybu (souřadnice x a y) v registrované sekvenc i 350 snímků 

v závislosti na nastavené velikosti bloku ukazuje obrázek č. 25 . 

0 1 0 0 2 0 0 J | X ' 0 100 2 0 0 3 0 0 

Inttth snímku index mimku 

Obr. č.25: Charakteristiky pohybu u vybraného bloku ve svislé (červená) a vodorovné ose (modrá). 
Nastavená velikost bloku v interpolovaném snímku byla, A: N=16, B: N=28, C: N=40, D: N=52 
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J a k lze vidět vel ikost bloku u těchto charakterist ik souvisí s dosaži te lným S N R a tím s 

přesnosti registrace. Charak ter detekovaného pohybu, byl pro všechna nastavení velikosti 

bloku obdobný. Pro bloky o velikosti N=40 a N=52 jsou charakterist iky téměř totožné, lze 

tedy usuzovat , že další zvětšování bloku by j iž nepřineslo zvýšení S N R a mělo by z a 

následek pouze pokles citlivosti registrační metody na lokální deformace. By la zvo lena 

vel ikost bloku N=51 tak, aby vyhovova la s rezervou výše uvedeným závěrům. V závislosti na 

velikosti bloku byl s tanoven jejich počet tak, aby vyplňovaly prostor snímané scény. A b y bylo 

možno dosáhnout přesnějšího popisu lokálních deformací, lze povolit překrytí b loků. 

V použi tém algoritmu bylo použito až 5 0 % překrytí jednot l ivých bloků, což odpovídá při 

velikosti bloku N=51 maximálnímu počtu až M=18 bloků. V z h l e d e m k okrajovým podmínkám, 

které jsou def inovány samotným pohybem měřené scény mimo zorné pole kamery, bylo 

k registraci nejčastěji využito 14x14 bloků (ve středu snímku). Vzá jemná vzdálenost těžiště 

jednot l ivých bloků (jejich geometr ického středu) byla 26 pixelů. 

Ačkol i zvolená hodnota velikosti bloků vyhovova la záznamům ze všech provedených 

exper imentů (n=12), máme-l i indicie, že registrace proběhla nekorektně (viz. kapitola 4.6.5), 

lze tento druh analýzy opakovat a stanovit vhodnou vel ikost bloku pro konkrétní signály. 

4.6.4. Elastická registrace optických signálů AN 

N a základě trasování, máme k d ispozic i pro každý z bloků informaci o jeho pohybu. 

Tuto informaci lze interpretovat jako posun referenčního bodu v jeho těžišti (geometr ickém 

středu). Vz tah mezi registrovanými bloky a j im odpovídajícími referenčními body je patrný 

z obrázku č. 26. 

B 

f i J 1 1 

\ 
Obr. č.26: Rozdělení snímku na bloky a elastická registrace, A: snímek rozdělen na MxM bloků o velikosti 

NxN, B: těžiště trasovaných bloků tvoří základ elastické registrace 

Takto def inované referenční body tvoří síť, jejíž interpolaci lze získat masku pro 

rekonstrukci registrovaného obrazu. V z h l e d e m k tomu, že využíváme rovnoměrně rozložené 

sítě referenčních bodů, byla k interpolaci využita bil ineární t ransformace. Pro interpolaci bylo 

testováno i využití algori tmu křivkové interpolace (kubická křivka). Využití této interpolační 
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metody poskytovalo téměř totožná data. Toto lze připisovat relativně malé vzdálenost i mez i 

referenčními body (v nat ivním rozlišení 6 pixelů). N a obrázku č. 27 je patrná mřížka a její 

elast ická deformace. Zobrazená mřížka je real izovaná propojením referenčních bodů 

úsečkami. 

A B 

m 

J _ | _ U 

Obr. č.27: Mřížka realizovaná propojením referenčních bodů získaných trasování, A: mřížka u snímku před 
depolarizaci, B: mřížka u snímku snímek po depolarizaci 

Registrovaný obraz je získán apl ikaci této masky na zpracovávaný snímek. Tento 

přístup vyžaduje přesné stanovení pohybových charakterist ik jednot l ivých bloků. Dojde-l i k 

tomu, že u některého z bloků nejsou k d ispozic i přesné informace o jeho pohybu, je 

výs ledkem lokální de fo rmace v přís lušném místě registrovaného snímku. Proto je potřeba 

vyhodnotit kvalitu trasování u jednot l ivých bloků a na je j ím základě provést korekci nebo 

úpravu těchto charakteristik. Touto problematikou se zabývá následující kapitola. 

t[P*] 

R 

t[P*) 

70 

50 100 ISO 50 100 
index snímku 

150 

Obr. č.28: Proložení pohybových charakteristik polynomickou křivkou (n=24), A: korektní proložení, 
B: chyba v proložení křivky (charakteristika x) 

Pohybové charakterist iky pro každý z bloků je možné před registraci filtrovat. 

V navrhované metodě nebyla, vzh ledem ke kvalitě s ignálů, filtrace provedena. Bylo 

testováno proložení těchto charakterist ik po lynomem vyšších řádů (n=24). Pod le provedené 
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analýzy může proložení charakterist iky po lynomem přinášet dodatečné zkreslení ( fázové i 

ampl i tudové), tak jak ukazuje příklad na obrázku č. 28. 

4.6.5. Verifikace registrace 

Jedním z nejdůležitějších kroků, kromě samotné registrace, je ověření její správnost i . 

Toto je možné využit ím tzv. „z latého standardu" , tedy metody, která je všeobecně 

považována z a správnou, a s ní výsledky navrženého postupu porovnat. Protože 

v apl ikacích opt ického mapování neexistuje žádná taková metoda, bylo zvo leno několik 

j iných přístupů. 

P ř í s t u p y pro v i z u á l n í z h o d n o c e n í kvality registrace 

Jedním z nejzákladnějších je vizuální porovnání výsledků. N a měřených sekvencích 

lze vizuálně ověřit, z d a došlo k potlačení pohybu, nedošlo ke vzniku nežádoucích artefaktů 

nebo j inému zkreslení. Vizuálně můžeme porovnat šíření depo la r izace na originálních a 

registrovaných sekvencích. J e zde také možnost porovnání registrovaného záznamu A N 

s klasickým záznamem pořízeným po apl ikaci farmakologického disociátoru pohybu. V tomto 

případě však je nutné uvažovat, že tato fa rmaka mohou ovlivnit (změnit) šíření depo lar izace. 

Samo tnou kapitolou je porovnání tvaru signálu A N v jednot l ivých kanálech před a po 

registraci. Vizuálně lze rozhodnout, z d a získané signály (hlavně co se týče tvaru) odpovídaj í 

teoret ickým předpokladům. 

Obr. č.29: Vizuální kontrola registrace, A: referenční snímek sekvence, B: průměrný snímek 
neregistrované sekvence, C: průměrný snímek registrované sekvence 

Pokroči lá metoda vizuálního porovnání signálu a detekce jeho pohybu může 

zahrnovat zde představený přístup, který realizuje průměrný snímek z měřené a registrované 
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sekvence , a tak umožňuje jejich porovnání se snímkem referenčním (první snímek dané 

sekvence) . V případě, že se scéna nepohybuje, měl by být průměrovaný snímek totožný 

s referenčním. Navíc by měl díky průměrování dosahovat vyššího odstupu S N R . V případě 

pohybu dojde k rozmazání průměrného snímku. Je- l i p roces registrace úspěšný, průměrný 

snímek registrované sekvence by měl být téměř shodný s referenčním snímkem. Průměrný 

snímek sekvence 5 lze vypočítat dle vztahu (21), kde D udává celkový počet snímků S 

testované sekvence . Automat ické vyhodnocení tohoto přístupu může zahrnovat měření 

kontrastu průměrovaného snímku (tady však není možné detekovat případné deformace) . 

Pro ověření správnost i registrace je možné provést kontrolu konz is tence mřížky. 

Jel ikož každý referenční bod může během procesu registrace změni t l ibovolně svou polohu 

(maximální krok změny je o m e z e n opt imal izačním algor i tmem), je konz is tence mřížky 

(Obr. č. 27) dobrým indikátorem úspěšné registrace. 

A u t o m a t i c k á kontrola kvality registrace 

Pro kontrolu kvality registrace byla navržena z c e l a nová metoda, která umožňuje 

testování registračního algori tmu přímo na registrovaném záznamu A N . Pr incip je 

následující. 

Měřenou sekvenc i registrujeme navrženým algor i tmem s t ím, že v paměti uchováme 

charakterist iky t rasovaného pohybu pro každý z bloků. Poté měřenou sekvenc i upravíme tak, 

že do ní z a v e d e m e předem def inovaný pohyb. Tato úprava spočívá pouze v t ransformaci , 

která vykonává posun jednot l ivých snímků dle zvoleného schématu ve vodorovné a svislé 

ose . Opětnou registraci takto upravené sekvence z ískáme nové charakterist iky t rasovaného 

pohybu pro každý z bloků, které by se v ideálním případě měly lišit od předchozích právě 

v př idaném pohybu. Je- l i tomu tak, je zře jmé, že algori tmus trasování pohybu byl s chopen 

spolehl ivě detekovat přidaný pohyb a lze se domnívat, že s ním lze správně vyhodnotit i 

charakterist iky pohybu v měřené sekvenc i . J inými s lovy lze říci, že t rasované bloky, které 

vykazují malou odchylku (chybu registrace), svými parametry (distribucí intensity, S N R ) jsou 

vhodné k registraci navrženou metodou. 

Umělý pohyb př idávaný do měřené sekvence může mít stejný charakter pro celý 

snímek (lineární pohyb- t rans lace snímku) a i tak umožňuje testování schopnost i algoritmu 

měřit nel ineární deformace. Toto souvisí s nezávislostí t rasování jednot l ivých bloků. 

V z h l e d e m k tomu, že pohyb v měřené scéně během srdeční revoluce je relativně malý (v 

nativním rozlišení 0 až 6 px.), byl přidaný pohyb u upravené sekvence v rozmezí (0 až 1 px.). 

(21) 

i=l 
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Pro real izaci t ranslačního pohybu snímků na úrovni sub-p ixe lu byla použita bil ineární 

interpolace se stejným nastavením jako pro algori tmus registrace. 

Označíme-l i originální interpolovanou sekvenc i o N snímcích A^x.y) a vektor 

př idaného pohybu o délce D, ve vodorovné o s e vx a ve svislé ose vy , lze pro upravenou 

sekvenc i psát (22). 

Bi(x>y) = Ai (x + vx(i mod D),y + vy(i mod D ) ) (22) 

vx ={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) 

vy ={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 př idaného pohybu (23) a (24) představují křížový pohyb snímku, nevzniká tak 

offset posunutí. Pro kumulovanou chybu registrace ve vodorovné a svislé ose , u jednot l ivých 

bloků def inovaných indexy m, n (Exmn a Eymn), lze na základě vypočtených vektorů 

t rasovaného pohybu originální a upravené sekvence ( t X i A(i) , t y ,A( i ) a t x B (i), t y B (i) ) psát 

(25,26). 

Ex,m,n = 2 j t x ,B ,m.n ( Í ) ~ ^ m ° d D ) - tx ,A,m,n( Í ) | (25) 
i 

Ey,m,n = 2 j t y , B , m , n ( Í ) ~ "yQ m ° d D ) - ty ,A .m,n( Í ) | (26) 
i 

C h y b a registrace by v ideálním případě měla být nulová. Vz tahy (25) a (26) vyjadřují 

ce lkovou chybu registrace daného bloku. Vynecháním s u m a c e v uvedených vztazích lze 

určit chybové charakterist iky v závislosti na indexu snímku i. 

Tato metoda poskytuje informace ohledně kvality t rasování pro jednot l ivé bloky, 

respekt ive referenční body. Me toda má však i svá omezení , a tak v určitých případech může 

být stanovení kvality konkrétního bloku zavádějící. Dojde-l i během registrace k chybě, a tak k 

nesprávnému posunu registrační oblast i , kde bude sledování pohybujícího se bloku dále 

úspěšné (bude správně s ledován jeho křížový pohyb), bude detekovaná chyba relativně 

malá, i když skutečná registrační chyba bude značná. 

Z výše uvedených důvodů, je vhodné tuto metodu kombinovat například s metodou 

sledování konzistentnost i mřížky. Lze však říct, že blíží-li se vyhodnocená chybovost (Exmn 

a Eymn) nule, je pravděpodobnost nesprávné registrace minimální. J e nutné poznamenat , že 

využití tohoto přístupu detekce korektnosti registrace je poměrně zdlouhavé. Kromě přípravy 

upraveného signálu je nutné dvakrát opakovat proces registrace celé sekvence . Chybové 

charakterist iky pro některé měřené signály byly konstruovány a jsou uvedeny 

v kapitole 5.2.3. 
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4.6.6. Využití selektivní filtrace 

Trasování pohybu poskytuje pro každý z bloků informace o jeho poloze, respekt ive 

její změně, během sledovaného úseku. Algor i tmus elastické registrace pak využívá těchto 

informací k registraci snímku. Dojde-l i u některého bloku k chybě detekce pohybu, je tato 

chyba t ransformována do registrovaného signálu. Toto se může projevit vzn ikem lokálních 

deformací nebo j iných artefaktů. 

J a k bylo popsáno v předešlé kapitole, máme k dispozic i metodu, která umožňuje 

detekovat kvalitu registrace u jednot l ivých bloků. N a základě této informace j sme schopn i 

označit nevyhovující bloky a nahradit jejich pohybové vektory aprox imovanými hodnotami 

získanými z okolních, korektně registrovaných, bloků. K tomuto je potřeba nastavit prahové 

hodnoty indikující nekorektní registraci a stanovit způsob aprox imace chybějících hodnot. 

Pro aprox imaci byl zvo len algori tmus, který umožňuje stanovit vektor pohybu pro 

nevyhovující blok s využit ím váženého průměrů při lehlých bloků. Jedná-l i se o aprox imaci 

bloku, který je na hraně oblasti , jsou použity pouze přilehlé bloky, jež jsou k dispozic i . 

Výpočet aprox imovaných vektorů pro blok se souřadnicemi (m, n) uvádí následující vztahy: 

£ £ tx,j,k \ t X m n  

J 1 + Ex j k J 1 + E x m n 

tx,m,n — "7 J \ J (27) 
I E j S k i J . c- ) — 1 J . / 7 

v v t y ' i ' k i t y - m ' n 

Aij A i k i i p ) i i p 1 T Lly,],k J ~ uy,m,n 
ty,m,n — ~ i \ i (28) 

S i S k -: i + p ., ) 1 + p 
uy,],k/ ^ ' uy,m,n 

kde j,k,m,n 6 N; m,n < M; m— 1 < j < m + 1 ; n — l < k < n + l 

Tento postup označujeme jako selektivní filtraci. Nevýhodou tohoto postupu je, že je 

závislý na korektnosti detekce chybové mat ice, která nemusí být vždy bezchybná. Možné 

příčiny, které vedou k nekorektním výs ledkům, jsou popsány v kapitole 4.6.5. Nejsou-l i 

k d ispozic i okolní bloky s dostatečnou kvalitou, lze použít několik iteraci apl ikování této 

filtrace. 

Selektivní filtrace byla testována, a le vzh ledem k uspokoj ivé kvalitě měřených signálů 

není pevnou součástí používaných algor i tmů pro registraci. Jsou- l i na základě automat ické 

detekce kvality registrovaných bloků a současného vizuálního ověření kvality (dle postupů 

uvedených v kapitole 4.6.5) detekovány chyby v trasování pohybu, je možné aplikací 

selektivní fi ltrace tyto chyby el iminovat. 
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4.7 Realizovaný SW 

K e zpracování a analýze signálů bylo využito programového prostředí Mat lab verze 

R 2 0 0 7 b (Mathworks). V graf ickém uživatelském rozhraní GUI byla vytvořena ap l ikace 

(Signál Ana lys is ) , která umožňuje provádění základních operací s měřenými signály. Signály 

lze zobrazi t formou v ideosekvence v režimu plného rozlišení nebo řezu (s možností využití 

opt imal izovaného nastavením kontrastu). Ap l i kace dovoluje jednot l ivé signály procházet, 

porovnávat nebo u nich real izovat základní operace pro jejich předzpracování. Prostředí 

umožňuje současné zobrazení signálu opt ického a elektr ického mapování . 

Pro nastavení real izovaného akvizičního systému a měření v reálném čase bylo 

využito prostředí V++ 5.0 (Digital Opt ics) . V tomto prostředí byla navržená ap l ikace pro 

zobrazení průběhu A N na vybraných místech epikardu v reálném čase. To umožňovalo 

konfigurovat jednot l ivé prvky systému (například geometr ie LED) a současně s ledovat 

odezvu těchto změn na měřené signály. Pro práci v reálném čase nelze využít mód snímání 

FT (přenos snímků), a tak měření probíhá v pomalejším módu N (normální). Snímkové 

f rekvence pro tuto konfiguraci uvádí tabulka č. 3. 

K v i z u a l i z a c i s ignálů z jednobodového mapování byl využit software real izovaný 

v programovém prostředí C++ Bui lder (Code Gear ) . Systémy jednobodového a 

spektroskopického měření využívaly ke kontrole akv iz ice a měření vývojové prostředí 

L a b V i e w (National Instruments). 
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5. KAPITOLA 
APLIKACE 

Obsahem kapitoly: 

Tato kapitola rozebírá možnost i využití navrženého systému pro měření a analýzu signálů. 

Popisu je apl ikaci nově navržené poměrové techniky na jednobodové i p lošné snímání. Dále 

představuje funkci navržených algor i tmů pro registraci obrazů a s tím související míry 

potlačení pohybových artefaktů. Součástí je také zhodnocení kvality signálů v relaci s jejich 

dalším využit ím. J s o u zde popsány dva nové přístupy zahrnující opt ické mapování na 

povrchu endokardu a apl ikace přístupu pro současné elektr ické i opt ické mapování A N . 
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Aplikace 

5.1 Měřicí systém 

Real izovaný systém, jehož návrh je popsán ve 3. kapitole, přináší kromě tradičního 

opt ického mapování několik nových přístupů. Systém byl des ignován tak, aby umožňoval 

využití nově navržené poměrové metody ve 2 D a aby bylo možné real izovat opt ická měření 

nejen na povrchu epikardu, a le i endokardu. Komb inace tohoto zařízení s dříve real izovaným 

systémem pro elektrické mapování umožňuje přímé srovnání obou těchto modalit (na 

jednom vzorku, v daném čase). Pro měření A N byl def inován standardní měřicí protokol, 

který umožňuje dosažení konzistentních výsledků jednot l ivých měření. 

U všech signálů představených v této kapitole, je možné s ledovat průběh 

depo lar izace na v ideosekvencích, uložených na př i loženém C D . Jej ich s e z n a m je uveden 

v pří loze č . 1 . 

5.1.1. Měřicí protokol 

Každé měření se může lišit podle požadavků na zkoumané parametry, měřicí 

protokol však obecně obsahova l tyto fáze měření. Tento měřicí protokol je výs ledkem 

exper imentálních měření (n=12) a je opt imal izován vzh ledem k dosažitelné kvalitě měřených 

signálů ( S N R ) a stabil itě měřeného preparátu (zejména el iminaci vzniku fibrilací a podobně). 

• Ex t rakce orgánu a jeho stabi l izace dle Langendor fa , 

• ap l ikace f luorescenčního barviva / ap l ikace farmak, 

• samotný měřicí experiment. 

Pro měření byla využívána malé s rdce (krysa), systém však umožňuje měření i na 

j iných orgánech (myš, králík). P o extrakci byly tyto orgány ponořený do s tudeného (4°C) 

sal inového roztoku. Do aorty byla z a v e d e n a a f ixována kanyla a s rdce bylo napojeno na 

Langendrofův perfúzní systém. K perfúzi byl použit okysl ičený (95% 0 2 , 5 % C 0 2 ) , 

modif ikovaný Krebsovým-Hensele i tový (K-H) roztok (NaCI 118 m M , KCI 4 .75 m M , M g S 0 4 

1.18 m M , K H 2 P 0 4 1.18 m M , N a H C 0 3 24.8 m M , G l u c o s e 10 m M , C a C I 2 2.5 mM). S r d c e byla 

per fundována pod konstantním t lakem - 8 0 m m H g při teplotě 36°C, a to po dobu stabi l izace 

(30 minut). 

Fáze barvení popisuje apl ikaci f luorescenčního barviva na měřený vzorek. Zvolení 

vhodné koncent race, délky barvení, stejně jako nastavení teploty a tlaku během jeho 

ap l ikace je klíčové pro průběh celého měřicího exper iment a kvalitu dosaži te lných výs ledků. 

J a k o barvivo je využito široce rozšířené d i - 4 - A N E P P S . J e h o parametry a srovnání s dalšími 

alternativami lze najít v kapitole 2.4. Ačkol i j sou v této době syntet izovaná barviva s lepšími 

parametry než d i - 4 - A N E P P S , bylo toto barvivo zvo leno na základě jeho dostupnost i a 
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širokého množství studií, které se zabývaly jeho aplikací, negativními účinky i výhodami (viz. 

kapitola 2.5). Koncent race barviva byla zvo lena na 1 uM v modi f ikovaném K-H roztoku, 

kterým byl per fundován koronárni oběh měřeného vzorku po dobu 5 minut při rychlosti 

perfúze 720 ml/h. Rychlost perfúze byla zvýšena o - 1 0 % oproti fázi s tabi l izace, z důvodu 

rovnoměrnější distr ibuce barviva v myokardu. Celá fáze barvení probíhala z a pokojové 

teploty z a účelem potlačení možných fibrilací, které j sme pozoroval i u dřívějších exper imentů 

při fyziologických teplotách. Obdobný přístup bul využit například v [64]. 

Ap l i kace dalších farmak je možná jednak před, jednal po fázi barvení. Většina 

prováděných exper imentů byla p rovedena z a a b s e n c e dalších farmakologických látek. 

Některá měření však využívala farmakologický disociátor 2,3-butanedione monox ime (2,3-

B D M , 15 mM), který byl přidán během fáze měření do perfúzního oběhu. 

Fáze měření, která následuje po fázi barvení (po jedné minutě od jej ího ukončení), 

představuje samotný měřicí experiment. Měření probíhá v jednot l ivých úsecích def inovaných 

v požadavcích konkrétního měření. Nejčastěji bylo měření zaměřeno na opt ické mapování 

elektr ické aktivity na epikardu levé srdeční komory. K o n c e p c e systému však umožňuje bez 

přerušení perfúze provézt chirurgický řez komorou a umožnit měření na povrchu endokardu. 

Opt ické mapování na povrchu endokardu i epikardu je možné kombinovat se současným 

elektr ickým mapováním (na odvracené straně). Po le elektrod je možné využít také ke 

st imulaci v def inované lokalitě. 

Pro opt ické mapování byl real izován systém založený na E M C C D kameře, s využit ím 

výkonových excitačních zdrojů L E D . Systém byl společně s měřicím protokolem během 

real izace testován a upravován tak, aby bylo dosaženo co možná nejvyšší kvality měřených 

signálů, jak po stránce signálových úrovní, tak po stránce zajištění minimálního vlivu měření 

na fyziologii měřeného vzorku. 

5.1.2. Základní nastavení optického akvizičního systému 

Před samotným měřením bylo nutné provést několik základních nastavení. Nastavuje 

se výkon L E D pomocí proudového zdroje. Základní nastavení pro obě L E D bylo l F =650 mA, 

toto nastavení však bylo možné v závislosti na požadavcích měnit. L E D byly zapnuty 

a lespoň 30 minut před počátkem měřicího exper imentu, aby byla zaj ištěna teplotní 

stabi l izace. 

U kamery bylo potřeba nastavení optiky i režimu snímání. Pro optiku bylo klíčové 

nastavení geometr ie snímání (velikost zorného pole, po loha vzorku a relativní poz ice vůči 

systému měřicích elektrod), c lony (výchozí F2) a provedení zaostření měřeného vzorku (ve 

fázi těsně před aplikací barviva). 
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Nastavení akvizičních parametrů a způsobu snímání bylo př izpůsobenu způsobu 

měření. Pro experimentální měření bylo využito snímání v reálném čase. Pro tento druh 

měření bylo použito následující nastavení (snímací mód-normální (N), rozlišení 128x128, 

expoziční doba 1 ms, snímková f rekvence 333 snímků/s) v tomto režimu bylo možné 

s využit ím navrženého S W sledovat průběh A N v reálném čase ve zvolené lokalitě. Pro 

regulární měření však bylo využito módu, který to neumožňuje, ale poskytuje vyšší 

snímkovací frekvenci a delší expoziční čas. Pro tento druh měření použito následující 

nastavení (snímací mód-přenos snímků (FT), rozlišení 128x128, expoziční doba 2.5 ms, 

snímková f rekvence 400 snímků/s). Snímaná oblast byla nas tavena na 20x20 mm, což 

definuje plochu 156 u m 2 na snímaný pixel. 

Před samotným měřením byla testována absolutní úroveň signálu a provedena 

opětovná kontrola zaostření. 

5.1.3. Optické mapování AN 

Měřené signály umožňuj í mapování elektr ické aktivity na povrchu myokardu v 

relativně vysoké kvalitě. Prezentované opt ické signály (není-li uvedeno jinak) mají následující 

parametry. Rozlišení je 128x128 při bitové h loubce 16b a snímkovací frekvenci 

400 snímků/s. Pro předzpracování bylo použito prostorové průměrování signálů (2x2). 

Časové průměrování , ani fi ltrace nebyla použita. Pro znázornění depo lar izace- repo lar izace 

myokardu bylo zvo leno zobrazení v p lném rozlišení, kdy je provedeno odstranění 

s te jnosměrné složky, normování signálů a barevné mapování dle intenzit ( č e r v e n á -

maximální; modrá-minimální) . Pro zobrazení těchto signálů nebyla kor igována negativní 

modu lace A N (depolar izace se projevuje pok lesem intenzity) z důvodu možného rozlišení 

těchto signálů od signálů získaných elektr ickým mapováním, u nichž je modu lace pozitivní. 

Šíření depo lar izace u opt ických signálů je tedy znázorněno pohybem plochy modré barvy 

(nízká ampl i tuda odpovídající s ignálů na úrovni 10 mV). Měřicí systém umožňuje měření 

spontánní aktivity, nebo měření při využití s t imulace. Dle současného měřicího protokolu a 

nastavení uvedeného výše bylo provedeno měření na srdcích krys (n=12). 

Obrázek č. 30 znázorňuje signály měřené na povrchu epikardu. V z h l e d e m k tomu, že 

v současném měřicím protokolu nebyly využity e lekt romechanické disociátory, lze vidět, že 

některé signály j sou výrazně ovl ivněny pohybovým artefaktem. U těchto signálu je obtížné, 

nebo nemožné stanovení délky trvání A N . V místech, kde má rozložení intenzity vysoký 

gradient, je pří tomnost pohybových artefaktů četnější a naopak. Délka A N je def inována 

dobou od depo lar izace po 2 5 % (APD25) , 5 0 % (APD50) a 9 0 % (APD90) repolar izaci . 

Představené signály mají S N R = 1 3 . 5 . U tohoto měření nebyla využita elektr ická st imulace. 
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A B C 

t [mí] t[ms] 

Obr. č.30: Optické mapován A N , A: rozložení signálů na povrchu myokardu, rozložení intenzit, B: signál 
bez pohybového artefaktu, stanovení délky A N , C: signál s pohybovým artefaktem 

Opt ické mapování umožňuje sledování depo la r izace myokardu. V navrženém 

systému je možné využití st imulačních elektrod systému U n E m a p . V z h l e d e m k tomu, že 

st imulační/snímací elektrody jsou umístěny na odvracené straně myokardu (vzhledem 

k opticky snímané části), není nutné řešit problematiku jejich opt ického stínu. Je- l i potřeba 

provést st imulaci na př ivrácené straně, lze použít externí elektrody. Pro st imulaci je 

využíváno pole 20x20 elektrod, které umožňuje prostorově definovat místo st imulace. 

N a obrázku č. 31 lze vidět vizuální ukázku šíření depo la r izace pro měřený vzorek 

(RAT27) s využit ím st imulace (31B, záznam č.7) a při s inusovém rytmu (31 A , záznam č.8). 

St imulační impuls byl s i tuován do středu pole elektrod (mezi e-170 a e-190, B C L (perioda 

st imulace)=250 ms, 0.2 mA). 

A 

Orns 2,5mi 5mt 7,5m& lOms 12,5ms 

Obr. č.31 : Měření depolarizace myokardu, snímky s odstupem 2.5 ms od počátku depolarizace, 
A: sinusový rytmus, B: stimulace 
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V z h l e d e m k tomu, že u provedených exper imentů bylo předpokládáno využití 

registračních metod pro potlačení pohybových artefaktů, a tak nebylo využito 

farmakologických disociátorů, lze na představených snímacích pozorovat nerovnoměrné 

rozložení intenzit. Toto není přímo způsobeno neuni formním obarvením (v předzpracování je 

kor igována D C složka), a le pohybem, který tak způsobuje změny ste jnosměrné složky a 

znemožňuje její správnou korekci . 

Pro el iminaci pohybu měřeného vzorku byla u některých záznamů testována 

mechanická f ixace. By la použita f ixace pomoci sklíčka, kterým byl měřený vzorek přit lačen 

k poli elektrod na protější straně. Des ign systému neumožňuje přesné měření přít lačného 

t laku. T e n byl nastaven tak, aby měřenému vzorku umožňoval a lespoň minimální pohyb. Vl iv 

mechanické f ixace na měřené signály ilustruje obrázek č. 32. Zobrazené signály 

z exper imentu (RAT20) , bez využití f ixace (32A, záznam č.4) a s využit ím mechanické f ixace 

(32B, záznam č.5). U měřeného záznamu A N je S N R = 4 tato hodnota souvisí s relativně 

malou koncentraci f luorescenčního barviva (0.2 uM) použitého u tohoto exper imentu. 

20O 400 t [ m ] M O aoo íooo 

200 400 tfru] 600 800 1000 

Obr. č.32: Vliv mechanické fixace na potlačení pohybových artefaktů, A: bez fixace, B: s fixací 

Vl iv mechanické f ixace je patrný na zobrazení depo lar izace. Obrázek č. 33 ukazuje 

zobrazení pohybových artefaktů u měřeného signálu (33A), který se projevuje 

nerovnoměrným rozložením intenzit způsobeným neúčinným pot lačením D C složky. Pro 

signál, kde je pří tomnost pohybového artefaktu minimální (33B), je odstranění D C složky 

korektní a rozložení zobrazených intenzit rovnoměrnější . Poznamene jme , že přechod mezi 
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modrou a ze lenou barvou (při porovnání snímků v 5 ms a 12.5 ms) ilustruje probíhající 

repolar izaci myokardu. 

2,5 mi 5ms 7 rSms I2.5ms 

Obr. č.33: Vliv mechanické fixace na měřené signály, snímky s odstupem 2.5 ms od počátku depolarizace, 
A: bez mechanické fixace, B: mechanická fixace 

5.1.4. Měření na endokardu 

Pro opt ické mapování je typické měření na povrchu epikardu. Chceme- l i provádět 

měření na endokardu, naskytuje se možnost využití endoskopických technik [79], které však 

mají omezené zorné pole a jsou apl ikovatelné jen u větších orgánů (ovce, prase). 

Pro měření na povrchu endokardu menších orgánů (myš, krysa, králík) byla navržena 

inovativní technika. Des ign navrženého měřicího sys tému byl př izpůsoben požadavku na 

možnost měření na povrchu endokardu. Během měření (perfúze) lze provést řez levou 

komorou a tak, při zachování životních funkcí měřeného orgánu, dále pokračovat při snímání 

A N na povrchu endokardu. Využi t ím tohoto přístupu není o m e z e n o ani měření pomocí pole 

elektrod, které při léhá k protější straně epikardu, a kromě simultánního měření umožňuje i 

st imulaci v def inovaném bodě. Techn i ka měření je v ostatních parametrech totožná 

s opt ickým mapováním na epikardu popsaným výše. 

Měřené signály z povrchu endokardu ( R A T 2 6 , záznam č.8) ukazuje obrázek č. 36. 

Šíření depo la r izace lze vidět na (36A). Zobrazené průběhy A N (36B) byly získány 

z vyznačených lokalit endokardu, při použití prostorového průměrování 4x4. Fázový posun 

signálů A N (36B) odpovídá relativně pomalému šíření depo la r izace (36A). S N R takto 

měřených signálů dosahova l S N R = 1 1 . Měření bylo provedeno bez st imulace při s inovém 

rytmu. 
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G 

O 50 100 150 200 250 300 350 

t[ms] ANI — ň t ť i — 

Obr. č.34: Měření na povrchu endokardu, A: šíření depolarizace, odstupy snímků 5 ms, B: signály A N ve 
vyznačených lokalitách 

Pro měření na endokardu lze využít stejné prostředky jako pro měření na epikardu. 

Pro rovnoměrnou distribuci barviva, nebo j iných farmak, j sou tyto zavedeny do perfúzního 

oběhu před chirurgickým otevřením měřené komory. 

V exper imentu ( R A T 9 , záznam č.6) bylo provedeno měření na endokardu s využit ím 

farmakologického disociátoru B D M (10 m M B D M v perfúzním roztoku). Bylo využito 

st imulace ve středu pole elektrod (mezi e-210 a referenci, B C L = 3 0 0 ms, 0.03 mA). Výsledky 

toho měření ukazuje obrázek č. 35. Měřený exper iment probíhal z a pokojové teploty. Průběh 

akčního napětí (35A) ve většině lokalit není ovl ivněn pohybovými artefakty. Průběh 

depo lar izace ilustruje (35B). S N R u těchto signálů dosahova l S N R = 1 5 . 

Tento přístup měření na endokardu nebyl doposud publ ikován, vzh ledem k ma lému 

počtu real izovaných měření a jejich nedokončené analýze. N a návrhu této techniky se 

podíleli zástupci elektrofyziologické skupiny na Auck land Bioengineer ing institute. Návrh 

systému byl real izován autorem této disertační práce, metodiku řezu myokardu navrhla Sal ly 

Rutherford (Auck land Bioengineer ing institute). 
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A B 

t[T»] lOiťii Ll.Sľíis ISms 17,5ms 

Obr. č.35: Depolarizace endokardu, A: průběh A N ve vyznačeném bodě, B: sledování depolarizace, 
snímky s odstupem 2.5ms 

5.1.5. Simultánní měření 

Návrh real izovaného systému umožňuje kombinaci elektr ického a opt ického 

mapování . Měření pomocí pole elektrod je real izované na protější straně opticky snímané 

části měřeného vzorku. To umožňuje do určité míry s ledovat průběh depo lar izace 

v omezeném panoramat ickém režimu (nejsou zob razeny boční strany vzorku). Opt ické 

mapování poskytuje signály s vyšším prostorovým rozl išením, př ičemž signály elektr ické 

dosahují většího časového rozlišení (až 5 kHz) . Pro společné zobrazení byly elektr ické 

signály pře vzorkovány. Signály elektr ického a opt ického mapování z exper imentálního 

měření ( R A T 2 7 , záznam č.8) ukazuje obrázek č. 36. Zobrazené signály byly měřeny bez 

využití s t imulace. Rozložení signálů na ploše epikardu ukazuje (36A). 

A B 

t[ms) n M  

Obr. č.36: Signály elektrického a optického mapování, A: signály na povrchu epikardu, B: porovnání 
elektrického signálu a optického signálu AN 
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Porovnání elektr ických signálů ve vybraném regionu a jim prostorově odpovídaj ícího 

opt ického záznamu A N je vidět na (36B). Měřené záznamy elektr ické a optické, spolu 

významně korelují (s daným fázovým posunem). Lze s ledovat vlnu obdobnou Q R S komplexu 

v E K G signálů, která odpovídá depolar izac i A N a stejně tak obdobu P vlny, která odpovídá 

repolar izaci A N . S N R pro elektr ické signály byl v rozmezí S N R = 2 0 - 4 0 , u opt ických signálů 

pak SNR«30 (nebyl započí tán vliv pohybového artefaktu). Signály elektr ického mapování 

byly ovl ivněny elektr ickým šumem. Ze jména je patrna 5 0 H z složka odpovídající s í ťovému 

kmitočtu. Opt ické signály byly průměrovány na ploše 6x6 pixelů, což přibližně odpovídá 

ploše jedné měřicí elektrody. 

Zobrazení šíření depo lar izace pro elektr ické a opt ické mapování z exper imentu 

( R A T 2 7 , záznam č.5) ukazuje obrázek č. 37. Pro měření bylo využito s t imulace v čase 

t=60ms ve středu pole (mezi e-230 a e -251, B C L = 2 5 0 ms, 0,1 mA). V elektr ickém záznamu 

je patrné šíření depo la r izace mez i 70 -85 ms, znázorněno modrou vlnou (37A), jež odpovídá 

negativní vlně v grafu (37B). Šíření depo lar izace na straně kamery je opožděno a je patrné 

mezi 80-95 ms, depo lar izace má rovněž negativní ampl i tudu, která však byla pro korektní 

zobrazení A N kor igována (37B). Repo la r i zace u elektr ického signálu je reprezentována 

pozvolným pok lesem pozitivní vlny signálu. Graf icky je pak vyznačena pok lesem intenzity u 

oblasti červené barvy na (37A-EM) . 

A 

-5 -I— —I —I— —I —I— - 4 — —I— —I —I— —I —I— —I —I— 

Ů 20 40 60 80 100 120 140 líiD 180 100 220 240 

t[iTtř] O M EM 

Obr. č.37: Simultánní měření při využití stimulace, A: zobrazení elektrických (nahoře) a optických signálů 
(dole) po stimulačním impulsu vt=60 ms, B: zobrazení optických (modrá) a elektrických (červená) 

signálu ve středu měřeného pole 
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5.2 Metody zpracování signálů 

5.2.1. Referenční metoda 

Hlavní výhodou rat iometr ických metod je jejich schopnos t potlačit pohybový artefakt. 

Nově představená referenční metoda (kapitola 4.4) byla z tohoto pohledu testována. Z d e 

prezentované charakterist iky j sou obdobné pro všechny měřené experimenty, u nichž byla 

tato metoda apl ikována (n=6). Obrázek č. 33 ukazuje výsledky měření pro experiment, kdy 

nebyly použity farmakologické disociátory. Měření bylo provedeno pro dva laserové excitační 

zdroje na 473 nm a 532 nm. 

Lase r 47 3n m - Pásmo 6 7, 0-7 5 $n m laser 53inm - Pásmo 670-75 5nm 
y 

\ 
\ \ n \ , n L W J 1 * 

1  

Vi 

0 SOD 1000 

LaseM7inm - Poměrová mstoda 

15Q0 500 10OO l!i00 

Laser 537 nm - Poměrová metoda 

7000 

L 

OA 
o, s 

OA 

0,2 

• 

\ i 

L i 
V **** 

v 

0 500 1000 

Laser 473nm- Referenční metoda 

1M)0 ' • U L Í 10OO 1500 3000 

Laser 53 Z nm - Refe-re nčn í metoda 

500 1000 1500 500 1000 1500 

t [vi o r kú] 

2OD0 

Obr. č.38: Porovnání účinnosti ratiometrických metod pro odstranění pohybových artefaktů při excitaci 
laserem 473 nm (vlevo) a 532 nm (vpravo). Měřený signál v základním pásmu 620-755 nm (nahoře), 

klasická poměrová metoda (uprostřed) a nová Referenční metoda (dole) 

Pro exci taci na 473 nm obě metody umožňuj í výrazné potlačení pohybových a j iných 

artefaktů a rekonstrukci měřeného A N s S N R P = 1 2 u poměrové metody a S N R R = 1 0 u metody 

referenční. Pro měření s exci tačním zdrojem na 532 nm nebyla ani j edna z metod schopná 
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potlačení pohybových artefaktů. Jak bylo uvedeno v kapitole 4 .3 .1 , o d e z v a barv iva na 

depolar izac i při buzení laserem na 532 nm nevykazuje spektrální posun, což vylučuje použití 

rat iometr ických metod. 

5.2.2. Referenční metoda ve 2D 

Výsledky měření s využitím L E D (LZ4-00G110-zelená, LZ4-00B210-modrá) jako 

exci tačního zdroje ukazuje obrázek č. 34. 

Zelina LEO -SSOnro Modrá LEP- 550nm 

IH 

1 

0,4 

0,2 

0 

lil [ 

- v 
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50 100 150 

2e\ena LED - 620nm 

200 250 5t 100 150 200 

Modrá LEP - « 0 n m 

250 

1 

/ 
50 100 150 

Zelená LEO-poměr 

250 50 i 00 150 

Modrá-LED- pomer 

200 250 

50 100 150 

t[uzcrků) 

200 2 5 0 HC. 100 150 

t[viorkú] 

200 250 

Obr. č.39: Porovnání účinnosti nově navržené referenční metod pro odstranění pohybových artefaktů při 
excitaci pomoci LED (zelená, modrá). Měřený referenční signál-referenční kanál (nahoře), signál v 

základním pásmu-signálový kanál (uprostřed) a vypočteny poměrový signál (dole) 

Navržená metoda je schopná výrazně potlačit pohybový artefakt a do určité míry 

rekonstruovat signál úměrný A N . Není zde zásadní rozdíl mez i signály z různých excitačních 

zdrojů. N icméně z obrázku č. 33 je patrné, že referenční s ignál, při použití zelené L E D , 

obsahu je složky úměrné A N , př ičemž u exc i tace pomocí modré L E D není modu lace A N v 

referenčním kanálu patrná. To vysvět lu jeme rozdílným chováním barviva v závislosti na 
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excitačním zdroji, jak bylo popsáno výše. Kval i ta signálů vyjádřena poměrem S N R je vel ice 

nízká (SNR«2). Výsledky byly podrobně popsány v [83]. 

5.2.3. Registrace obrazu 

Pokroči lou technikou zpracování signálů je využití registrace k potlačení pohybových 

artefaktů. Navržený algori tmus představený v kapitole 4.6 umožňuje účinné potlačení 

pohybových artefaktů. V této kapitole budou představeny jeho ap l ikace na datech 

z měřených exper imentů, podle protokolu popsaného v kapitole 5.1.1. 

Registrační algori tmus vyžaduje základní nastavení, která byla popsána 

v kapitole 4.6.3. Pro trasování pohybu měřeného pohybu je klíčová vel ikost registrovaných 

bloků a počet bloků na snímek. Pro opt imal izaci registračního p rocesu pak nastavení oblasti 

možného pohybu registrovaného bloku mezi sousedními snímky, označovaná jako 

opt imal izační rádius. Korektnost p rocesu registrace se testuje tak, jak bylo uvedeno 

v kapitole 4.6.5. N a základě testování kvality registrace je možné využití selektivní f i l trace 

popsané v kapitole 4.6.6. 

Pro proces registrace, není-li uvedeno jinak, byly využity následující parametry. 

Reg is t race byla p rovedena na úrovni sub-p ixe lu (% velikosti or iginálního pixelu) s využi t ím 

bil ineární interpolace. Rozlišení zpracovávaných snímků bylo 128x128, respekt ive 509x509 

po provedení interpolace. Vel ikost registračních bloků byla nas tavena na N=51 a počet bloků 

v řádku i s loupci na M=14. Opt imal izační rádius byl nas taven na R=4, což definuje maximální 

možný zaznamenate lný pohyb mez i sousedními snímky na 1 pixel v or iginálním rozlišení. Při 

nastavení snímané oblasti kamery na p lochu 20x20 mm, byl maximální zaznamenate lný 

pohyb mez i dvěma sousedními snímky v l ibovolné ose , | tx,y,m a x| =156 um. Před rekonstrukcí 

registrovaného snímku nebyla p rovedena filtrace měřených pohybových charakteristik. 

Obr. č.40: Rozmístění kontrolních bodů pro porovnání A N , u registrované a neregistrované sekvence 

Pro demonst rac i funkce registračního algoritmu byly vybrány čtyři záznamy z různých 

exper imentů. Pro každý záznam jsou prezentovány výsledky zobrazující šíření depo lar izace 

(repolar izace) a signály A N . Porovnávané signály A N u registrované a originální sekvence 

byly měřeny ve čtyřech lokali tách A , B, C a D, které byly vždy rozmístěny ve vert ikální a 
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horizontální vzdálenost i 20 pixelů od středu snímku, jak ukazuje obrázek č. 40. 

Prezentované signály j sou plošným průměr z plochy velikosti 2x2 pixelů. Snímky zachycující 

průběh depo lar izace a repolar izace myokardu mají rozlišení 107x107 pixelů. Okra je snímků 

byly ořezány z obou stran tak, aby bylo možné provést registraci a prezentovat výsledky ve 

stejném formátu nezávisle na míře pohybu v konkrétním záznamu (bez artefaktů na okrajích 

snímků). 

Ver i f ikace registračního p rocesu je nedílnou částí registrace. Pro kontrolu kvality 

registrace signálů představených v této kapitole byly využity vizuální i automat ické přístupy 

představené v kapitole 4.6.5. Prvním porovnávaným měří tkem, které indikuje úspěšnost 

registrace, je výsledná kvalita s ledovaných signálů. Lze porovnat tvar A N 

s jeho předpokládanou charakter ist ikou (mírou potlačení pohybových a j iných artefaktů) a 

stanovit poměr těchto artefaktů k užitečné složce signálů ( S A R ) . Pro signály, kde S A R je 

vyšší než 1.5, byla s tanovena kvalita signálu hodnotou poměru S N R . Dalším aspek tem je 

sledování depo la r izace a repolar izace myokardu. Snímky ve správně registrované sekvenc i 

by neměly obsahovat nežádoucí artefakty a mělo by být možné s ledovat šíření depo lar izace 

na měřené ploše. Druhým měří tkem je kontrola integrity (konzistentnosti) mřížky, tvořené 

získanými referenčními body. Tuto lze zobrazi t formou v ideosekvence , a tak umožnit její 

vizuální kontrolu. Automat ická kontrola registrace byla p rovedena pro všechny prezentované 

záznamy. Díky navrženému algoritmu můžeme stanovit kvalitu jednot l ivých referenčních 

bodů. Výs ledkem kontrolního algori tmu jsou dvě mat ice (vertikální a horizontální chyba), 

udávající souhrnnou chybovost t rasování v registrované sekvenc i pro jednot l ivé bloky 

(referenční body). Posledním přístupem pro kontrolu pohybu v originální a registrované 

sekvenc i bylo využití vizuální kontroly průměrného snímku. T e n by měl odpovídat 

referenčnímu snímku (snímek využívaný k registraci). Průměrný snímek by také neměl 

obsahovat kontury, které nejsou pří tomné ve snímku referenčním. 

V následující části budou popsány a diskutovány výsledky implementace navrženého 

registračního algoritmu v oblasti opt ického snímání A N . Pro prezentaci funkce registračního 

algoritmu i jeho omezení , byly vybrány záznamy s různou mírou pohybu. Záznamy jsou 

seřazeny podle míry v nich obsaženého fyziologického pohybu od nejnižší po nejvyšší. 

Záznam depo lar izace myokardu z exper imentu ( R A T 2 8 , č.4) ukazuje obrázek č. 41 . 

V neregistrované sekvenc i (41A) jsou patrné artefakty, které neumožňuj í korektně 

reprodukovat depolar izac i epikardu. V registrované sekvenc i (41B) je většina těchto artefaktů 

pot lačena. Nicméně na snímcích v časovém úseku (0-5 ms) je v dolní levé části zob razena 

červená oblast. Tato oblast nesouvisí s relativním pohybem měřená scéna vs. kamera , ale 

vzniká v reakci na relativní polohu myokardu a osvět lovacích L E D . Měřená p locha je 

osvět lovaná z j iného úhlu, což má z a následek vznik takového artefaktu. 
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ň 

Oms 2,5ms 5ms 7,5ms 10ms 35ms &Onií B 5 T D S 

Obr. č.41: Šíření depolarizace (RAT28, č.4), A: originální sekvence, B: registrovaná sekvence 

Obrázek č. 4 2 ukazuje signály z měřených lokalit A , B , C a D, tak jak byly def inovány 

(viz. obrázek č. 4 0 ) . Díky p rocesu registrace byly pot lačeny pohybové artefakty a podaři lo se 

rekonstruovat signály A N . Kvalitu potlačení pohybových artefaktů def inujeme poměrem 

S A R 0 , pro originální a S A R R , pro registrovanou sekvenc i . Hodnoty tohoto poměru byly 

stanoveny pro lokalitu A ( S A R O A = 0 . 4 ; S A R R A = 4 . 5 , S N R R A = 1 4 ) , B ( S A R O B = 0 . 4 ; S A R R B = 4 . 5 , 

S N R R B = 1 0 ) , C ( S A R O C = 0 . 2 ; S A R R C = 1 . 4 ) a D ( S A R O D = 0 . 5 ; S A R R D = 4 , S N R R D = 1 2 ) . 

A B 

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 

t[ms] t|ms| 

Obr. č.42: Signál A N v originální (modrá) a reg. sekvenci (červená) v pozicích A, B, C a D, (RAT28, č.4) 
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Kval i ta vyjádřena poměrem S A R u registrovaných signálů byla, oproti neregistrované 

sekvenc i , až 11 krát vyšší. Nižší schopnos t potlačení pohybového artefaktu v lokalitě C byla 

dána důvody popsanými výše (vliv změny polohy snímané plochy vzh ledem k L E D ) . 

Chybové mat ice a mřížku referenčních bodů ukazuje obrázek č. 43 . Medián 

kumulované registrační chyby v horizontálním směru byl x h =12, ve vert ikálním směru pak 

x =19, pro délku sekvence N=200 snímků. Maximální zaznamenaný pohyb v horizontální 

ose x m a x=33 px. (1.3 mm) a ve vert ikální ose y m a x=30 px. (1.2 mm). 

Obr. č.43: Verifikace registrace (RAT28, č.4), A: mřížka referenčních bodů, B: chybová matice pro 
vertikální pohyb, C: chybová matice pro horizontální pohyb 

N a průměrných snímcích z obrázku č. 44, vzh ledem k relativně nízkému pohybu, není 

příliš patrný rozdíl v ostrosti průměrných snímků registrované (44C) a originální s e k v e n c e 

(44A), ačkoli při bližším prozkoumání j sou rozdíly patrné, ze jména na snímcích zobrazujících 

rozložení intenzit pomocí barevných map. Tento rozdíl bude lépe pozorovatelný u záznamů 

s větším pohybem měřeného vzorku. Referenční snímek (44B) je sn ímkem, ke kterému jsou 

registrovány ostatní snímky sekvence . Rozložení intenzit u průměrovaných snímků by mělo 

být v případě nulového pohybu obdobné tomu u referenčního snímku. J a k bylo popsáno 

v kapitole 4.6.5. 

A B C 

Obr. č.44: Signál (RAT28, č.4), A: průměrný snímek originální sekvence, B: referenční snímek, 
C: průměrný snímek registrované sekvence 

Záznam z exper imentu ( R A T 1 9 , č.1) ukazuje obrázek č. 45. N a tomto záznamu je 

patrná relativně větší míra pohybu. Originální sekvence obsahuje velké množství 

pohybových artefaktů, které znemožňuj í s ledování šíření A N a jeho repolar izaci . 

V registrované sekvenc i (45B) je však sledování průběhu depo la r izace a repolar izace 
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epikardu možné. Registrovaná sekvence ovšem také obsahu je množství artefaktů, které 

nemají rozptýlený charakter (stejně jako v 49A) , a le představují větší p lochy s různou 

intenzitou (45B), je j ichž vznik opět souvisí s relativní polohou vzorku k osvět lovacím prvkům. 

2,5-ms 5ms 7,5 ms SSľrtS 

Obr. č.45: Síření depolarizace, (RAT19, č.1), A : originální sekvence, B: registrovaná sekvence 

V záznamu A N na obrázku č. 46 lze pozorovat pří tomnost pohybových artefaktů o 

relativně vysoké ampl i tudě. Rekonstruované signály v lokalitě A a C ukazují jejich účinné 

potlačení. V záznamech v lokalitě B a D je zřetelný vliv změny nasvětlení vzorku a s tím 

související vnik nežádoucího artefaktu, který se registrací nepodaři lo odstranit. 
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Obr. č.46: Signál A N v originální (modrá) a reg. sekvenci (červená) v pozicích A, B, C a D, (RAT19, č.1) 
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Hodnoty S A R byly s tanoveny pro lokalitu A ( S A R O A = 0 ; S A R R A = 1 . 5 , S N R R A = 1 2 ) , B 

( S A R O B = 0 ; S A R R B = 0 . 1 ) , C ( S A R O C = 0 ; S A R R C = 2 . 3 , S N R R C = 1 0 ) a D ( S A R O D = 0 . 2 ; S A R R D = 0 . 2 ) . 

Chybové mat ice a mřížka referenčních bodů (obrázek č. 4 7 ) ukazují na problemat ická 

místa, kde registrační algori tmus nebyl s chopen korektně trasovat pohyb referenčních bodů. 

J e možné vidět, že automat ická detekce korektnosti registrace, s využitím navrženého 

algori tmu, umožňovala lokal izaci problémových míst. Tato místa lze také vizuálně pozorovat 

na deformované mřížce referenčních bodů ( 4 7 A ) . Příčina nekorektního trasování v těchto 

bodech je zře jmá z obrázku referenčního snímku ( 4 8 B ) , který ukazuje, že problemat ické 

části snímku spadají do oblast i , kde nebyl zobrazován měřený vzorek, ale pouze pozadí 

měřené scény. Medián kumulované registrační chyby v horizontálním směru (pouze v oblasti 

vzorku) byl x H = 1 6 , ve vert ikálním směru pak x V = 2 0 , pro délku sekvence N = 2 0 0 snímků. 

Maximální zaznamenaný pohyb v horizontální o s e x M A X = 5 4 px. ( 2 .1 mm) a ve vert ikální ose 

y M A X = 2 0 px. ( 0 . 8 mm). Rozdíl pohybu v jednot l ivých osách je dán zavěšením vzorku z a 

perfúzní kanylu (omezení vert ikálního pohybu). 

A B C 

Obr. č.47: Verifikace registrace (RAT19, č.1), A: mřížka referenčních bodů, B: chybová matice pro 
vertikální pohyb, C: chybová matice pro horizontální pohyb 

N a obrázku č. 48 lze pozorovat zřetelné rozdíly mezi průměrným snímkem originální 

(48A) a registrované sekvence (48C). Rozdíly mez i průměrným snímkem registrované 

sekvence a referenčním snímkem jsou téměř zanedbatelné, což ukazuje na kvalitu 

provedené registrace. 

A B C 

Obr. č.48: Signál (RAT19, č.1), A: průměrný snímek originální sekvence, B: referenční snímek, 
C: průměrný snímek registrované sekvence 
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Záznam z exper imentu ( R A T 2 7 , č.3) ukazuje obrázek č. 49. Registrovaná s e k v e n c e 

(49B) umožňuje sledování průběhu depo lar izace. Originální sekvence (49A) je zatížena 

mnohými pohybovými artefakty, což sledování průběhu depo lar izace znemožňuje . 

A 

Ofns 2.,5-ms Sms 7,Smi ICms 35ms 6Qnns BSrm 

Obr. č.49: Šíření depolarizace, (RAT27, č.3), A: originální sekvence, B: registrovaná sekvence 

Záznamy A N na obrázku č. 50 demonstruj í z lepšení kvality měřených signálů 

v porovnání originální a registrované sekvence . Signály j sou i přes registraci zatíženy 

pohybovými artefakty. V oblasti D bylo potlačení artefaktu nejúčinnější. Hodnoty S A R byly 

s tanoveny pro lokalitu A ( S A R O A = 0 , 4 S A R R A = 0 , 7 ) , B ( S A R O B = 0 ; S A R R B = 1 , 5 , S N R R B = 1 0 ) , C 

( S A R O C = 0 , 6 ; S A R R C = 1 , 3 ) a D ( S A R O D = 0 , 2 ; S A R R D = 2 , 3 , S N R R D = 1 2 ) . 

A B 

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 
tlms] t[ms] 

Obr. č.50: Signál A N v originální (modrá) a reg. sekvenci (červená) v pozicích A ,B ,C a D, (RAT27, č.3) 
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Chybové mat ice a mřížku referenčních bodů ukazuje obrázek č. 51 . Medián 

kumulované registrační chyby v horizontálním směru (pouze v oblasti vzorku) byl x h =16, ve 

vert ikálním směru pak x v =18, pro délku sekvence N=200 snímků. Maximální zaznamenaný 

pohyb v horizontální o s e x m a x=50 px. (1.96 mm) a ve vert ikální ose y m a x=38 px. (1.49 mm). 

V z h l e d e m k vyššímu pohybu je možné s ledovat větší míru de formace mřížky (51 A) , př ičemž 

chybovost registračního p rocesu , tak jak ji ukazují chybové mat ice (51B,C) , je v porovnání se 

záznamy představenými výše obdobná. Vyznačená místa s vysokou chybovostí (100+) 

odpovídají části snímku, kde není zob razen měřený vzorek, ale pozadí scény. 

A B C 

Obr. č.51: Verifikace registrace (RAT27, č.3), A: mřížka referenčních bodů, B: chybová matice pro 
vertikální pohyb, C: chybová matice pro horizontální pohyb 

Průměrné snímky originální a registrované sekvence ukazuje obrázek č. 52. Ztráta 

detai lu, respekt ive rozmazání obrazu u průměrného snímku originální sekvence (52A) 

dokumentuje vyšší míru pohybu v obraze. Rozdíl mez i referenčním sn ímkem (52B) a 

průměrným snímkem registrované sekvence (52C) je minimální, což ukazuje, že i zde by 

měla být registrace korektní. 

A B C 

Obr. č.52: Signál (RAT27, č.3), A: průměrný snímek originální sekvence, B: referenční snímek, 
C: průměrný snímek registrované sekvence 

Záznam depo lar izace myokardu z exper imentu ( R A T 2 6 , č.4) ukazuje obrázek č. 53. 

V neregistrované sekvenc i (53A) je téměř nemožné lokal izovat začátek i průběh 

depolar izace. T o ovšem neplatí pro registrovanou sekvenc i (53B), kde je průběh 

depo lar izace zřejmý. Originální s e k v e n c e obsahuje velké množství pohybových artefaktů, 

které se pomocí navrženého registračního postupu podaři lo do j isté míry el iminovat. 
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Aplikace 

Měřené signály A N ve všech lokali tách A , B, C i D jsou značně zatíženy pohybovými 

artefakty. Tyto artefakty se převážně nepodaři lo el iminovat ani v registrované sekvenc i . 

V žádné z lokalit A , B, C ani D nebylo možné přesně definovat průběh A N , v registrované 

sekvenc i v lokali tách B, C , a D je možné lokal izovat počátek depolar izace, signály A N 

obsahují vysokou míru pohybových artefaktů. 

řWWMM 
Oms 2,5-nns 5ms ?,Sms LOms 35mi 60rms SSms 

Obr. č.53: Šíření depolarizace, (RAT26, č.4), A : originální sekvence, B: registrovaná sekvence 

Hodnoty S A R byly s tanoveny pro lokalitu A ( S A R O A = 0 S A R R A = 0 ) , B ( S A R O B = 0 ; 

S A R R B = 0 . 2 ) , C ( S A R o c = 0 ; S A R R C = 0 . 2 ) a D ( S A R O D = 0 ; S A R R D = 0 . 2 ) . 
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Obr. č.54: Signál A N v originální (modrá) a reg. sekvenci (červená) v pozicích A ,B ,C a D, (RAT26, č.4) 
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Chybové mat ice a mřížku referenčních bodů ukazuje obrázek č. 55. Medián 

kumulované registrační chyby v horizontálním směru (pouze v oblasti vzorku) byl x h =18, ve 

vert ikálním směru pak x =20, pro délku sekvence N=200 snímků. Tyto hodnoty j sou mírně 

vyšší jako ty, pro exper imenty s nižší mírou zaznamenaného pohybu. Maximální 

zaznamenaný pohyb v horizontální ose x m a x =86 px. (3.4 mm) a ve vert ikální o s e y m a x=39 px. 

(1.5 mm). 

A B C 

Obr. č.55: Verifikace registrace (RAT26, č.4), A: mřížka referenčních bodů, B: chybová matice pro 
vertikální pohyb, C: chybová matice pro horizontální pohyb 

Obrázek č. 56 ukazuje průměrné snímky originální a registrované sekvence . U 

originální sekvence průměrný snímek neobsahuje téměř žádné detaily, které jsou patrné ve 

snímku referenčním. To neplatí pro průměrný snímek registrované sekvence , kde je 

rozložení intenzit a míra zobrazených detailu téměř totožná. Toto demonstruje, že i v případě 

takto relativně vysoké míry pohybu, je navržený algori tmus schopen korektní registrace. 

A B C 

Obr. č.56: Signál (RAT26, č.4), A: průměrný snímek originální sekvence, B: referenční snímek, 
C: průměrný snímek registrované sekvence 
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6. KAPITOLA 
DISKUZE A ZÁVĚR 

Obsahem kapitoly: 

Závěrečná kapitola diskutuje dosažené výsledky v oblasti návrhu měřicího sys tému a 

pokroči lých algoritmu pro zpracování s ignálů. Stejně tak popisuje vlastnosti navržených 

přístupů a možnost i navazujícího výzkumu. Závěr shrnuje tyto výsledky v relaci 

s real izovanými publ ikacemi. 
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Diskuze a závěr 

6.1 Diskuze dosažených výsledků 

6.1.1. Měřicí systém 

V rámci plnění cílů disertační práce byl navržen a real izován měřicí systém pro 

opt ické mapování elektr ické aktivity myokardu na izolovaných srdcích. Tento systém kromě 

opt ického mapování na povrchu epikardu, umožňuje i další inovativní přístupy, jakými j sou 

měření na povrchu endokardu, využití nově navržené poměrové metody ve 2 D a simultánní 

opt ické a elektrické mapování. Návrh tohoto systému byl detai lně popsán v kapitole 3. Tento 

návrh zahrnova l des ign samotného systému, jeho fyziologické a snímací časti a v neposlední 

řadě i návrh měřicího protokolu. Základní koncepce návrhu vycházela z e zkušenost i 

z ískaných na základě studia nejnovějších poznatků v dostupné literatuře, měření na 

jednobodovém měřicím systému [66], dostupném na domovském pracovišti Ústavu 

Biomedicínského inženýrství, V U T Brno a dále při měření na sys tému spektroskopickém 

[12], dostupném na partnerském pracovišti Auck land Bioengineer ing Institute, Auck land , 

New Zea land . Rea l i zace měřicího systému spočívala v detai lním návrhu jeho des ignu 

s využit ím moderních C A D nástrojů. Nejdůležitějšími prvky, které umožni ly real izaci nových 

přístupů, byly inovativní návrh des ignu měřicí komůrky (kap. 3.3.2) a translačního systému 

pro rychlou výměnu filtru (kap. 3.4.4). 

Kromě návrhu fyzické rea l izace systému, bylo potřeba provést i měření spektrálních 

charakterist ik světelných zdrojů (kap. 3.4.1) a použitých filtrů (kap. 3.4.5) s navazujícími 

úpravami a změnami . Součástí návrhu byl i des ign perfúzního a termoregulačního systému 

pro zajištění fyziologických podmínek měřených vzorků (kap. 3.3). Další z otázek byla 

správná vo lba měřicího módu a nastavení parametrů snímací kamery C a s c a d e 128+ 

(kap. 3.4.2). Návrh měřicího protokolu (kap. 5.1.1) byl jednou z nejdůležitějších částí 

real izovaného systému. Měřicí protokol definuje průběh měření a determinuje kvalitu 

měřených signálů, ať po stránce fyziologické, nebo technické. J e h o návrh vycházel 

z předešlých zkušenost í a výs ledků získaných při exper imentálních měřeních (n=12). S a d a 

exper imentálních měření sloužila také k doladění parametrů konečné verze systému. 

Opt ické mapování elektr ické aktivity na povrchu myokardu představuje základní 

funkci systému. Díky použité technice osvětlení, snímací kameře a jej ího nastavení 

umožňuje měřicí systém dosažení relativně vysoké kvality signálů. Pro nastavení, tak jak 

bylo uvedeno v měřicím protokolu, byl dosažitelný S N R , pro měření v p lném rozlišení 

128x128, 400 snímků/s, u provedených exper imentů (n=12), typicky v rozmezí SNR«4-9. 

Tyto hodnoty j sou ve srovnání s ostatními systémy nadprůměrné. Přímé srovnání je však 

obtížně real izovatelné, protože systémy využívají rozdílné rozlišení, sn ímkovou frekvenci , 
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vel ikost zobrazované oblast i , koncentraci nebo druh barviva i intenzitu (případně v lnovou 

délku) světelných zdrojů, př ičemž všechny z e zmíněných parametrů mají zásadní vliv na 

kvalitu měřených signálů, nebo i možnost i ovl ivnění fyziologie měřeného vzorku (druh a 

koncentrace barviva, intenzita světelných zdrojů). Porovnatelný systém (128x128, binning 

2x2, f s=466 snímků/s, d i - 4 - A N E P P S - 1uM, fáze barvení t b=5min.) byl popsán v [68]. Autoř i 

uvádějí, pro zmíněné nastavení SNR=3.7±0.8 . Stejné i vyšší hodnoty S N R dosahují signály, 

měřené zde navrženým sys témem, při rozlišení 128x128 bez využiti b inningu. Při obdobném 

rozlišení lze u real izovaného systému dosáhnout S N R až 18. Pro systémy s mírně odl išným 

rozl išením snímací kamery udávají autoři následující hodnoty: S N R = 8 . 8 (80x80px, fs =200-

800 snímků/s.) [43], S N R = 1 2 (100x100, f s =2000 snímků/s) [76]. 

Pro předzpracování měřených signálů bylo využito zprav id la p lošného průměrování a 

to nejčastěji na ploše 2x2 pixelů, průměr byl real izován nad normal izovanými signály. Toto 

nastavení umožňovalo více než dvou-násobné zlepšení parametru S N R . Pro měření je také 

možné využití kamerového módu, který umožňuje real izovat plošný průměr přímo v kameře 

(tzv. binning 2x2), to přináší zdánl ivé stejný efekt jako použité prostorové průměrování (2x2) 

s výhodou vyšší snímkovací f rekvence, až 625 snímků/s, a le na druhé straně může způsobit 

i problémy, související s průměrováním signálů s rozdílnou s te jnosměrnou s ložkou. Toto 

souvisí s neuni formní distribuci barviva, která dále může způsobi t vznik dodatečné 

deformace signálu A N , nebo výrazně omezi t schopnost i z lepšení S N R . Časové průměrování 

nebylo využito, a le jeho využití je možné například v apl ikacích, kde je prostorové rozlišení 

klíčové. K synchron izac i s ignálů lze pak využít jak samotného záznamu A N , tak el. kanálů 

měřících E K G signály, jak bylo popsáno v kapitole 4.2.2. 

Měřicí systém byl navržen tak, aby umožňoval kromě klasického opt ického mapování 

i kombinac i s měřením pomoci pole elektrod. Tedy kombinac i elektr ického a opt ického 

mapování , jak bylo popsáno v kapitole 5.1.5. Po le elektrod poskytuje rozlišení 20x20 

elektrod, při vzorkovací f rekvenci až ^ = 5 k H z a dosaži te lném SNR«40. Každá z elektrod 

umožňuje snímání, st imulaci , nebo snímaní i s t imulaci , což rozšiřuje možnost i sys tému 

o testování režimu st imulace v def inovaném plošném uspořádání, sekvenc i . Omezení 

snímání pomoci pole elektrod bylo d iskutováno v 1. kapitole. I přes tato omezení je systém 

schopný do j isté míry nahrazovat panoramat ické měření (měř íme signál z e dvou proti lehlých 

stran, opticky vs . elektricky). Pro elektr ické mapování byl využit systém U n E m a p a pole 

elektrod, je j ichž rea l izace však není produktem této disertační práce. 

Měření na endokardu, tak jak je popsáno v kapitole 5.1.4, představuje unikátní 

možnost měření signálů na povrchu endokardu, bez nutnosti kompl ikované manipu lace 

s měřeným vzorkem. Tato metoda využívá stejného nastavení akvizičního systému i totožné 

geometr ie optiky jako pro měření na epikardu a umožňuje jejich porovnání. Kval i ta signálů na 
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povrchu je obdobná signálům měřeným na epikardu. Měření na endokardu je možné, díky 

real izaci chirurgického řezu měřenou komorou. Opt ické mapování představuje optimální 

možnost pro měření na takto otevřeném myokardu, neboť nevyžaduje fyzický kontakt s jeho 

stěnou. V tomto uspořádání se ukazuje vhodnost využití pole elektrod pro simultánní měření 

a tedy současného záznamu na vnitřní i vnější straně myokardu a jejich vzá jemného 

porovnání. 

6.1.2. Referenční metoda 

V cílech disertační práce bylo navrženo využití poměrové metody pro plošné měření, 

případně možnost její komb inace s registraci obrazu. Klasická rat iometr ická metoda se 

ukázala pro tento účel nevhodná, a tak byla vymyš lena metoda nová, nazvaná referenční. 

Tato metoda je detai lně popsána v kapitole 4.4. Pro její návrh bylo využito měření odezvy 

barviva na A N , jehož výsledky jsou popsány v kapitole 4.3. Nová metoda dosahova la při 

jednobodovém spektroskopickém měření obdobných vlastností jako metoda klasická, 

představuje tedy její alternativu. Výhodou metody je, že nevyžaduje pásmové filtry, ale pouze 

filtry typu dolní propust. Měření ukázalo, že obě tyto metody byly účinné pouze v případě 

využití exci tačního zdrojů na 473 nm (laser). Pro exci taci na 532 nm (laser) tyto metody 

neumožňovaly rekonstrukci s ignálů. Toto souvisí se spektrální odezvou barviva na 

depolar izac i A N a je d iskutováno dále v této kapitole. 

V e využití ve 2 D bylo počítáno se sekvenční změnou filtrů, která u navržené metody, 

vyžaduje změnu pouze jednoho z filtrů (charakteristiky referenčního a měřícího filtru se 

překrývají). Pro tento účel byl real izován translační systém popsaný v kapitole 3.4.4. 

V případě real izace stejného přístupu k las ickou metodou by bylo potřeba vyrobit pásmové 

filtry s požadovanou charakter ist ikou (nejsou běžně komerčně dostupné jako filtry typu dolní 

propust) a real izovat změnu obou filtrů během měření, což by dále vyžadovalo 

kompl ikovanější translační systém, který by navíc muse l zajistit, aby nebyl osvět lován 

snímací prvek kamery v době, kdy není v opt ické cestě zařazen ani jeden z fi ltrů. Sekvenční 

měření předpokládá obdobný tvar signálů v časovém úseku, během kterého probíhá změna 

filtrů a samotné měření záznamu pro oba kanály. Měření probíhalo s využit ím dvou 

excitačních zdrojů (modrá a zelená L E D ) a jeho výsledky jsou popsány v kapitole 5.2.2. Tato 

metoda umožňovala potlačení pohybových artefaktů, a le vzh ledem k tomu, že i 

v referenčním signálu byla př í tomna modu lace A N , nebylo možné rekonstruovat poměrový 

signál s dostatečnou kvalitou (SNR«2). Dalším prob lémem bylo přesné prostorové zarovnání 

záznamů z jednot l ivých per iod, u nichž se i malá odchy lka projevuje vzn ikem nežádoucích 

artefaktů. Proto tuto metodu, ve 2 D měření, ne lze v současnost i označit jako alternativu 

j iným diskutovaným přístupům pro potlačení pohybových artefaktů. 
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6.1.3. Charakteristika odezvy barviva na AN 

V dostupné literatuře není problemat ika vlivu exci tačního zdroje na charakter odezvy 

barviva na A N diskutována. Naše měření s využitím spektroskopického systému [12] však 

prokázaly, že běžně popisovaná o d e z v a spočívající v posunu spekt ra [19, 22, 29, 46, 47, 60] 

odpovídá měření pouze při excitaci na 473 nm u laseru, nebo modré L E D (465 nm). Při 

buzení na v lnové délce 532 nm, nebo s využit ím zelené L E D (520 nm), neměla depo lar izace 

A N téměř žádný vliv (neměřitelný) na posun spektra, ale projevovala se hlavně modulac i 

jeho amplitudy. V z h l e d e m k šířce spektra obou L E D se lze domnívat, že při jej ich využití se 

do určité míry projevuje vliv obou těchto jevů současně. Tato teze však vyžaduje real izaci 

sady měření, které by měly být součástí navazujícího výzkumu. 

Závěry z měření navržené referenční metody, představené v předchozí kapitole, 

potvrdily výsledky měření charakteru odezvy barviva na A N pro různé excitační zdroje, jak 

bylo d iskutováno výše. 

6.1.4. Popis vzniku pohybových artefaktů 

Dalším z aspektů, kterým se věnovala tato práce, je popis a charakter ist ika vzniku 

pohybových artefaktů. Vzn ik pohybových artefaktů souvisí s pohybem měřeného vzorku, 

př ičemž detailní popis jeho vzn iku nebyl dosud prezentován. V prezentované práci se autor 

snažil ukázat, že hlavní příčinou vzn iku pohybových artefaktů je relativní pohyb mez i 

měřeným vzorkem a snímacím prvkem. V kapitole 4.5 je tato teze detai lně popsána 

s ukázkou signálů, které toto dokumentuj í . Z této hypotézy vycházel i návrh registrační 

metody, která právě el iminaci vzá jemného pohybu snímacího prvku a měřeného vzorku 

umožňuje potlačení takových artefaktů. 

Je- l i zaj ištěna rovnoměrná distr ibuce barviva a s tím i související uniformní distr ibuce 

f luorescenčního signálu na měřeném vzorku, je úroveň pohybových artefaktů minimální. 

V kapitole 4.5 j sme ukázali , že v případě, kdy se v měřené scéně vyskytuje neuniformní 

oblast, je možné průměrem signálu z plochy, která zahrnuje tuto oblast rozšířenou o její 

pohyb, pohybový artefakt, j inak pří tomný v jednot l ivých měřených signálech, el iminovat. 

6.1.5. Registrace obrazu pro potlačení pohybových artefaktů 

N a základě popisu vzn iku pohybových artefaktů byla navržena metoda, která 

s využit ím registrace jednot l ivých snímků měřené sekvence umožňuje potlačení pohybových 

artefaktů. Registrační metoda využívá elast ické registrace. Pro trasování pohybu 

v jednot l ivých částech snímků byla zvo lena intenzitní metoda s t rasováním registrovaných 

bloků, rovnoměrně rozložených na ploše snímku. J a k o registrační kriterium podobnost i , byl 

využit korelační koeficient. Me toda je detai lně popsána v kapitole 4.6. 
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Registrační metoda byla testována na exper imentech (n=12), které byly pořízeny dle 

současného měřícího protokolu (kap. 5.1.1). Každý měřící exper iment obsahova l průměrně 

(z=12) samostatných měření. P o apl ikaci této techniky, bylo možné u měřených signálů 

pozorovat z lepšení parametru S A R , který vyjadřuje úroveň poměru signálu k pohybovým 

artefaktům. Výsledky registračního algori tmu pro vybrané záznamy, ze čtyř různých 

exper imentů s rozdílnou mírou pohybu, ukazuje kapitola 5.2.3. Výsledky z dalších měřených 

a registrovaných sekvenc i j sou obdobné. Z předložených výsledků je patrné, že po apl ikaci 

registračního procesu je možné, u všech takto upravených signálů, s ledovat šíření 

depo lar izace, nebo repolar izace myokardu, které v případě originálních sekvencí nebylo 

možné. Míra potlačení pohybových artefaktů souvisí s velikosti pohybu v měřené sekvencí. 

Je- l i pohyb relativně malý (do 1.5 mm), lze měřené signály poměrně úspěšně rekonstruovat, 

jak je patrné z e záznamu (RAT28 , č.4; R A T 1 9 , č.1). Schopnos t věrné rekonstrukce A N při 

pohybu vyšším je omezená, jak ukazují záznamy ( R A T 2 7 , č.3; R A T 2 6 , č.4). V některých 

signálech, i po apl ikaci registračního procesu, je stále patrný pohybový artefakt. J e h o 

distr ibuce je však odl išná od artefaktu před p rocesem registrace (tvoří shluky, větší oblasti 

s odl išnou intenzitou). Tento artefakt př isuzujeme změně or ientace měřeného vzorku vůči 

reflektoru, v závislosti na jeho pohybu. Odstranění tohoto artefaktu, metodami pro 

zpracování signálů je jen těžce real izovatelné (závisí na 3D profilu měřeného vzorku , který 

není k dispozic i ) . Pro el iminaci těchto artefaktů je možné změni t des ign osvět lovacích prvků 

a to tak, aby bylo zaj ištěno uniformnější osvětlení. V úpravách stávajícího systému, 

navrhujeme využití nejen dvou bodových zdrojů s reflektory, a le využití například matic L E D 

s jejich vhodným rozmístěním. 

Pro verif ikaci registračního p rocesu bylo navrženo několik řešení, jak pro vizuální, tak 

i automat ickou kontrolu. Metody ver i f ikace jsou popsány v kapitole 4.6.5. Inovativním 

přístupem je využití automat ického procesu kontroly kvality registračních bloků, který 

umožňuje odhad kvality registrace, přímo na registrované sekvenc i , při stejných 

parametrech, jaké jsou využívány pro samotný registrační p roces. Výsledky tohoto algori tmu, 

včetně porovnání s dalšími vizuálními přístupy, lze nalézt v kapitole 5.2.3. u každého 

z registrovaných záznamů. 

N a základě těchto výsledků, lze navrhnout vhodné využití takového registračního 

algoritmu u vzorků s relativně nízkou mírou pohybu (do 1.5 mm), nebo využít tohoto p rocesu 

jako doplňku k stávajícím technikám farmakologickým, nebo mechanickým. S t ím, že 

v těchto př ípadech, využití navrženého přístupu může přinést prostor pro snížení koncentraci 

používaných farmak, nebo výrazné snížení přít lačného t laku, v případě imobi l izace 

mechanické. Lepší výsledky registračního algoritmu jsou očekávány v budoucnu, kdy budou 

k d ispozic i kamery s vyšší citl ivosti, rychlosti a rozl išením. Zlepšení těchto kl íčových 
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parametrů, ze jména rozlišení, může představovat výrazné zpřesnění registračního procesu a 

následného potlačení pohybových artefaktů. 

Reg is t race obrazu je technika, která se ukázala jak alternativa k farmakologickým 

disociátorům, mechanické fixaci nebo rat iometr ickým technikám. Stud ium relevantní 

literatury ukazuje, že registrace snímků pro signály opt ického mapování není běžně 

využívána, což by se v budoucno mohlo změnit . Rozbo r literatury zabývající se touto 

problemat ikou je uveden v kapitole 2.6.6. V dostupných publ ikacích nebyly doposud 

uveřejněny výsledky srovnatelné s těmi, jež jsou prezentovány v této práci. 
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6.2 Závěr 

Představena disertační práce poskytuje úvod do problematiky opt ického mapování , 

popisuje jeho princip, výhody i problémy v relaci se současným s tavem poznání. Práce se 

zabývá pop isem existujících měřicích systémů, jejich analýzou a návrhem nových přístupů, 

které mohou rozšířit ap l ikace opt ického mapování , nebo el iminovat některé známé problémy. 

Součást i d izer tace je podrobný návrh měřícího systému, který umožňuje měření 

akčních napětí opt ickou ces tou s relativně vysokou kvalitou měřených signálů. Inovativní 

návrh sys tému přináší vlastnost i , které u takých systému nejsou běžně k d ispozic i . Mez i ně 

patří: s imultánní elektrické i opt ické mapování , měření na povrchu endokardu, nebo možnost 

využití poměrové metody ve 2 D . Signály měřené na navrženém systému byly publ ikovány 

v [83, 85, 86] a další publ ikace jsou připravovány. Návrh sy tému je zapsán jako funkční 

vzorek. D iskuze možnost i jeho využití je náplni kapitoly 6.1.1. 

Pro předzpracování měřených signálů byly využity přístupy časového, nebo 

prostorového průměrování. Me toda pro real izaci časového průměru u signálů s velmi malým 

S N R (SNR<3) , spolu s algor i tmem pro klasif ikaci s ignálů a detekci pohybových artefaktů, 

byla náplní publ ikace [84]. 

Pokroči lé metody zpracování signálů zahrnova ly návrh nové referenční metody 

publ ikované v [83]. Ačkol i tato metoda poskytuje sl ibné výsledky u jednobodových sys témů, 

její nasazení pro plošná měření je problemat ické. Podrobná d iskuze je náplní kapitoly 6.1.2. 

Návrh, rea l izace i omezení této metody souvisí se zj ištěním nových charakterist ik odezvy 

barviva D i - 4 - A N E P P S na depolar izac i , v závislosti na exci tačním zdroji. Tyto charakterist iky 

bylo možné měřit díky spekt roskopickému systému, jenž byl publ ikován v [12]. D iskuze 

těchto vlastnosti je náplní kapitoly 6.1.3. 

Další z přínosů disertační práce spočíval v detailní analýze vzniku pohybových 

artefaktů a ověření teze, že jej ich vznik souvisí s relativním pohybem měřené scény a 

detektoru v kombinac i s nerovnoměrnou distribucí f luorescenčního barviva. Výsledky této 

práce byly publ ikovány v [85], d iskuze je součást i kapitoly 6.1.4. 

Využití registrace pro el iminaci pohybových artefaktů je ve své konfiguraci inovativní 

metodou, která def inovala způsob a techniku, jak účinně potlačit pohybové artefakty a omezi t 

nebo vypustit používání současných prostředků pro el iminaci pohybu. Práce na toto téma 

byla prezentována v [86]. D iskuze výhod i omezení této metody je náplní kapitoly 6.1.5. 

Práce na této disertaci probíhala na domovské půdě Ústavu b iomedicínského 

inženýrství, F E K T V U T v Brně a během téměř dvouročního studi jního pobytu na Auck land 

Bioengineer ing Institute, Auck land , N e w Z e a l a n d . 
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Seznam zkratek a symbolů 

Seznam zkratek a symbolů 

A/D Převodník analogové na digitální vel ičinu (z ang . Analog/Digi ta l ) 

AN Akční napětí (ekvivalent ang . A P - Act ion Potential) 

A N E P Am ino Naphthyl Ethenyl Pyr id inium 

APD Délka trvání akčního napětí (z ang. Act ion Potential Duration) 

A V Atr ioventr ikulární 

B C L Délka základního cyklu (Bas ic C y c l e Length) 

BDM 2 ,3 -ButaneDione Monox ime 

C C D Prvek s nábojovou vazbou (z ang. C h a r g e Coup led Device) 

C M O S Techno log ie polovodičů s vrstvou kysl ičníku křemíku (z ang . Complementary 

Metal Ox ide Semiconductor ) 

DC Ste jnosměrný proud (z ang . Direct Current) 

E K G Elektrokardiogram 

E M C C D Prvek s nábojovou vazbou a elektronovou násobičkou (z ang. Electron 

Multiplying C h a r g e Coup led Device) 

FIR Filtr s konečnou impulsní odezvou (z ang . Finite Impulse Response ) 

FT Přenos snímku (z ang . F rame Transfer) 

GUI Graf ické uživatelské rozhraní (z ang . Graph ica l U s e r Interaface) 

K-H Krebs-Hense le i t 

LED Světlo emitující d ioda (z ang . Light Emitt ing Diode) 

NT Normální přenos snímku (z ang. Normal Transfer) 

PC Osobní počítač (z ang . Persona l Computer) 

PCI Sběrnice pro propojení komponent (z ang. Per ipheral Componen t 

Interconnect) 

PDA Fotodiodové pole (z ang. o Pho toD iode Array) 

RMS Efektivní hodnota signálu (z ang. Root M e a n Square) 

USB Sér iové komunikační rozhraní (z ang . Universal Ser ia l Bus) 

S A R Poměr signál / artefakt (z angl ického S igna l Artifact Ratio) 

SNR Poměr signál / šum (z angl ického S igna l to No ise Ratio) 

A F / F Z lomková změnou absorpce / f luorescence na změnu akčního napětí 

f v z F rekvence vzorkování 

fs Snímkovací f rekvence 
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Přílohy 

Příloha č.1 - Seznam a umístění v ideozáznamů signálů představených v 5. kapitole 

Videozáznamy, zobrazující šíření depo la r izace a repolar izaci , pro signály 

představené v 5. kapitole, j sou umístěny na př i loženém C D , ve složce „Video". S e z n a m 

těchto signálů uvádí tabulka č. 5. 

Videozáznamy na CD 
Kapitola Obrázek č. Název na disku CD 
5.1.3 Obr. č. 31-A RAT27z8.wmv 
5.1.3 Obr. č. 31-B RAT27z7.wmv 
5.1.3 Obr. č. 33-A RAT20z4.wmv 
5.1.3 Obr. č. 33-B RAT20z5.wmv 
5.1.4 Obr. č. 34-A RAT26z8.wmv 
5.1.4 Obr. č. 35-B RAT9z6.wmv 
5.1.5 Obr. č. 37-A RAT27z5.wmv 
5.2.3 Obr. č. 41-A RAT28z4orig.wmv 
5.2.3 Obr. č. 41-B RAT28z4reg.wmv 
5.2.3 Obr. č. 45-A RAT19zlorig.wmv 
5.2.3 Obr. č. 45-B RAT19zlreg.wmv 
5.2.3 Obr. č. 49-A RAT27z3orig.wmv 
5.2.3 Obr. č. 49-B RAT27z3reg.wmv 
5.2.3 Obr. č. 53-A RAT26z4orig.wmv 
5.2.3 Obr. č. 53-B RAT26z4reg.wmv 

Tabulka č.5: S e z n a m v ideozáznamu signálů na př i loženém C D 

Pop is zobrazeného okna při ložených v ideozáznamů, ukazuje obrázek č. 57. 

Originální snímek je snímek neupravené sekvence . V záznamu ( R A T 2 0 z 4 . w m v - simultánní 

opt ické a elektrické mapování) je v okně originálního snímků, zob razen signál elektr ického 

mapování . V okně upraveného snímku, je upravený snímek opt ického záznamu (originální 

snímek bez D C složky). 

Zobrazeni intenzit s využitím barevného mapování 
madié - min. Interní ta ŕervená - max. intenzita 

Obr. č.57: Popis okna přiložených videozáznamů 



Přílohy 

Příloha č.2 - Navržený SW - Signal Analysis (fotodokumentace) 

! Signal Ana lys is 

File Settings 

Signal analyser 
Path 

D: Bkc la WKL_UniversitylDAT A\2009£2.41 

FileName 

+Unimap 2.tif 

Load Unimap 

Matrix Plot Matrix Plot 

7] DC off 

Plot Stop 

^ | Norm average 

Gray [V] Norm average 

Video 

Start frame Signal length 

1 400 

Scan 

Area posit ions ,y) Area size(x,y) 

2 3 121 124 

Obr. č.58: Hlavní okno programu Signal Analysis 
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Obr. č.59: Procházení signálů v programu Signal Analysis 

j Figure á 3 I (K) 
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Obr. č.60: Sledování aktivace v okně programu Signal Analysis 



Přílohy 

Příloha č.3 - Nastavení akvizičního SW - V++ 5.0 

PCICarneraO 

Exposure 

Time: 3 ms 

Mode: Timed V 

Profile: Normal V 

Frames: 2000 

Region of Interest 

New CCD Image 

Acquire Abort 

Apply Properties. 

Obr. č.61: Nastavení základních parametrů akvizice 

List... 

Focus 

More >> 

Close 

Camera Properties 

PCICameraO 

CCD Clearing 

Clear count: 

Clearing mode: 

I Pre-5equence 

Min. block size: 

Min. block count: 

Strips per clear: 

Skip at once: 

I I Enable continuous clearing 

f-CCD Clocking 

Frame Transfer 

rElectronics— 
Preamp. on delay: 5000 ms 

Preamp. off delay: 

Preflash delay: 

10000 ms 

0 ms 

Extra Parameters-
Anti-bloom Mode: 

V 

Edge Trigger: 

V 

.ogic Output: 

V 

Speed Table Shutter and Temperature Parameters Identity and Features I Advanced 

Apply Close 

Obr. č.62: Pokročilé nastavení (měření v módu FT) 



Přílohy 

Obr. č.64: Komponenty měřícího systému, A: Pole snímacích a stimulačních elektrod, B: Měřící komůrka 



Přílohy 

Obr. č.66: Měřící experiment 


