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1 UVOD

Meéieni elektrickych projevii srdce je jednim z klicovych faktorti pro
porozumeéni jeho funkci. At jiz jde o méfeni na Grovni bunék, tkani, nebo celého
organu, m¢cfici metody nam poskytuji informace, které mohou slouzit
k diagnostice, 1écbé, nebo prevenci srdeCnich onemocnéni.

V klinické praxi jsou nejcastéji méfeny signaly EKG. Signaly EKG jsou
zpravidla méfeny na povrchu téla. Pfedstavuji zdznam rozdilu potencidli, ktery je
projekci elektrickych projevii myokardu.

Pro bliz§i zkoumdni srdecni aktivity byly vyvinuty pfistupy pro piima
meétfeni na povrchu myokardu, at’ jiz in vitro, in vivo, nebo ex vivo. Jednou
zmetod, kterd umoznuje podrobnéjsi zkoumani myokardu, je méfeni na
1zolovanych srdcich. Méfeni ak¢nich napéti (membranového napéti) srdecnich
bunék bylo difive omezené realizovatelné za pomoci intracelularnich elektrod.
Ackoli je tento postup stale povazovan za zlaty standard, pro méfeni akcénich
napéti je jeho vyuziti v mnoha aspektech omezené.

Techniky optického snimani ptinesly revoluci ve zkoumani fyziologie
srde¢nich bunék. Vyzkum v oblasti optického mapovani byl podminén vyvojem
fluorescen¢nich barviv, anebo také sond, jeZ umoziuji méfeni bunécnych
potencidlii optickou cestou. Tato fluorescencni barviva jsou schopna vazby na
bunénou membranu s tim, Ze v zavislosti na rozdilu potencialli uvnitt a vné
buiiky méni své optické vlastnosti a umoziuji tak jejich nepfimé méfeni.

Ackoli v pocatcich se tyto techniky uplatiiovaly pfevazné na celularni bazi,
v posledni dekadé doSlo k vyznamnému rozSifeni optickych metod, jez se
zabyvaji bezkontaktnim snimanim elektrické aktivity na Grovni orgént a tkani.
Tento postup byl umoznén zejména rozvojem a zdokonalenim snimaci 1 vypocetni
techniky.

Budeme-li mluvit o méfeni ak¢nich napéti na Urovni organii, jsou
v soucasnosti pro takovato méteni k dispozici systémy pro méfeni bodové, plosné
1 panoramatické. Realizované jsou 1 komplexni systémy umoZiujici méfeni vice
parametrii soucasné (napt. akéni napéti a vapnikové transienty).

Optické snimani srde¢ni aktivity s sebou, kromé& vyhod, pfinasi 1 jisté
problémy dané podstatou navrzenych systémll. Vyhody, jeZz spocivaji
v bezkontaktnim, jedno- 1 vicebodovém, a relativné snadno aplikovatelném
méieni, jsou doprovazeny nevyhodami v podobé optického Sumu, vlivu okolniho
rozptylen¢ho svétla, pohybovych 1 jinych artefakti, nedostatecného casového
rozliSeni a podobng.

Tato prace se zabyva navrhem inovativniho méficiho systému a algoritmu
pro optické méfeni akcnich potencialll s dirazem na eliminaci negativnich
aspektt, jez optické méteni spolu provazi.

Realizovany méfici systém ve spolupraci s Auckland Bioengineering
Institute (University of Auckland, New Zealand) umoZznuje optické mapovani,
simultdnni optické a elektrické mapovani (souCasny zdznam akcnich napéti a
potencidlii na povrchu myokardu), moznost vyuziti pomérovych technik ve 2D a



také moznost méfeni na endokardu. Metody zpracovani a analyzy signali se
zamé&iuji na popis vzniku pohybovych artefaktti, vyuziti algoritmil pro registraci
(licovani) obrazii k eliminaci pohybovych artefakt a ndvrh nové ratiometrické
techniky.

2 ZAKLADY OPTICKEHO SNIMANI ELEKTRICKYCH
PROJEVU MYOKARDU

Tato kapitola si klade za cil prezentovat soucasny vyzkum v metodach
zabyvajicich se optickym snimanim ak¢énich napéti. K dispozici je Sirokéd Skala
metod, od nejjednodussich, zabyvajicich se méfenim optickych signala v jediném
bod¢ na povrchu myokardu, az po metody zahrnujici panoramatické méteni ve
3D. V nasledujicich odstavcich budou popsény systémy, metody a principy, jez
jsou ve svéte realizovany a vyuzivany k méfeni ak¢nich napéti optickou cestou na
urovni organti. Piehled pouZzivanych technik lze nalézt v [8, 14, 15, 16].

Problematika ovSem neni jen na strané¢ méfeni optickych signald, nybrz
také v jejich zpracovavani. Pro eliminaci Sumu, pohybovych a jinych artefaktt
byla vyvinuta fada pfistupi, které budou dale rozebrany.

2.1 PRINCIP OPTICKEHO MAPOVANI AKCNIHO NAPETI

Optické metody, které jsou vyuzivany k méteni elektrické aktivity srdce,
respektive k meéfeni membranovych napéti, k tomuto vyuZivaji specielné
vyvinutych napétové citlivych barviv. Tato barviva, nebo také optické sondy,
méni sveé optické vlastnosti (zejména fluorescenci) v zavislosti na membranovém
napéti bunky.

Meéfeni akénich napéti (elektrické veli€iny) se tedy transformuje na méfeni
fluorescence optickymi detektory. Fluorescence napétové citlivého barviva je
ovSem podminéna jeho excitaci, k ¢emuz se vyuziva Siroka paleta svételnych
zdrojt.

Optické detektory, jako fotodiody, fotondsobi¢e a kamery, jsou zafizeni,
ktera zajiStuji samotné méfeni. Tato zafizeni ovSem nepracuji autonomné a jsou
proto pfipojena k fidicimu, méficimu PC pifimo, nebo také pomoci externiho
rozhrani vstup/vystup- nej€astéji vyvojové prostiedi LabView doplnéné métici
kartou.

Meéfeni probihd zpravidla na izolovanych srdcich, coz pfinasi pozadavky na
zajisténi fyziologickych podminek pro méfeny vzorek. S vyuzitim gravitaéniho
nebo nuceného ob&hu jsou méfené vzorky perfundovany Krebsovym-
Henseleitovym roztokem podle Langendorfa. Méfeni se provadi zpravidla na
srdcich ovcei, mysi, bilych novozélandskych kralikli nebo prasat.

Opticky méfici systém se obecné sklada ze zdroje svétla, optiky,
fotodetektoru, zdznamového zatfizeni a méfeného vzorku, spolu se zafizenim pro
podporou jeho Zivotnich funkci. Blokovy diagram takového systému ukazuje
obrazek €. 1.



Zdroj svétla Optika

(Halogen, (Filtry,polopropustna

laser,LED,pole zrcadla, ¢ocky,
LED..) opticka vlakna..)

Detektor PC+ dalsi elektronika
(CCD, EMCCD, zaznam, zprcovani a
PDA, Fotodioda) analyza)

Fyziologicka ¢ast Zkoumané srdce
(Barviva, perfuse, (Kralik, prase,
regulace teploty) ovce,mys)

Obr. ¢.1: Blokové schéma optického snimaciho systému

2.1.1 Volba méreného organu

Volba méteného organu zahrnuje vybér vhodného druhu srdce pro danou
méfici metodu v relaci s potfebami realizovaného vyzkumu. Méfen€ preparaty
jsou perfundovany zpravidla podle Langendorfa s vyuZitim riznych modifikaci
Krebs-Henseleit (K-H) roztoku. Né&které experimenty vyuzivaji k perfuzi i
krev[33]. Pro experimenty, které¢ jsou zaméfeny na snimani aktivity na povrchu
epikardu, at’ metody bodové [5, 9], plosné [13, 27], nebo panoramatické [18, 42],
lze pouzit mensi organy (kralik, mysS) 1 vétsi organy (prase, ovce) v zavislosti na
konfiguraci konkrétniho systému. Pro intramuralni méfeni jsou pak vyuzivany
organy veétsi (prase, ovce), aby byla zajiSténa dostate¢na Sitka srdecniho svalu,
v némz je umisténa snimaci sonda [4].

2.1.2 Prubéh méreni

Fyziologickd ¢ast experimenti zahrnuje soubor prostfedkii pro udrzovani
vitdlnich funkci méfeného orgéanu, aplikaci fluorescen¢niho barviva, aplikaci
dalSich farmak ovliviiujicich pribéh méteni (naptiklad disocidtory), nebo také
latek, jejichZ chovani zkoumame.

Priibéh méfeni definuje jednotlivé etapy méticiho protokolu. Zpravidla se
jedna o faze stabilizace, aplikace fluorescen¢niho barviva, vymyvani barviva,
aplikaci farmak a samotné méfeni. Doba trvani téchto fazi je rizna a miZze
ovlivnit vysledky métfeni. Nékteré z téchto fazi nemusi byt soucdsti méfeného
protokolu a naopak zde mohou byt zafazeny faze jiné.

Zasadni je v tomto piipadé faze, kdy dochazi k aplikaci fluorescencniho
barviva. Krom¢ druhu pouzitého barviva ma zasadni vliv jeho koncentrace a délka
aplikace. V zasad¢ se da aplikace rozdélit na aplikaci postupnou pomoci
mikropumpy [21, 40], nebo aplikaci jednorazovou [50, 55].

2.1.3 Napétové citliva fluorescen¢ni barviva

Zakladni vlastnosti pouzivanych barviv je =zavislost jejich absorpce,
fluorescence, nebo téz absorpce 1 fluorescence [46] na zménu membranového
napéti buinky-ek, bavime-li se o barvivech slouZicich k méteni ak¢éniho napéti.



Barviva pouZivana pro méfeni AN lze rozdélit na dvé zakladni skupiny, na
barviva s rychlou a pomalou odezvou.

Pro fluorescencni méfeni v elektrofyziologii se v soucasné¢ dobé nejcastéji
vyuzivaji tzv. rychld barviva, kterd umozni sledovat napétové zmény v fadech
mikrosekund. Mezi nejvyznamnéjsi a nejvice pouzivané zastupce barviv s rychlou
odezvou patii barviva Di-4-ANEPPS a RH-421. Barvivo RH-421 bylo vyuZivano
pocatkem devadesatych let [11, 15] dnes jej nahrazuji barviva z rodiny ANEP
(Amino Naphthyl Ethenyl Pyridinium). Di-4-ANEPPS se vyznafuje pomérné
vysokou zménou fluorescence v zavislosti na zméné napéti (AF/F = 8-15%) [36].

V neddavné dobé byla piedstavena barviva, kterd svymi parametry
pfekonavaji necastéji pouzivané Di-4-ANEPPS. Nové syntetizovana barviva Di-
4-ANBDQPQ (JPW-6003) a Di-4-ANBDQBS (JPW-6033) vykazuji lepsi
vlastnosti zejména v oblasti citlivosti a pozvolnéjsSiho vybleddvani barviva, tedy
ztraty jeho schopnosti fluorescence nebo reakce na jeji zménu [33, 34].

2.2 PROBLEMY OPTICKEHO MAPOVANI
2.2.1 Foto-toxicita pouzivanych barviv

Jednim ze zédsadnich negativnich aspektii optického méfeni AN je vliv
pouzivanych barviv na elektrofyziologické vlastnosti srdce. Tato vlastnost je
nazyvana fototoxicita nebo také fotodynamicky efekt. Témto postrannim efektim
se vénovala fada odbornych studii [3, 10, 38, 40, 48].

Nygren et al. [40] shrnuli n€kolik efektii nejpouzivanéjsiho Di-4-ANEPPS
na elektrofyziologii srdce. Prokdzali vliv barviva Di-4-ANEPPS na vodivost AV
uzlu, prodlouzeni PQ intervalu a nasledny vznik AV blokt. MoZnost vzniku AV
bloku byla potvrzena naptiklad v [38]. DalSim aspektem je pfechodny vliv na
vasodilataci korondrniho feciste.

2.2.2 Kalibrace optickych signali

Meéftene optické signaly davaji informaci o zméné akEnich potencialli pouze
relativné. Bylo publikovano nékolik postupt, které¢ zkoumaly vztah optického
zdznamu k soucasné¢ méfenému signalu z mikroelektrod [48].

Soucasné méfeni ratiometrickych signali spolu s mikro-elektrodovym
zdznamem akcéniho napéti prokazalo vyraznou korelaci a linearitu optickych
zaznamu [30]. V absolutnim méfitku pak kalibrace optickych signala probiha tak,
ze predpokladame, Ze zbytkovy potencidl ma hodnotu -85 mV a akcni napéti ve
sv€ maximalni hodnoté dosahuje 10mV [42].

2.2.3 Pohybovy artefakt

Jednim z hlavnich problémt optického snimani je pfitomnost tzv.
pohybového artefaktu v méfenych signdlech. Tento vznikd hlavné pficinou
pohybu srde¢niho svalu béhem srde¢ni revoluce a pfind$i v méfeném signalu
zkresleni, které je jen obtizn¢ odstranitelné. Jeho eliminaci lze zajistit
nasledujicimi zplisoby.



Mechanicka eliminace pohybovych artefakti

Pohybovy artefakt predstavuje slozkou signalu, kterd je umérna pohybu
myokardu. Mechanickou fixaci 1ze eliminovat pohyb myokardu a nasledné také
pohybovy artefakt.

Vyuziti mechanické fixace k potlaceni pohybovych artefakth bylo jiz
mnohokrat GspéSn¢ vyzkouSeno, at’ jiz se jednd o prstenec fyzicky obepinajici
myokard [41], fixaci pomoci specialné upravené metici komurky [2], nebo vyuziti
ptitlaéného tlaku sklicka, jeZ navic usnadituje plosné méteni [15, 39]. Vliv na tvar
méienych akénich napéti nebo fyziologii srdce nebyl zaznamenan [15, 20], ackoli
tlak na srde¢ni st€énu miiZze vyvolat arytmii [12].

Farmakologicka eliminace pohybovych artefaktii

Mechanicky pohyb myokardu lze potlacit vyuzitim farmak, ktera zajistuji
disociaci mechanické a elektrické aktivity, dale budou oznacovany pojmem
disociatory (z ang. ,,uncouplers®). Mezi nej€astéji pouzivané disociatory pro
aplikace optického mapovani patii 2,3-butanedione monoxime (BDM),
cytochalasin D a nedavno piedstaveny blebbistatin [19,47]. Pouziti téchto
disociatorti umoznuje eliminovat pohybove artefakty, ale soucasné take ovliviiuje
elektro-fyziologii myokardu, BDM [1, 6], Cytochalasin D [6], Blebbistatin [28].
V soucasné dobé je Blebbistatin v aplikacich optického mapovani pravdépodobné
nejvhodnéjsi volbou.

Pomérova metoda pro eliminaci pohybovych artefaktii

Pomérova metoda, jeZ je jednou ztechnik post-zpracovani meétenych
signalt, umoznuje eliminaci pohybovych artefakti. MoZnost méfeni na dvou
vlnovych délkach, s vyuzitim poméru méfenych signali, byla piedstavena
skupinou Montana at el. [37]. Dal§i zmozZnych aplikaci pomérové metody
piedstavil Kinsley at el. [30]. Pro vyuziti pomérové metody je zapotiebi vyuziti
snimaciho systému, ktery umoZznuje méfit fluorescenci v jednom ¢i vice bodech a
alespont na dvou riznych vinovych délkach. V piipad€, Zze odezva barviva na
ak¢éni napéti neni definovand jen pohybem spektra, nybrz také zménou jeho
amplitudy, je vyuziti této metody omezené [51].

Subtrakcni metoda

Tato relativné nova metoda, popsana v [55], vyuziva obdobného principu
jako pomérovd metoda, navic vhodnymi matematickymi Upravami meétenych
signalt umoziuje fesit problém poklesu obalky signalu.

Metody licovani obrazu

DalSim z moznych postupil, které umoznuji zvySeni odstupu signal-Sum a
potlaceni pohybovych artefaktti, je vyuziti technik licovani obrazii. Vyuziti téchto
technik pro eliminaci pohybovych artefaktti v aplikacich optického mapovani neni
piili§ rozSiteno. Mezi publikované metody aplikované na techniky optického
mapovani lze zatadit [25, 44, 45]. V [25] autofi vyuzili registrac¢nich technik



k licovani obrazi ziskanych fluorescencni mikroskopii na tkdnich myokardu.
Metoda aplikovana pii optickém mapovani na urovni organi je popsana v [44].
Tato metoda registrace, vyuzivajici kritéria vzajemné informace, vSak nebyla
primarn¢ urcena pro techniky optického mapovani [43]. Sami autofi navrhuji
diskusi o wvyuziti kritéria vzajemné informace pro tuto modalitu [45].
Prezentovana korekce pohybovych artefakti u vySe uvedenych piistupt
znézorfiuje jeho eliminaci pouze u signald, kde je jeho vliv minimalni. Uroveii
pohybovych artefaktli, korigovanych touto metodou, je v porovnani s artefakty,
s nimiz se setkavame pfti nasich studiich, marginalni [53].

2.3 OPTICKE MAPOVANI AKCNIiHO NAPETI NA UROVNI ORGANU
2.3.1 Fyziologicka ¢ast experimentii

Pro vétSinu zde popsanych méficich systému je fyziologickd Cast
experimentii obdobnd. LiSi se hlavné ve zplsobu aplikace barviva a jeho
koncentraci, perfuznim tlaku, teploté v riznych fazich experimentli a druhu
méfen¢ho organu. Vice podrobnosti 1ze nalézt v ptislusnych referencich.

2.3.2 Metody méieni AN
Jednobodove méieni AN

Jednobodové snimani je jednou z prvnich metod aplikovanych pii méteni
ak¢nich napéti optickou cestou. Méfeni probiha na povrchu epikardu pomoci
opticke sondy, ktera zajiSt'uje excitaci barviva, snimani fluorescence, nebo oboji a
umoziiuje tak snimdni ak¢niho napéti v jediném bod€ na povrchu myokardu,
definovaném polohou sondy.

V soucasnosti je na Ustavu biomedicinského inZenyrstvi (VUT Brno, Brno,
Ceska Republika) k dispozici méfici systém [41], ktery umoziiuje kontinualni
méfeni optickych zaznamt akénich potencial v jednom bodg.

Meéieni AN ve 2D

Vyuziti optickych méfeni pro zkoumdni Sifeni aktivace a repolarizace
myokardu si vyZadalo rozsifeni jednobodové akvizice na akvizici plo§nou. Tato
metoda je dnes nejrozsitenéjsi.

M¢fici experiment se priliS neodliSuje od predchazejicich zplisobil.
Nejvyznamngj§i zménou je nahrazeni jednoduchého fotodetektoru polem
fotodetektorti (PDA) [27, 47] nebo kamerou s technologie CCD [40, 49], EMCCD
[53] nebo CMOS [17, 47]. Zvlastnim ptipadem je pouziti fadkové kamery
zejména pro jeji rychlost [23], ovSem jen v aplikacich, kde nevyzadujeme ploSné
pokryti méfené scény. Samoziejmosti je vyuZiti vhodné optiky a svételnych
zdroj, které umozni homogenni osvétleni akvizicni scény.

Panoramaticka méreni

Pro zkoumdani elektrické aktivity na povrchu celého myokardu byly
predstaveny techniky [18, 42], jeZ umoziuji panoramatické méfeni.



M¢éteni ve 3D je obdobné plosSnému méfeni pfedstavenému v predchozi
kapitole. K realizaci systému panoramatickému je potieba tii snimacich kamer,
nebo PDA rozlozenych ve 120° rozestupech okolo méteného preparatu. Pred
samotnym meéienim je méfeny vzorek naskenovan digitdlnim fotoaparatem tak,
aby byla moznd 3D rekonstrukce jeho povrchu. Proces zpracovani signali
obsahuje algoritmy, které umoziuji mapovani méienych signali na
rekonstruovany povrch méfeného vzorku a jeho zobrazeni.

Intramularni méreni

Hooks et al. [21] pifedstavili metodu pro intramuralni meétfeni srdecni
aktivity. Tento novy piistup umoziiuje méfeni aktivity srdce nikoliv jen na
povrchu epikardu, ale také uvnitt jeho stény.

Pro méfeni je vyuzivana specidlné¢ navrzena sonda (optroda), ktera se
sklada ze sedmi nezavislych vldken. Kazdé z nich slouzi pro zavedeni excitacniho
svétla a zaroven také pro snimani svétla fluorescenéniho. Optroda je umisténa
v mikropipeté (d=400 um), vlakna jsou ukonena v Imm intervalech se sklonem
60°. Tato optroda je pak vyuzivana pro méfeni uvnitt srde¢ni stény.

Dalsi pFistupy v optickém mapovani

Technika optického mapovani umoziiuje monitorovat i dal$i parametry
bunék. Jednim z nejcastéji métenych parametri je koncentrace intraceluldrniho
vapniku. Méfici systém pro takova méteni je obdobny tomu, ktery je pouzivan pro
méieni akénich napéti. Je vSak vyuzito jiného barviva (Rhod-2), reagujiciho
zménou fluorescence pravé na zménu koncentrace intracelularniho vépniku [22,
47].

Méfeni  signallt  spolecné s vyuzitim stimulacnich elektrod je
komplikované, protoze ty vétSinou stini v optické cest¢ mezi zdrojem
fluorescence a snimacem. Skupina Liau et al. [32] diky pouziti svétla propustnych
elektrod (material: indium cinovy kysli¢nik) pouzila optického mapovani k
meéfeni AN pod povrchem a na okraji stimulacnich elektrod.

Dal$i zmoznych méfeni je provadéni optického mapovani na povrchu
endokardu s pomoci zavedené endoskopické sondy. To umoziiuje monitorovat
elektrickou aktivitu nejen na povrchu, ale 1 uvnitt myokardu. Zorné pole takového
systéemu je v§ak omezenou pouzitou sondou [26].

3 DESIGN REALIZOVANEHO MERICIHO SYSTEMU
3.1 DEFINICE POZADAVKU

V relaci s cili disertacni prace byl navrzen a realizovan zcela novy méfici
systém, ktery piinasi nové moznosti a techniky pro méfeni ak¢nich napéti a jejich
pozd¢jSi zpracovani. Tento systém byl realizovan na pracovisti Auckland
Bioengineering institute, The University of Auckland, New Zealand. Navrh
tohoto systému vychazel z pozadavkl definovanych v tezich této disertacni prace
a byl navic rozsiten o nékteré vlastnosti na zdklad¢ spoluprace realizacniho tymu.
Zejména pak o moznost elektrického mapovani a méteni na povrchu endokardu.
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Klicové pozadavky byly stanoveny nasledovné:

e Realizace systému pro 2D optické mapovani akénich napéti na
malych organech (mys, krysa, kralik)

e ZajiSténi vitadlnich funkci méfenych vzorkl, kontrola teploty,
perfuzniho tlaku a faze barveni
Moznost méieni bez pouziti farmakologickych disocidtora
Moznost aplikace pomérové techniky na ploSné méteni
M¢éteni optickych signdlii soubézné s elektrickymi pomoci pole
elektrod
UmoZnéni vicebodové stimulace
MoZnost méfeni na endokardu

3.2 KONCEPCE MERICIHO SYSTEMU

Koncepce méficiho systému vychdzi z navrhu systému pro opticka méfeni,
tak jak je uveden na blokovém schématu (Obr.C.1). Systém byl realizovan
s vyuzitim rychlé EMCCD kamery. Analyza excitacnich 1 emisnich spekter
umoznila navrh filtrii. Jako zdroje osvétleni byly pouzité vysoce svitivé LED,

Obr. €.2: Schematicky diagram mériciho systému, A:EMCCD kamera, B:LED, C:mechanicka
uzavérka, D:méfici komurka, E:perfuzni pumpa, F:tepelny vyménik, G:Méreny vzorek,
H:systém vymeény filtra
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kazda z LED je vybavena mechanickou zéavérkou. Systém je orientovan do
horizontalni polohy na antivibra¢nim stole, pfi¢emz srdce je uchyceno za perfuzni
kanylu. K perfuzi a aplikaci fluorescenc¢niho barviva poptipad¢ dalSich farmak je
vyuzivana dvouokruhova mikro-pumpa. Systém umoziiuje snimani pomoci pole
elektrod, které je umisténo v méfici komurce, kterd zajiStuje kontrolu teploty
méteného vzorku spolecné s tepelnym vymeénikem zafazenym v perfiznim ob¢&hu.
Kamera je pies datové rozhrani piipojené¢ k métficimu PC. Méteni elektrickych
signali a stimulaci zajiStuje samostatny stimulaéni a akviziéni systém
UnEmap [56]. Systém je doplnén o zafizeni pro rychlou vyménu méticich filtrt.
Konfiguraci realizovaného systému ukazuje obrazek €. 2.

3.3 ZAJISTENI VITALNICH FUNKCIi VZORKU

Pro zajiSténi vitdlnich funkci méfenych organu, aplikaci napét'ove citlivého
barviva a dalSich farmak, byl navrzen perfuzni systém. Tento systém se sklada z
téchto hlavnich ¢asti:

e Perfizni pumpa

e Me¢fici komlrka

e Teplotni vyméniky, regulace teploty

e OkysliCovaci zatizenti, filtr vzduchovych bublin, laboratorni sklo

Blokovy diagram navrzené¢ho perfizniho systému je znazornén na
obrazku €. 3. Perflize je fizena s vyuzitim dvoukanalové mikro-pumpy, kdy je
jeden zkandld vyuzivan pro rezim normalni perfuze a druhy k aplikaci
fluorescencniho barviva. V okruhu pro normalni perfuzi je zatazen tepelny
vyménik k zajiSténi predehiati perfuzatu a filtr pro zachyceni vzduchovych
bublin. Nadoby s perfiznim roztokem a roztokem s fluorescen¢nim barvivem jsou
vybaveny ptfivodem pro plynnou smés (95% O, , 5% CO,), zajistujici jejich
okysli¢eni. Na vystupu pumpy jsou oba kanaly propojeny a je zde také ventil,
umoziujici kontrolu tlaku v perfuznim ob&hu. Méfici komiirka obsahuje tepelny
vymeénik, ktery spolecné s instalovanymi senzory a termostatem zajiStuje
nastaveni pozadované teploty méteného vzorku.

Krebsovym-
Henseleitovy
roztok

Filtr vzduchovych
bublin a tepelny
vymeénnik

Di-4-ANEPPS v
K-H roztoku

Dvou- kanalova
perfuzni pumpa

Kontrola
tlaku

95% Oo,
5% CO,

95% Op,
5% CO,

Ei=
i
El=

Regulace teploty Méfici komlrka

Obr. €.3: Blokovy diagram perfuzniho systému
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3.4 PRVKY PRO SNIMANI A EXCITACI

Nastaveni snimaciho a excitatniho systému spole¢né s kontrolou jeho
parametril pfedstavuje druhou ¢ast navrhovaného feSeni. Je potieba zvolit vhodné
svételné zdroje, kameru a filtry tak, aby bylo umoZznéno méfit signdly v nejvyssi
mozné kvalité. Propojeni prvkll systému ukazuje blokovy diagram na obrazku ¢.4.

PC
(Pentium 4, Linux)

Systém UnEmap

Snimaci a stimulaéni
elektrody
(méfici komurka)

2xLED '

(LZ4-00G110 + | 2 x Rizena zavérka 1
il : pro LED
ventilatory chlazeni ) |

EMCCD kamera
(Cascade 128+)

| Translaéni systém

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

Napajeci zdroj
(POWERTECH,
MP3087)

Ridici modul

Obr. €.4: Blokové schéma elektrického propojeni akvizicniho systému, bile Sipky naznacuji
optickou cestu

Na zaklad€ porovnani parametrii svételnych zdroji a provedenych méteni
byly jako excitaéni zdroj zvoleny LED LedEngin, Inc (LZ4-00G110) [31].
Klicovym prvkem celého snimaciho systému je EMCCD kamera Cascade 128+,
Photometrics. Parametry kamery a podrobny popis jeji funkce lze nalézt v [7].
Soucésti navrZzen¢ho systému pro optické mapovani je 1 systém elektrod
umoziujici elektrické mapovani 1 stimulaci. Navrzeny systém vyuzivad zafizeni
pro elektrické mapovani UnEmap [56]. Tento systém byl doplnén o pole elektrod
20x20, v mfizovém uspofadani rovnomérné rozloZzeném na ploSe 15x15mm.
Elektrody jsou fixovany v silikonovém valci (realizace od Sally Rutherford,
Auckland Bioengineering Institute). Navrh méficich a excitacnich filtrii vychézi
z analyzy méteného spektra [29, 30].

4 ZPRACOVANI A ANALYZA MERENYCH SIGNALU

Optické mapovani poskytuje signaly, které¢ reprezentuji zménu
membranového napéti. Tyto signaly maji své specifické parametry dané pouzitim
pfislusného  akvizicniho systétmu. Vzhledem ktomu, Ze pracujeme
s fluorescencnimi signaly malych intenzit, je dileZité zajisténi dostatecného SNR
tak, aby bylo mozno se signdly dale pracovat. K tomu slouzi zpravidla techniky
predzpracovani signalll. Kromé pifidavného Sumu se v signalech vyskytuji
pohybové 1 jiné artefakty, které je nutné, pro dosazeni relevantnich vysledkai,
odfiltrovat. PouZiti ratiometrickych technik je jednou z moZnosti, soucasti této
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kapitoly je popis zcela nové metody navrzené pro pomérova méteni. Tato prace se
také zabyva samotnym popisem a definici pohybovych artefaktli a na zakladé
tohoto rozboru navrhuje vysoce u€innou techniku pro jejich eliminaci, vyuzivajici
elastickou registraci obrazii.

4.1 PREDZPRACOVANI SIGNALU
4.1.1 Kvalita méfenych signali

Kvalita méfenych signall se 1isi, jak pro jednotlivé méfici systémy, tak pro
rizna jejich nastaveni, nebo priibéh méticiho experimentu. Klicovym parametrem
k popisu kvality signali je pomér signdl/Sum (SNR). DalSim z parametrti
popisujici kvalitu signdlii je pfitomnost nebo nepiitomnost nezddoucich artefakti.
Zpravidla se jedna o artefakty vzniklé v disledku pohybu (kontrakce) méten¢ho
vzorku. Dal$imi vlivy mohou byt otfesy, kvalita optiky a uniformita osvétleni
méiené scény, pripadné jejich zmény. K definici uspéSnosti metod pro eliminaci
pohybového artefaktu bylo navrZzeno métitko obdobné poméru signal/sum. Toto
méfitko oznaéme pomér signal / artefakt (SAR).

Casové priumérovani
Jednim ze zdkladnich pfistupii pro eliminaci Sumu a zlepSeni SNR je

vyuziti kumulacnich technik. VyuZziva se zpravidla kumulace s rovnomérnymi
vahami, jak popisuje nasledujici vztah (1).

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

D¢lka okna M urcuje pocet primérovanych repetic AN o delce N. V praxi
je nutno vyiesit problém mezi zachovanim dobrého ¢asového rozliSeni a zaroven
ziskani prijatelného SNR. Dé¢lka okna se voli v zavislosti na kvalit¢ méfeného
signalu. BéZné nastaveni se pohybuje v rozsahu M=2 az 25 [9, 53]. Pro potieby
kumulace je potieba rozdelit méfici signal na jednotlivé periody. Vzhledem
k tomu, Ze kvalita méfenych signali AN neumoZiovala provést jejich rozdéleni
podle nab&Zné hrany AN, byl navrZzen postup, ktery vyuzivd soucasné¢ métrenych
signalti EKG. Tento postup byl popsan v [52].

Plosné prumérovani

Dalsi pozitou technikou pfedzpracovani signali pro zvySeni SNR je
prostorové primérovani. Tuto techniku je moZné vyuZit u systémi, ktere
vyuzivaji plosné, piipadné panoramatické méfeni. Na tikor prostorového rozliSeni
jsme pak schopni zlepsit kvalitu signald.

Filtrace

K potlaceni vysokofrekvencniho Sumu Ize vyuzit vhodné nastaveného filtru
typu dolni propust. Frekvencni obsah zaznamu AN neobsahuje zpravidla kmitocty
vys$§i nez 100 Hz [35], pouzitim dolni propusti (FIR) s meznim kmitoctem
fu=100 Hz lze tedy potlacit vysokofrekvencni slozky bez ovlivnéni kvality
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meéienych signali. Filtrace slozek s velmi nizkymi kmitoCty (napiiklad pohybovy
artefakt) je obtiznd, protoZe jejich frekvenéni vykonové spektrum se piekryva
s frekvencnim vykonovym spektrem méfenych signdlii. K eliminaci takovych
slozek 1ze vyuzit pokrocilejSich pristupii, které jsou popsany nize.

4.2 CHARAKTERISTIKA ODEZVY BARVIVA NA AN

Pted realizaci a navrhem filtrii méticiho systému byla provedena analyza
odezvy pouzitého barviva Di-4-ANEPPS, pifi pouziti zvolenych excitacnich
zdroji. M¢éfeni probihalo s vyuzitim systému pro spektroskopicka snimani [9].
Jako excitacni zdroj byl testovan diodové buzeny pevno-latkovy laser (DPSS na
473 nm a 532 nm). Pro oba laserové zdroje byl testovan vliv depolarizace o
90 mV na charakter zmény emisniho spektra. Spektra byla primérovana pro (n=6)
period AN. Jak ukazuje obrazek ¢.5, pfi excitaci na vlnové délce 473 nm
predstavovala zmeéna fluorescence, v reakci na depolarizaci, posun jejiho
emisniho spektra smérem ke krat§im vlnovym délkdm. Toto odpovida pozitivni
modulaci na kratSich vinovych délkach a negativni na vinovych délkach delSich.
Pro excitaci na vinove délce 532 nm se vSak charakter zmény spektra, v rekci na
depolarizaci, omezil pouze na modulaci jeho amplitudy. Poznamenejme, Ze
v tomto piipadé nebudou pomérové metody schopny rekonstruovat méteny signal
AN.

A B
1,12 1,02
1,08 | 1
1,04 % 0,98
AF 1 AF 0,96 l I‘M'l
oo Wb o WN'""”" y
0,92 0,92
0,88 . . . . 0,9
535 560 585 610 635 660 560 585
vinova délka [nm] vinova délka [nm]

Obr. €.5: Zména emisniho spektra jako odpovéd’ barviva na depolarizaci o 90 mV pri excitaci
laserem na A: 473 nm, B: 532 nm

4.3 NAVRZENA POMEROVA METODA

Existujici pomérové techniky umoznuji uéinné potlaceni pohybovych
artefaktl, pfipadné poklesu obélky signdlu AN. Chceme-li ovSem tyto techniky
aplikovat kromé jednobodového také na plosné méfici systémy, jsme limitovani
nckolika aspekty:

e Nutnost vyuziti pAsmovych filtri
e Pouziti dvou snimacich prvki (kamer)
e Zajisténi shodné geometrie obou snimacich prvki
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V této préci je prezentovano feSeni, které tyto aspekty s urCitymi limitami
piekonava, jeho popis byl publikovan v [51]. Navrzena metoda vyuZziva pouze
filtrG typu dolni propust, striktné nepozaduje dvou snimacich prvki (pro plosna
meéieni) a vzhledem k stejné optické geometrii systému nevyzaduje dalsi korek¢ni
nastaveni. Pouziti je mozné jak u systémili jednobodovych tak plosnych. Pro
méfeni se vyuzivaji dva kandly (signdlovy a referen¢ni), signalovy slouzi
k zaznamenani zmény fluorescence v souvislosti se zménou AN a je méien
s vyuzitim filtrh pro béZznd jednokanilovd meéfeni. Referencnim signalem
oznaCme signal, ktery reprezentuje pouze modulaci zpisobenou pohybovym
artefaktem a zménou fluorescence. Je tedy potieba potlacit zmény vytaZené
k posunu spektra v relaci se zménou AN. Toto lze docilit pouzitim emisniho
filtru, ktery zachycuje celé emisni spektrum s pifesahem pokryvajicim jeho posun,
pak tento posun nema vliv na modulaci méfeného signalu. Vysledny signal AN
nap¢ti je ziskavan jako pomér signdlového a referencniho kanalu.

23900 -

22900 -

I
21900

20900

index snimku

-‘T»!"r F- T4 }".i‘ ::;;r
S o f

':.u 3 ’L‘. i '

Obr. €.6: Viliv relativni zmény polohy detektoru (¢erny &tverec) a snimané scény na vznik
pohybovych artefakti. Vyrezy 1-6 odpovidaji plose oznacené bilym étvercem v ¢asovych usecich
zobrazenych na pribéhu signalu AN. Podrobnéjsi popis je uveden v textu.

4.4 POPIS VZNIKU POHYBOVYCH ARTEFAKTU

Za predpokladu, Ze pohybovy artefakt pfevdzné souvisi s relativnim
pohybem méfeného vzorku vii¢i detektoru a jeho neuniformnim obarvenim, je
mozn¢ fixaci tohoto pohybu tento artefakt eliminovat.

Zamétime-li se na nerovnomérny charakter rozloZeni intenzit snimané
fluorescence na povrchu myokardu, lze ptepokladat, ze vlivem pohybu
(kontrakce) vzorku dojde ke zméné€ snimané scény a tim i intenzity pozadi u
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kazdého snimaciho pixelu detektoru. Je-li tato zména dostatecné velkd (vysoky
gradient intenzity na méfeném povrchu), projevi se modulaci meéfeného signalu.

Spojitost mezi zménou relativni pozice snimaci scény vs. detektor,
dokumentuje obrazek €.6. Pro vizualizaci vzniku pohybovych artefakti byla
vybréana oblast na povrchu epikardu (bily Ctverec), kde byl v okné o velkosti 2x2
pixeld (Cerny Ctverec), méfeny signal AN. Zména rozloZeni intenzit v meéfené
oblasti (respektive jeji translacni pohyb) dokumentuje série snimkt s indexy 1-6.
Z obrazku je patrné, Ze dostava-li se do méieného okna plocha s vyssi intenzitou
(snimek €. 2 a 5), dochazi k pozitivni modulaci méfeného signalu. Pokles
intenzity signalu je patrny v oblastech, kde je intenzita nizka (snimek €. 1, 3 a 6).
Pokles signali (pozice 4) je zplisoben depolarizaci AN (negativni modulace).
Zmény, které pozorujeme na zminéném signalu, jsou interpretovany jako
pohybovy artefakt.

4.5 REGISTRACE OBRAZU

Ucelem registraéni techniky je zarovnat jednotlivé snimky optického
zaznamu AN tak, aby v kazdém snimku méfené sekvence byly body métené
scény v odpovidajicich si pozicich. Zajisténim neménné pozice méeiené scény a
snimaciho prvku lze eliminovat pohyby artefakti.

Predpokladame, Ze mame k dispozici sérii N snimkl v rozliSeni daném
zvolenou snimaci metodou. Snimky zachycuji Cast epikardu, ve které se provadi
optické méteni. Pocet snimkll je dan snimkovou frekvenci kamery f a délkou
zdznami t. RozliSeni pak urCuje typ kamery a zvoleny snimaci mod (napf.
binning). Snimky tvofi mnozinu {I;(x), [(x),..., In(X)}, kde x={x,y}. DalSim
krokem je zvoleni jednoho z téchto obrazl jako referencniho T(x). Poté je potieba
zarovnat kazdy ze snimki Iy pro k=<I,N> k referen¢nimu snimku T(x), pomoci
vhodného licovaciho algoritmu. Optimaliza¢ni problém lze zpravidla popsat
vztahem (2).

arg max;, Q (L(fe(0), T(®)) @
fie(X) = Agx + &

Kde vyraz Q (Ik (fk(f)),T(f)) predstavuje vzajemnou podobnost,
vypocitanou na zaklad¢ zvoleného kritéria. Funkce f;, (X) je dvoudimenzionalni
transformaci obsahujici Sest nezdvislych parametri schopnych vykonat rotaci,
zménu velikosti, fez nebo posun s vektorem t={(tx)i, (ty)x}. Dochézi-li k
lokélnim deformacim v registrovanych  snimcich, je tato transformace
nedostatecnd a je potfeba pouzit transformaci elastickou.

4.5.1 Trasovani pohybu

Definice pohybu mezi jednotlivymi snimky sekvence je dililezitd pro
realizaci registratniho procesu. VSechny snimky méfené sekvence jsou
registrovany k referenénimu snimku, ktery je zvolen na zacatku méfené sekvence.
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Referencni 1 registrovany snimek jsou rozdéleny na MxM blokt o velikosti
NxN, jak ukazuje obrazek ¢.7. Indexy (m, n) budeme oznacovat pozice bloku. Pro
kazdy z blokli je pouzity nezdvisly registratni proces definovany vztahem (2).
Jako kritérium podobnosti je zvolen korela¢ni koeficient [24], jeho zapis ve 2D
uvadi (3).
YiYj(Ai; — A)(By; — B)

\/ZiZj(Ai,j - I‘T)Z YiX%;(B;; — B)?

_ 1 _ 1
i j i

Matice A a B predstavuji bloky referencniho a registrovaného snimku o
velikosti NxN. Vzhledem k tomu, Ze transformace pro zarovnani blokli obsahuje
pouze translaci v ose X (ty) a y (ty), funkce fi(X) ve vvztahu (2) méa nasledujici
tvar (4).

KK =

(3)

fie(X) = Ty (4)

kde t_k = {tx,m,n »tymn }

Pohyb mezi jednotlivymi bloky je trasovan, vZdy mezi sousednimi snimky
stim, Ze pro nejvySsi hodnoty korelace je pro kazdy z bloki zaznamenan
pohybovy vektor t.

Optimaliza¢ni algoritmus je nastaven tak, aby vyhleddval bloky jen v
omezenem okoli posledni znamé pozice bloku.

4.5.2 Elasticka registrace optickych signali AN

Na zéklad¢ trasovani mame k dispozici pro kazdy z blokli informaci o jeho
pohybu. Tuto informaci lze interpretovat jako posun referencniho bodu v jeho

tézisti (geometrickém stfedu). Vztah mezi registrovanymi bloky a jim
odpovidajicimi referen¢nimi body je patrny z obrazku ¢.7.

A B
MxM

NxN NxN NxN f— ‘L — —l—

NxN NxN NxN — — —__ 4 T
| I
| | l'

NxN NxN NxN T ————— _T_ —
| | ,
| |
| |
! |

Obr. €.7: Rozdéleni snimku na bloky a elasticka registrace, A: snimek rozdélen na MxM
blokd o velikosti NxN, B: téZisté trasovanych bloku tvofi zaklad elastické registrace
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Takto definované referencni body tvofi sit’, jejiz interpolaci lze ziskat
masku pro rekonstrukci registrovaného obrazu. Vzhledem k tomu, Ze vyuzivame
rovnomérné rozlozené sité referencnich bodi, byla k interpolaci vyuZita bilinearni
transformace.

4.5.3 Verifikace registrace

vvvvvv

spravnosti. Toto je mozné vyuzitim tzv. ,zlatého standartu, tedy metody, ktera
je vSeobecné povazovand za sprdvnou. S ni mizeme vysledky navrZeného
postupu porovnat. ProtoZe v aplikacich optického mapovani neexistuje zadna
takovéa metoda, bylo zvoleno n¢kolik jinych ptistupt.

Pristupy pro vizudlni zhodnoceni kvality registrace

Na métenych sekvencich lze vizualné ovétit, zda doslo k potlaceni pohybu,
nedoSlo ke vzniku nezidoucich artefaktli, nebo jinému zkresleni. Vizualné
miZeme porovnat Sifeni depolarizace na originidlnich a registrovanych
sekvencich, nebo porovnani tvaru signalu AN v jednotlivych kanalech pted a po
registraci. Vizudlng lze rozhodnout, zda ziskané signaly (hlavné co se tyce tvaru)
odpovidaji teoretickym predpokladiim. Pokroc¢ilou metodou vizualniho porovnani
signalu a detekce jeho pohybu muiZe zahrnovat ptistup, ktery realizuje primérné
snimky, snimek z méfené a registrované sekvence a umoziiuje jejich porovnani
se snimkem referen¢nim (prvni snimek dané sekvence). V pfipadé€, Ze se scéna
nepohybuje (Uspé€Snd registrace), mél by byt primérovany snimek totozny
s referencnim.

Automaticka kontrola kvality registrace

Pro kontrolu kvality registrace byla navrzena zcela novad metoda, ktera
umoznuje testovani registraéniho algoritmu pfimo na registrovaném zaznamu AN.
Princip je nésledujici. Méfenou sekvenci registrujeme navrzenym algoritmem
stim, Ze v paméti uchovame charakteristiky trasovaného pohybu pro kazdy
z blokii. Poté métfenou sekvenci upravime tak, Ze do ni zavedeme piedem
definovany pohyb. Tato uprava spocivd pouze v transformaci, kterd vykonava
posun jednotlivych snimkii dle zvoleného schématu ve vodorovné a svislé ose.
Opétnou registraci takto upravené sekvence ziskdme nové charakteristiky
trasovaného pohybu pro kazdy z blokt, které by se v idealnim piipadé mély lisit
od predchozich pravé v ptidaném pohybu. Je-li tomu tak, je ziejmé, ze algoritmus
trasovani pohybu byl schopen spolehlivé detekovat ptidany pohyb a lze se
domnivat, Ze s nim Ize spravné vyhodnotit i charakteristiky pohybu v méfené
sekvenci, jeZz jsou neznamé. Jinymi slovy lze fici, ze trasované bloky, které
vykazuji malou odchylku (chybu registrace), jsou svymi parametry (distribuci
intensity, SNR) vhodné k registraci navrZzenou metodou.

Oznac¢ime-li originalni interpolovanou sekvenci o N snimcich A;(x,y) a
vektor pridaného pohybu o délce D, ve vodorovné ose v, a ve svislé ose 7, 1ze
pro upravenou sekvenci psat (5).
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Bi(x,y) = A; (x + B(imod D),y + 7, (i mod D)) (5)

ﬁx :{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} (6)
v, ={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} (7)

Vektory piidaného pohybu (6) a (7) piedstavuji kiizovy pohyb snimku,
nevznika tak offset posunuti. Pro chybu registrace ve vodorovné a svislé ose, u
jednotlivych bloku definovanych indexy m, n (Eyx;mpn @ Eymp), 126 na zaklade
vypoctenych vektorti trasovaného pohybu origindlni a upravené sekvence

(txa(D), tya (D) a typ(i), ty (1) ) psat (8) a (9).
Ex,m,n = Zilfx,B,m.n (1) - ﬁx(i mod D)_EX,A,m,n (1)| (8)

Ey,m,n = ZilEy,B,m,n(i) - 17y(i mod D)_Ey,A,m,n(i)| (9)

Chyba registrace by v idealnim piipadé¢ méla byt nulova. Vztahy (8) a (9)
vyjadiuji celkovou chybu registrace daného bloku. Vynechanim sumace
v uvedenych vztazich, lze urc¢it chybové charakteristiky v zdvislosti na indexu
snimku £

5 APLIKACE
5.1 MERICI SYSTEM

Realizovany systém, jehoz navrh je popsan v 3. kapitole, pfindsi kromé
tradi¢niho optického mapovani nékolik novych piistupli. Systém byl designovan
tak, aby umoziioval vyuziti nové navrzené pomérové metody ve 2D a aby bylo
mozné realizovat optickd méfeni nejen na povrchu epikardu, ale i endokardu.
Kombinace tohoto zafizeni s dfive realizovanym systémem pro elektrické
mapovani, umoznuje ptimé srovnani obou téchto modalit (na jednom vzorku,
v daném cCase).

5.1.1 Meéreni na endokardu

Pro optické mapovani je typické méfeni na povrchu epikardu. Chceme-li
provadét méfeni na endokardu, naskytuje se moznost vyuziti endoskopickych
technik [49], které vSak maji omezené zorné pole a jsou aplikovatelné jen u
vétSich organit (ovce, prase). Design navrZzeného meéficiho systému byl
pfizpisoben pozadavku na moznost méfeni na povrchu endokardu. Behem méieni
(perfuze), lze provést fez levou komorou a tak, pifi zachovani Zivotnich funkci
méfen¢ho organu, dale pokracovat pfi snimani AN na povrchu endokardu.
Vyuzitim tohoto pfistupu neni omezeno ani méfeni pomoci pole elektrod, které
pfiléha k protéjSi stran¢ epikardu, a krom¢ simultanniho méfeni umozZiuje i
stimulaci v definovaném bodg.
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5.1.2 Simultanni méreni

Navrh realizovaného systétmu umoziiuje kombinaci elektrického a
optického mapovani. Méfeni pomoci pole elektrod je realizované na protéjsi
stran¢ opticky snimané ¢asti méfené¢ho vzorku. To umoziuje do urcité miry
sledovat pribéh depolarizace v omezeném panoramatickém rezimu (nejsou
zobrazeny boc¢ni strany vzorku).

B
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l‘\ I\
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I
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200 400 600 800 1000
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Obr. €.8: Signaly elektrického a optického mapovani, A: signaly na povrchu epikardu, B:
porovnani elektrického signalu a optického signalu AN

Optické mapovani poskytuje signaly s vySSim prostorovym rozliSenim,
pficemz signaly elektrické dosahuji vétsiho Casového rozliSeni (az 5 kHz). Pro
spole¢né zobrazeni byly elektrické signaly pievzorkovany. Signaly elektrického a
optického mapovani z experimentdlniho méfeni (RAT27, zaznam ¢.8) ukazuje
obréazek €.8. RozloZeni signalti na plose epikardu ukazuje (8A).

5.2 METODY ZPRACOVANI SIGNALU
5.2.1 Referen¢ni metoda

Hlavni vyhodou ratiometrickych metod je jejich schopnost potlacit
pohybovy artefakt. Nové piedstavena referencni metoda (kapitola 4.3) byla
z tohoto pohledu testovana. Méteni bylo provedeno pro dva laserové excitacni
zdroje na 473 nm a 532 nm. Pro excitaci na 473 nm, novd metoda v porovnani
s klasickou ratiometrickou metodou, umoziiuje vyrazné potlateni pohybovych a
jinych artefakti a rekonstrukci méfeného AN. Pro méfeni s excitatnim zdrojem
na 532nm nebyla ani jedna z metod schopna potlaceni pohybovych artefaktli, coz
souvisi s rozdilnou odezvou barviva v zavislosti na excitaci.

Referen¢ni metoda ve 2D je schopna vyrazné potlacit pohybovy artefakt a
do urc¢it¢ miry rekonstruovat signdl AN. Kvalita signalli rekonstruovanych
signald, vyjadiena pomérem SNR, je vSak velice nizkd (SNR=2). Vysledky byly
podrobné popsany v [51].
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5.2.2 Registrace obrazu

Navrzeny registraéni algoritmus, pfedstaveny v kapitole 4.5, umoziiuje
u¢inné potlaceni pohybovych artefakti v zdznamech AN. Pro demonstraci jeho
funkce byly porovnany signaly ze Ctyf lokalit A, B, C a D u registrované i
neregistrované sekvence (rozmistény ve vertikalni a horizontalni vzdalenosti 20
pixeli od stfedu snimku). Porovnavdna byla také série snimki zachycujici
depolarizaci a repolarizaci. Pro kontrolu kvality registrace signalli pfedstavenych
v této kapitole, byly vyuzity vizudlni 1 automatické piistupy predstavené
v kapitole 4.5.3.

V nasledujici casti budou popsany vysledky implementace navrzeného
registracniho algoritmu na zaznamu C¢.1 zexperimentu RATI19. Zaznam
depolarizace myokardu z experimentu ukazuje obrazek €.9. V neregistrované
sekvenci (9A) jsou patrné artefakty, které neumoziuji korektné reprodukovat
depolarizaci epikardu. V registrované sekvenci (9B) je vétSina téchto artefaktl
potlacena. Registrovand sekvence ovSem také obsahuje artefakty, které nemaji
rozptyleny charakter jako v (9A), ale predstavuji vétsi plochy s riiznou intenzitou.
Jejich vznik nesouvisi s relativnim pohybem métend scéna vs. kamera, ale vznika
v reakci na relativni polohu myokardu a osvétlovacich LED. Méfena plocha je
osvétlovana z jin€ho Uhlu, coz ma za nasledek vznik takového artefaktu.

Oms 2,5ms 5ms 7,5ms 10ms 35ms 60ms 85ms

Obr. &.9: Sifeni depolarizace, A: Originalni sekvence, B: Registrovana sekvence

V zdznamu AN na obrazku ¢.10, lze pozorovat ptitomnost pohybovych
artefaktii o relativné vysoké amplitudé. Rekonstruované signaly v lokalité¢ A a C
ukazuji jejich u¢inné potlaceni. V zaznamech v lokalit¢ B a D je zfetelny vliv
zmény nasvétleni vzorku a s tim souvisejici vznik nezddouciho artefaktu, ktery se
registraci nepodafilo odstranit. Kvalitu potlaceni pohybovych artefakth
definujeme pomérem SAR (SAR(, pro origindlni a SARg, pro registrovanou
sekvenci). Pro signaly, kde SAR je vySsi neZ 1.5, byla stanovena také kvalita
signalu hodnotou SNR.

Hodnoty SAR byly stanoveny pro lokalitu A (SARpa=0; SARga=1.5,
SNRra=12), B (SARpp=0; SARgp=0.1), C (SARoc=0; SARRc=2.3, SNRr=10) a
D (SAROD:02, SARRDZOZ)
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Obr. ¢.10: Signal AN v originalni (modra) a reg. sekvenci (Cervena) v pozicich A, B, Ca D

Chybové matice, tak jak je vyhodnotil algoritmus pro automatickou

verifikaci,

spoleén¢ s miizkou referencnich bodl, ukazuje obrazek ¢.11.

Z obrazku je patrné, ze automatickd detekce korektnosti registrace umoziovala
lokalizaci problémovych mist. Tato mista lze také vizualné pozorovat na
deformované mfiZzce referencnich bodli (11A). Pri¢ina nekorektniho trasovani
v téchto bodech je zfejma z obrazku referencniho snimku (12B), ktery ukazuje, Ze

C

Obr. €.11: Verifikace registrace, A: mrizka referen¢nich bodt, B: chybova matice pro
vertikalni pohyb, C: chybova matice pro horizontalni pohyb

problematické €asti snimku spadaji do oblasti, kde nebyl zobrazovan méteny
vzorek, ale pouze pozadi méfené scény. Median kumulované registracni chyby
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v horizontdlnim sméru (pouze v oblasti vzorku) byl X,=16, ve vertikdlnim sméru
pak X,=20, pro délku sekvence N=200 snimk®. Maximalni zaznamenany pohyb
v horizontélni ose X,,,=54 pX. (2.1 mm) a ve vertikalni ose y,,.x=20 px. (0.8 mm).
Rozdil pohybu v jednotlivych osach je dan zavéSenim vzorku za perfizni kanylu
(omezeni vertikalniho pohybu).

Na obrazku ¢€.12 lze pozorovat zietelné rozdily mezi primérnym snimkem
origindlni (12A) a registrované sekvence (12C). Rozdily mezi primérnym
snimkem registrované sekvence a referencnim snimkem jsou téméi zanedbatelné,
coz ukazuje na kvalitu provedené registrace.

CEICEICED

Obr. ¢.12: Verifikace registrace, A: prumérny snimek originalni sekvence, B: referenéni snimek,
C: primérny snimek registrované sekvence
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6 ZAVER

Ptedstavena disertatni prace poskytuje tivod do problematiky optického
mapovani, popisuje jeho princip, vyhody 1 problémy v relaci se soucasnym
stavem pozndni. Prace se zabyva popisem existujicich méficich systémd, jejich
analyzou a navrhem novych pfistupi, které mohou rozsitit aplikace optického
mapovani, nebo eliminovat nékteré¢ znamé problémy.

Soucasti dizertace je podrobny navrh méficiho systému, ktery umoznuje
méteni akCénich napéti optickou cestou s relativné vysokou kvalitou méfenych
signalli. Inovativni navrh systému pifindsi vlastnosti, které u takovych systémi
nejsou bézné k dispozici. Mezi né patii: simultanni elektrické i optické mapovani,
meéfeni na povrchu endokardu, nebo moznost vyuziti pomérové metody ve 2D.
Signaly méfené na navrzeném systému byly publikovany v [51, 53, 54] a dalsi
publikace jsou pfipravovany. Navrh sytému je zapsan jako funk¢ni vzorek.

Pro ptedzpracovani métenych signalii byly vyuzity ptistupy ¢asoveho, nebo
prostorového primérovani. Metoda pro realizaci Casového priumeéru u signalt
s velmi malym SNR (SNR<3) spolu s algoritmem pro klasifikaci signalii a detekci
pohybovych artefaktii byla naplni publikace [52].

Pokroc€ilé metody zpracovani signdlti zahrnovaly névrh nové referencni
metody publikované v [51]. Ackoli tato metoda poskytuje slibné vysledky u
jednobodovych systémil, jeji nasazeni pro ploSna métfeni je problematické. Navrh,
realizace 1 omezeni této metody souvisi se zjiSténim novych charakteristik odezvy
barviva Di-4-ANEPPS na depolarizaci, v zavislosti na excitaénim zdroji. Tyto
charakteristiky bylo mozn¢ méfit diky spektroskopickému systému, jenz byl
publikovan v [9].

Dals§i z prinost disertacni prace spoCiva v detailni analyze vzniku
pohybovych artefaktli a ovéfeni teze, Ze jejich vznik souvisi s relativnim pohybem
meiené scény a detektoru v kombinaci s nerovhomérnou  distribuci
fluorescencniho barviva. Vysledky této prace byly publikovany v [53]. Podrobny
popis této problematiky je uveden v kapitole 4.4.

Vyuziti registrace pro eliminaci pohybovych artefaktl je ve své konfiguraci
inovativni metodou, kterd definovala zplsob a techniku, jak UCinné potlacit
pohybove artefakty, a omezit nebo vypustit pouzivani sou€asnych prostiredkli pro
eliminaci pohybu. Prace na toto téma byla prezentovdna v [54]. V kapitole 5.2.2
je popsana aplikace této metody na méfrenych signalech, spole¢né s demonstraci
funkce navrzeného algoritmu pro automatickou verifikaci registrace.

Prace na této disertaci probjhala na domovské pudé Ustavu
Biomedicinského inZenyrstvi, VUT Brno a béhem témét dvouro€niho studijniho
pobytu na Auckland Bioengineering Institute, Auckland, New Zealand.
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ABSTRACT

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