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1 UVOD

Nedilnou soucésti moderniho biomedicinského vyzkumu je v soucasné dobé¢ experimentalni
ziskavani dat pro ucely analyzy a modelovani fyziologickych i patologickych déji probihajicich
v zivém organismu. V zdkladnim vyzkumu tak lze ziskat zdsadni informace umoznujici studovat
elektrickou, mechanickou i chemickou aktivitu jednotlivych organti od makroskopické urovné az
na uroven jednotlivych bunék.

Sniméani v biologickém experimentu dnes predstavuje rozsdhlou disciplinu, zahrnujici na
biomedicinské stran¢ makromolekuldrni biologii, biochemii, biofyziku, obecnou fyziologii a dalsi
1ékatské veédy, naptiklad kardiologii. Technicka (inzenyrskd) stranka problematiky fesi pfedevsim
otazky senzori, zesileni snimanych analogovych veli€in, jejich ptesnou digitalizaci a zpracovani
a analyzu pocitacem.

1.1 BIOLOGICKY EXPERIMENT A ZISKAVANI DAT

Retézec experimentu v biomedicinskych védach zahrnuje 4 zakladni kroky. Prvnim z nich je
provedeni biologického experimentu. Za piesn¢ definovanych podminek je vymezena doba, po
kterou je mozné ziskdvat informace o chovani zkoumaného subjektu. V druhé fazi je provedeno
snimani sestavou senzortl a zesilovact. Snimané veli€iny jsou obvykle pfevedeny na elektrické
napéti. Snimani je kritickou Casti celého systému; je totiz nutné extrahovat informaci z obvykle
velmi zaruSeného prostfedi. Ve tretim kroku je provedena digitalizace — ptevedeni elektrickych
signalli do posloupnosti ¢isel pro pozdéjsi zpracovani dat pocitacem. Posledni krok spociva
v aplikaci metod ¢islicového zpracovani a analyzy signalt pocitacem.

V biologickém experimentu je Casto zavedena zpétnd vazba umoziujici kvalitativné vyS$im
zpusobem experiment fidit. Obecné se jednd o stimulaci, t.j. ovliviiovani zkoumaného organu
obvykle sérii elektrickych, svételnych ¢i mechanickych impulst.

Schematicky obrazek procesu ziskdvani dat v biologickém experimentu je uveden na Obr. 1.

biologicky snimaci digitalizace filtrace,
experiment zarizeni analyza

\/ .\,‘i

stimulace

Obr. 1 Proces ziskavani dat v biologickém experimentu.

1.1.1  Biologicky experiment

Vlastni biologicky experiment je nejdulezitéjsi, ale také nejméné stabilni, soucasti celého
fetézce ziskavani dat. Obsahuje totiz objekt zkoumani, ktery je vSak zivym organismem, resp.
organem. Ten ma zcela pfirozené deterministicky chaotické chovani, které je dobfe viditelné
i v jeho elektrickych (mechanickych, chemickych, atd.) projevech. Nesndze pii snimani a zejména
pii pozdéjsi analyze téchto projevi piinasi rovnéz mnozstvi ,,parazitnich® vlivl, jako je napf.
aktivita jinych organii (svalova aktivita, apod.) nebo vliv okoli (elektromagnetické ruSeni, apod.).

Biologickych experimentt je celd fada a lze je délit podle Zivocisného druhu zkoumaného
subjektu, podle orgéanu, prostiedi, ve kterém je provadéno snimani, a podle dalSich kritérii. Jako
ptiklad lze uvést Langendorffiv experiment na izolovaném zvitecim srdci



Langendorffitv experiment

Tato technika pro studium zcela izolovaného zvifeciho srdce byla zavedena Oscarem
Langendorffem v roce 1895 [7]. Metoda je Siroce vyuzivana a byla v minulosti nékolikrat
modifikovana (napft. [3]). Je vhodnéd pro srdce homeotermickych zvifat. Jeji princip je prosty:
izolované srdce je perfundovano okyslicenym roztokem obsahujicim vSechny nutné substraty
(napt. glukézu, nékteré aminokyseliny, atd) a ionty. Perfiize je provadéna kanylou zasunutou do
dostatecné dlouhé vzestupné Casti aorty. Hydrostaticky tlak roztoku uzavira aortdlni chlopné
(retrogradnim tokem roztoku), a perfuzat je proto veden do koronadrniho systému, koronarniho sinu
a pfes otevienou pravou sift opousti srdce. Srde¢ni dutiny zlstavaji v podstaté¢ prazdné béhem
celého experimentu.

Experiment méa dvé zakladni verze: perfize za konstantniho perfuzniho tlaku a perfize za
konstantniho koronarniho toku. Pozdéji byla popsdna dalSi verze — perflize izolovaného srdce
podle Neelyho, kdy vSechny velké cévy jsou kanylovany a srdce tak pumpuje roztok pres vSechny
své dutiny. Takovy zpisob je vSak velice naro¢ny a neni casto pouzivan.

Obecné¢ je Langendorffiiv experiment provadén v n€kolika krocich: zvife je uvedeno do
hluboké anesteze, uméle ventilovano a jeho hrudnik je otevien. Srdce je vyjmuto a dostatecné
dlouhym koncem aorty. Aorta je kanylovadna, srdce je pripevnéno k Langendorffové aparatu
a ponofeno do termostaticky vyhtivané lazné (37°C) s vyzivovacim roztokem. Preparat je potom
perfundovan stejnym roztokem. Nejcastéji je pouzivan Krebstiv-Henseleitiv roztok nésledujiciho
slozeni (v mM): NaCl 118, NaHCO; 24, KCl1 4.2, KH,PO4 1.2, MgCl, 1.2, glukéza 5.5, Taurin 10
a CaCl; 1.2. Roztok je provzdusnovan plynnou smési 95% O, a 5% CO..

1.1.2 Snimaci zarizeni

Snimaci zafizeni je systémem senzori a zesilovaci, piipadné pfevodnikl veli¢in a filtr. Témet
vyhradné pracuji v analogovém rezimu. Konkrétni sestaveni snimaciho zafizeni zavisi na
charakteru projevi, které budou sledovany.

Piikladem je snimani elektrickych projevii aktivity izolovaného srdce (viz vyse). S uspéchem
lze pouzit sady diskovych Ag-AgCl elektrod umisténych uvnitf 1azné s roztokem, ve které je
ponofeno srdce. Elektrické signaly v urovni fadu milivoltd jsou vedeny svody do obvykle
vicekanalového bipolarniho zesilovace s frekvencni charakteristikou zahrnujici pasmo alespoii
0-500 Hz. Po zhruba 1000x zesileni jsou signaly vedeny do dalSiho bloku systému.

Pfi nédvrhu snimaciho zafizeni je nutné uvazovat fadu fyzikalnich jevil, které mohou negativné
ovlivnit cely biologicky experiment a nasledné kvalitu ziskanych dat. Samoziejmosti je netoxicita
a chemicka inaktivita elektrod, které jsou v pfimém styku s perfuzatem nebo jinak se sledovanym
subjektem. Problémem miiZze byt nezadana zména elektrickych parametrii ptechodu elektroda-
perfuzat nebo elektroda-povrch subjektu v Case. Jinym problémem mize byt vznik pohybovych
artefaktl pfi mechanické aktivit¢ sledovaného subjektu. Ménit se tak mulze napi. vzdalenost
elektrod a tim 1 velikost snimanych signalii.

Pokud za snimacim zafizeni nésleduje digitalizace, byvad nezbytnou soucésti tzv. anti-
aliasingovy filtr zabranujici vzniku nezadoucich piekryvi ve frekvenénim spektru signalu.

1.1.3  Digitalizace

Digitalizace je nezbytnou soucasti celého fetézce zpracovani informaci ziskanych ze subjektu.
Umoziuje prevést informaci do Ciselného kodu pro naslednou analyzu algoritmu Eislicového
zpracovani signaltl. Parametry digitalizace jsou urCeny zejména vlastnostmi snimaného signalu
a dale naroky aplikace (tzn. pozadovanymi parametry extrahované informace).

Hlavnimi urcujicimi vlastnostmi signdlu je jeho frekvencéni rozsah a dynamika. Z toho
vyplyvaji vzorkovaci frekvence a bitova hloubka (potazmo kvantovaci krok) digitizéru. Dale je
samoziejm¢ nutné zvazit pocet simultinné snimanych signali a miru simultdnnosti jejich



digitalizace. Obvykle neni na zavadu mirny ¢asovy posun digitalizace v jednotlivych kanalech
v fadu tisicin ¢i setin vzorkovaciho intervalu.

Jako ptiklad 1ze uvést digitalizaci signalu elektrické aktivity srdce. Literatura uvadi frekvencni
rozsah signalu pro klinické hodnoceni 0-100 Hz, obvykle pouzivana vzorkovaci frekvence je 250
nebo 500 Hz a bitova hloubka 8 nebo 12 bitti. Ve vyzkumu se pak pouziva 1 vyssich vzorkovacich
frekvenci, napt. 1000 a 2000 Hz pro vyzkum nékterych rychlych dé&jii v signalu a déle pfevodniky
s dynamikou 16 bitli pro vyzkum nékterych déji projevujicich se velmi malymi zménami ve
velikosti signalu.

Dilezitou otazkou je také vybér vhodné casové a teplotni stability pfevodniku a jeho ptesnosti.
To mutze hrat roli pti dlouhodobych experimentech viadu hodin a pfi rtiznych teplotnich
podminkach.

1.1.4  Filtrace a analyza

Filtrace a analyza v sob& zahrnuji mnozstvi pouzitelnych algoritmli ¢islicového zpracovani
a analyzy signalt. Jejich pouziti zavisi zejména na uzivateli, ktery urCuje charakter pozadovanych
informaci a sledovanych parametrii v¢éetné jejich ¢asového urceni.

Jaké ptiklad 1ze uvést potlaceni elektrické aktivity svall v elektrokardiografickych zdznamech
pomoci kumulace, adaptivni filtraci pro potlaceni sitového ruseni, detekci jednordzovych jevi
v signalech, apod.

1.2 MOZNOSTI MERENI ELEKTRICKE AKTIVITY SRDCE

Elektrickou aktivitu srde¢niho svalu Ize méfit mnoha zpisoby na riznych urovnich. Jednotlivé
urovné vyplyvaji zejména z rozméru ¢asti srdce a také z pouzitych technickych principti.

Snimani mlze probihat na urovni buné¢né, tkanové, celého srdce, celého organismu. U ¢loveka
pak jsou pak odpovidajici rozméry fadové zhruba tyto: bunika 100 wm, tkan 10 mm, cely organ 10
cm, organismus 1 m. U vSech typd Grovné¢ Ize sniméani provést z prostoru uvniti i vné dané¢ho
segmentu, napiiklad z intracelularniho 1 extracelularniho prostoru.

Na bunécné Grovni se obvykle pouzivaji mikroelektrody, sestavajici z tenké sklenéné trubicky
vyplnéné vodivym roztokem a vlozenym stfibrnym vodi¢em ptipojenym k zesilovaci. Trubicka je
pod mikroskopem podtlakové pfisata k povrchu izolované bunky a po protrzeni membrany
propojena s intracelularnim prostorem. Signal v podobé proudli na Grovni pA je snimdn oproti
extracelularnimu prostoru propojeného s uzemnénim. S uréitym omezenim lze totéZ provést na
neizolované bunice na povrchu celého organu. Jinou moznosti snimani elektrickych projevl jediné
builky je pouziti zdznam zmény optickych vlastnosti bunééné membrany v zavislosti na
okamzitém elektrickém potencidlu v oblasti (viz kapitola 2 ).

Na tkanové urovni je méteni provadéno napt. na papilarnim svalu v podob¢ tzkého pruhu tkané
pruzné uchycené¢ho na obou koncich a umisténého v lazni. Elektrickd aktivita tkdn¢ je snimana
bud’ celkové plosnymi elektrodami nebo obdobné¢ jako v piredchazejicim piipade.

Pfi snimani na urovni celého organu, at’ uz izolovaného nebo in situ, je mozné pouzivat dalSich
snimacich technik. Kromé diskovych elektrod se pouzivaji jehlové, sukéni, miniaturni
multielektrody, dokonce i mikroelektrody. Vyhodou je moznost uskutecnit mapovani elektrické
aktivity organu po celém jeho povrchu, ¢astecné 1 uvnitt. Tak lze zjistit, jakym zptsobem se Sifi
elektrické vzruchy jeho tkani. Kromé toho lze uzit 1 optickych metod bud’ s pevnou optikou nebo
s moznosti mapovani vyuzitim flexibilni optiky (viz kapitola 2.2).

Ve vysSe uvedenych piipadech lze samoziejmé vyuzit stimulace. Zejména na urovni
izolovanych bunék a ¢asti tkdni je to nezbytné, nebot tyto ¢asti celého organu neobsahuji centra
automacie a nejsou schopny repetitivniho chovani — opakovanych svalovych stahi. V ptipadé
urovné celého organu lze automacie jednoduSe docilit udrzenim fyziologickych podminek,
v ptipad¢ celého organismu pak vcetné¢ kompletniho fizeni parametrti srdecni aktivity nervovym
systémem.



2  OPTICKE SNIMANI ELEKTRICKYCH POTENCIALU

Optické snimani elektrické aktivity srdce je jednim z poslednich ptispévkil v oblasti zakladniho
kardiologického vyzkumu, kde je nutnost pofizovat experimentalni data. Moznost zdznamu
dynamickych zmén v transmembranovém potencidlu excitabilnich bunck optickou cestou byl
poprvé navrzen Lawrencem B. Cohenem v roce 1968 [2]. Cohen a jeho spolupracovnici objevili
napétoveé zavislé zmény intrinsickych optickych parametric ve velkych axonech olihni. Trvalo
témét desetileti, nez byly zaznamenany prvni akéni potencidly z velkych axonii a srdci savcil
s pomoci napétové citlivych barviv [11]. Prvni kardiologické aplikace optické metody snimani
elektrické aktivity se tykaly lokalizace srde¢ni aktivity v embryonalnich preparatech v roce 1981
[6]. V 80. letech minulého stoleti bylo optické snimani a mapovani elektrické aktivity zivych
organii omezeno na nékolik mélo vyzkumnych laboratofi ve svété, koncem 90. let se zacala
metoda pomalu rozsifovat.

2.1 PRINCIP OPTICKEHO SNIMANI ELEKTRICKEHO POTENCIALU

Optické sniméni elektrické aktivity zivych bunék (organil) je =zalozen na vyuziti
fluorescencniho jevu v napétové citlivych barvivech. Obecnym mechanismem fluorescence je
absorpce fotonu jisté energie fluorescencni slouceninou, kterd je tak excitovdna ze zakladni
energetické hladiny na nestabilni vy$si hladinu. Pti pfechodu slou¢eniny zpét do zékladniho stavu
jsou emitovany fotony. Jejich energie je niz$i nez energie excitaCnich fotond, z ¢ehoZ vyplyva
i vyssi vinova délka emitovaného svétla.

Napétove zavisla (citliva) fluorescence miize byt konsekvenci nékolika moznych mechanismi,
které jsou spojeny s intra- a extracelularnimi zménami (pfesuny) v zavislosti na napétovém
gradientu. Cohen zavedl jednoduché déleni napétové citlivych barviv do dvou skupin: rychla
a pomala barviva, podle jejich reak¢éniho Casu a predpokladaného molekularniho mechanismu
napétové citlivosti. V elektrofyziologii srdce jsou pouZitelna pouze tzv. rychla barviva, ktera jsou
schopna reak¢nich €asti na trovni mikrosekund.

Presny mechanismus napétové zavislosti spektroskopickych vlastnosti rychlych napétove
citlivych barviv neni zcela zndm. Jednou zuznavanych teorii je, Ze spektralni posuv ve
vlastnostech chromoforti je mozny za splnéni dvou podminek: 1. fotonova excitace molekuly
chromoforu ze zékladniho stavu do excitovaného je doprovazen vyznamnou zménou elektrického
naboje, 2. vektor zmény intramolekuldrniho naboje je orientovan paraleln¢ ke gradientu
elektrického pole. Jestlize bude zména naboje v molekule barviva orientovana kolmo k membrané
srdecni bunky, fluorescence barviva bude zévisla na transmembranovém potencialu.

Na Obr. 2 je uveden princip pfevodu elektrickych potencidlli butiky na zménu optickych
parametri pouzitého napét'ové citlivého barviva.

excitacni foton emitovany foton

o molekula
extracelularni prostor barviva
+ +

A\

intracelularni prostor
Obr. 2 Princip pfevodu elektrickych potenciald na zménu optickych parametrti.



Cely princip zavislosti optickych parametrti pouzitého napétove citlivého barviva na rozdilu
elektrickych potencidlti bunky lze doplnit takto: pii kladné zméné potencidlu dochéazi k posunu
emisniho spektra barviva smérem k vy$§im vinovym délkdm. Pokud je detekovéna intenzita
emitovaného svétla v oblasti od pevné zvolené vinové délky vyse, je vysledkem kiivka
odpovidajici Casovému zdznamu transmembranového potencidlu v misté excitace barviva. Na Obr.
3 je dokumentovan princip vzniku zdznamu zmény transmembranového potencidlu méfenim
intenzity emitovaného svétla.

Fluorescence

-90 mV

Fluorescence

Fluorescence
r*";

vinova délka

Obr. 3 Princip vzniku zaznamu zmény transmembranového potencialu méfenim intenzity emitovaného
svétla.

Otazka pouziti napétové citlivého barviva je dnes v podstaté¢ jednoducha. Existuji barviva
s vyhovujicimi fluorescencnimi vlastnostmi a s garantovanou netoxicitou. Takova barviva mohou
byt napt. pfidana do perfuzatu v Langendorffové experimentu. Po dostate¢né dobé nutné pro
navazani barviva na membrany srde¢nich bunck (do 20 minut u vétSiny zvifecich srdci) a po
vymyti zbytkl barviva lze provést méfeni.

Popsany princip optického snimani elektrické aktivity srdce mize byt vyuzit v rGznych
zdznamovych systémech. Jejich konfigurace zavisi na parametrech a zvoleném postupu
biologického experimentu a dalSich okolnostech. Ptikladem snimaciho zafizeni mize byt systém
popsany niZze.

2.2 OPTICKY SNIMACI SYSTEM

Nasledujici opticky snimaci systém byl pouzit ve projektech zabyvajicich se zakladnim
vyzkumem elektrofyziologie zvifeciho srdce, zejména pak ve vyzkumu ischemie myokardu a pfi
studiu vlivu farmak na srde¢ni funkci. Popsany systém lze povazovat za typicky vyjma vstupni
flexibilni ¢asti, kterd je ve svétovém meétitku zatim ne zcela objevenou [10].

Opticky snimaci systém sestava z flexibilniho bifurkovaného optického kabelu FCR-71R200-2-
ME (Avantes, Nizozemi) se sedmi optickymi vlakny: Sesti iluminacnimi vldkny rozmisténymi
v kruhu a jednim detekénim vlaknem umisténym v stfedu kabelu. Vldkna maji primér 200 nm
a jsou pouzitelné v rozsahu vinovych délek od 350 do 1100 nm. Cely svazek optickych vldken je
chranén silikonovym vnitinim obalem a vné&jSim flexibilnim chromovanym mosaznym ,,hadem®.
Vléknova optika je pouzita proto, aby m¢l uzivatel moznost ,,skenovat™ povrch preparat a ziskavat
z4dznam akc¢nich potenciall z riznych ¢asti srdce. Soucasné preparat neni mechanicky ovliviiovan,
kabel je jen pfiloZen k jeho povrchu. Tim je zaroven vyfeSena otazka piipadné nutné fokusace
svazku svétla.

,Vstupni® konec optického kabelu je pfipojen ke 150W halogenovému zdroji svétla Intralux®
DC1100 (Volpi AG, Svycarsko). Zdroj svétla je navrzen specialné pro aplikace vyuZivajici



svétlovodi¢e a vyzadujici vysokou stabilitu. Zdroj ma extrémné stabilni intenzitu generovaného
svétla se zvinénim <0.01%. Intenzita svétla je fizena otdCenim srpkovitého kotouce a také fizenim
nap¢ti halogenové zarovky pres sériové rozhrani RS232 prostfednictvim piipojeného pocitace.
Zdroj obsahuje vestavény infracerveny filtr pro potlateni nezddouciho ohfevu osvétlovaného
preparatu. Vystupni svétlo také prochazi optickym filtrem v padsmu 506+30 nm, které
koresponduje s excitacnim spektrem pouZzitého napétove citlivého barviva.

,»Vystupni (detekéni) konec optického kabelu je pfipojen k detektoru svétla — kiemikové
fotodiodé 3WK 16487 (Tesla Blatna, Ceska republika), ktera snimé intenzitu dopadajiciho svétla.
Vétsina dopadajiciho svétla by vsak obsahovala excitacni svétlo odrazené od preparatu. Z toho
diivodu je mezi kabel a fotodetektor zarazen filtr >610 nm. Pfislusné vinova délka byla zvolena
mezi excitatnim a emisnim spektrem pouzitého barviva.

Vystupni signdl z fotodiody je zesilen tak, aby byl ziskan signél urovné vhodné pro nasledny
digitizér. Elektrické obvody pouzitého zesilovace zahrnuji analogovy anti-aliasingovy filtr typu
dolni propust (f-=2 kHz) a filtr typu horni propust (f-=0.05 Hz) pro potlac¢eni offsetu stejnosmérné
slozky.

Signal z fotodetektoru je digitalizovan ve 12-bitovém A/D pievodniku PCI-6111E (National
Instruments, USA) se vzorkovaci frekvenci 4 kHz. Digitalizovany signal je v redlném case ukladan
na pevném disku pocitace pomoci programu vytvoieného v softwarovém prostiedku LabView
(National Instruments, USA).

K optickému snimacimu zafizeni 1ze doplnit, ze musi byt umisténo vtemné komoie pro
potlaceni vlivu parazitniho svétla z jinych svételnych zdroji vcéetné slunce.

Schéma optického snimaciho zatfizeni je zndzornéno na Obr. 4. Schéma je doplnéno o fizeni
vykonu excita¢niho svétla pocitacem, které je nutné také pro vypnuti svétla v dobé nesnimani. Tak
je redukovano ,,blednuti* pouzitého fluorescenc¢niho barviva vlivem svétla.

S -

506 + 30 nm

e
intraluxt 4000-1 ‘ 5

Obr. 4 Schéma optického snimaciho zafizeni.

Na Obr. 5 je uveden ptiklad akéniho potencidlu srde¢ni bunky zizolovaného srdce
zaznamenaného optickym snimacim systémem z Obr. 4. Z obrazku je patrny charakteristicky tvar
ak¢éniho potencialu, ale také silné ruSeni (viz kapitola 2.3). Vertikdlni osa neodpovidad zadné
fyzikalni veli¢iné, nebot’ pfevod miry fluorescence na napéti nelze v tomto ptipadé¢ kvantifikovat.
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Obr. 5 Priklad akéniho potencialu zaznamenaného optickym systémem.

2.3 PARAMETRY OPTICKEHO SNIMACIHO SYSTEMU

Optické snimani ssebou nese fadu vlivl, které mohou negativné pulsobit na kvalitu
zaznamenanych signali. VétSinu z nich lze potlacit pouzitim vhodnych komponentti snimaciho
systému, volbou vhodné konfigurace experimentalniho pracovisté, volbou vhodnych parametrii
nckterych nastavitelnych prvka systému, apod. Dalsi z negativnich vlivil 1ze — alespoil ¢astecné —
potlacit pii nasledném zpracovani digitalizovanych zaznamd.

Ditlezitou charakteristikou systému je volba intenzity excitacniho svétla. Pii volbé se lze
castecné tidit zkuSenostmi popsanymi v literatufe, které jsou ovSem silné¢ zavislé na osvétlované
plose preparatu, zivoc¢isném druhu subjektu, druhu napétové citlivého barviva, zvolené délce
mefeni, apod. V zdsadé je nutné volit nizkou intenzitu excitacniho svétla, aby nebyl preparat
nevhodné zatéZovan ¢i ohfivan a aby pfi delSich experimentech nedochazelo k vyznamné
degradaci fluorescenc¢nich vlastnosti pouzitého barviva (tzv. photobleaching). Na druhou stranu
nizka intenzita svétla znamena nizky pomér signal/Sum na vystupu zesilovace, dany konstantnim
Sumem zesilovace, fotodetektoru a rusivym okolnim svétlem.

Spektrum excita¢niho svétla musi byt zvoleno tak, aby byl maximalizovana fluorescence.
Je tedy nutné vyjit z excitaéniho spektra barviva. To ovSem zavisi na zivociSném druhu subjektu,
druhu barviva a druhu rozpoustédla pouzitého pfi pfipraveé roztoku barviva. V tomto ptipadé je
nutné experimentalni zjisténi tvaru a polohy excita¢niho spektra barviva.

Ma-1i byt experiment kratkodobé i dlouhodobé stabilni, je nutné zajistit zejména stabilitu
svételného toku excitaéniho svétla. Pfi snimani je totiz nutné uvazit, ze zména elektrického
potencidlu v srde¢ni buiice vyvola max. 10% zménu v intenzit€¢ emitovaného svétla. K zajisténi
stability se pouziva predevSim halogenovych zdrojii svétla se stejnosmérnym stabilizovanym
zdrojem napéjeni.

Ke spravné funkci systému je také nutné urcit vhodnou spektralni charakteristiku fotodetektoru.
To vyplyva ptredevsim z emisniho spektra barviva, pro které plati stejné principy jako pro excitacni
spektrum barviva. I v tomto ptfipad¢ je nutné experimentalni zjiSténi tvaru a polohy spektra.

Pro dosazeni stabilnich vysledkii je dobré zachovavat chemickou stabilitu experimentu
(koncentraci napétove citlivého barviva) ve fazi jeho aplikace 1 pfi snimani. Toho lze docilit
riznymi technikami po¢inaje kontinudlni injekci do preparatu apod.

Mechanicka stabilita experimentu (vzajemny pohyb objektu a snimace) je problémem, ktery
vyznamné zatézuje experimentalni data chybou. Je nasnadé, Ze vzajemny pohyb muze zpusobit
nezadouci optické efekty. Pak je systém nutné vhodné konfigurovat vCetné uvazeni mechanické
restrikce zkoumaného preparatu nebo vyssi flexibility optické sondy.

2.4 ELEKTRO-OPTICKY SNIMACI SYSTEM

Opticky snimaci systém z Obr. 4 pomérné snadno doplnit o elektrickou ¢ast a ziskat tak elektro-
opticky snimaci systém. To je vyhodné v piipadé, Ze chceme napi. zaznamendvat elektrickou
aktivitu orgdnu na Urovni bunék (akéni potencidly) a soucasné na urovni celého organu
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(elektrogramy). Prvni z jmenovanych je zaznamenan jiz popsanou optickou metodou, druhy pak
tradi¢ni metodou vyuzivajici sady Ag-AgCl elektrod a elektrickych kabelti. Na Obr. 6 je uvedeno
schéma elektro-optického systému. Z obrazku je vidét, Ze elektrické signaly z elektrod jsou
zesileny zesilovaci a digitalizovany stejnym A/D ptrevodnikem, jako fluorescencni svétlo
pievedené na elektrické napéti. Simultanni vicekanalovy signal je pak zaznamenavan pocitacem.

=
o >610nm«;$:>
e adl

i _
ﬁﬂ

506 £ 30 nm iy
(B0 L
El
Obr. 6 Schéma elektro-optického snimaciho systému

Popisovany systém je vyhodny zejména v modelovani organti, kdy lze usuzovat na jejich
chovani v riznych situacich ze dvou pohledi soucasné. Kazdy ze zaznamendvanych signali
pochazejicich ze stejného zdroje nese jinou informaci, ¢ehoz Ize vyuZzit.

Ptiklad ak¢niho potencidlu a elektrogramu zaznamenaného soucasné elektro-optickym
systémem je zndzornén na Obr. 7. Z obrazku je dobfe vidét synchronnost obou zdznami. Pro
upiesnéni — zdznam ak¢niho potencialu jiz byl upraven (viz kapitola 3.1).

1 T T
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0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

-0.5 I 1 I 1 I I

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
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Obr. 7 Ptiklad akéniho potencialu a elektrogramu zaznamenaného elektro-optickym systémem.
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3 ZPRACOVANI A ANALYZA ZAZNAMU

Signaly zaznamenavané optickou cestou a digitalizované je nutné nasledné predzpracovavat
a pozdéji podle pozadavkil analyzovat. Predzpracovani spociva zejména v potlaceni ruSeni
a detekci vyznacnych bodl v signalech, analyza je pak extrakci pozadovanych informaci. Pro
predzpracovani i analyzu zaznamu lze pouzit celou fadu metod objevenych a popsanych v oboru
¢islicového zpracovani a analyzy signald. Jejich vybér je samoziejmé urcen charakterem zdznamu
(biologickym i technickym) a cilem experimentalni prace.

V nasledujicim textu jsou popsany vybrané metody zalozené na tradi¢nich i modernich
1 charakterem originality snimaciho zafizeni. Metody byly realizovany béhem feSeni nékolika
vyzkumnych projekti a s ispéchem pouzity pti zkoumani elektrofyziologie zvifeciho srdce pfti
ischemii myokardu a pfi aplikaci farmak.

3.1 FILTRACE ZAZNAMU

Pro filtraci nasnimanych zaznamii bylo vyuzito charakteristického znaku funkce srde¢niho
svalu — automacie. Zaznamy srde¢ni aktivity jsou vysoce repetitivni signaly — po vétSinou blizici
se signalim periodickym. ,,Perioda“ ovsem stale kolisa, a to i za zcela fyziologickych podminek
a u zdravého organu, navic jednotlivé repetice nejsou zcela stejné. Drobné fluktuace jsou rovnéz
zcela fyziologické. Zakladni ideou je vyuzit popsané charakteristiky pro zprimérnéni jednotlivych
repetic a k ziskani ,,primérného* signalu. Pfi zprimérnéni samoziejmé dochdzi ke zvyraznéni
opakujicich se (deterministickych) komponent a naopak k potlaceni stochastickych casti signala,
zejména Sumu. Z literatury je znamo, Ze uvedené lze realizovat i s tzv. plovoucim oknem, kdy je
kontinualn¢ ziskavan zprimérnény signal s pritbéznou obnovou, resp. ptizptisobovanim trendu.

Uvedeny postup je vSak mozné vyznamné zkvalitnit ve smyslu zachovani néhlych zmén
a trendll v signalu. Béhem experimentu totiz mize dochdzet k badatelsky zajimavym kratkodobym
jevum, které by vsSak v "priméru" zanikly a byly by odstranény. Proto je hledano reziduum
subtrakci zprimérnéného signalu a origindlu. Ziskané reziduum je nasledné filtrovano dolni
propusti (s mezni frekvenci obvykle f.=10 Hz) a vysledek je pficten zpét k zprimérnénému signalu
[5].

Kvalita zprimérnéni silné zavisi na presném sparovani jednotlivych akénich potencialt. To je
ovlivnéno spolehlivou a ptesnou detekci jejich vyznamnych bodid (zde nabéznych hran pii
depolarizaci) v Sumu. Toho Ize dosdhnout naptiklad predfazenou medianovou filtraci pro potlaceni
vyrazného Sumu impulzniho charakteru. Po té je signal filtrovan pasmovou propusti s propustnym
pasmem Sitky 11 Hz centrovanym na frekvenci 17 Hz, je vypoctena jeho druha mocnina pro
potlaceni zbytkového Sumu a vytvofeni pozitivnich extrémi, adaptivni prahovani pro hrubou
lokalizaci maxim a detekci lokdlnich maxim s refrakterni periodou. Struktura celého systému pro
kumulaci s filtraci rezidua je uvedena na Obr. 8.

. . . R detekce
—p|medienoppasmovaipf . [y 2daPtVIL o dinich >
vy filtr propust prahovani .
extremu
— J
al detektor zprumer- »
hran > neni @2
+ dolni
bl
2@ propust
Obr. 8 Blokové schéma filtrace signali metodou kumulace s filtraci rezidua.
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Pti filtraci ak¢énich potenciald snimanych optickym systémem Ize dosahnout pouzitim kumulace
s filtraci rezidua uspésného potlaceni charakteristického Sumu. Spektrum Sumu vyznamné zasahuje
do spektra uzitecného signalu, kumulace je tak alternativou linedrni filtrace, ktera je zde
nepouzitelnd. Na Obr. 9 je ukazka filtrace akénich potencidlti popsanou modifikovanou kumulaci.
Zatimco Seda kiivka ptredstavuje jeden vybrany originalni akéni potencial, ¢ervena kiivka jeho
filtrovanou verzi.

| | |
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
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Obr. 9 Blokové schéma filtrace signalti metodou kumulace s filtraci rezidua.

3.2 VLNKOVA ANALYZA ELEKTRICKE AKTIVITY SRDCE

Moderni analyza projevii elektrické aktivity srdce spocivd v pouziti jednoduchych
1 sofistikovanych  algoritmii  Cislicového  zpracovani  signali  implementovanych
v elektrokardiografech. Pouzité algoritmy lze rozdélit do tii téid podle toho, zda pracuji v casove,
frekvencni nebo Casoveé-frekvenéni oblasti. Prvni dvé tiidy algoritmti predstavuji tradicni pfistup,
ktery se osvédcuje v mnoha klinicky ovétenych aplikacich zpracovani a analyzy signali EKG [1]:
potlaceni kolisani isoelektrické linie, detekce komplexu QRS, stanoveni poc€atku a konce
komplexu QRS, analyza deviace segmentu ST, analyza variability srde¢niho rytmu, apod. Nové
algoritmy pracujici v casové-frekvencni oblasti spojuji nékteré vyhodné vlastnosti znamé
z klasickych pfistupti — pfedevs§im umoziiuji frekvencni analyzu signalG pfi zachovéani casové
informace o analyzovanych jevech. Piikladem mohou byt frekven¢ni zmény objevujici se béhem
depolarizace srde¢nich komor v prubéhu ischemie myokardu. Pouziti prosté ¢asové analyzy zde
pfinési jen nekvalitni vysledky, dané pfedev§im nizkou senzitivitou. To je Casto zpiisobeno malou
amplitudou projevujicich se zmén. Frekvencni analyza sice zvysi senzitivitu, ale neumozni rozlisit,
ve které fazi srdecniho cyklu elektrofyziologické zmény nastaly.

Pro casové-frekvencni analyzu byvd v soucasné dob& nejvice vyuzivana vlnkova
transformace [9]. Vinkova transformace je popularni z diivodu snadné implementovatelnosti, jeji
vystupy jsou dobfe interpretovatelné podobné jako u klasické Fourierovy transformace pouzivané
ve frekvenéni analyze [12]. MnoZstvi variant vinkové transformace poskytuje pti navrhu algoritmu
velkou $ifi vybéru od redundantni podrobné analyzy az po rychlou analyzu s minimalizovanym
mnozstvim vystupnich dat. Zasadou pro vybér varianty vinkové transformace je predevsSim typ
aplikace (napf. potlaceni ruseni, zvyraznéni urcitych casovych nebo frekvenénich komponent
uzite¢ného signalu, detekce vyznamnych vin, detekce a sledovani zmén vyznamnych vin v ¢ase,
apod.). Dal§imi urcujicimi prvky pfi navrhu jsou dostupné vybaveni poskytujici limitovany
vypocetni vykon.

Pro analyzu pouzivana spojita vinkova transformace je definovana vztahem

CWT(a.b)= j; _zw*[f b )[(t)dt,
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kde a je dilatace, b je Casové posunuti, f{f) je analyzovana funkce a yA¢) je vinkova funkce.
Vystupem vinkové transformace je charakteristicky obraz analyzovaného signalu, ktery vykazuje
dobré frekvencni rozliSeni (a nizké Casové rozliSeni) v nizSich frekvencnich pasmech a nizké
frekvencni rozliSeni (a dobré casové rozliSeni) ve vyssich frekvenénich pasmech.

Ptiklad vystupu vinkové transformace elektrogramu je uveden na Obr. 10.Vystup je vzdy
dvourozmérnym grafem, zde v tfirozmérném zobrazeni, kde v roving je frekvencni a asova osa
a v kolma osa odpovida "vykonu" v daném frekvencnim pasmu a case.

ahs wt of lead ¥, baseline
g 0.12

2
frequency [Hz] {75 Y- B
250 200 150

time [msec]

Obr. 10 Priklad vlnkové transformace elektrogramu.

Pozn. Pojmy spektrum, frekvence, amplituda a faze jsou v pripadé vinkové transformace
pouzivany nepresné. Uvedené pojmy jsou vyhrazeny fourierovské analyze, ze jsou pouzity
z nedostatku vhodnych pojmii.

3.2.1 Fazova vinkova analyza elektrogramu

Vinkova funkcey(f) pouzitd ve vinkové transformaci mtize byt komplexni funkci. Vystupem
transformace je pak komplexni dvourozmérny obraz, obvykle znazornény formou amplitudového
a fazového casove-frekvencniho spektra. U signalt, kde se vyskytuji pravidelné viny s lokalnimi
extrémy a inflexnimi body, lze pouzit analyzy fazového Casové-frekvencniho spektra. Uvedené
body kiivek se totiz vyrazné projevi ve fazi [8].

Pro snaz$i analyzu se casto pouziva prahovani fazového spektra. Vysledkem je méné
komplexni obraz, ve kterém lze snaze detekovat piipadné zmény ¢i posuny. Prahované fazové
spektrum je definovano jako

1 pro |arg[CWT(a,b)]|€ (th—¢, th+e)
0 pro | arg[CWT(a,b)]| ¢ <th—8, th+8>’

P,h<a,b>={

kde th={0, m} nebo {-m/2, m/2} je prah, € je malé redlné ¢islo. Vysledkem prahovani fazového
spektra s prahy {-7/2, 0, 7/2, m} je binarni obraz s vertikaln& orientovanymi carami (kfivkami)
v mistech fazovych skokl. Ty pak odpovidaji jednotlivym extrémim a inflexnim bodim
analyzované funkce.

Na Obr. 11 je uveden piiklad analyzy dvou elektrogramii ziskanych z jednoho subjektu
v rozmezi 1 minuty béhem uméle vyvolané ischemie myokardu. Prvni dva obrazky piedstavuji
amplitudové spektrum, dal$i dva fazové spektrum a posledni dva prahované fazové spektrum.
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V amplitudovém spektru je znatelna mirnd zména, v prahovaném fazovém spektru ke pak vidét
vyznamny posun kiivky odpovidajici fazi £7/2.

Obr. 11 Vyvoj v amplitudovém fazovém Casové-frekvencénim spektru elektrogramu.

3.2.2  Analyza stability experimentu vinkovou entropii

Pouziti fluorescencniho napétové citlivého barviva, iluminace zkoumané tkané svétlem
s vysokou intenzitou, experimentalni protokoly s dlouhymi experimenty a dal$i mohou negativné
ovlivitovat kvalitu dat snimanych z Zivého orgdnu optickou cestou. Dal§imi negativnimi vlivy
muze byt blednuti barviva, nehomogenita vyzivovaciho roztoku a chemické interakce barviva
s roztokem a srdecnimi buiikami. Pro posouzeni vySe uvedenych vlivii a celkové stability
biologického experimentu s vyuzitim napétoveé citlivych barviv je nutné analyzovat trendy ve
snimanych signalech. Jednou z moZnosti je posuzovani zmény entropie.

Entropie je definovana jako mira neurcitosti informace skrytd v analyzovanych datech [4]. Pro
dany problém muze entropie odhalit zmény ve statistickych parametrech snimanych signalt, které
nejsou detekovatelné klasickymi deterministickymi metodami. Pro zvySeni citlivosti metody je
vhodné pred vypocet entropie prediadit vinkovou transformaci a vypocitat ¢asove-frekvenéni
obraz (tzv. vinkovéa entropie). Vysledkem pak bude zjiSténi casového vyvoje entropie
v jednotlivych frekvencnich pasmech.

Vinkova entropie je definovana jako

WE ==} pla)log, pla).

ke p(@)=E | 5@)=S\cwr (@), B, = 3 E)

total b

Na Obr. 12 je dokumentovana analyza vyvoje tvaru akcnich potencialti vinkovou entropii.
Na prvnim obrazku je ptiklad akéniho potencialu na zacatku experimentu a na druhém obrazku
pak jeho dvourozmérny vinkovy obraz, ze kterého je vypoclitdna entropie. Tieti obrazek
znazoriiuje vinkovou entropii vypocitanou ve dvou ¢asovych okamzicich.
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Obr. 12 Analyza vyvoje tvaru akénich potenciali vinkovou entropii.

3.2.3  Analyza vlivu barviva vinkovymi konturami

Dalsi moznosti analyzy trendli v zaznamech elektrické aktivity srdce je posouzeni zmény tvaru
tzv. vinkovych kontur. Jejich vypocet umoZiluje snizit komplexnost vinkového obrazu tak, aby byl
snaze analyzovatelny.

Vypocet vinkovych kontur vychazi z upravy vinkového obrazu na tzv. konturovy obraz,
definovany jako

1 CWTla,b)=L
c, (a’b):{ pro (Cl, )

0 jinak
kde L je prahova troven kontury (vyska vrstevnice). Vlastni kontura je pak jednoduse odvozena
jako

3

EC(b)= min [a].

ac A, C;(a,b)=0
Kontura je potom jednorozmérnou funkci casu odvozenou z jediné vrstevnice ve
dvourozmérném vinkovém obrazu. Jeji tvar ¢astecné odrazi tvar plivodniho analyzovaného signalu
a pfedevsim pak tvar vinkového spektra.

Jednou z jednoduchych moznosti vyhodnoceni zmén ve vinkovych konturach v ¢ase je vypocet
vzdalenosti, definované jako

d, =Y |EC,(b)-EC,(b),

kde » a s jsou oznacenim dvou raznych kontur.

Na Obr. 13 jsou uvedeny vysledky analyzy trendu v zdznamech elektrogramti béhem urcitého
casového useku. Na prvnim obrazku je vynesena zavislost R-R intervalll na case (vzdalenosti mezi
sousednimi srde¢nimi cykly) s oznaCenim ¢asového okamziku aplikace napétové citlivého barviva
(modrd svislice). Prudka zména v grafu je reakci bun€k na vstup barviva na bunééné membrany.
Na druhém obrazku je vynesena Casova zavislost vzdalenosti vinkovych kontur jednotlivych
srdecnich cykli od kontury prvniho cyklu opét s oznacenim casového okamziku aplikace
napét'ove citlivého barviva.
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Obr. 13 Porovnani trendu R-R intervalt a vzdalenosti mezi vinkovymi obrazy QRS komplext.

3.2.4 Klasifikace srde¢nich cykli vinkovou transformaci a skrytymi Markovovymi
modely

Poslednim ptikladem vyuziti vinkové transformace v analyze elektrickych projevii srde¢ni
aktivity je aplikace se zaclenénim skrytého Markovova modelu. Skryt¢é Markovovy modely jsou
v této oblasti Casto vyuzivany pro jejich schopnost postihnout ne prvni pohled nezietelné
(podkladni) déje a zmény statistického razu. Jedinym problémem je piizplsobeni vstupnich
signalii pozadavkiim Markovova modelu, ktery je obvykle modelovan pro casové posloupnosti
s limitovanym poc¢tem kodi pro kazdy vzorek srde¢niho cyklu.

Vyraznou modifikaci pfinasejici vyssi citlivost skrytych Markovovych modeli je u analyzy
elektrickych projevil srdecni aktivity predzpracovani vinkovou transformaci. Ta umozni ziskat pro
kazdy vzorek ¢asové posloupnosti vektor priznakl (v terminologii Markovovy teorie) tak, ze je
extrahovan jeden vektor z obrazu vilnkové transformace. Je tim vyuzita schopnost vinkové
transformace zachytit zmény v riznych frekvenénich pasmech v jediném ¢asovém okamziku.

Na Obr. 14 je zndzornéna aplikace zahrnujici vinkovou transformaci a skryty Markoviiv model.
Z obrazku je dobie patrné, jakym zpilisobem je vyuzit obraz vinkové transformace k tvorbé
posloupnosti vektoru ptiznakt nutnych ke klasifikaci predkladanych vzord.

i

vektorova
kvantizace

prahovani

kniha HMM

_ l

vektorova HMM
| Kvantizace I N asifikator | >

kédova I parametry

HMM
klasifikator

vektorova
kvantizace

Obr. 14 Klasifikace vinkovych obrazi elektrogrami skrytym Markovovym modelem.
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ZAVER

Experimentalni metody ziskdvani, zpracovani a analyzy biologickych signalli jsou nezbytnou
soucasti moderniho biomedicinského vyzkumu. Jejich aplikace umoziuje ziskat dosud skryté
informace o chovani zivého organismu, které je ze své podstaty deterministicky chaotické
a komplexni. Pravé slozitost organismu a jeho projevi je casto prekazkou prokazani
1 jednoduchych hypotéz z oblasti vzniku a rozvoje chorob, ucinnosti farmak, apod. Na druhou
stranu vSak zminénd sloZitost ukazuje na jistou pravdépodobnost ziskdni novych informaci
nutnych k odkryti a hlubsimu pochopeni biologickych procesti v organismu.

Jednim z nedavnych ptispevkil k experimentalnimu vyzkumu v oblasti je realizace optického
snimani elektrické aktivity organll. Ve vySe uvedeném textu je popsana jeho modifikace
a zkuSenosti s pouzitim optického snimaciho systému v zékladnim kardiologickém vyzkumu.

Vyuziti optického zpiisobu zaznamu elektrickych potenciall s sebou nese fadu problémd,
zejména vliv ruseni, nizka Groven signalu, chemické interakce s barvivem apod. Proto je nutné
pouzivat fadu metod pro zpracovani signalt, které umozni zminéné problémy potlacit ¢i odstranit.
Pfi tom se osvédCil jeden z modernich nastroji cCislicového zpracovani signali — vinkova
transformace. TentyZ nastroj se pak osvéd¢il i1 pii analyze zdznami. Samotnd vinkova
transformace je vSak pouze zékladem a pro dosazeni relevantnich a svétové porovnatelnych
vysledki je nutné jej doplnit o fadu jinych nastroj. Potom vznikéd naptiklad vinkova entropie,
vinkové kontury, fdzova vinkova analyza a vinkova kvantizace pro skryté Markovovy modely.
Ve zminénych metodach je pak dosahovéano kvalitativné lepSich vysledkt, nez pii tradic¢nich
zpusobem analyzy, které jsou vétSinou provadény v ¢asové oblasti.
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