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1

Kopsavilkums

Perioda no 1.3.2015. — 31.05.2015. projekta InBiT aktivitates "P&tijumi" ietvaros veikti $adi darbi:

1.

10.

11.

12.
13.

Projekta ietvaros izstradata multimodala iekarta adas att€lu iegiiSanai ir uzlabota, nomainot
vairakus modulus un tadejadi uzlabojot iegtto attelu kvalitati (aktivitate 2.3).

Informacija par jauno iekartu prezentéta konference “3rd
InternationalConferenceonBioPhotonics 2015” FlorencE un par to sagatavota publikacija
"Mobileplatformforonlineprocessingofmultimodalskinopticalimages”(aktivitate 2.4).

Korigéta publikacija par adas veidojumu klasifikacijas metodi melanomu atskirSanai no
dzimumzimém iesniegta zurnalam "Elektronika ir Elektrotechnika™(aktivitate 2.4).

Publicets patenta pieteikums par iekartu melanomas atskirSanai no dzimumzimes, kura balstas
uz adas veidojuma att€la iegiiSanu un apstradi. Patenta pieteikums korigéts saskana ar
ekspertizes atzinumu(aktivitate 2.4).

Starptautiska jauno zinatnieku konferencé DevelopmentsinOpticsandCommunications (DOC
2015) tika prezentéts projekta ietvaros iztradatais adas attlu registracijas algoritms (aktivitate
2.4).

Konferencé Microwaveand Radio ElectronicsWeek 2015 (MAREW 2015) prezentéts raksts
"RegistrationMethodforMultispectralSkinlmages", kas ieklauts konferences rakstu krajuma
(aktivitate 2.4).

Veikti pétijumi par neironu tiklu izmantoSanu adas veidojumu att€lu apstradei. Pétitas iesp&jas
izmantot t.s. dzilas macisanas (deeplearning) pieeju.Sagatavota vide neironu tiklu apmacibas un
att€lu klasifikacijas uzdevumu risinaSanai (aktivitate 2.2).

Veikti pétijumi par bilirubina un hemoglobina neinvazivu kartéSanu adas hematomas,
izmantojot hiperspektralo att€loSanu. lzstradats algoritms hemoglobina un bilirubina relativas
koncentracijas noverteéSanai (aktivitate 2.2).

Veikti pétijumi fluorescences izmantoSana elektroforézes un sonoforézes iedarbibas ilglaicigai
noveroSanai dzivos audos (aktivitate 2.2).

Veikti petijjumi  diftizas atstaroSanas un autofluorescences spektralas —att€loSanas
izmantoSanaatipiskupigmentétu adas veidojumu izskirSanai (aktivitate 2.2). Rezultati prezentéti
konferencg “3rd InternationalConferenceonBioPhotonics 2015” Florenc€ un par tiem sagatavota
publikacija "Benign — atypicalnevidiscriminationusingdiffusereflectanceand fluorescence
multispectralimagingsystem"(aktivitate 2.4).

Pabeigts pétijums par abdominalo un nieru sinusu taukaudu segmentéSanu datortomografijas
(DT) attelos (aktivitate 2.2).

Iesniegtas Gitas Krievinas un Ingas Saknites disertacijas (aktivitate 2.4).

Projekta pétnieciska darbiba apspriesta zinatnisko dalibnieku seminara.

Projekta zinatniskais vaditajs A.Lorencs



2 levads

Sis parskats veltits projekta sestd posma laika veiktajiem pétijumiem. Saja laika tika turpinati
uzsaktie pétijumi, uzlabots un laboratorijas apstaklos tiek parbaudits jaunas iekartas makets, par
iegiitajiem rezultatiem zinots zinatniskas konferences, sanemts lémums par patenta izsniegSanu un
sagatavotas zinatniskas publikacijas.

Izstradata multimodala iekarta adas att€lu iegiSanaiparskata perioda laika ir uzlabota, nomainot
gaismas avotu, un diozu stravas kontroles moduli, ka ar1 izmantojot labaku kameras moduli.
Izstradats jauns diozu gredzens un aparata korpuss, izmantojot 3D model&Sanu. Korpuss izgatavots,
izmantojot 3D printeri. Tiek planots iekartu parbaudit klinikas apstaklos, ar to iegiistot adas
veidojumu att€lus. Informacija par jauno iekartu prezentéta konferencé Florenc€ un par to
sagatavota publikacija.

Parskata perioda sanemts ekspertizes atzinums par patenta pieteikumu par iekartu melanomas
atSkirSanai no dzimumzimes. Pieteikums publicéts Latvijas Republikas Patentu valdes oficialaja
izdevuma. Pieteikums korigéts saskana ar noraditajiem trikumiem un sagaidama patenta
izsniegSana.

Parskata perioda uzsakti pétijumi maksligo neironu tiklu izmantoSana adas veidojumu att€lu
apstradei. Tiek izskatitas iesp&jas izmantot So pieeju gan veidojumu segmentéSanai attélos, gan ar1
melanomu atSkirSanai no dzimumzimém. Apmekleta konference, kas veltita dzilas maciSanas
(deeplearning) metozu izmanto$anai un tas realizacijai ar augstas veiktsp&jas grafisko procesoru
palidzibu. Kopuma neironu tiklu izmantoSana biomedicinisku att€lu apstradei uzskatama par loti
perspektivu talako pétijumu virzienu.

Turpinati petijumi ari citos jau agrak iesaktajos virzienos un parskata atainoti jaunakie rezultati.
Sagatavotas publikacijas pievienotas pielikumos. Biitisks perioda rezultats ir divu planoto
disertaciju iesniegSana komisijai.



3 Adas veidojumu attélu iegi$anas un straumésanas iekartas
izstrade

Parskata perioda turpingjas InBiTmaketierices projektéSana un to atseviSsko komponensu testeéSana.
Galvenie attistibas posmi bija:

. palielinatas intensitates starojuma gaismas avota izstrade un testéSana;
. gaismas dioZu stravas kontroles modula parbaude;

. gaismas dioZu gredzena izstrade;

. prototipa ras€juma izstrade un 3D modela izveidoSana;

. jaunas kameras adaptacija un darbibas parbaude prototipa.

3.1 Palielinatas intensitates starojuma avota izstrade un testésana

Testgjot jaunizveidoto prototipu, tika pamanita probléma - adas matinu traucéSana attelu apstradei.
Salidzinot prototipa undermatoskopaMoleMAXapgaismosanas principus un iegitos attélus, tika
secinats, ka nepiecieSams palielinat prototipa gaismas avota intensitati un kameras sistémas
iz8kirtsp&ju, ka arT izmantot prieksgjo filtru, kas piespiedis adu.

Lai parbauditu ar prototipa palidzibu ieglstamo attélu kvalitates izmainas, palielinot adas
apgaismosanas intensitati, tika pielietota baltas gaismas dioZu grupa ar kop&jo gaismas plismu 800
Im,ka arf tika veikti testi, piclietojot prieks¢jo filtru, kas piespiez adu.

Lielako atskiribu att€lukvalitaté var redzet, palielinot kontrastu pecapstrades laika (skat. att.3.1).
Pargjos testos atskiribas ir minimalas.
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Att.3.1. Gaismas intensitates ietekmes parbaude.

Apkopojot testu rezultatus, tika secinats, ka:

. Gaismas spilgtuma izmainam ir minimals efekts uz matinu redzamibu,

. lesp€jams, ka sanu gaisma varetu samazinat matinu redzamibu,

. Pieaugot spilgtumam, krasu viendabigums ir labaks,

. Pieaugot spilgtumam, samazinas iesp€ja sabojat att€lu, kustinot roku, jo ekspozicijas laiks

samazinas.



3.2 Gaismas dioZu stravas kontroles modula parbaude

Veidojot spilgtas gaismas avotu, tika secinats, ka eksistgjosie stravas kontroles moduli neatbilst
prasibam. To maksimala strava ir 0.7A, bet nepiecieSams lietot vismaz 2A stravas kontroli.

Ta ka adas apgaismoSanas laiks ir minimals, tika pienemts 1€mums izmantot pasivo stravas
regulatoru, neskatoties uz to samazinato efektivitati. Sadas pieejas prieksrociba ir pulsaciju
neesamiba, kas ir svarigs faktors attélu pécapstrade. Turklat S0 pieeju var realizét ar vienkarSu
vadibas shému, kas sastav no Cetriem elementiem (Mosfet, tranzistors un divi rezistori). Vélamo
stravas lieluma ierobezojumu panak ar rezistora lieluma izvéli. Shéma tika parbaudita 3A stravas
kontrolei, pie ieejas sprieguma no 1V Iidz 5V, kas pilniba apmierinaja izvirzitas prasibas.

3.3 Gaismas dioZu gredzena izstrade
Lielaka probléma gaismas avota izveideé ir gaismas diozu izvietoSana ierobezota platiba. Lai
saplanotu iesp&jamo diozu skaitu un to izvietojumu, tika izveidoti visu pielietoto diozu 3D modeli,

vadoties péc to rasgjumiem.

Rezultata tika izvietotas 28 diodes, kas tika sadalitas Cetras grupas (sk. att.3.2.).

Att.3.2. Diozu izvietojums gredzena.

3.4 Prototipa raséjuma izstrade un 3D modela izveidoSana

Lai butu iesp&jams izveidot prototipa korpusu, ir nepiecieSams saplanot to iek$&jo elementu
izvietojumu. To visértak darit, izveidojot visu elementu 3D modelus un turpmak opergjot ar tiem
virtuala modelesanas vid€. Rezultata tika izveidots pilns prototipa 3D modelis (sk. att.3.3.), kurs$
tika izdrukats ar 3D printeri (sk. att.3.4.).



Att.3.3. Prototipa 3D modelis.

Att.3.4. Tekartas prototipa izdruka, izmantojot izveidoto 3D modeli.

3.5 Jaunas kameras adaptacija un darbibas parbaude prototipa

Sanemot jauno SMpix IDS kameru, kluva iesp&jams salidzinat to kvalitati ar iepriek§ izmantoto
lidzigo kameru ar 2Mpix izSkirtsp€ju. Testu rezultati liecina par SMpix kameras parakumu (sk.
att.5.). Turpmakos pétijumos tiks veikta padzilinata kameras analize.



&

Kamera ar 2Mpix izskirtspéju

Att.3.5. Divu kameru kvalitates testéSana.

3.6 Raksti un konferences

Parskata perioda tika sagatavotapublikacijakonferencei“3rd InternationalConferenceonBioPhotonics
2015” . Konferences laika (20.-22.maija Florencg,Italija) tika prezentéts referats ar nosaukumu
“Mobileplatformforonlineprocessingofmultimodalskinopticalimages”. Ka ari tika izveidots raksts
publikacijai konferencu krajuma. Raksta ir apkopota informacija par maketierices izstrades
motivaciju, piedavatas modularas arhitektiiras priekSrocibas un lieto$anas principi. Pilno tekstu var
atrast Pielikuma Nr.1.

4 Patenta pieteikuma virziba par iekartu adas veidojumu
atSkirSanai

Parskata perioda tika sanemts Latvijas Republikas Patentu valdes ekspertizes pazinojums par

iesniegta patenta pieteikuma publicéSanu un trikumiem, kurus nepiecieSams labot, lai patentu

varétu izsniegt.

Patenta pieteikums publicéts Latvijas Republikas Patentu valdes oficialaja izdevuma
"lzgudrojumi,precu zZimes undizainparaugi" 2015.g. 20.maija (skat. Pielikumu Nr.2.).

Pazinojuma ming&tie trilkumi noversti un iesniegti pieteikuma labojumi.



5 Adas veidojumu segmentacija ar masinmaci$anas metozu
palidzibu

Adas veidojumu klasificéSanai laundabigos un labdabigos ir svarigi nodalit, kuri adas att€la
redzamie apgabali atbilst veidojumam, un kuri tam neatbilst. Iepriek$gjos parskata periodos tika
istenota segmentacija, kas balstas uz veidojuma attéla pikselu vertibu atskiribu no apkart esosas
adaspikseliem optiska blivuma attélos. Sai pieejai piemit vairaki trilkumi. Pirmkart, lai péc
intensitates gaiSie markieri un nevienmérigi apgaismotie adas apgabali netiktu segmentéti ka
veidojums, lietotajam tika prasits manuali iezZim&t aptuvenu apgabalu att€la, kura iekSien€ petamais
veidojums ir vienigais gaiSais objekts. Otrkart, ne visi multispektralieoptiska blivuma attéli tika
veiksmigi segment&ti ar istenoto metodi. Tadel Saja parskata perioda tika pétitas sarezgitakas
segmentacijas metodes, kas lautu gan automatizet segmentacijas procesu, gan uzlabot segmentacijas
rezultatu.

5.1 Pikselu klasificéSana ar maksligo neironu tiklu

Segmentacijas uzdevums ir noteikt katra piksela piederibu konkrétai klasei — vai pikselis pieder pie
veidojuma vai n€. Projekta iegtito multispektralooptiska blivuma attélu pikselus apraksta 51 vértiba,
kas ir optiska blivuma vértibas dazados vilna garumos. Turpmak pikselis tiks aprakstits ka vektors

ar 51 vertibu: x e IR® . Katru x var iedalit konkréta klasg, balstoties uz ta 51 parametru. Sim
noliikam jazina, kadi ir adas veidojumam atbilstoSie parametri. Lai to noskaidrotu, ka ari, lai
noskaidrotu, kuras x vértibas ir svarigakas, lai iedalitu pikseli kada no divam klasém, var lietot
masinmacisanas metodes. Sadas metodes raksturojas ar to, ka algoritmam tiek padoti markéti
paraugi — pikselu aprakstosie vektori un Siem pikseliem atbilstosas klases y € IR . Péc pietickami
daudzu paraugu (trenindatu) apstrades, algoritms ir automatiski pielagojies, lai dalitu klas€s jaunus,
ieprieks neredzetus X.

MasSinmaciSanas algoritmu izmantoSanai ir nepiecieSams izveidot trenindatu kopu. Attela 5.1.
paradits treninkopas attéla piemérs. Attels 5.1.a. ir ieejas attéls, kur katru pikseli apraksta X. Attéls
5.1.b ir atbilstosais pikselu mark&ums. Katram pikselim (i,j) attéla 5.1.b. ir viena no divam
iespgjamam vertibam: y=1, ja pikselis pieder pie veidojumam atbilstosas klases; y=0, ja pikselis
atbilst otrai klasei. Lai varétu apmacit un testét masinmacisanas algoritmus, $adi mark&juma atteli ir
javeido manuali katram ieejas optiska blivuma att€lam.

Projekta izmantota masinmaciSanas metode ir maksligie neironu tikli, kas datora redzes joma kop$
2012 ir atguvusi popularitati, jo uzradijusi labakos rezultatus att€lu atpaziSanas un klasific€Sanas
jomas.Veiksmigos rezultatus uzradija dzili neironu tikli, kuros ir vairaki sléptie neironu slani. Ipasi
veiksmiga neironu tiklu arhitektiira attélu joma ir konvolicijas neironu fikli. Sadu dzilu tiklu
pétniecibas jomu dévé par dzilo apmacibu (deep learning). Ar noliku apzinat un apgit dzilas
apmacibas metozu iesp&jas 16.-20. marta tika apmekleta konference GPU Technology Conference
(GTC2015).
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a) b)

Att. 5.1. leejas optiska blivuma att€la pirma josla (a) un tai atbilstosais vélamais segmentacijas
rezultats - mark&ums (b).

Attela 5.2. paradits maksliga neironu tikla piemers, ko var lietot adas attéla pikselu klasific€Sanai.
Konkrétajam tiklam ir Cetri slani — ieejas, izejas un divi sléptie slani. leejas slana neironu skaits
atbilst katra piksela parametru skaitam, kas $aja gadijuma ir 51.

[ x, ] Pikselis ir veidojumam
X, piederigs (y=1)
X=| —)
:3 \ Pikselis nav veidojumam
X, / piederigs (y=0)
L 51 . ' .'"l.
/e

%5125
Sleptie neironu slani

Att. 5.2. Maksligais neironu tikls.

Savienojumi starp ieejas slana neironiem X un nakama slana neironiem a tiek aprakstiti ar tikla
koeficientiem Oy,. Piem&ram, starp neironiem X; un az atrodas svara koeficients Oy153. Ka piemeérs,
otra tikla slana neirona a; vértiba tiek aprékinata ar sekojosu formulu:

H=g (exlaz X1 H0y2a2 X2 .. H0xs100 X51)

Funkcija g() ir nelineara funkcija, pieméram, sigmoida, kas nodrosina, ka iesp&jamas a vertibas ir
ierobezotas no 0 Iidz 1. Lidziga veida, ar citiem svara koeficientiem 04, slanis a ir savienots ar b
slani, kas savukart savienots ar izejas slani.

Izejas slant var, pieméram, biit vairaki neironi, kur katrs atbilst vienai nosakamai objekta klasei. Ta
objekta klase (tatad klasei atbilstoSais izejas neirons), kura uz ieejas att€lu noreagé visvairak, tiek
uzskatita par rezultatu. Att€la 5.2 pieméra, kad h1 ir lielaks par h2, tiek pienemts 1émums, ka ieejas
pikselis ir veidojumam piederigs.

Neirona tikla trenéSanas mérkis ir apmacibas procesa atrast optimalas svara koeficientu 0 veértibas.
TrengSanas laika, ieeja tiek padoti daudzi treninkopas attéla pikseli. Mark&tu datu gadijuma més
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zinam, kuram izejas neironam bitu jaatgriez lielaka veértiba. Ja rezultats, salidzinot ar treninkopas y
vertibu ir nepareizs, tiek noteikta kltida, un, tiek noteikts virziens klidu telpa, kura biitu javirzas, lai
to samazinatu. Informacija par $o kludu tiek padota tikla pret&ja virziena — no izejas uz ieeju
(backpropagation). St klidas informacija viscaur tiklam izmaina tikla svara koeficientus. Treninu
turpina, I1dz tikls atrod optimumu. Uztren&tu tiklu talak var lietot jaunu datu klasificéSanai, padodot
ta ieeja pikselus, kurus tikls ieprieks§ nav redzgjis.

Attela 5.3.a paradita adas attéla spektra josla. Veidojums ir gaiSaks par adu, tomér gaisaki ir ar
mérfjuma uznemsanas laika lietotie markieri, ka ar ada nav vienmérigi apgaismota. Sis nepilnibas
paradas attéla 5.3.b, kur att€lam 5.3.a ir pielietots mazakais slieksnis, kas izdala p&tamo veidojumu.
Bilde 5.3.c multispektralajam attelam pielietots uztrenéts neironu tikls, un katra piksela intensitate
Saja attela atbilst varbitibai, ar kadu pikselis pieder veidojuma klasei. Markieri attéla 5.3.c ir tumsi,
tatad netiek pieskaititi pie veidojuma. Adas nevienmérigais apgaismojums pie $ada segmenté3anas
veida arT negativi neietekmé rezultatu.

a) b) c)

Att. 5.3. Adas att€la segmentesana ar vienu slieksni (b) un neironu tiklu (c).

5.2 Konvolicijas neironu tikli

leprieks apskatitais panémiens klasificé pikselus tikai péc to vértibam katra multispektrala optiska
blivuma attéla josla. Bitiska informacija klasifikacija var atrasties arT konkréta piksela apkartnes
apgabala. Lai tikls nemtu véra So informaciju, ta ieeja biitu japadod visa §1 apkartne: pieméram,
tikla ieeja varétu but 32x32x5lizméra matrica. Palielinot ieejas parametru skaitu, ir javeido
sarezgitaks tikls. Ja neironu tikls p&c trenina nespgj dot pareizu rezultatu pat tad, kad ieeja padod tos
pasus trenina datus, tas visticamak ir parak mazs un vienkar$s dotajam uzdevumam. Palielinot tikla
slanu skaitu, tas var aproksimét sarezgitakas funkcijas. Tomér, ja tikla katrs viena slana neirons ir
savienots ar visiem nakama slana neironiem, palielinot tikla izméru, bitiski pieaug §1 tikla
trenéSanai nepiecieSamais laiks. Att€lu gadijuma So problému risina ar konvoliicijas neironu tiklu
palidzibu.
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Konvolicijas
filtrs

Pilnigi savienots
neironu tikls

Konvolucija Decimacija

Att. 5.4. Konvoliicijas neironu tikla struktiira.

Konvolicijas tikla pamatsoli ilustréti attéla 5.4. Ta ieeja tiek padots multispektrala att€la apgabals
ap klasificgjamo pikseli. Pirmaja tikla slant katrai att€la joslai tiek veikta konvoliicija ar vairakiem
filtriem, pie katra iegtistot vairakus rezultgjoSus att€lus — pazimju kartes. Tikla apmacibas mérkis ir
uzzinat, kadus tiesi konvoliicijas filtrus lietot, lai izeja iegiitu v€lamo rezultatu. Ja apskatamaja
pieméra pirmaja slani tiek lietoti desmit 5X5 izméra filtri, tad p&c pirma konvoliicijas slana tiek
iegiitas 510 28x28 izméra pazimju kartes. Sos pirma slana filtrus apraksta 10x75 svara koeficienti.
P&c konvollcijas, pazimju karSu pikseliem biezi tiek pielietota kada nelinearitate, [idzigi ieprieks
apskatitajam vienkarSajam neironu tiklam.Nakamais konvoliicijas neironu tikla slanis parasti ir
decimacijas slanis, kas samazina pazimju karSu izméru. Pieméram, katra pazimju kart€ no 2x2
pikselu liela apgabala tiek izv€l€ta un sttita uz nakamo Itmeni tikai §T apgabala maksimala piksela
vertiba. 5.4. att€la piemera tas noved pie 14x14 izm@ra pazimju kartém. Samazinatajiem att€liem
atkal tiek veikta konvolicija, bet jau ar citu filtru kopu, kam atkal seko decimacija. Slanu skaits
atkarigs no izvéleta neironu tikla dziluma. Jo dzilaks tikls, jo tas ilgak tren&jams.

P&c kada slanu skaita visas mazas pazimju kartes tiek apvienotas gara vektora, un tikls turpinas jau
ka klasisks maksligais neironu tikls - katrs slana elements ir savienots ar katru nakama slana
elementu (fully connected).

Veiksmigi trenéta tikla konvolticijas filtri iemacas atpazit klasific€Sanai biitiskus parametrus. Attélu
klasificésanas uzdevumos, pirma slana filtri visbiezak péc trené$anas visspécigak reagét uz robezam
att€los. Katra nakama slana filtri iemacas reagét uz arvien sarezgitakiem objektiem.

Pielietot uztrengtu aprakstito konvoliicijas neironu tiklu katram attéla pikselim ir laikietilpigs
process. Tadel, aprakstita metode nav perspektiva projektd planotajam pielietojumam, kad pec
veidojuma att€la uznemsanas tiktu atri izdots veidojuma analizes rezultats. Tomér, So metodi var
kombingt ar iepriekS istenotajiem vienkarSajiem segmentSanas pan€mieniem. Dzilo tiklu var
pielietot atseviskiem pikseliem stridigos att€la apgabalos, un, iegiito informaciju var lietot vienkarSo
segmenté$anas metozu izdoto rezultatu pareizibas novértésanai un korigésanai.

5.3 Masinmacisanas vides uzstadisana

Pasaulé izstradati vairaki programmeéSanas ietvari €rtai dzilo tiklu arhitektiiru veidoSanai un
pétisanai. Lai efektivi test€tu un atrastu multispektralo adas att€lu segmentSanai veiksmigus
neironu tiklus, jaizvélas kads no Siem ietvariem. Joma populari ietvari ir Torch7, Theano un Caffe.
Torch7 ietvars ir buvets uz Lua programmésanas valodas, un, darbs ar to ir Iidzigs darbam ar
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MATLAB. Papildus tam, konference GTC2015 tika apgtti Torch7 programmesanas pamati, tadel
konkrétais ietvars izv€lets ar1 turpmakiem neironu tiklu p&tijumiem.

Neironu tiklu trenéSanai ir nepiecieSamas lielas skaitloSanas jaudas, pretéja gadijuma trenéSana
aiznem ilgu laiku. Daudzi soli neironu tiklu trengSana var tikt veikti paral€li, tadel biezi tiklu
trenéSana tiek izmantoti grafiskie procesori, kuriem, atSkiriba no centralajiem procesoriem ir vairak
paraléli darboties sp&jigu kodoli. EDI ir pieejams skaitloSanas serveris ar ¢etram NVIDIA Tesla
K20 grafiskajam kartém. Projekta parskata perioda uz §1 servera tika uzstadits Torch7 ietvars un ta
darbibai nepiecieSamas programmas un pakas. letvars lauj &rti lietot uz skaitloSanas servera jau
uzstaditu paralélas skaitloSanas platformu CUDA.

P&c vides sagatavoSanas, tika izveidotas Lua valodas programmas, kas sp&j nolasit ieejas datus un
velamos markg&jumus, izveidot maksligo neironu tiklu, tren€t un testét So tiklu, ka arT izvadit
vizualizaciju par to, ka laika mainas tikla klasific€Sanas precizitate.

5.4 Dzilas macisanas pielietoSana melanomas atskirSanai no
dzimumzimes

Melanomas att¢lu atpazisanai ir iesp&jams izmantot dzilas macisanas algoritmus. Dzila macisanas
paredz statistikas apkoposSanu un, balstoties uz tas, programma tiek apmacita atpazit un klasificet
att€lus péc noteiktajiem kriterijiem, kas ir iebtivéti izmantojama algoritma. Nemot véra, ka dzilajai
maciSanai ir nepiecieSams pietiekosi liels statistisku datu apjoms, kas $1 projekta ietvaros nav
pieejams, tiek planots, balstoties uz esoSajiem algoritmiem, izveidot jaunu, kurs biitu piemeérots
uzdevuma risinasanai.

Uz doto bridi viens no pienemamiem algoritmiem biitu logistiskas regresijas algoritms. Tas tiek
izmantot medicina, lai noteiktu, vai pacientam ir noteikta slimiba. Algoritma biitiba ir, pamatojoties
uz dazadu ieprieks definétu parametru (neatkarigu mainigo) vertibam, noteikt logistiskas funkcijas
(atkariga mainiga) veértibu. Logistiska funkcija ieeja var pienemt vértibas diapazona [-co0, +o0] un

1

Fz) = 1 + e (Bot+hrz)

kur

e F(x) ir varbitiba, ka izskatamais gadijums ir patiess (t.i., att€la ir melanoma)
« Boir koeficients, kas apzimé kritérija vértibu, kad neatkarigie mainigie ir vienadi ar 0

o 51 ir regresijas koeficients, reizinats ar neatkariga mainiga (prediktora) vértibu

F(x) tiek interpretéta ka varbiitiba, ka atkarigais mainigais (izeja) bis patiess, t.i., attéla ir
melanoma.

P{y=1|x} = F(x), kur y ir melanomas gadijums.

Savukart, lai aprakstitu pretejus gadijumus, kad izskatamais gadijums nav patiess (att€la nav
melanoma), izmanto logit funkciju
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Lai programma varetu atSkirt un klasificét att€lus, ir nepiecieSams sastadit apmacibas kopu, kura ir
ieklauti neatkarigu mainigo vertibas ar atbilstosam izejas funkcijas vertibam. Melanomu atskirSanas
uzdevuma gadijuma neatkarigie mainigie ir pazimes, ar kuru palidzibu tas izskir: asimetrija, malas,
krasa, izmérs. Katrai pazimei ir savs svars atbilstoSi tas vertibas svarigumam melanomas
definéSana.

Apmacibas kopas sastadiSanai ir iesp&jamas 2 pieejas: veidot apmacibu uz melanomas gadijumiem
un uz ne-melanomas (labveligiem veidojumiem) gadijumiem. Melanomas gadijumu apmaciba ir
apgritinata ar to, ka projekta nav pieejams pietickoSs datu apjoms, bet ir iesp&jams veikt datu
model&sanu, aprakstot dazadas pazimju vertibu kombinacijas. Savukart, projektd ir pieejams
pietiekosi liels datu apjoms labvéligu veidojumu gadijumiem. Un, ievérojot, ka Saja algoritma ir
aprakstita ari logit funkcija, kas tieSi nosaka “aplamus” gadijumus, tad, balstoties uz to, butu
iesp&jams veikt apmacibu.

6 Bilirubina un hemoglobina neinvaziva kartéSana adas
hematomas, izmantojot hiperspektralo attéloSanu

Tika izveidots jauns modelis bilirubina un hemoglobina neinvazivai kartéSanai adas hematomas,
izmantojot hiperspektralo att€loSanu. Modelis tika eksperimentali aprobéts 5 adas hematomam un to
attistibai laika, novert&jot hemoglobina un bilirubina relativo koncentraciju izmainas vairaku dienu
(Iidz pat 2 nedelu) laika péc traumas.

6.1 Literatdras apskats

Sis pétniecibas virziens ir nozimigs un interesants tris bitiskakajiem pielietojumiem: vienkarsa, atra
un uzticama metode neinvazivam bilirubina monitoringam jaundzimuSajiem (laicigai jaundzimuSo
dzeltes atklasanai, ka ari vélak tas attistibas monitoringam), objektivs adas hematomas vecuma
novert&jums, kas ir butiski tiesu medicina, kur joprojam hematomu vecumu parsvara nosaka vien ar
subjektivu vizualu novértgjumu, ka arf diabéta diagnostika un monitoringa. Saja pétniecibas
virziena galvenokart pétijumus veikuSas divas pétnieku grupas: Tronheimas Universitaté Norvegija
(Lise L. Randeberg) un Amsterdamas Mediciniskaja centra Niderlandé (Barbara Stam).

Attela 6.1a shematiski att€loti biokimiskie un fiziologiskie procesi, kadi notiek péc tam, kad ada ir
tikusi trauméta. Adas hematoma rodas p&c adas virsmas traumas, ka rezultata tiek bojatas kapilaru
sieninas un asinis nonak apkartéjos audos. Sakotngji rodas iekaisuma reakcija, kuras laika notiek
neitrofilu un makrofagu rekrutéSana, kuri talak ierosina eritrocitu sagrauSanu un hemoglobina
atbrivoSanos bojajuma vieta. Tas, savukart, ierosina héma oksigenazes sistemu, kas Skel
hemoglobinu, ka rezultata bojajuma vieta rodas hemosiderins un bilirubins, kas rada dzeltenigo
nokrasu vairakas dienas veca adas hematoma. Lise L. Randeberg veica p&tijumu, kura noteica adas
biezumu un ieguva atstarotas gaismas spektru veselai adai un adas hematomai. Pielietojot
vienkarSotu difiizijas aproksimaciju asinu pliismas, hemoglobina transporta derma, ka art bilirubina
transporta un veidoSanas derma model&Sanai, tika iegiitas normaliz€tas hemoglobina un bilirubina
blivuma vertibu izmainas laika (atte€ls 6.1b). Salidzinot eksperimentali iegiitos atstarotas gaismas
spektrus ar model&tajiem datiem, $ada veida bija iesp&jams noteikt adas hematomas vecumu [1-3].
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Att.6.1. a) Shematisks biokimisko un fiziologisko procesu attélojums péc adas traumas;
b) Model&tas bilirubina un hemoglobina blivuma izmainas laika p&c traumas [1].

Barbara Stam turpindja So darbu un paplasinaja iepriek§ minéto vienas dimensijas analitisko
difuzijas modeli ar trisdimensiju skaitliskiem modeliem, ieklaujot modelt ar1 Mihaela-Mentena
enzimu kinétiku [4], tad&jadi model&jot ari hemoglobina transformaciju bilirubina, ka ari papildinot
modeli ar hemoglobina un bilirubina difuziju visos virzienos. Tris slanu (dermas augs$gjais slanis,
dermas apaks€jais slanis un zemadas slanis) adas modelis sastavéja no 100x100 nodalijumiem, kur
hemoglobins tika lokalizéts zemadas slani un konvertéts bilirubina, izmantojot Mihaela-Mentena
kingtisko vienadojumu. Modela ietvaros abas hromoforas var brivi migrét gan slana ietvaros, gan
ari starp slaniem. ST pieeja lava modelét hemoglobina un bilirubina koncentraciju izmainas adas
hematoma gan laika, gan ari telpa (att€ls 6.2) [5].

HEMO
GLOBI
NA UN
BILIRU
BINA
KONC
ENTRA
ClJA
(MmO
L/L)

Hemoglobins
(Hb), centra

Bilirubins
(Bili), centra

1 2

LAIKS, DIENAS

Att.6.2. Modelétie rezultati bilirubina un hemoglobina koncentraciju izmainam laika adas
hematomas centra, ka art 8mm attaluma no centra [5].

Kaut ar7 citas pétnieku grupas jau ir izstradajuSas dazadus analitiskos modelus adas hematomas
vecuma noverte§jumam, ir svariga vienkarSaku un pieejamaku ieri€u un metozu izstrade, kas,
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velams, neprasitu lielu skaitloSanas jaudu, ka arT izmeklgjums biitu veicams ar vienkarSu un
pieejamu ierici, pieméram, RGB attéloSanas kameru (tai skaita viedtalruna kameru). Tapat nozimigi
biitu pilnveidot un attistit arT hiperspektralas attélosanas metodologiju.

6.2 Eksperimentalais stends

Hemoglobina un bilirubina sadalijuma un koncentraciju izmainas dazadas adas hematomas
attistibas fazeés laika tika pétitas, izmantojot hiperspektralas att€loSanas sistému 450-750nm (ar
spektralo izskirtsp&ju 10nm) spektra diapazona, kas sastaveja no hiperspektralas att€losanas ierices
CRi Nuance 2.4[6], paSu izveidota gaismas avota, kas sastav no 3 rinki izvietotam halogéna
spuldzém, gaismas avotam prieksa novietota lineara polarizatora, lai mazinatu spogulatstaro$anos
no adas virsmas [7], ka arT datora ar Nuance programmatiiru, ar kuru tika iegttas optiska blivuma
(OD) vértibas, izmantojot balta papira referenci uz adas krito$as gaismas intensitates Iy(A)
ieglisanai (attels 6.3).

CRi Nuance 2.4
hiperspektralas
attélosanas ierice

Iebuvets ‘\/

linears PC with Nuance

: polarizators software
I Kameras léca
Ripki izvietotas halogéna spuldzes

:[ Linears polarizators

A

I oo Ada

Att.6.3. Hiperspektralas att€loSanas eksperimentalais stends adas mérjjumiem.

Tika piedavats modelis, kas ietver ¢etru hromoforu absorbciju ada: oksihemoglobina (OHb),
deoksihemoglobina (DOHb), melanina (Mel) un bilirubina (Bili):

0D, = €oup * Conp + €ponb * Cooup + €met " Cmer + €giti * Cruti (1)

kur Coup, Cponp, Cyer UN Cgyy; it attiecigas hromoforas relativas koncentracijas vértiba, kas atkariga
gan no hromoforas koncentracijas ¢, gan arl no attaluma [, kada attieciga spektra diapazona
starojums iespiezas audos: C = ¢ - [. Ta ka gan OD, gan ¢ vertibas ir atkarigas no vilna garuma, $o
modeli var aprakstit ar linearu vienadojumu sisteému, kas jaatrisina, lai iegiitu relativo koncentraciju
vertibas:

Con OD,
Conas0  €poHaso  Emelsso il 450 .
. . . . CDOH :
c = : (2)
£ £ £ £ Mel '
oH,750  €DoH,750  Emel 750 il 750
’ I Cai ODys

Spektralo attelu apstrade un analize tika veikta programmattiras Matlab vidé. Tika izstradats jauns
divu solu algoritms adas hromoforu relativo koncentraciju noveérte§jumam, tas shematiski paradits
att€ls 6.4. Ta ka vienas un tas pasas adas hematomas novért&jums tika veikts dazados laikos péc tas
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iegiiSanas, sakotngji tika veikta visu dazados laikos uznemto att€lu savietosana. Tapat tika veikta art
spektralo att€lu savietoSana viena mérijuma ietvaros, lai novérstu cilvéka kustibu raditas nobides,
uznemot dazados spektralos att€lus vienu péc otra. Tas tika darits ar att€lu registréSanas
algoritmiem Matlab vidé. Péc tam tika izv€léts normalas adas apgabals arpus adas hematomas
robezam, lai iegiitu OD vertibas normalai adai. No visiem spektralajiem atteéliem tika izgriezts tikai
adas hematomas apgabals, kas izmantots turpmakai analizei. Talak algoritms tika veidots divas
dalas: viens algoritms bilirubina novérté$anai un karté$anai 450-650nm spektra diapazona, savukart
otrs - oksihemoglobina, deoksihemoglobina un melanina novérté€Sanai un karté€Sanai 500-700nm
diapazona. Tas tika darits, jo spektra diapazona no 450-500nm gan bilirubina, gan hemoglobina
absorbcija ir augsta, pie tam hemoglobina absorbcija ir apméram 10 reizes augstaka. Bilirubina
noverteésanai adas hematomas att€lu OD vértibas sakotn€ji tika izdalitas ar normalas adas 0D,
vertibam, lai samazinatu hemoglobina un melanina absorbcijas ietekmi. Mazako kvadratu regresijas
analize tika veikta, lai aprékinatu bilirubina relativas koncentracijas vertibas katra att€la pikseli,
iegiistot bilirubina sadalijuma kartes. Izmantojot mazako kvadratu regresijas analizi, tika iegltas ar1
oksihemoglobina, deoksihemoglobina un melanina relativo koncentraciju vertibas un to sadalfjumu
kartes. No visu cetru hromoforu relativo koncentraciju kartém tika aprékinata vidgja relativas
koncentracijas vertiba no visa adas hematomas apgabala un apskatitas §1s vid€jas vertibas izmainas
laika katras hromoforas gadijuma.

lelasa visus
attélus OD(x,y,At)
I
[ Spektralo att&lu ]

registrésana

attslu registracija

[ Adas hematomas ]

apgabala izvéle

Normalas adas
apgabala izvéle

[ Dazados laikos uznemto ]

Vidé&jas
ODnorméIa ada
vértibas aprekins

4 \

Bilirubins Oksihemoglobins, deoksihemoglobins, melanins
450-650 nm 500-700 nm
' . ™\ ' ~\
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vértibam Conb (X, P), Cocrp (%, P), CmaX,P)
ODI"ODnurméla ada h d
L J ~
Oksihemoglobina,
™ . - _
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Att.6.4. Algoritma blokshéma.
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6.3 Rezultati

Lai eksperimentali aprob&tu uzlaboto divu solu algoritmu (4.att€ls), tika veikts p&tijums, kura tika
speciali raditas adas hematomas 2 brivpratigajiem, kuri deva rakstisku piekriSanu Sadam
eksperimentam. Tika raditas 5 adas hematomas, izmantojot peintbola pistoli (bumbinas izSauSanas
atrums ~45m/s, distance starp pistoli un adas virsmu 2m, plastmasas bumbinas diametrs 2cm). Adas
hematomas tika raditas uz divu sievieSu (25 un 26 gadi, 2. adas tips) augSstilbiem. Pieméri
oksihemoglobina, deoksihemoglobina un bilirubina relativo koncentraciju izmainam ada trim $adi
iegiitu adas hematomu gadijuma paraditi att€los 6.5, 6.6 un 6.7.
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Att.6.5. Hromoforu relativo koncentraciju izmainas adas hematomas (sieviete, 26 gadi, 2. adas tips,
adas hematoma uz augsstilba) dazadas attistibas stadijas.
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Att.6.6. Hromoforu relativo koncentraciju izmainas adas hematomas (sieviete, 26 gadi, 2. adas tips,
adas hematoma uz augsstilba) dazadas attistibas stadijas.
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Att.6.7. Hromoforu relativo koncentraciju izmainas adas hematomas (sieviete, 25 gadi, 2. adas tips,
adas hematoma uz augsstilba) dazadas attistibas stadijas.

Lidzigi ka augstak redzamajos pieméros maksimala bilirubina relativas koncentracijas vértiba visu
5 adas hematomu gadijuma tika sasniegta 4 lidz 6 dienu laika p€c to raSanas: vienai brivpratigajai 4.
lidz 5. diena (apskatot 3 adas hematomas), savukart otrai brivpratigajai 5. lidz 6. diena (apskatot 2
adas hematomas). Gan oksihemoglobina, gan deoksihemoglobina relativo koncentraciju vertibas
samazinas pirmo divu dienu laika kops§ adas hematomas raSanas, kas art tika sagaidits. Melanina
relativa koncentracija, izmantojot uzlaboto divu solu algoritmu, saglabajas apméram nemainiga
dazadas adas hematomas attistibas stadijas, kas ar tika sagaidits.

6.4 Secinajumi

Tika veikts pétijums vienlaicigai adas hemoglobina un bilirubina novértéSanai adas hematomas,

pielietojot hiperspektralas att€losanas metodi:

e Tika izmantoti algoritmi hiperspektralo att€lu savietoSanai, lai noveérstu cilvéka kustibu raditos
artefaktus un vienas, ka ari vienas un tas paSas adas hematomas dazados laika momentos
uznemtos att€lu masivus savstarpgji salidzinatu,

e Tika izveidots modelis bilirubina, hemoglobina un melanina absorbcijas ada noveértésanai, lai
vienlaicigi noteiktu So hromoforu relativo koncentraciju vertibas katra attéla pikselr;

e Tika izstradats uzlabots divu solu algoritms, lai labak atSkirtu hemoglobina un bilirubina
relativas koncentracijas adas hematomas;

e Ar izstradato modeli iesp&jams novertet hemoglobina un bilirubina relativo koncentraciju
izmainas adas hematomas. ST pétijuma rezultati parada, ka maksimala bilirubina relativa
koncentracija tiek sasniegta 4 1idz 6 dienu laika p€c traumas iegiiSanas, savukart hemoglobina
koncentracija ir vislielaka uzreiz péc traumas, kas arf tika sagaidits.
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7 Fluorescences izmantosSana elektroforezes un sonoforezes
iedarbibas ilglaicigai novérosanai dzivos audos

Elektroforéze un sonoforéze tiek uzskatita par daudzsoloSu alternativu un drosu citam tradicionalam
metodém génu terapijas veik$ana, kuru viens no minusiem ir toksicitate. Tomeér abas $1s metodes
joprojam ir izpétes stadija. IepriekS€jos petijumos tika demonstréts, ka abu terapijas metozu
novertésanai neinvaziva veida ir izmantojama fluorescences spektroskopija un spektrala atte€loSana,
noverojot zala fluoresc€josa proteina ievadiSanas efektivitati dzivas Sunas.

Ieprieks€jos mérfjumos tika testéta dazadu elektroporacijas un sonoporacijas parametru un to
kombinaciju izmantoSana gan normaliem audiem, gan ar1 laundabigu audzg€ju terapijai, merjjumi
tika veikti pirms un Tslaicigi pec terapijas pielietoSanas. Lai novértétu fluorescences izmantoSanu
efektu ilglaicigai novert€Sanai/monitoringam, tika veikta m&rfjumu s€rija gada garuma dziviem
audiem. legttie rezultati parada, ka min&ta fluorescences tehnika var tikt izmantots ka efektigs un
neinvazivs veids terapijas efektivitates ilglaicigai novértéSanai, tadgjadi samazinot biopsiju
nepiecieSamibu. Sikaks ieskats iegiitajos rezultatos rodams Pielikuma Nr.3.

8 Difuzas atstaroSanas un autofluorescences spektralas
atteloSanas izmantosSana atipisku pigmentétu adas
veidojumu izsSkirSanai

Dermatologija ir interese par agrinu laundabigu adas veidojumu diagnozi, jo daudzi diagnosticétie
adas véza gadijumi ir jau vela attistibas stadija. Atipiskie névusi netiek uzskatiti par laundabigiem
adas veidojumiem, tom&r no tiem nakotné var attistities adas vézis, tapec ir regulari jauzrauga, jo
1pasi pacientiem, kuriem ieprieks diagnosticéti laundabigi adas veidojumi. Atipisku adas veidojumu
1z8kirSana no citiem adas veidojumiem un ar1 parametrizé$ana, regulari noverojot, varétu biitu
noderiga agrinai adas véza diagnsotikai.

Projekta laika tika veikta 75 brivpratigo pacientu izmeklé$ana, uznemot 90 pigmentétu adas
veidojumu spektralos att€lus (skatit ieprieks€jos projekta parskatus). Ta ka merijjumos ar dziviem
cilvékiem jarekinas ar daudziem blakus faktoriem, piem., kermena kustibam, nepacietibu, kas
ietekme iegiito rezultatu, tad talakai datu apstradei tika izveleti 47 pigmentéti adas veidojumi — 26
atipiski un 21 parasts labdabigs névuss.

Diftizas atstaroSanas un autofluorescences spektralas att€losanas datu analize tika veikta att€lu
registracija, intereSu regiona izdaliSana, pigment&to adas veidojumu segmentacija un vidéjo vértibu
un to variacijas jeb standartnovirzes novértésana katram spektralam kanalam. Rezultata katram adas
veidojumam tika iegiits optiska blivuma spektrs un ta variacijas vertibas katra spektra kanala (kopa
51 spektralais kanals), ka arT autofluorescences intensitates spektrs un ta variacijas vertibas katra
spektra kanala (kopa 23 spektralie kanali). legiitas vertibas tika izmantotas talakai analizei, lai
novertetu ieglito parametru izmantojamibu atipisku névusi izdaliSanai no citiem labdabigiem
pigmentetiem veidojumiem.

Labakais rezultats tika iegiits fluorescences datiem, kur tika noverota nozimiga atskiriba parametru
vertibas starp atipiskiem névusiem un citiem pigmentetiem adas veidojumiem — 62% jutiba un 67%
specifika. Difuizi atstarotas gaismas datos nebija noverojama atskiriba starp abam veidojumu
klasém. To var€tu skaidrot ar neveiksmigu maketierices konstrukciju — netika izmantoti polarizatori
teisi atstarotas gaismas nofilréSanai, kas varétu ietekmét rezultatu, ka art mérijjuma laiks bija parak
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ilgs (7...500 ms viena monohroma attéla uznemsanai no 51 nepiecieSama) kvalitativu rezultatu
iegiisanai. Miné&tas nepilnibas planots noveérst jaunveidojamaja maketierice.

Mingéta pétijuma rezultati tika prezenteti 3rd International Conference on BioPhotonics 2015, kas
notika 20.-22. maijam Florencg, Italija. Referata nosaukums ,,Benign — atypical nevi discrimination
using diffuse reflectance and fluorescence multispectral imaging system”; péc konferences
sagatavots arT raksts publicéSanai konferences rakstu krajuma, kur var rast dzilaku ieskatu petijuma
rezultatus, skatit Pielikumu Nr.4.

9 Abdominalo un nieru sinusu taukaudu segmentésana
datortomografijas (DT) attélos

Pabeigts p&tijums par datortomografijas attelu apstradi taukaudu segment€Sanai un tilpuma
noveérteéSanai. Izstradata un aprob&ta metode, kas nodro$ina pietieckami precizu un atkartojamu
taukaudu objektu tilpumu noteikSanu. Materiali par p&tijumu pievienoti Pielikuma Nr.5.

10 Secinajumi

Parskata perioda veikta darba rezultata izdariti $adi secinajumi, kas tiks nemti véra turpmakaja
pétnieciskaja darba:

e |zstradatas un perioda uzlabotas maketierices pielietoSanas iesp&jas turpmak japeta klinikas
apstaklos, ar tas palidzibu iegiistot adas veidojumu att€lus paraléli ar klinika jau izmantoto
aparatiiru. Javeido ar iekartas palidzibu iegiito multimodalo atteélu baze, ko var€s izmantot adas
veidojumu apstrades metozu parbaudém, taja jafikse art histologisko izmekl&jumu rezultati.

e Balstoties uz maketierices pielietoSanas praksi klinika, japilnveido tas vadibas un attelu
apstrades algoritmi.

e Jaattista zinaSanu un tehnologiska baze maksligo neironu tiklu izmantoSanai att€lu apstradei.
Japéta iesp€jas izmantot So pieeju ne tikai uzsaktajos virzienos, bet ari citu biomedicinisku
attelu apstrades uzdevumu risinasanai.
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Either electroporation (EP) or sonoporation (SP) alone has become an attractive new
strategy for the gene therapy, in part because of minimal toxicity and an excellent safety profile
when compared to conventional gene transfection methods such as virus vectors. However, the
efficiency of the gene transfection using electroporation or sonoporation alone is insufficient and it
remains the main drawback for further development of these methods for clinical trials.

In our previous work we demonstrated that electroporation and sonoporation parameters
could be varied to increase the green fluorescent protein (GFP) transfection efficiency into mice
tibialis cranialis muscle. Further to increase the GFP expression levels we investigated the
applicability of electrosonoporation. From experimental and clinical practice, the disease targeting
arsenal often includes strategies based on synergistic (or additive) interactions of two therapeutic
modalities, like electroporation and sonoporation that have been combined here. Taking into
account that both electroporation and sonoporation induce pores in the plasma membrane we
naturally assume that used in combination these methods can result in an increased efficiency of
plasmid DNA delivery. Using GFP coding plasmid, this effect has been only investigated in vitro
[Escofre et al. Ultrasound in Med. Biol. Vol. 36(10), 2010] demonstrating the synergism of GFP
transfection by electrosonoporation. In this study, we were the first to reveal the
electrosonoporation effect in vivo using GFP coding plasmid.

Based on our previous data, the optimal exposure parameters for electrosonoporation were
investigated by applying various types of electric pulses (HV-high voltage or LV- low voltage) in
combination with sonoporation. In Fig. 1 we show 1-year fluorescence pharmacokinetics of GFP in
all these electrosonoporated groups, based on our previous work where we demonstrated the
suitability of fluorescence spectroscopy and multispectral imaging for non-invasive quantification
of GFP transfection efficiency.

As expected before the experiment, when the couple of different therapy methods are added
one should achieve the summation or even synergistic results of the therapy. However, combining
both electric pulses and ultrasound for the muscle gene therapy, the electrosonoporation was not the
way to enhance the number of GFP positive fibers as well as to increase the amounts of GFP
produced in muscle. In opposite, all the combinations of electrosonoporation suppressed the GFP
transfection levels, and we clearly prove it with our experimental data (Fig. 1). However, our results
may indicate the synergistic increase in cytotoxicity of electrosonoporation, e.g. the increased
damage to the muscle fibers produced by combining both electric pulses and ultrasound.

The diffuse reflectance method was further applied as the non-invasive way to prove the
damage of muscle fibers produced by electrosonoporation. Diffuse reflectance allows estimating the
absorption properties of the tissue. When muscle necrosis happens, it is always accompanied with
the extensive hemorrhages. So the diffuse reflectance data could provide quantitative estimation of
muscle hemoglobin content, e.g. 24 hr. post electrosonoporation and to compare it with the control
levels of hemoglobin before muscle treatment. Within a frame of this project, the successive
electrosonoporation experiment was performed under the same electric pulse and ultrasound
conditions (as in Fig. 1) and the diffuse reflectance spectra were measured before, immediately after
and 24 hr. after muscle electrosonoporation treatment. Currently the data is under processing.

In conclusion, our investigations lead to the optical diagnostic strategies (fluorescence
spectra point measurements and multispectral imaging) for gene transfection efficiency
quantification and also are expected to provide the information on tissue viability state after
electrosonoporation by applying diffuse reflectance spectroscopy.
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Fig.1. Comparison of 1-year GFP transfection
electroporation, sonoporation and electrosonoporation. a) electrosonoporation produced by
substitution of 4LV electric pulses with sonoporation; b) electrosonoporation produced by
substitution of 1HV electric pulse with sonoporation; c¢) electrosonoporation produced by
successive application of sonoporation and 1HV pulse (in comparison to Fig.1a, Fig.1c reveals the

result for the reverse order application of

Time after transfection, days

levels

electric pulse and ultrasound).

in tibialis cranialis muscle after



As it is shown in Fig. 1la and Fig. 1b, the most efficient transfection of GFP plasmid was
achieved by electroporation, using combination of 1HV pulse (amplitude 800 V/cm, length of 100
ps) and 4LV LV (80 V/cm; 100 ms; 1 Hz) pulses. Muscle GFP transfection by using sonoporation
(2 W/cm? 20% ultrasound duty cycle and 5 min application) resulted in much lower GFP
expression levels in a whole 1 year period.

The first strategy for electrosonoporation was the substitution of either 4LV pulses by
sonoporation (Fig.1a) or 1HV pulse by sonoporation (Fig.1b). Both electrosonoporation protocols
resulted in a significant decrease of GFP transfection levels in comparison to electroporation
(IHV+4LV) results.

The second strategy for electrosonoporation was combination of 1 HV electric pulse (800
V/cm; 100 ps) with sonoporation (Fig. 1c). Considering the long time transfection, both methods
are capable to induce the comparable amounts of GFP in situ. However, our data show that the
successive application of sonoporation and electroporation could not increase the transfection levels
of GFP.
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