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Método de deteccion de eventos locales de liberacidn de calcio intracelular

Sector de la técnica

La presente invencidén concierne en general a un método de deteccion de
eventos locales de liberacion de calcio intracelular, que comprende realizar un analisis
estadistico de la distribucidn espacio-temporal de pixeles en una secuencia de
imagenes de una seccion de una célula, y en particular a un método que comprend‘e
realizar una preseleccién automatica de las im?genes sobre las que realizar dicho
analisis estadistico para evitar la posible influencia distorsionadora que puedan tener
unos eventos globales de liberacion de calcio.

Estado de la técnica anterior

Son conocidas diversas propuestas relativas a la detecciéon de eventos locales
de liberacion de calcio intracelular, en particular para detectar espiculas de calcio. En
general se utilizan marcadores fluorescentes en combinacién con técnicas' de
microscopia laser confocal para detectar las espiculas de calcio, aunque otras técnicas,
tal como la utilizacion de camaras CCD, también son conocidas. _

La mayoria de dichas propuestas se hallan descritas en articulos especializados,
algunos de los cuales seran citados a continuacion, y descritos brevemente, por
considerarse como representativos del estado de la técnica mas cercano a la presente
invencion.

Uno de dichos articulos es el de J. |I. Goldhaber et al., “Local regulation of the
threshold for calcium sparks in rat ventricular myocytes: role of sodium—calcium
exchange”; publicado en “Journal of Physiology (1999), 520.2, pp. 431—438", donde se
describe un procedimiento para detectar espiculas de calcio a partir de unas imagenes
bidimensionales, no directamente adquiridas de manera simultanea, sino construidas a
partir de un conjunto de lineas escaneadas mediante un microscopio laser confocal. En
su Fig. 2 puede verse un ejemplo donde las imagenes de fluorescencia Ay C han sido
construidas a partir de un barrido lineal de 320ms de duracién mediante un microscopio
confocal. En las vistas B y C se muestran, en un marco espacio-temporal, sendas
imagenes correspondientes, cada una de ellas, a la informacion obtenida en una sola
linea escaneada. Puéde observarse como el numero de espiculas de calcio de cada
una de las vistas B y D es muy inferior al de las vistas A y C. Si ademas se tiene en
cuenta que, por ejemplo, el escaneado de la linea asociada a la vista B no volvera a
producirse hasta pasados 320 ms, toda la informacion relativa a espiculas de calcio que

se produzca durante dicho periodo de tiempo en dicha linea no sera obtenida. Todos
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estos inconvenientes provocan que se llegue a una subestimacion del numero y
morfologia de las espiculas de calcio.

Con el fin de superar en cierta medida los inconvenientes que el escaneado
lineal provoca a la hora de detectar espiculas de calcio que no coinciden con el plano
focal de ninguna de las lineas escaneadas, H. Cheng et al. han desarrollado una
propuesta, plasmada en el articulo ‘Amplitude Distribution of Calcium Sparks in
Confocal Images: Theory and Studies with an Automatic Detection Method" de
“Biophysical Journal Volume 76 February 1999 606—617", mediante la cual parte de la
informacion relativa a eventos de liberacion de calcio que se han quedado fuera del
plano focal de las lineas escaneadas, es decir que no han sido directamente
escaneados, se recupera de manera indirecta al analizar la difusion que dichos eventos
han provocado en zonas vecinas que si han sido escaneadas. Dichas espiculas son asi
detectadas de manera indirecta pero con una intensidad maxima atenuada, con el
resultado de que la distribucion de amplitud de las espiculas detectadas es sesgada en
funcion de la distancia a la que se encuentren respecto a la linea escaneada.

En el articulo de M. A. Bray et al., “Multidimensional Detection and Analysis of
Ca Sparks in Cardiac Myocytes”, incluido en “Biophysical Journal Volume 92 June 2007
4433-4443" se realiza una propuesta la cual se considera como el antecedente mas
cercano a la presente invencion, que representa un paso mas alla en la deteccion de
espiculas de calcio con respecto a las propuestas anteriores, ya que en lugar de
analizar unas imagenes generadas a partir de la informacion adquirida mediante unas
lineas escaneadas durante un barrido, se analizan secuencias de imagenes
bidimensionales capturadas mediante microscopia confocal 2D o mediante una camara
CCD. Se describe en dicho articulo la utilizacion de técnicas estadisticas para analizar
dichas imagenes una vez pre-procesadas o normalizadas. Para llevar a cabo dicha
normalizacion toman en consideracion tanto una fluorescencia basal detectada en la
secuencia de imagenes como distintos eventos transitorios detectados.

Tras normalizar las imagenes, en dicho articulo se propone calcular un
histograma de la distribucién de pixeles en toda la secuencia de imagenes que
denominan . “histograma  de intensidades”, es  decir cuantas  veces
un pixel ha tomado un cierto valor. Estiman que la mayoria de veces los pixeles
tomaran unos valores que corresponden a actividad de ruido de fondo, lo cual es logico
ya que ésta es la actividad normal de la célula en reposo. Entonces proponen localizar
el maximo del histograma y definir el valor umbral de pixel a partir del cual la actividad
no es ruido sino un evento de liberacion de calcio. Tras ello se propone definir unas

regiones de interés como aquellas que incluyen pixeles que han superado un cierto
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numero de veces el valor umbral definido, lo cual llevan a cabo mediante un parametro
supervisado, denominado Cri, que determina cuantas veces por encima del valor
umbral debe encontrarse un pixel para considerar que la actividad
corresponde a un evento de liberacion de calcio.

Si bien la propuesta realizada por M. A. Bray et al. representa una clara mejora
con respecto al estado de la técnica previo a la aparicion de la misma, no obstante
adolece de ciertos inconvenientes relacionados con el analisis estadistico realizado, y
en particular con las influencias negativas que posibles eventos globales de liberacién
de calcio intracelular, detectados en algunas de las imagenes, pueden tener en el
resultado final de dicho analisis, pudiendo llegar a distorsionar tanto los resultados
obtenidos que provoquen que éstos no puedan considerarse como validos. En
particular dichos eventos globales de liberacion de calcio intracelular distorsionarian el

histograma de intensidades calculado hasta, posiblemente, llegar a invalidarlo.

Explicacién de la invencion

Obtener una deteccion de eventos locales de liberacion de calcio intracelular, en
particular de espiculas de calcio, que pueda considerarse fiable mediante un método
suficientemente robusto, es algo de gran importancia, sobre todo en lo referente a la
deteccion de dichos eventos en células cardiacas, o cardiomiocitos, teniendo en cuenta
los ultimos hallazgos qué relacionan dichas espiculas con patologias cardiacas. )

Recientemente las arritmias auriculares y ventriculares se han asociado a’
alteraciones en la entrada de calcio a través de los canales de calcio, asi como a la
regulacion del calcio intracelular producido por una hiperactividad del canal de calcio del
reticulo sarcoplasmatico (también denominado receptor de rianodina o RYR2). Esta
hiperactividad produce liberacion espontanea de calcio del reticulo sarcoplasmatico. El
exceso de calcio producido por dicha liberacién espontanea se expulsa del citosol por el
intercambiador Na-Ca (tres Na+ por un Ca2+), generandose asi una despolarizacion
anormal de la membrana, lo cual es una de las causas de la induccion y perpetuacion
de arritmias, ya que despolarizaciones anormales inducen arritmia por actividad
repetitiva.

Actualmente, la liberacion local de calcio denominada espicula de calcio, o
“calcium spark”, se considera el evento fundamental en la liberacion de calcio del
reticulo sarcoplasmatico. Se ha demostrado en cardiomiocitos de mamiferos que
durante el potencial de accion se activan de manera sincronizada alrededor de diez mil
espiculas de calcio dando lugar a un transitorio de calcio (“calcium transient”) y a una

contraccion normal. En situaciones patologicas, varias espiculas de calcio pueden
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coincidir espacial y temporalmente durante la diastole, dando lugar a un aumento local
del calcio intracelular suficientemente grande para desencadenar .una liberacion
regenerativa de calcio del reticulo sarcoplasmatico que se extienda a traves de la
célula.

Por todo ello, y dado que las propuestas convencionales no ofrecen suficientes
garantias en cuanto a la validez de los resultados que ofrecen, aparece necesario
ofrecer una alternativa al estado de la técnica que, de igual manera que en el articulo
de M. A. Bray et al., plantee la aplicacion de técnicas estadisticas sobre una secuencia
de imége‘nes bidimensionales correspondientes a una seccion de una o mas células,
para detectar eventos locales de liberacion de calcio intracelular, pero que supere los
inconvenientes hallados en dicha propuesta, proporcionando un método mucho mas
robusto, automatico y que ofrezca unos resultados completamente fiables, que no
requieran de una posterior intervencion humana.

Para ello, la presente invencion concierne a un método de deteccion de eventos
locales de liberacidon de calcio intracelular, que comprende realizar las siguientes
etapas:

- adquirir una secuencia de imagenes bidimensionales correspondientes a al
menos parte de una seccion determinada (en general de toda la seccion) de como
minimo una célula, incluyendo informacion relativa a actividad de calcio intracelular,

- normalizar dichas imagenes, y ,

- realizar un analisis estadistico de la distribucion espacio-temporal de cada uno
de los pixeles en dicha secuencia de imagenes normalizadas, para determinar una
serie de regiones de interés en dichas imagenes normalizadas, cada una de ellas
comun para toda la sucesion de imagenes, y determinar que dichas regiones de interés
son candidatas a contener un evento local de liberacion de calcio intracelular de interés.

A diferencia de la propuesta de M. A. Bray et al., el método propuesto por la
presente invencion comprende, de manera previa a dicho analisis estadistico, realizar
las siguientes etapas, de manera automatica:

- detectar eventos globales de liberacion de calcio en como minimo una de las
imagenes de dicha sucesion de imagenes, y

- realizar dicho analisis estadistico solamente sobre las imagenes en las cuales
no se han detectado eventos globales de liberacion de calcio.

Por lo que respecta al tipo de analisis estadistico a realizar, para un ejemplo de
realizacion éste es de tipo iterativo.

Por lo que se refiere al tipo de imagenes bidimensionales adquiridas, para un

ejemplo de realizacién, éstas son unas imagenes de fluorescencia, aunque otra clase
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de imagenes, tales como imagenes de otro tipo de luminancia, también pueden
utilizarse para aplicar el método propuesto por la presente invencion

En funcion del ejemplo de realizaciéon el método comprende utilizar un sistema
con una o mas camaras CCD para realizar dicha adquisicion de imagenes
bidimensionales, 0 un sistema de microscopia confocal 2D.

En general los anteriormente denominados como eventos globales de liberacion
de calcio son liberaciones regenerativas globales de calcio del reticulo sarcoplasmatico
de dicha célula, que se propagan en forma de ondas globales.

La influencia distorsionadora que dichos eventos globales tienen en el resto de

informacion de eventos de calcio existente en una imagen que se produce

simultaneamente a uno de dichos eventos globales, es tan grande como para camuflar
completamente a dicha informacion de eventos de calcio. Es por ello que dichas
imagenes con eventos globales son descartadas a la hora de realizar el analisis
estadistico que resulte en la deteccion de uno 0 mas eventos locales de liberacion de
calcio.

Para un ejemplo de realizaciéon el método comprende realizar la mencionada
etapa de deteccion de eventos globales de liberacion de calcio, también de manera

. previa a dicha etapa de normalizacién, y comprende asimismo llevar a cabo la etapa de

normalizacion solamente sobre las imagenes en las cuales no se han detectado
eventos globales de liberaciéon de caicio.

Para otro ejemplo de realizaciéon los eventos locales de liberacion de calcio
intracelular a detectar mediante el método propuesto por la presente invencion son
liberaciones regenerativas locales de calcio del reticulo sarcoplasmatico de dicha
célula, que se propagan en forma de mini ondas.

Para un ejemplo de realizacion preferido los eventos locales de liberacion de
calcio intracelular a detectar mediante el método propuesto por la presente invencion
son espiculas de calcio.

Para dicho caso preferido referente a la deteccion de espiculas de calcio, y con
el fin de mejorar los resultados en cuanto a dicha deteccién, el método comprende, para
un ejemplo de realizacion, descartar no solamente las imagenes que contienen eventos
globales de liberacion de calcio, sino también las que contienen liberaciones
regenerativas locales de calcio del reticulo sarcoplasmatico de como minimo dicha
célula, de las que se propagan en forma de mini ondas, es decir que el método
comprende detectar mini ondas en al menos una de las imagenes de dicha sucesion de
imagenes y realizar la etapa o etapas llevadas a cabo solamente sobre las imagenes en
las cuales no se han detectado eventos globales de liberacion de calcio, para llevarlas a _
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cabo solamente sobre las imagenes en las cuales tampoco se han detectado mini
ondas.

En general dicha deteccion de ondas globales y de mini ondas se lleva a cabo
de manera simultanea, a partir de la evolucién de la luminancia o fluorescencia total de
las imagenes. La deteccion se realiza aplicando diferentes umbrales de amplitud para
detectar las ondas globales y las mini ondas, utilizandose un umbral mas alto para la
deteccion de las ondas globales que para las mini ondas, siendo detectadas las ondas
globales al superar su amplitud dicho umbral mas alto, y siendo detectadas la mini
ondas cuando su amplitud esta por debajo de dicho umbral mas alto pero por encima
de un umbral minimo.

En cuanto al tipo de células sobre las que es posible aplicar el método propuesto
por la invencion, éstas pueden ser miocitos, en particular cardiomicocitos, 0 neuronas,
en funcién del ejemplo de realizacion.

Para un ejemplo de realizacion del método propuesto por la presente invencion,
éste comprende realizar la etapa de adquisicidbn de imagenes para adquirir una
pluralidad de secuencias de unas imagenes bidimensionales correspondientes a unas
secciones determinadas de una pluralidad de células, y realizar por tanto la
normalizacion y el analisis estadistico descritos anteriormente sobre dicha pluralidad de
secuencias de imagenes, descartando las que contienen ondas globales.

La etapa de adquisicion de imagenes del método propuesto por la presente
invencion es llevada a cabo, segun el ejemplo de realizacion:

- cuando la célula o células estan en reposo, con ausencia de estimulos
externos,

- cuando la célula o células estan siendo, 0 han sido, sometidas a un estimulo
eléctrico externo mediante una senal alterna, o

- cuando la célula o células estdn en reposo, con ausencia de estimulos
externos, y cuando estan siendo sometidas a un estimulo eléctrico externo mediante
una sefal alterna, para adquirir una secuencia de imagenes que incluyen informacion
relativa a actividad de calcio cuando la célula o células no estan siendo estimuladas y
cuando si lo estan siendo.

Les técnicas de estimulacion eléctrica de la célula o células son las conocidas
como “técnicas de fijacion de membrana” (en inglés “patch-clamp”).

Para una variante de los ejemplos de realizacion que comprenden aplicar una
sefial de estimulo alterna, el método comprende variar la frecuencia de dicha sefal de
estimulo alterna durante la etapa de adquisicidn de imagenes, con el fin de analizar la
respuesta de la célula o células frente a dicha sefal de frecuencia variable.
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Una posible prueba a la que someter a una 0 mas células mediante la variacién
de frecuencia referida, es la de aplicar la sefal de estimulo con una frecuencia inicial
hasta detectar que la respuesta de la célula o células, en cuanto a eventos locales de
liberacion de calcio provocados, demuestre que estos eventos detectados siguen la
frecuencia de estimulacion, y entonces aumentar la frecuencia de estimulacion
progresivamente, con el fin de detectar a qué frecuencia la respuesta detectada se
desincroniza en relacion a la sefial de estimulo, es decir cuando la célula o células ya
no son capaces de seguir a la sefal de estimulo.

En particular, y volviendo a hacer referencia a dicho ejemplo de realizacion para
el cual el método esta aplicado a la deteccion de eventos locales de liberacién de calcio
intracelular en una pluralidad de células, analizando una pluralidad de secuencias de
imagenes correspondientes a unas secciones determinadas de dichas células, el
método comprende, en un caso, aplicar dicha adquisicion de imagenes y posterior
analisis, a un grupo o red de células, y evaluar la transmisién de eventos locales de
calcio intracelular de una célula a otra, ya sea de manera espontanea, en ausencia de
estimulos externos, o inducidos por un estimulo externo. Se consigue asi estudiar el
comportamiento de un grupo de células en cultivo, o de una red neuronal, en especial el
comportamiento en cuanto a capacidades de transmision de las mismas, y del grupo o
red en su totalidad.

Una aplicacidén interesante de dicho caso es la consistente en inducir un
estimulo eléctrico en un punto de una red neuronal y observar cémo y por donde se

transmite, mediante la deteccidon de los eventos de liberacion de calcio inducidos, con el

“fin, por ejemplo, de detectar posibles anomalias en alguna de las neuronas o en alguna

de sus respectivas interconexiones.

Breve descripcion de los dibujos

Las anteriores y otras ventajas y caracteristicas se comprenderan mas
plenamente a partir de la siguiente descripcion detallada de unos ejemplos de
realizacion con referencia a los dibujos adjuntos, que deben tomarse a titulo ilustrativo y
no limitativo, en los que:

la Fig. 1 muestra, en asociacion con una secuencia de imagenes de una seccion
de una célula, en particular un cardiomiocito, un diagrama de flujo que incluye las
diferentes etapas del método propuesto por la presente invencién para un ejemplo de
realizacion;

la Fig. 2 ilustra, en su vista superior, a una imagen de la secuencia de imagenes

de la seccion de un cardiomiocito, con una serie de regiones de interés indicadas en la
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imagen y determinadas mediante el método propuesto por la invencion, y, en su vista
inferior, muestra una grafica relativa a la evolucion temporal de la fluorescencia
promedio en cada una de las regiones de interés indicadas, que incluye una serie de
espiculas de calcio detectadas mediante el método propuesto; y

la Fig. 3 muestra, en su vista superior, a la imagen de la Fig. 2 pero incluyendo
Unicamente una region agregada, de dichas regiones de interés, dividida en dos sub-
areas adyacentes, cuya informacion relativa a la evolucion temporal de su fluorescencia
promedio se ilustra en la grafica de la vista inferior, para cada una de las dos sub-areas.

Descripcion detallada de unos ejemplos de realizacion

En la Fig. 1 se expone un diagrama de flujo que representa las etapas basicas
del método propuesto para un ejemplo de realizacion aplicado a la detecciéon de
espiculas de calcio.

Debe indicarse que es necesario conocer el intervalo de tiempo con el que son
capturadas las imagenes de la secuencia, asi como la correspondencia entre tamano
de la imagen en pixeles y tamafo real del sistema (célula o células) en micras, para
poder llevar a cabo algunas de las etapas del método propuesto, por ejemplo a la hora
de determinar el tamafio de las areas de interés, el cual, tal y como se describira
posteriormente, es determinante a la hora de clasificar debidamente a las mismas.

E! método propuesto comprende una etapa no preferida ni esencial, que puede
llevarse a cabo cuando se considere necesario, en funcién del tipo de imagenes
adquiridas, consistente en una conversion de las imagenes adquiridas, si éstas lo han
sido en color, 0 RGB, a escala de grises, la cual se lleva a cabo mediante la eliminacion
del tono (hue) y la saturacién manteniendo la luminancia. Cada pixel RGB se convierte
a un valor de escala de grises‘ (P_gris) mediante una ecuacion que estima su
luminancia, ponderando cada uno de sus colores fundamentales (Rojo.R, AzulB y
Verde:G), por ejemplo tal y como se indica a continuacion:

P_gris=02989"R +0.5870* G +0.1140 " B.

Para llevar a cabo dicha etapa de normalizacién, no solamente para la deteccion
de espiculas de calcio, sino en general para la deteccion de cualquier evento local de
liberacion de calcio intracelular, el método comprende, una vez descartadas las
imagenes que contienen como minimo eventos globales de liberacion. de calcio (segun
la Fig. 1 una vez se han descartado también las imagenes con mini ondas), calcular un
indice de luminancia o fluorescencia base (Fb), a- utilizar en dicha etapa de
normalizacion, solamente con la informacion de las imagenes en las cuales no se han

detectado eventos globales de liberacion de calcio.
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Tras ello, el método comprende calcular la luminancia o fluorescencia media de
cada pixel con las imagenes que no contienen eventos globales de liberacion de calcio,
y asignar el valor de dicha luminancia o fluorescencia media de cada pixel a un
correspondiente indice de luminancia o fluorescencia base (Fbj. Se obtiene asi una
determinacion de la actividad basal individualizada para cada pixel. |

Finalmente, dicha etapa de normalizacion comprende normalizar cada pixel de
dichas imagenes que no contienen eventos globales de liberacion de calcio (mostradas
en la Fig. 1 para un ejemplo de realizacion), utilizando su respectivo indice de
luminancia o fluorescencia base (Fb) calculado. Es decir que cada imagen se normaliza
pixel a pixel utilizando la fluorescencia base (Fb) del propio pixel. De esta forma se
eliminan las heterogeneidades estacionarias de las imagenes asociadas a diferentes
concentraciones de reactivo o0 a zonas de mejor enfoque en el plano confocal, cuando
las imagenes han sido adquiridas mediante un microscopio confocal. El resultado final
es una pelicula donde la luminancia de cada pixel ha sido normalizada de forma
temporalmente global sin tener en cuenta las diferentes correlaciones espaciales dentro
de una imagen.

Por lo que se refiere a la determinacion de las regiones de interés de la
secuencia de imagenes que excluyen a las que incluyen ondas globales, el método

comprende llevarla a cabo mediante la realizacion de las etapas que se describen en

~ los siguientes parrafos:

En primer lugar, el método comprende detectar los pixeles cuya luminancia o
fluorescencia ha tomado valores extremos en al menos una de las imagenes
normalizadas y etiquetarlos como pixeles atipicos y, opcionalmente, almacenarlos para
cada una de las imagenes normalizadas de la secuencia.

"Tras haber detectado‘los pixeles atipicos, el método comprende calcular un
histograma acumulado de la luminancia o fluorescencia en los pixeles atipicos, que en
funcion del ejemplo de realizacién se lleva a cabo:

- contabilizando, de manera acumulativa en el tiempo, el numero de veces que
cada uno de dichos pixeles atipicos ha tomado un valor extremo; o

- realizando la suma de los valores que han tomado los pixeles atipicos.

Para un ejemplo de realizacion, el método comprende agrupar los valores de
dicho histograma mediante una matriz.

Para el calculo de dicho histograma acumulado, el método comprende, para un
ejemplo de realizacion, pondérar dichos pixeles atipicos, y tener en cuenta el valor
ponderado para llevar a cabo dicha seleccién y posterior etiquetado como pixeles de

interés.
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Dicha ponderacion se lleva a cabo, para el caso referente a dicha suma,
asignando diferentes pesos a cada pixel atipico y realizando por tanto una suma
ponderada de sus valores, o, para el caso de que el histograma se calcule
contabilizando el numero de veces que cada uno de los pixeles atipicos ha tomado un
valor extremo, asignando también diferentes pesos a cada pixel atipico y aplicando un
factor corrector que tenga en cuenta el peso de cada pixel a la hora de contabilizar las
veces que han tomado un valor extremo.

Después de haber obtenido dicho histograma acumulado, el método comprende
realizar una normalizacion del mismo, en particular el método comprende normalizar
dichos numeros de veces en que dichos pixeles atipicos han tomado valores extremos,
de luminancia o fluorescencia, o los resultados de dicha suma, por pixel, en relacion al
numero de veces promedio en el que los pixeles toman valores extremos en dicha
secuencia de imagenes normalizadas y al numero de imagenes normalizadas.

Dicha normalizacién, cuando se aplica a dicha matriz-histograma, resulta en la
obtencion de una segunda matriz, que en este caso especifica el porcentaje de veces
que un pixel ha tomado valores extremos (pixel atipico) en la secuencia completa de
imagenes normalizadas. Cada elemento de la matriz esta asociado a un pixel y es una
especie de puntuacion promediada de cuan probable es que dicho pixel sea relevante
en el momento de analizar su actividad. A mayor valor, mas veces ha sido un pixel
atipico, y por tanto mas probabilidades hay de que forme parte de una region donde se
producen espiculas.

Una vez se ha realizado dicha normalizacion del histograma acumulado, el
método comprende seleccionar, de entre dichos pixeles atipicos con valores extremos,
los que han tomado dichos valores extremos un numero de veces, normalizado, por
encima de un umbral predeterminado, o los que, en dicha suma, han obgenido un
resultado, normalizado, por encima de un umbral determinado, y etiquetarlos como
pixeles de interés.

Para el ejemplo de realizaciéon para el que se ha obtenido la segunda matriz
mencionada, resultado de normalizar la matriz-histograma, el método comprende llevar
a cabo dicha seleccion de pixeles de interés, definiendo un porcentaje umbral, para
dicha segunda matriz, a partir del cual se determinara que un pixel ha superado el valor
extremo un numero suficiente de veces en la imagen como para ser considerado un
“‘pixel de interés”. Al aplicar el umbral a la segunda matriz se obtiene una matriz
(imagen) binaria Z de los pixeles de interés. Este parametro umbral es clave en la parte:
final del proceso ya que establece e! nivel de restriccion que se obtiene en la deteccion
de regiones de interés. Un umbral muy alto investiga solo las regiones de interés mas
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claras. Un umbral muy bajo considera gran parte de la célula como activa. Los valores
de umbral implementados estan diseflados para que la seleccion de regiones de interés
funcione de forma optima y que, en cualquier caso, pequen por permisivos y no por
restrictivos, a la hora de seleccionar regiones de interés.

Tras haber seleccionado los pixeles atipicos etiquetados como pixeles de
interés, el metodo comprende definir una 0 mas regiones de interés uniendo como
minimo parte de los pixeles que superan dicho umbral predeterminado .o porcentaje
umbral.

En general, el método comprende definir varias de dichas regiones de interés
uniendo los pixeles que superan dicho umbral predeterminado o porcentaje umbral, es
decir los pixeles de interés, segun una técnica estandar de conectividad de pixeles
consistente en agrupar los pixeles que estan en contacto a traves de sus lados o de sus
esquinas, | ‘

Por lo que se refiere a dichos valores extremos de luminancia o fluorescencia,
cuyo valor toman los pixeles atipicos, el método comprende definir dichos valores
extremos como aquelios que se encuentran por encima de una media calculada, de los
valores de luminancia o fluorescencia de sus pixeles, en mas de un numero
predeterminado de veces muiltiplicado por una desviacion tipica calculada, también
relativa a los valores de luminancia o fluorescencia de sus pixeles. Se utiliza asi por
primera vez, segun las etapas del método propuesto, la informacion espacial al
comparar cada pixel con todos los demas pixeles de la misma imagen.

El método comprende realizar el calculo de dicha media y desviacion tipica para
cada una de las imagenes normalizadas, en general tras un filtrado de las mismas.

Para un ejemplo de realizacion el método comprende llevar a cabo dicho filtrado
mediante la aplicacion de un fitro de mediana 2D a cada una de las imagenes
normalizadas.

En cuanto a dicho numero predeterminado de veces la desviacion tipica que la
luminancia o fluorescencia de un pixel debe superar la media calculada para ser un
pixel atipico, los presentes inventores han optimizado un valor igual a seis para una
serie de experimentos en concreto, aunque también han constatado que un valor entre
cuatro y ocho ofrece unos resultados igual de validos.

Debe resaltarse que el valor de dicho numero predeterminado no es ajustable de
forma arbitraria por el usuario, es decir que no constituye un parérﬂetro supervisado, ya
que, por ejemplo, existe una definicion estadistica de “valor extremo” como aquel que

esta seis veces la desviacion tipica por encima de la media.



10

15

20

25

30

35

WO 2010/103144 PCT/ES2010/000102

12

En cualquier caso, la eleccion de dicho “valor extremo” no esta limitada a dicha
definicion estadistica, y el método comprende utilizar otras definiciones también validas
de valor extremo, como por ejemplo aquel que supere tres veces el intervalo intercuartil
(IQR = x_75% - 'x_25%, diferencia entre el Tercer Cuartil superior y el Primer Cuartil,
siendo el segundo cuartil x_50% la mediana).

Particularizando ahora la aplicacion del método propuesto por la invencién al
caso de la deteccidn de espiculas, el método comprende llevarla a cabo mediante la
clasificacion de las regiones de interés en dos tipos, en funcién de su tamano:

- un primer tipo 0 grupo de regiones estandar, que incluye todas aquellas
regiones de interés que tienen un tamafo similar o menor que el tamafo caracteristico
del soporte espacial donde se produce una espicula de calcio; y

- un segundo tipo o grupo de regiones agregadas, que incluye todas aquellas
regiones de interés cuyo tamano es mayor que el tamafo caracteristico del soporte
espacial donde se produce una espicula de calcio.

En la Fig. 2 se ilustran tres regiones de interés delimitadas por tres respectivos
rectangulos, indicados con las referencias numéricas 1 a 3, dibujados sobre una imagen
de la secuencia de imagenes de la seccidon de un cardiomiocito, y que incluyen tanto
regiones estandar como regiones agregadas.

Para el ejemplo de realizacion ilustrado por dicha Fig. 2, para determinar el
tamario de cada region de interés, indicadas como ROI (del inglés “Region Of Interest”),
se ha circunscrito un circulo en el rectangulo que delimita cada ROI, y que se encuentra
definido por la dimension maxima en cada una de las dos direcciones. Dicho circulo
tiene el radio definido por la distancia maxima entre el centroide de la ROl y el pixel
mas alejado de dicho centroide.

En la grafica de la vista inferior de la Fig. 2, se ilustra la evolucion temporal de la
fluorescencia promedio en cada una de las tres ROIs incluidas en la vista superior.

Una vez las regiones de interés han sido debidamente agrupadas, el metodo
comprende realizar las siguientes etapas para cada una de dichas regiones estandar:

- determinar la actividad promedio de la luminancia o fluorescencia en la region
estandar, mediante el calculo de la luminancia o fluorescencia en cada uno de los
pixeles que forman parte de la region estandar y el calculo de su promedio espacial a
cada instante de tiempo,

- aplicar un método de deteccion por ondiculas para detectar posibles espiculas
de calcio, localizando la posible actividad de las mismas en dicha area estandar,
teniendo en cuenta que las espiculas de calcio tienen una duracion caracteristica de
entre 40y 150 ms; y
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- rechazar dicha regidén estandar si su tamafio es inferior a un tamafo minimo
predeterminado o si no se ha detectado ninguna espicula de calcio en su interior como
resultado de la aplicacion de dicho método por ondiculas; 0

- establecer que dicha 'regién estandar es una region definitiva de interés si su
tamafio es superior a dicho tamafio minimo predeterminado y si se ha detectado al
menos una espicula de calcio en su interior como resultado de la aplicacion de dicho
método por ondiculas.

Las ROIs 2 y 3 ilustradas en la Fig. 2 son dos regiones estandar consideradas
como regiones definitivas de interés, al tener un tamafo superior a un tamafio minimo
predeterminado y al haberse detectado una o mas espiculas de calcio en su interior, en
concreto una espicula en la ROl 3 y diez espiculas en la ROl 2, las {cuales se
encuentran ubicadas en el interior de los circulos alli ilustrados.

Para el experimeﬁto cuyos resultados se hallan expuestos en la Fig. 2 el tamafio
minimo predeterminado es de 6x6 pixeles, que corresponde a unas 2x2 micras (de
hecho el tamafio de pixel utilizado en el experimento es de 0,282 micras).

El método comprende la realizacion de analisis posteriores, automaticos o
mediante intervencion humana, sobre cada region estandar rechazada en la cual no se
haya detectado al menos una espicula de calcio pero que tiene un tamafio superior a
dicho tamafio minimo predeterminado pero similar 0 menor que el tamafo caracteristico
del soporte espacial donde se produce una espicuia de calcio. Dichos analisis
posteriores se realizan con el fin de verificar si dicha falta de deteccion ha sido correcta.

En la Fig. 2 también se ilustra una ROI que supera el tamafo caracteristico del
soporte espacial donde se produce una espicula de calcio, es decir una ROl agregada,
en concreto 1a ROI 1, cuyo tratamiento se describe seguidamente. Puede observarse en
la grafica que muestra la evolucion temporal de la fluorescencia promedio, que la curva
correspondiente a dicha ROI 1 agregada incluye seis posibles espiculas de calcio,
sefaladas por seis correspondientes circulos.

Por lo que se refiere a dichas regiones agregadas, el método comprende realizar
las siguientes etapas para cada una de las mismas:

- subdividir cada region agregada en sub-areas adyacentes de un mismo, 0
sustancialmente un mismo, tamano;

- determinar, para cada una de dichas sub-areas agregadas la actividad
promedio de la luminancia o fluorescencia en su interior, mediante el calculo de la
luminancia o fluorescencia en cada uno de los pixeles que forman parte de cada sub-
area y el calculo de su promedio espacial a cada instante de tiempo;
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- aplicar un método de deteccion por ondiculas (con los mismos parametros que
el aplicado sobre las ROIls estandar), para detectar posibles espiculas de calcio,
localizando la posible actividad de las mismas en cada una de dichas sub-areas
agregadas; y

- establecer que cada sub-area agregada en la que se ha detectado al menos
una espicula de calcio en su interior como resultado de la aplicacion de dicho método
por ondiculas, es una region definitiva de interes.

En la Fig. 3 se ilustra, en su vista superior, sobre la misma imagen de la seccién
de un cardiomiocito ilustrada en la Fig. 2, la ROl agregada 1 dividida en dos sub-areas,
indicadas como SUBROIS 1y 2. En la grafica de |a vista inferior de la Fig. 3 se ilustra la
evolucion temporal de la fluorescencia promedio en cada una de las dos sub-areas, o
SUBROI 1 y SUBROI 2 incluidas en la vista superior.

Puede apreciarse como las dos sub-areas, SUBROI! 1 y SUBROI 2, presentan
una actividad de calcio muy diferente, incluyendo la SUBROI 2 una gran cantidad de
espiculas de calcio, en concreto siete, mientras que en la SUBROI 1 solamente existen
dos. Ademas la primera de estas dos espiculas de la SUBROI 1 no coincide en el
tiempo con ninguna de la SUBROI 2, lo que indica que las sub-areas tienen actividades
independientes.

De igual manera que para las regiones estandar, el método comprende la
realizacion de analisis posteriores, .automaticos o mediante intervencion humana, con la
informacion de cada sub-area agregada en la que no se haya detectado ninguna
espicula de calcio en su interior como resultado de la aplicacion de dicho método por
ondiculas, con el fin de detectar caracteristicas propias de posibles espiculas de calcio
localizadas en las cercanias de dicha sub-area agregada. Debido a que estas sub-
areas provienen de una regién de interés grande, es habitual que presenten actividad
debida a su cercania a una zona de la célula donde se producen espiéulas. Dicha
actividad no es detectada por el procedimiento por ondiculas pero puede ser de interés
para el investigador, dandole una idea del soporte espacial de las espiculas o de su
posible direccionalidad.

Con el fin de posibiltar los mencionados y otros analisis posteriores,
automaticos o mediante intervencion humana, el método propuesto por la presente
invencion comprende la presentacion de la informacion recopilada durante la aplicacion -
de sus etapas y como resultado de las mismas, relativa a la actividad de liberacion de
calcio intracelular. En particular el método comprende recopilar y presentar la siguiente
informacion a un usuario:

1. Fluorescencia promedio en cada imagen de la secuencia, indicando:
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i. Localizacién temporal de las ondas globales, indicando qué
imagenes de la secuencia quedan afectadas por dicha actividad
global.
ii. Localizaciéon de las mini-ondas.
Fluorescencia base de cada pixel de la secuencia, Fb.
Regiones de Interés: Listado de los pixeles que pertenecen a cada regién de
interés. '
Actividad media en cada region de interés, presentada en término de F/FO,
donde FO es la fluorescencia media de la célula calculada durante un periodo de
inactividad.
Localizaciéon de las espiculas de calcio detectadas en cada region de interés.
Actividad media en regiones de interés de tamafo caracteristico similar a una
espicula de calcio y sub-RQOls donde la actividad correspondiente a una espicula
de calcio no ha sido detectada para proceder a supervision humana del
resultado o a analisis automaticos adicionales.
Resumen de actividad observada en la secuencia de imagenes:

i. Numero total de ondas globales.

i. Numero total de mini-ondas.

i. Numero total de espiculas de calcio.

Un experto en la materia podria introducir cambios y modificaciones en los

ejemplos de realizacion descritos sin salirse del alcance de la invencion segun esta

definido en las reivindicaciones adjuntas.
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Reivindicaciones

1.- Método de deteccion de eventos locales de liberacién de calcio intracelular,
del tipo que comprende realizar las siguientes etapas: '

. adquirir una secuencia de imagenes bidimensionales correspondientes a al
menos parte de una seccion determinada de al menos una célula, incluyendo
informacion relativa a actividad de calcio intracelular;

- normalizar dichas imagenes; y

- realizar un andlisis estadistico de la distribucion espacio-temporal de pixeles en
dicha secuencia de imagenes normalizadas, para determinar una serie de regiones de
interés en dichas imagenes normalizadas, cada una de ellas comun para toda la
sucesion de imagenes, y determinar que dichas regiones de interés son candidatas a
confener un evento local de liberacion de calcio intracelular de interés;
estando dicho método caracterizado porque comprende, de manera previa a al menos
dicho andlisis estadistico, realizar las siguientes etapas, de manera automatica:

- detectar eventos globales de liberacién de calcio en al menos una de las
imagenes de dicha sucesion de imagenes; y

- realizar dicho analisis estadistico solamente sobre las imagenes en las cuales
no se han detectado eventos globales de liberacién de calcio.

2.- Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dichas imégénes
bidimensionales'adquiridas son unas imagenes de fluorescencia obtenidas mediante
técnicas de microscopia confocal. )

3.- Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque dichos eventos

globales de liberacion de calcio son liberaciones regenerativas globales de calcio del

- reticulo sarcoplasmatico de dicha célula, que es al menos una, que se propagan en

forma de ondas globales. .

4.- Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque comprende
realizar dicha etapa de deteccion de eventos globales de liberacion de calcio también
de manera previa a dicha etapa de normalizacién, y porque comprende llevar a cabo
dicha etapa de normalizacion solamente sobre las imagenes en las cuales no se han
detectado eventos globales de liberacion de calcio. ;

5.- Método segun la reivindicacion 4, cafactérizado porque comprende calcular
al menos un indice de luminancia o fluorescencia base, a utilizar en dicha etapa de
normalizacion, solamente con la informacion de las imagenes en las cuales no se han
detectado eventos globales de liberacién de calcio. |
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6.- Método segun la reivindicacién 5, caracterizado porque comprende calcular
la luminancia o fluorescencia media de cada pixel con las imégeneé que no contienen
eventos globales de liberacién de calcio, y asignar el valor de dicha luminancia o
fluorescencia media de cada pixel a un correspondiente indice de luminancia o
fluorescencia base. |

7.- Método segun la reivindicacion 6, caracterizado porque dicha etapa de
normalizacién comprende normalizar cada pixel de dichas imagenes que no contienen
eventos globales de liberacion de calcio, utilizando su respectivo indice de luminancia o
fluorescencia base calculado.

8.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, caracterizado porque
comprende llevar a cabo dicha determinacion de dichas regiones de interés mediante la

realizacion de las siguientes etapas:

- ‘detectar los pixeles cuya luminancia o fluorescencia ha tomado valores
extremos en al menos una de las imagenes normalizadas, etiquetarlos como pixeles
atipicos y contabilizar, de manera acumulaiiva en el tiempo, el numero de veces que
cada uno de dichos pixeles atipicos ha tomado un valor extremo o realizar la suma de
los valores que han tomado los pixeles atipicos;

- normalizar dichos numeros de veces en que dichos pixeles atipicos han
tomado valores extremos, de luminancia o fluorescencia, d los resultados de dicha
suma, por pixel, en relacion al niumero de veces promedio en el que los pixeles toman
valores extremos en dicha secuencia de imagenes normalizadas y al numero de
imagenes normalizadas; |

- seleccionar, de entre dichos pixeles atipicos con valores extremos, los que han
tomado dichos valores extremos un numero de veces, normalizado, por encima de un
umbral predeterminado, o los que, en dicha suma, han bbtenido un resultado,
normalizado, por encima de un umbral determinado, y etiquetarlos como pixeles de
interés; y '

- definir al menos una de dichas regiones de interés uniendo -al menos parte de
los pixeles que superan dicho umbral predeterminado.

9.- Método segun la reivindicacion 8, caracterizado porque comprende definir
varias de dichas regiones de interés uniendo los pixeles que superan dicho umbral
predeterminado segun una técnica estandar de conectividad de pixeles consistente en
agrupar los pixeles que estan en contacto a través de sus lados o de sus esquinas.

10.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 6 .9, caracterizado
porque comprende llevar a cabo dicha determinacion de dichas regiones de interes
mediénte la realizacion de la siguiente etapa:
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- calcular, para cada una de las imagenes normalizadas, la media y la
desviacion tipica de los valores de luminancia o fluorescencia de sus pixeles.

11.- Método segun la reivindicacion 10, caracterizado porque comprende llevar a
cabo dicha determinacion de dichas regiones de interés mediante la realizacién de la
siguiente etapa: '

- aplicar un filtro de mediana 2D a cada una de las imagenes normalizadas;

y porque comprende llevar a cabo dicha etapa de calculo de la media y la desviacién
tipica para cada una de las imagenes normalizadas, una vez filtradas.

12.- Método segun la reivindicacién 10 u 11, caracterizado porque comprende
definir dichos valores extremos de luminancia o fluorescencia como aquellos que se
encuentran por encima de dicha media calculada en mas de un numero predeterminado
de veces multiplicado por dicha desviacion tipica calculada.

13.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque dichos eventos locales de liberacion de calcio intracelular a detectar son
espiculas de calcio.

14.- Método segun la reivindicacion 13, caracterizado porque comprende llevar a
cabo dicha deteccidn de espiculas de calcio mediante la clasificacion de dichas
regiones de interés en dos tipos en funcién de su tamado:

- un primer tipo o grupo de regiones estandar, que incluye todas aquellas
regiones de interés que tienen un tamafo similar o menor que el tamafo caracteristico
del soporte espacial donde se produce una espicula de calcio; y

- un segundo tipo o grupo de regiones agregadas, que incluye todas aquellas
regiones de interés cuyo tamafo es mayor que el tamafo caracteristico del soporte
espacial donde se proddce una espicula de calcio.

15.- Método segun la reivindicacion 14, caracterizado porque comprende realizar
las siguientes etapas para cada una de dichas regiones estandar:

- determinar la actividad promedio de la luminancia o fluorescencia en la regién
estandar, mediante el calculo de la luminancia o fluorescencia en cada uno de los
pixeles que forman parte de la regidn estandar y el calculo de su promedio espacial a
cada instante de tiempo; ‘

- aplicar un método de deteccion por ondiculas para detectar posibles espiculas
de calcio, localizando la posible actividad de las mismas en dicha area estandar; y

- rechazar dicha regiéon estandar si su tamafo es inferior a un tamafio minimo
predeterminado o si no se ha detectado ninguna espicula de calcio en su interior como
resultado de la aplicacién de dicho método por ondiculas; o
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- establecer que dicha regién estandar es una region definitiva de interés si su
tamafo es superior a dicho tamafio minimo predeterminado y si se ha detectado al
menos una espicula de calcio en su interior como‘ resultado de la aplicacion de dicho
método por ondiculas. ‘

16.- Método segun la reivindicacion 15, caracterizado porque comprende la
realizacion de analisis posteriores, automaticos o mediante intervencién humana, sobre
dicha regién estandar rechazada, si en la misma no se ha detectado al menos una
espicula de calcio; con el fin de verificar si dicha falta de deteccion ha sido correcta.

17.- Método segun la reivindicacion 14 6 15, caracterizado porque comprende
realizar las siguientes etapas para cada una de dichas regionés agregadas:

- subdividir dicha region agregada en sub-areas adyacentes de un mismo, o
sustancialmente un mismo, tamafo;

- determinar, para .cada una de dichas sub-areas agregadas la actividad
promedio de la luminancia o fluorescencia en su interior, mediante el calculo de la
luminancia o fluorescencia en cada uno de los pixeles que forman parte de cada sub-
area y el calculo de su promedio espacial a cada instante de tiempo;

- aplicar un método de deteccion por ondiculas. para detectar posibles espiculas

‘de calcio, localizando la posible actividad de las mismas en cada una de dichas sub-

areas agregadas; y

- establecer que cada sub-area agregada en la que se ha detectado al menos
una espicula de calcio en su interior como resultado de la aplicacion de dicho método
por ondiculas, es una region definitiva de interes. ;

18.- Método segun la reivindicacion 17, caracterizado porque comprende la
realizacion de analisis posteriores, automaticos o mediante intervencion humana, con la
informacion de cada sub-area agregada en la que no se haya detectado ninguna
espicula de calcio en su interior como resultado de la aplicacion de dicho método por
ondiculas, con el fin de detectar caracteristicas propias de posibles espiculas de calcio
Iocalizadas en las cercanias de dicha sub-area agregada.

19.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado
porque dichos eventos locales de liberacion de calcio intracelular a detectar son
liberaciones regenerativas locales de calcio del reticulo sarcoplasmatico de dicha
célula, que es al menos una, que se propagan en forma de mini ondas.

20.- Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado
porque comprende detectar liberaciones regenerativas locales de calcio del reticulo
sarcoplasmatico de dicha célula, que es al menos una, que se propagan en forma de
mini ondas, en al menos una de Ias{imégenes de dicha sucesion de imagenes; y
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realizar dicha o dichas etapas llevadas a cabo solamente sobre las imagenes en las
cuales no se han detectado eventos globales de liberacion de calbio, para llevarlas a
cabo solamente sobre las imagenes en las cuales tampoco se han detectado mini
ondas.

21.- Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho analisis
estadistico es de tipo iterativo. ‘

22.- Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque comprende
utilizar un sistema de microscopia confocal para realizar dicha adquisicion de imagenes
bidimensionales. |

23.- Método segl’m la reivindicaciéon 1 0 2, caracterizado porque comprende
utilizar un sistema con al menos una cdmara CCD para realizar dicha adquisicién de
imagenes bidimensionales. , |

24.- Método segun la reivindicacion 8, caracterizado porque comprende
ponderar dichos pixeles atipicos, y tener en cuenta el valor ponderado para llevar a
cabo dicha seleccidn y posterior etiquetado como pixeles de interés.

25.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque comprende realizar dicha etapa de adquisicion de imagenes para adquirir una
pluralidad de secuencias de unas imagenes bidimensionales correspondientes a unas
secciones determinadas de una pluralidad de células.

26.- Método segun la reivindicacion 1 6 25, caracterizado porque comprende
realizar dicha etapa de adquisicion de imagenes cuando dicha o dichas células estan en
reposo, con ausencia de estimulos externos.

27.- Método segun la reivindicacion 1 6 25, caracterizado porque comprende
realizar dicha etapa de adquisicion de imagenes cuando dicha o dichas células estan
siendo, o han sido, sometidas a un estimulo eléctrico externo mediante una sefial
alterna. » '

28.- Método segun la reivindicacion 27, caracterizado porque comprende variar
la frecuencia de dicha sefal de estimulo alterna durante dicha etapa de adquisicion de
imagenes.

29.- Método segun la reivindicacion 1 6 25, caracterizado porque comprende
realizar dicha etapa de adquisicion de dicha secuencia de imagenes cuando dicha o
dichas célulaé estan en reposo, con ausencia de estimulos externos, y cuando estan
siendo sometidas a un estimulo eléctrico externo mediante una seﬁallalterna, para
adquirir una secuencia de imagenes que incluyen informacion relativa a actividad de
calcio cuando al menos dicha célula no esta siendo estimulada y cuando si lo esta
siendo. ‘
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30.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque dicha o dichas células son al menos una del grupo que comprende los

siguientes tipos de células: miocitos, cardiomiocitos y neuronas.
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