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170 Chapter 8. Summary

Ophthalmic imaging has been an active area of clinical investigation that has
been expanding steadily, providing scientists and doctors with valuable informa-
tion. New diagnostic and therapeutic methods have been established in this field,
driven by an overall need to advance clinical care in ophthalmology. New scanning
and imaging technologies have had a significant impact on ophthalmology. Struc-
tural imaging techniques help in visualising the retina in great detail and helps in
assessing retinal health. However, the structure does not always provide informa-
tion on the tissue health, and thus techniques which can provide a quantitative,
functional aspect of living tissue is required in many cases. The work presented in
this thesis aims to develop new devices and techniques which can perform imaging
of the retina and to apply them for non-invasive imaging of structure and function
in the in vivo human retina.

To extract structural and functional information from the retina using an SLO,
it is essential to understand it’s design, construction, and working. For this pur-
pose, chapter 2 of this thesis discusses the principle of scanning based ophthalmic
imaging systems, gives a brief explanation of various design considerations for con-
structing an SLO, and introduces the retinal oximetry and its importance in diag-
nosing various retinal diseases. Laser safety considerations for intentional exposure
of the retina to the laser light is also described in detail. The knowledge from this
chapter forms the basis of the scientific work presented in chapters 3 to 6.

In Chapter 3, a novel digital micromirror device (DMD) based SLO is presented.
Concentric circle patterns were implemented as a scanning scheme to image the
retina and provide fixation at the same time. The DMD was used in lieu of tra-
ditional scanning mirrors and offered flexibility in terms of speed and confocality.
The concentric circles improved the fixation and reduced motion artefacts com-
pared to previously implemented parallel line scanning design. An annulus was
used to reduce the corneal reflections from the retina and thereby to increase the sig-
nal to noise ratio. in vivo imaging was demonstrated by performing non-mydriatic
imaging on two subjects at a speed of 7 frames per second with a maximum 20° (di-
ameter) field of view. The images were shot noise limited and clearly show various
anatomical features of the retina with high contrast. The images were comparable
to images from a commercial SLOs but at a fraction of the cost.

Chapter 4 describes a detailed analysis of the error propagation of measure-
ment noise in retinal oximetry, to identify optimal wavelengths which will yield the
lowest uncertainty in saturation estimation for a given measurement noise level.
The effect of haemoglobin packing in discrete blood vessels (pigment packing) is
also introduced in this chapter. Pigment packing may result in a non-negligible
bias in saturation estimation if unaccounted for under specific geometrical condi-
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tions, such as sub-diffuse sampling of smaller blood vessels located deeper within
the retina. To validate the analysis, an SLO was developed to produce high con-
trast images. Confocal reflectance measurements were then conducted on a tissue-
mimicking scattering phantom with optical properties similar to retinal tissue, in-
cluding narrow channels filled with absorbing dyes to mimic blood vessels. By
imaging at three optimal wavelengths, the "saturation” of the dye combination was
calculated.

In Chapter 5, construction of an SLO based on a double-clad fibre coupler and a
supercontinuum source is described in detail. Implementation of a balanced detec-
tion scheme to suppress the relative intensity noise of the supercontinuum source is
also described with experiments validating the improvements in the signal to noise
ratio with the use of balanced detection. The optimum wavelengths for accurate
in vivo oximetry estimation using two wavelengths are established with an in silico
analysis. The SLO produced dual-wavelength, high-quality images at 10 frames /
second with a 20° imaging field of view. The blood oxygen saturation in retinal
blood vessels was mapped from the images.

The eye provides a unique location in the human body with visual access to
blood vessels. The blood vessels in the eye are regarded as highly superficial and
thus is a desirable access point for Hb concentration estimation due to the lack of
thick overlying tissues present elsewhere in the body. In Chapter 6, a non-invasive
spectrophotometric method to image the retina simultaneously at two “isosbestic’
wavelengths, and then to extract the haemoglobin concentration values from the
two images is described.

Finally, in Chapter 7, the discussion on the results obtained from the scientific
work in chapters 3-6 is presented with an outlook for future research. The conclud-

ing remarks of the thesis are also given in this chapter.
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Nederlandse Samenvetting

Oogheelkundige beeldvorming is een actief gebied van klinisch onderzoek dat ges-
taag uitbreidt en dat wetenschappers en artsen waardevolle informatie biedt. Nieuwe
diagnostische en therapeutische methoden zijn op dit gebied vastgesteld vanuit een
algemene behoefte om klinische zorg in de oogheelkunde te verbeteren.

Nieuwe scan- en beeld technologieen hebben een significante invloed op de
oogheelkunde. Beeldvormingstechnieken die de structuur weergeven helpen bij
het gedetailleerd visualiseren van het netvlies en daarmee het beoordelen van de
gezondheid van het netvlies. Weefstelstructuur geeft echter niet altijd informatie
over de gezondheid van het weefsel en daarom zijn in veel gevallen technieken
nodig die een kwantitatief, functioneel aspect van levend weefsel kunnen weergeven.
Het doel van het werk dat gepresenteerd wordt in dit proefschrift is om nieuwe ap-
paraten en technieken te ontwikkelen die beeldvorming van het netvlies kunnen
uitvoeren, en deze toe te passen voor niet-invasieve beeldvorming van structuur
en functie in het in vivo menselijk netvlies.

Om structurele en functionele informatie uit het netvlies te halen met behulp
van een SLO, is het belangrijk om het ontwerp, de constructie en de werking ervan
te begrijpen. Met dit doel bespreekt Hoofdstuk 2 van dit proefschrift het principe
van oogheelkundige beeldvormingssystemen die gebruik maken van scannen. Tevens
geeft dit hoofdstuk een korte uitleg over verschillende ontwerpoverwegingen voor
het construeren van een SLO en introduceert het retinale oximetrie en het belang
ervan bij de diagnose van verschillende retinale ziekten. Laserveiligheidsoverweg-
ingen voor het opzettelijke blootstelling van het netvlies aan het laserlicht worden
ook in detail beschreven. De kennis uit dit hoofdstuk vormt de basis van het weten-
schappelijke werk dat in de hoofdstukken 3 tot en met 6 wordt gepresenteerd.

In Hoofdstuk 3 wordt een nieuwe SLO op basis van een digital micromirror de-
vice (DMD) gepresenteerd. Concentrische cirkelpatronen werden geimplementeerd
als een scanschema om het netvlies af te beelden en tegelijkertijd een fixatie te
verschaffen. De DMD werd gebruikt in plaats van traditionele scan-spiegels en
biedt flexibiliteit met betrekking tot snelheid en confocaliteit. De concentrische

cirkels verbeterden de fixatie en verminderden bewegingsartefacten in vergelijk-

ing met het eerder geimplementeerde ontwerp dat scande met een parallelle lijn.
Een annulus werd gebruikt om de cornea-reflecties van het netvlies te verminderen
en daarmee de signaal-ruisverhouding te vergroten. In vivo beeldvorming werd
aangetoond door niet-mydriatische beeldvorming op twee participanten uit te vo-
eren met een snelheid van 7 beelden per seconde en een maximum gezichtsveld van
20° (diameter). De beelden waren shotnoise gelimiteerd en tonen met een hoog
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contrast duidelijk de verschillende anatomische kenmerken van het netvlies. De
afbeeldingen waren vergelijkbaar met afbeeldingen van commerciéle SLO’s, maar
slechts voor een fractie van de kosten.

Hoofdstuk 4 beschrijft een gedetailleerde analyse van de foutpropagatie van
meetruis in retinale oximetrie, om zo optimale golflengten te identificeren die de
kleinste onzekerheid opleveren in de verzadigingsschatting voor een bepaald meetru-
isniveau. Het effect van hemoglobineclustering in afzonderlijke bloedvaten (pig-
mentclustering) wordt ook in dit hoofdstuk geintroduceerd. Pigmentclustering kan
resulteren in een niet-verwaarloosbare bias bij het schatten van de verzadiging in-
dien geen rekening gehouden wordt met de specifieke geometrische omstandighe-
den, zoals sub-diffuse bemonstering van kleinere bloedvaten dieper in het netvlies.
Om de analyse te valideren werd een SLO ontwikkeld die beelden met een hoog
contrast kon produceren. Confocale reflectiemetingen werden vervolgens uitgevo-
erd op een verstrooiend fantoom dat weefsel nabootst. Dit fantoom had optische
eigenschappen vergelijkbaar met netvliesweefsel, inclusief smalle kanalen gevuld
met absorberende kleurstoffen om bloedvaten na te bootsen. Door beeldvorm-
ing bij drie optimale golflengten werd de "verzadiging’ van de kleurstofcombinatie
berekend.

In Hoofdstuk 5 wordt de constructie van een SLO op basis van een double clad
fiber coupler en een supercontinutimbron in detail beschreven. De implementatie
van een gebalanceerd detectieschema, om de relatieve intensiteitruis van de super-
continuiimbron te onderdrukken, wordt beschreven aan de hand van experimenten
die de verbeteringen in de signaal / ruisverhouding valideren met behulp van
gebalanceerde detectie. De optimale golflengten voor nauwkeurige in vivo oxime-
trieschatting met behulp van twee golflengten worden bepaald aan de hand van
een in silico analyse. De SLO produceerde beelden van hoge kwaliteit met dubbele
golflengte met 10 beelden per seconde en een gezichtsveld van 20°. De bloedzu-
urstofsaturatie in retinale bloedvaten werd in kaart gebracht aan de hand van de
gemaakte afbeeldingen.

Het oog biedt een unieke locatie in het menselijk lichaam waar visuele toe-
gang is tot de bloedvaten. De bloedvaten in het oog worden als zeer oppervlakkig
beschouwd en zijn dus een gewenst toegangspunt voor schatting van de hemoglobine

concentratie, wegens het ontbreken van dikke bovenliggende weefsels die elders
in het lichaam aanwezig zijn. In Hoofdstuk 6 wordt een niet-invasieve spectrofo-
tometrische methode beschreven om het netvlies tegelijkertijd op twee isosbestis-
che golflengten af te beelden en vervolgens hoe de hemoglobine concentratiewaar-
den uit de twee afbeeldingen te extraheren is.

Ten slotte wordt in hoofdstuk 7 de discussie over de resultaten van het in hoofd-
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stuk 3-6 gepresenteerde wetenschappelijke werk besproken, met vooruitzichten
voor toekomstig onderzoek. De slotopmerkingen van het proefschrift worden ook
in dit hoofdstuk gegeven.
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W F&H([HE LD

S600T TEOTLIZI BID 2 LedledT WeHSWIWmeT 2 MILILMEGWD. &Heor Bs&sGL
Umjenel 2 eorjeneald SMeaugl WL BHLE6TNGD, S&Gohiluerer 2 &5
UG TelHHa|D HQDOFEHRMS!. BITD QFUILD @6UQITH QFUedsD BTN B
SHEOTSHEM6TL] LIWeTUGSSIHCmTD. ereorCeu LIMTFeneuenwll LUTHHGD 6Ths 6
GBTW & BUfleT aMpHEm&ES SISHO aHINOMWTET  HTHHSMS
gOUGSSHDS!.

awg QsrTLiumer ChTUSET @ GOUINLESEHS QUMS S&G&TSTT
Ngg& eneorwimss mmluerereor. Gl LiLimg, elblsBenrulley (retina) g UMD CBITUISHET
umjemnel QFWeLTL(& GmUTLMLUD WwHmell&sEamerd FrihHkmae&GLD
GpBlamevemlild  ghu@sSaih. W&  GurFnmer  Blenevulley, e@meld
LEMETLNMMEUTTE IDTEMITY. 2 608 HFHETHTT SeMOLILN6T (WHO) ammILILIY, &OMT
13 Uevellwer (130 G&MY) LGSHET gl @ UTFamels GemmuUml (hLedT
aImp&ReTmery. eaufsefley 270 Wevedlwedr 27 G&HMY) W&ESH6T WFIDMET 3j6V6VG)
SHIEMWWITET  LTTenelsds GomUTLaLEs Q& Taor(eTerery. 2 euskeraley  80%
Umjenels GemmUTh e Selisss&samlqW GamUTH&6TTEHS & (55 LUILIH & 60T meur.

ANPNSTHenT 6T6iTLIZ SHevoTeootledl FemeulWm UGHWMTSWD. NPflsHeny
Crmiser elflsHemyuiley &L LemoliL (structural) LnMHMID Q&FwWevLITL (G (functional)
rmmhgGeeT Qealefllil®GsasRarmer. lWsH ey 2 (Beallnm&S&ID (retinal imaging)
BILUBISeT Uwearu®ss  emel HUNLLu@®Bearmer. elWEHemniy
CrrilsemeTll UMMl  Bg YsasEh, Uwsuemer W@dmsser wH LT,
NeresmLigey Wmmiih PHFaosuian APsHanT o malrnssnd  W&Ealn
(PERWILDTETSI. @\bIBIL_LITGIG 6T 6165 @b vl & @15 &5 (& L LD(BSSI6UTSHEBH &G LD
WHILAGES HHIVEMET alPHIGSH aTmer. Heler EHeflh Wmmih @GCgb
Q& MSl6VHILLIMIG 6T 856007 DB S S61US T 6V GOLUIL G555 SM&HHE0S5
gOUG SH u6Terer.

slLemlly @GCwgn mLukiseaT alWkisHaganw  1Wes  allifleaunss
ST LALUGSS 2 sa@armer. lPWsHanr oCrmeERwsams LHILGaSHESID
@8 2. 5a1H8ma. @OLILsD, &LenliL rliCumgid elWsHeny o,CrmesewLD
GNES SHALGMET 6lPBIGaFHame. @& arme PNSHanT I6ma MM
QEFWLTLH SIDFSHMEEH SHaOTHEHL(H QUPHISESFalqWl BILLIBISGET LGCam
FHSFLILMmISGTaD LevCalm Sevor GBS e CGSemaeuLiLI(H & eoTment.

N GHenT 2 _(HeuemLnLiL] (Wwemmaerflev gouLl L LisuGeum
(PETCRTMHMMBIGETTE HLHS GIHLS eUBLEIG6Tl Heor AHFNF TN QelGalTSH
Guihul G eTengl. PGS HenT CHITUISHEBHGLD 66l ListorL|&eh&s G (optical properties)
@eLBUWWETET QSTLFLS ST MUETalqgwl UHW QSTLlevmHIL LIMkIG6T
2 HaIME&LILLGaleoor(hild. alNGHenTuleT 2 (FalldM&EHD QFUILSEIIQUW LFIW
FIGETHEIGET WMHMID HLUBIGET 2 (BauTsGagln, wefls alfisHanruie
S LemlIL IDHMID QFWEUTL 196 @CLEIBRMEG HeubenmLl LiulerL(H&SeusID
@bs ieller WHEGRW CBHMeHsD oL@, @damie all¥lsHenT @G nbISH M mer
@ T6voT(H) (L& HL |0 (G(LNENMEETI6V HEUETID QFNSSIHMS!:

1. &oOmbs elemey QI L6 BHIEooT-&He0oTetor Mq.&6T (digital micro  mirror)
g lienLufevmenr ‘euBOWL ReTFHEHT S0 CFMHamaTs&HHalenl’ (scanning laser
ophthalmoscope/SLO)  aulgalenngFev, HHGallews Qammear®h  6llyls s enruder
S Lemnnllenl 2 (HeUldMHGeIS (S WImuLD 3).
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2. Lettedflm au@BHILD ReTIHEHT &6voTCFTHemaTaH S Hellenll (multispectral SLO)
QAQAMDSSH (SIS HWMWID 3 LoHmbd 4, AssGalaowsds Q&M@
APEHemgemwll UBIm  ROTIEEHTHMETE  QSHTET(H 2 (HeULDMEHGS6
(@ISH WM  4). Cuaild @UUeBlm SReTIGEHT 2 (HeumIGHM6eTsH & TeoT(H
ANPsFHenguledr owGHHReMl LD (SSHWUmuUDd 4) wommib efCmgeerTLier
QFMlemnal (SISHWIMTUILD 5) & 6u0TL NI 56v.

SSHWMTWLBIGET 1 O 2, QbS lleumleEansuller CBITEHegemEU]LWD
LWeTU@SSLUILLL  WenmsameTuld  ellaTsGHRarmer. SSHWmund 7 @QbHS
S U16uM) &6t 8 U6t 6160y 660 Jem WL LD AADEIY &600T Q60T ITL_L_&6m & U LD
eflERMEI.









