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Sazetak— U ovom radu analizirani su kardiovaskularni
signali laboratorijskih pacova tokom perioda gestacije.
Ispitani su signali spontano hipertenzivnih subjekata.
Ispitivani su vremenski nizovi sistolnog krvnog pritiska i
pulsnog intervala (sréani ritam). Kao Kkontrola,
analizirani su signali normotenzivnih Zivotinja Wistar-
Kyoto soja. KoriS¢ene su sledece nelinearne metode:
detrendovana analiza fluktuacija (DFA) i Poencaré
plotovi. Rezultati su analizirani i procenjena je sklonost
ka potencijalnom razvoju hipertenzije kod obe grupe
pacova. Rezultati su ohrabrujuéi, jer nema statisticki
znacajnog pogorsanja kardiovaskularnih parametara,
¢ak ni kod grupe koja je spontano sklona hipertenziji.

Kljucne rijeCi —nelinearna obrada signala 1, analiza
detrendovanih fluktuacija 2; Poencaré plot 3; varijabilitet
sréanog ritma 4;

L UVOD

Obrada signala kardiovaskularnog sistema je izuzetno
vazna oblast koja se i dalje razvija. Jedan od nacina za
obradu i analizu signala kradiovaskularnog sistema je
analiza varijabiliteta srCanog ritma. Varijabilitet
sr¢anog ritma, odnosno HRV (eng. Heart rate
variability) je u poslednjih nekoliko decenija postao
sve bitnija metoda zbog toga $to je povezan sa velikim
brojem patofizioloskih stanja [1,2]. HRV se pokazao
kao izuzetno znaCajan zbog toga Sto nosi bitne
informacije o kontroli i radu sr¢anog ritma i krvnog
pritiska vecinski pod kontrolom autonomnog nervnog
sistema, te omogucava relativno jednostavno pracenje
rada istog. Samim tim, veliki znacaj se daje analizi
HRV-a.

Svrha ovog rada jeste primena metoda za analizu
sr¢anog ritma kako bi se procenila sklonost ka razvoju
kardiovaskularnih problema tokom trudnoce.
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Signali su snimani nad dve grupe zenki laboratorijskih
pacova tokom perioda gestacije, nad grupom pacova
sa spontanom hipertenzijom, obelezene sa SHR i
Wistar zenki (femininum) laboratorijskih pacova koji
predstavljaju kontrolnu grupu, obeleZzene sa WF. 1z
snimljenog talasnog oblika krvnog pritiska BP (blood
pressure) izvuceni su vremenski nizovi SBP (systolic
blood pressure, sistolni krvni pritisak), DBP (diastolic
blood pressure, dijastolni pritisak) i PI (pulse interval,
pulsni interval), takode se oznacava i IBI (inter-beat
interval). Signal promenljivosti sréanog ritma, HRV
(heart rate variability) dobija se inverzijom pulsnog
intervala uz uskladivanje jedinica. Vremenski nizovi
su analizirani Poencaré plot i DFA metodama koje
nam omogucavaju uvid u kardiovaskularni status
zenki pacova u okviru eksperimenta. Metode su
detaljnije opisane u slede¢em odeljku.

IL. MATERIJALI I METODE

A. Eksperiment

Signali su snimani u Laboratoriji za kardiovaskularnu
farmakologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, u okviru eksperimenta koji je osmislila i
kojim je rukovodila prof. dr Nina Japundzi¢-Zigon.

Pacovi su smesteni odvojeno u kontrolisanim
laboratorijskim uslovima sa temperaturom oko 22 +
2°C; relativnom vlaznosti vazduha izmadu 60 1 70%;
kontrolisanim  osvetljenjem: ciklus svetlo-mrak
12:12h, sa hranom i vodom ad libitum.

Snimanje je izvrSeno na svesnim i slobodnim
pacovima tokom gestacije, u pet trenutaka: prvom,
petom, desetom i dvadesetom danu gestacije i nakon
okota, ovde oznaceno sa DI (diestrus). IzvSeno je
snimanje na Sest Zenskih pacova obe vrste, ukupno 12,
¢ija je inicijalna tezina bila od 300 do 350g.

Deset dana pre pocetka eksperimenta pacovi su
podvrgnuti operaciji u kojoj su radiotelemetrijske
sonde (TA11PA-C40, DSI, Transoma Medical)
implantirane u abdominalnu aortu pod kombinovanom
anestezijom ketamina 1 ksilazina, zajedno sa
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gentamicinom §to je zatim praceno injekcijama
metamizola za ublazavanje bolova. Minimalni broj
pacova koji pod datim uslovima omogucavaju signale
za pouzdanu statitiCku analizu sa verovatno¢om
greske tipa I ravnom 0.05 odreden je putem
softverskog paketa ‘Power Sample Size Calculation’.

S obrzirom na to da se radi sa signalima koji su
snimani na zivim laboratorijskim Zivotinjama,
snimanje je bilo neophodno izvesti na nacin koji je za
Direktivi 2010/63/EU i nacionalnom pravilniku o
dobrobiti zivotinja 2009/6/RS kao i Pravilima
2010/RS o zastiti zivotinja koje se koristi za naucne
svrhe, a koja insistiraju i na minimizaciji broja
laboratorijskih pacova potrebnih za eksperiment.
Protokol snimanja je odobrio Eticki odbor
Univerziteta u Beogradu (licenca 1n°323-07-
10519/2013-05/2). Signal arterijskog krvnog pritiska
(BP) je digitalizovan na 1000 Hz koris¢enjem 12-
bitnog A/D pretvaraca 1 prosleden na racunar
opremljen Datakuest A.R.T. 4.0. softver za analizu
kardiovaskularnih signala.

Iz talasnih oblika BP, SBP i PI vremenske serije su
izvedene kao lokalni maksimumi i kao intervali
izmedu uzastopnih maksimalnih pozitivnih promena
BP, respektivno.

Kao s§to je ve¢ receno, snimanje je vrSeno u pet dana,
nad Sest pacova iz obe grupe, §to znaci da je na kraju
snimanja u okviru baze podataka bilo 60 signala koji
su dalje obradivani.

Pre same obrade signala i primene vremensko-
frekvencijske analize bilo je potrebno izvrsiti
predobradu signala. Medutim, treba napomenuti da za
DFA analizu nije neophodno prvo izvrSiti
detrendizaciju signala, jer se to ¢ini u okviru same
primene metode.

Artefakti u signalu detektovani su poluautomatski,
prvo primenom softvera [3] dizajniranom za signale
ljudi, a koji je na FTN prilagoden radu sa signalima
laboratorijskih zivotinja. Preostali artefakti otklonjeni
su rucno.

Nakon ¢ega je zadatak bio da se izvr$i Poencaré plot i
metoda detrendovane fluktuacije kako bismo na taj
nacin uvideli promene u datim signalima pod uticajem
autonomnog nervnog sistema.

B. Poencaré plot metoda

Poencaré plot je nelinearna metoda koja se koristi za
analizu signala. Najveca prednost ove metode je to §to
nije potrebno da signali budu filtrirani i stacionarni,
kao i uspeh u prikazivanju nelinearnih karakteristika
vremenskih serija. Ova metoda zasnovana je na
formiranju rekurentnih mapa u kojima se svaki rezultat
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merenja prikazuje kao funkcija prethodnog rezultata.
Graficki rezultat ove metode su tacke oko kojih se
moze uociti elipsa prilagodena koncentiranom skupu
sa novi koordinatnim sistemom.

Standadni parametri koji se koriste prilikom
kvantifikacije geometrije standardnih Poencaré plot
dijagrama su SD; i SD». Oni predstavljaju standardnu
devijaciju po x; i X2, osama novog koordinatnog
sistema, koji je u odnosu na polazni zakrenut za w/4.
SD; i SD» racunski definiSemo kao:

SD, = g SD(xs — Xrs1)

SDs = [25D()? = 15D Gy = 1) (1)

Pored SD; i SD; definiSe se i njihov odnos SD1/SD>,
krace SDD,, $to predstavlja slu¢ajnost u vremenskim
serijama varijabilnosti sréane frekvencije. Kada su u
pitanju signali pulsnih intervala, SD; predstavlja
trenutnu varijabilnost od jednog do drugog otkucaja,
dok SD, predstavlja kontinuiranu dugoro¢nu
varijabilnost sréanog ritma.

Dijagrami graficki prikazuju odnos izmedu trenutne i
prethodne vrednosti interbit intervla. Poincaré plot
dijagrami su nacrtani za sve signale i svi su pravilnog
oblika, kao $to je prikazano na SI. 1.

Na osnovu oblika Poencare plot dijagrama moguce je
analizirati dalje analizirati njegove karakteristike.
Prethodno treba preéi u novi, veé pomenuti,
koordinatni sistem. Histogram novih promenljivih x;
i X, je prikazan na Sl. 2. Logi¢no je dalje zakljuciti da
x1 histogram opisuje kratkotrajne karaktetistike, dok
x» histogram opisuje dugotrajne karakteristike signala.
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S1.1 Poincare plot pacova SHR6 u 20 danu gestacije
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S1.2 Histogram x; i X, ose za SHR6 pacova u 20 danu gestacije.
Ordinate su u neimenovanim brojevima, jer se radi o zakrenutom
koordinatnom sistemu

C. Metoda detrendovane fluktuacije

DFA je metoda koja omoguéava prevazilaZenje
problema stacionarnosti i relativno je neosetljiva na
Sum. Preuzeta je iz teorije haosa i sluzi za utvrdivanje
dugoro¢ne korelacije u signalu nakon eliminacije
trenda. Varijacije od spoljasnjih nadrazaja (kao $to je
disanje) izazivaju lokalni efekat, dok varijacije koje
nastaju kao posledica promena same dinamike sistema
uzrokuju dugoroéne korelacije [7].

Posmatramo vremensku seriju my,...,my,; prvo se
procenjuje i oduzima srednja vrednost m, nakon cega
dobijamo kumulativiu sumu yy,.

Ve =25 (mj—m) k=1, ..., N 2)

Zatim kumulativnu sumu delimo na jednake
nepreklapajuée segmente duzine s i za svaki segment
procenjujemo trend Yi..nq. Proseéna fluktuacija se
racuna oko procenjene vrednosti trenda kao suma
kvadratne razlike procenjenje vrednosti trenda i
originalnih vrednosti.

1 . .
FO) = B3 00 e )
Prikazujemo vezu izmedu segmenta s i fluktuacije
signala oko trenda F(s) u logaritamskim razmerama,
Sto se moze videti na S1.3 1 vazi:

F(s)~s* “

Parametar a predstavlja eksponent koji odgovara
koeficijentu odgovarajuce prave. Parametri a; i a»
predstavljaju kratkoro¢ni i dugoro¢ni eksponent
skaliranja, redom. Oni mere stepen vremenske
korelacije u kratkoronom i dugoronom opsegu
respektivno [8,9].

Vrednost a predstavlja autokorelacione karakteristike
signala, na slede¢i nacin: a < 0,5 - anitkorelisan
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signal, a = 0,5 - nekorelisan signal, a > 0,5 -
korelisan signal, @ = 1 - prisutan je “roze” Sum i za
a > 1,5 - prisutan je Braunov Sum.
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Sl. 3 Prikaz fluktuacije signala pacova WF1 u 5 danu gestacije za
s=5. Duzina segmenta je iskazana brojem odmeraka, dok je
ordinate neimenovani broj.

III. REZULTATI

Prilikom dalje analize signala, od 60 signala formirano
je deset razlicitih grupa; po pet dana snimanja za WF 1
SHR grupu. Statisticku znacajnost rezultata smo
procenili Kruskal-Wallisovim testom, pri ¢emu smo
primenili 3 razli¢ite korekcije i uporedili rezultate za
svaku.

Najpre je uradena standardna statisticka analiza koja
prikazuje promene PI i SBP signala tokom gestacije,
$to je prikazano na Sl. 4.
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Sl. 4 Prikaz srednje vrednosti i standardne greske PI i SBP signala

Na SI. 4 mozemo da vidimo da postoji razlika u radu
kardivaskularnog sistema izmedu
spontanohipertenzivne i kontrolne grupe pacova, sto je
i ocekivano jer su SHR pacovi odgajeni da budu
hipertenzivni. Medutim, ni jedna ni druga grupa ne
menjaju statisticki znacajno status svojih parametara
tokom gestacije i nakon okota.

Primenom prethodno prikazanih metoda dobijeni su
parametri o, a; i a DFA metodom i SDi, SD», SD D,
parametri Poencaré plot metodom. Nakon toga su
izraCunate vrednosti srednje vrednosti, standardne
devijacije i standardne greSke za tih deset grupa. Na
graficima je, uz srednju vrednost, prikazana
standardna greska. Na Sl. 5-7 prikazani su dobijeni
rezultati DFA metode, a na Sl. 7-10 prikazani su
rezultati Poencaré plot metode. Svi dobijeni parametri
su neimenovani brojevi i kao takvi prikazani na
ordinatama.

Za procenu statisticke znacajnosti je koris¢em
Kruskal-Walisov test sa Bonferroni korekcijom za
visestruke signale. Bonferroni korekcija se najcesce
koristi za analizu statisticke znaéajnosti rezultata
obrade kardiovaskularnih signala i rigoroznija je u
odnosu na ostale, nije pokazala statisticku znacajnost
ni u jednom slucaju, §to nam govori da ne postoji
znacajna razlika izmedu signala kontrolne grupe
pacova i pacova sa spontanom hipertenzijom tokom
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eksperimenta. Osim Bonferroni testa, izvrSeni su i
Fisherov LSD test (least significant difference) i
Takijev HSD test (honestly significant difference), koji
postavljaju manje rigorozne uslove i u odredenjim
slucajevima ukazuju da bi moglo da se govori o
promenama tokom i nakon trudnoée. Medutim, i u
slucaju metoda koje su manje rigorozne, vrednost
dobijene znacajnosti je bliska pragu postavljenom na
0.05, sto znaci, da je prag postavljen na neku nizu
vrednost, na primer 0.45, rezultati ne bi bili znacajni
kao Sto Bonferroni metoda i tvrdi. Stoga navedene
promene mogu da se okarakteriSu kao promene usled
prirodnih desavanja u telu, kao Sto je pocetak laktacije
i hormonske promene, a ne kao patoloske promene
kardiovaskularnog sistema.

Na slikama je oznacen broj statistickih metoda koje su
pokazale da odredeni podaci imaju statistiCku
znacajnost. Oznake na svim slikama se tumace na
slede¢i nacin: Xa znaci da je ukupno X metoda dalo na
WF pacovima (plavi stubiéi) statistiCki znacajnu
razliku tokom gestacije u odnosu na prvi dan. Xb
oznacava to isto, ali za SHR pacove (narandzasti
stubi¢i). Kna¢no, Xc oznacava razliku SHR pacova u
odnosu na WEF kontrolu u odredenom trenutku
gestacije.

Kod metode detrendovane fluktuacije statisticku
znacajnost pokazala je samo jedna korektivna metoda
za odredivanje znacajnosti.
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Pre svega, ako prilikom DFA analize posmatramo
graficki prikaz fluktuacije F ili vrednost parametra «a,
kao $§to je prikazano na Sl. 3, mozemo da uoc¢imo da
su sve vrednosti iznad 0.5 Sto znaci da su signali
korelisani.

Statisticka znacajnost je procenjena za o, aj, Qz na
osnovu tri korektivne metode. Jedna od njih, LSD, ne
postavlja dodatne uslove i na osnovu nje se uocava
statistiCka znacajnost. Ostale dve, Bonfferoni i HSD,
ne uocavaju statisticku znacajnost izmedju dobijenih
rezultata.

Poencaré plot dijagrami koji su dobijeni (kao §to je
primer prikazan na Sl. 1), prilikom analize su se
pokazali kao tipi€no pravilni - ovalnog oblika, sa
manje ili viSe izrazenim vrednostima koje su van
normalnog opsega. Posledi¢no, histogrami su takode
pravilni, kao na primeru prikazanom na SI. 2.

U narednom koraku analize signala posmatrane su
srednja vrednost i standardna greska parametara SD;,
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SD,, SD|Ds. Sto je prikazano na SI. 8-10. Na slikama
je oznacen broj statistiCkih metoda koje su pokazale da
odredeni podaci imaju statisticku znacajnost. Kod
Poencaré plot metode statisticku znacajnost pokazale
jedna do dve metode za odredivanje znacajnosti.
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SI1.10 Prikaz srednje vrednosti i standardne greske parametra
SD,D,

Iv. ZAKLJUCAK

Metode detrendovane fluktuacije i Poencaré plot
dijagrama su se pokazale kao jednostavne za rad
prilikom analize rada sr¢anog ritma. Najveéa prednost
ovih metoda je to §to mogu da se primene na Sirokom
opsegu signala, zbog toga $to ne postavljaju dodatne
uslove, kao S§to je stacionarnost signala koji se

analiziraju  koje kradiovaskularni signali ne
ispunjavaju uvek. Dobijeni rezultati ne pokazuju
statisticki znaCajna odstupanja tokom trajanja

gestacije, Sto ukazuje da je trudnoéa normalno stanje
koje ne uti¢e na izmenu statusa: ni hipertenzivni ni
kontrolni subjekti nemaju abnormalnih reakcija tokom
trudnoce.

U okviru dalje analize bi¢e odredeni dodatni
kvanifikacioni parametri. Nastavak DFA metode
obuhvata odredivanje local scaling karakteristika. A
ekstenzija  Poencaré plot metode predstavlja
odredivanje Heart-rate variability extension (HVE)
parametra, kao i nalazenja pulsnog intervala za koji je
HVE maksimalan (HVEPI).
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ABSTRACT

In this paper, the cardiovascular signals of laboratory
rats during the gestation period were analyzed. The
signals of spontaneously hypertensive subjects were
examined. Time series of systolic blood pressure and
pulse interval (heart rate) were examined. As a control,
signals from normotensive animals of the Wistar-
Kyoto strain were analyzed. The following nonlinear
methods were used: detrended fluctuation analysis
(DFA) and Poincaré plots. The results were analyzed
and the tendency towards the potential development of
hypertension in both groups of rats was assessed. The
results are encouraging, because there is no
statistically significant worsening of cardiovascular
parameters even in the group that is spontaneously
prone to hypertension.

NONLINEAR ANALYSIS OF HEART RATE
SIGNAL FOR HYPERTENSIVE
LABORATORY SUBJECTS DURING
GESTATION
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