VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

VLIV NOVE SYNTETIZOVANYCH LECIV NA
ELEKTRICKOU AKTIVITU IZOLOVANEHO SRDCE
POTKANA

THE EFFECT OF NEW SYNTHETIZED DRUGS ON ELECTRICAL ACTIVITY OF RAT ISOLATED HEART

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Ivona Koréakova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Marina Ronzhina, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2017



NI AN FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
AT A KOMUNIKAENICH |
TECHNOLOGI( |

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni obor Biomedicinské inzenyrstvi a bioinformatika
Ustav biomedicinského inZenyrstvi

Studentka: Bc. lvona Koréakova ID: 155585
Roc¢nik: 2 Akademicky rok: 2016/17
NAZEV TEMATU:

Vliv nové syntetizovanych léciv na elektrickou aktivitu izolovaného srdce
potkana

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Provedte literarni reSersi v oblasti pouzivani zvifat k testovani nové syntetizovanych |éCiv. Zaméfte se na
model izolovaného srdce. 2) ZiuCastnéte se méfeni v Laboratofi experimentalni kardiologie Fyziologického ustavu
LF MU, kde se seznamte se snimanim experimentalniho EKG a morfologii fyziologickych zaznami EKG
z izolovaného srdce potkana. 3) V zaznamech z experimentl vyhledejte bézné patologie a provedte jejich
klasifikaci — jednotlivé pfipady konzultujte s externim Skolitelem. 4) PopiSte zmény EKG zplUsobené ucinkem
vybranych Ié€iv a vyberte parametry (napf. srde¢ni frekvence, délka QRS, PQ, aj.) vhodné k popisu Zadouciho
ucinku léciva. 5) Provedte statistickou analyzu vypoétenych parametrd a porovnejte vysledky mezi
experimentalnimi skupinami. 6) Diskutujte ziskané vysledky v kontextu jinych praci v dané oblasti.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] STEJFA, Milo$, Josef SUMBERA a Pavel BRAVENY. Zaklady elektrokardiografie. Brno: Masarykova
univerzita, fakulta Iékarska, 1991, 147 s. ISBN 80-210-0265-4.

[2] HANTON, Gilles. Preclinical cardiac safety assessment of drugs. Drugs R D. 2007; 8 (4): 213-228. doi:
10.2165/00126839/200708040/00002.

Termin zadani: 6.2.2017 Termin odevzdani: 19.5.2017

Vedouci prace: Ing. Marina Ronzhina, Ph.D.
Konzultant: MUDr. Tibor Stracina

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor diplomové prace nesmi pfi vytvareni diplomové prace porusit autorska prava tfetich osob, zejména nesmi zasahovat nedovolenym
zpUsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt pIné védom nasledku poru$eni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského
zakona €. 121/2000 Sb., véetné moznych trestnépravnich dusledkl vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku
€.40/2009 Sb.

Fakulta elektrotechniky a komunika¢nich technologii, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 3058/10 / 616 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vlivem nové syntetizovaného 1é¢iva na elektrickou aktivitu
izolovaného potkanniho srdce. Soucasti prace je teoreticky rozbor pojednévajici o uzivani
laboratornich zvifat v experimentech a o etickych aspektech, souvisejicich s uzivanim
laboratorich zvifat. Déale se zde nachéazi rozbor o testovani 1éCiv, testovanych latkach,
elektrokardiografii a metodach pouzivanych pro detekci a rozméfeni EKG signalu. Ze
dvou uvedenych metod je realizovan automaticky algoritmus pro rozméteni QT intervalu.
QT interval je hlavnim ukazatelem kardiotoxicity a je povazovany za zlaty standart pfi
hodnoceni vlivu 1é¢iva. V praktické ¢asti jsou zpracovany EKG zaznamy ziskané na LF
Masarykovy univerzity v Brn¢é. Tyto zdznamy jsou rozméfeny manualné¢ a také
automaticky. Manualni rozméfeni bylo konzultovano s expertem v oblasti kardiografie a
statisticky ~ zpracovano. Statistické zpracovani slouzilo k porovnani s vysledky
automatického rozméfeni EKG zaznami. Pro automatické rozméteni se pouzil vytvoreny
algoritmus a vysledky byly porovnany s referen¢nimi body ziskanymi od experta v oblasti
kardiografie a s vysledky manualniho rozméfeni. Tato prace slouzi jako pilotni studie pro
vyvoj a testovani nového 1é¢iva.

KLICOVA SLOVA

Laboratorni potkan, testovani 1é¢iv, rozméfeni EKG zaznamt, izolované srdce podle
Langendorffa, betablokatory, detekce QT intervalu , Philipsova metoda, P-wave template

ABSTRACT

This thesis deals with the influence of the newly synthesized drug on the electrical activity
of the isolated heart of rat. Part of the thesis is a theoretical analysis of the use laboratory
animals in experiments and ethical aspects related to the use of laboratory animals. There
is also an analysis of drug testing, test substances, electrocardiography and methods used
to detect and measure ECG signal. The two algorithms used for the QT interval are
automated. The QT interval is the main indicator of cardiotoxicity and is considered to be
the gold standard in evaluating the effect of the drug. In the practical part the ECG records
obtained at the Faculty of Medicine at Masaryk University in Brno are processed. These
records are dimmed manually and automatically. The manual dimming was consulted with
a specialist in cardiography and statistically processed. Statistical processing served to
compare with the results of the automatic ECG measurement. The algorithm is used to
automate the measurement, and the results are compared with the reference points obtained
from cardiology experts and manual measurement results. This work serves as a pilot study
for the development and testing of a new active substance.

KEYWORDS

Rat, ethical aspects, drug testing, EGC measurement, Langendorf isolated heart, beta-
blocker, QT interval, Philips method, P-wave template
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UvVOD

Sledovani ucinku 1é¢iva na elektrickou aktivitu srdce je dalezité pro detekci pripadné
kardiotoxicity, ktera muze zpusobit zavazné kardiovaskularni  poskozeni.
Kardiovaskularni onemocnéni jsou nejéast&ji piicinou umrti v Ceské republice. Pravé
ucinky néekterych 1€kt mohou zvySovat vznik arytmii a s tim spojenou nahlou smrt
srdecni. Sledovani vlivu 1kt a jejich hodnoceni je dilezité v prevenci vzniku arytmii.
Jeden ze studovanych parametri pii sledovani vlivu 1é¢iva je délka QT intervalu. I pies
velkou iniciativu vyzkumu v oblasti rozméfeni QT intervalu stale neexistuji metody,
které lze povazovat za dostacujici.

Prace se konkrétn¢ zabyva beta-blokatory, které se pouzivaji ptfi kardiovaskularnich
onemocnénich. Kardioprotektivni efekt 1éku lze na EKG kiivce hodnotit pomoci QT
intervalu, ktery je povazovan za zlaty standart [9].

Tato diplomova prace se zabyva testovanim vlivu nové syntetizované¢ho 1éciva na
elektrickou aktivitu izolovaného srdce potkana. Za ucelem vyzkumu nového léCiva
byly provedeny experimenty na izolovanych potkanich srdcich. Zaznamy z téchto
experimentl se pouzily pro vytvofeni algoritmu, ktery hodnoti zmény v QT intervalu.

V praktické ¢asti doSlo k realizaci algoritmu podle dvou zvolenych metod. Zaznamy
z experimentd byly vyhodnoceny manudlnim a automatickym zplGsobem a nasledné
porovnany.

V z4dvéru prace jsou diskutovany postupy vSech provedenych analyz a jejich
zhodnoceni.



1 POUZIVANI ZVIRAT K TESTOVANI
LECIV

Pted zaCatkem jakéhokoliv védeckého vyzkumu je nutné si stanovit konkrétni piesné

cile. Od toho se odviji pozadavky na dany experiment. Ve vétsSiné biomedicinskych

experimentl se pracuje s metodami, pfi kterych neni nutné vyuzivat laboratorni zvifata.

V experimentech, které zkoumaji G€inky 1€kt je dilezité posouzeni Gcinku léciva na

cely organismus jako jednotny systém. V tomto piipad¢ je nevyhnutelné pouzit jako
model laboratorni zvife.

Existuje n€kolik duivodi, pro¢ mohou byt zvifata ve vyzkumu pouzivana. Prvni
divod je funk¢ni podobnost s lidskym télem. VéEtSina zakladnich bunéénych procesi je
probiha stejné u lidi jako i u inych savet. Druhym divodem je fakt, Ze rovnéz chorobni
procesy probihaji u lidi a laboratornich zvitat podobné. Napftiklad psi bézn¢ onemocni
rakovinou, diabetem, Sedym zakalem, zalude¢nimi viedy ¢i poruchami srazlivosti krve.
Kocky zase maji stejna zrakova postizeni jako lidé. Z tohoto divodu jsou zvifata
vyuzivana ke studiu a poznani zavaznych chorob. Diky tomu lze studovat, jak nemoci
ovliviuji télo, jak reaguje imunitni systém a vyvijet 1éky k boji proti témto nemocem.
Tfetim divodem je vyvoj a testovani potencidlnich 1é¢iv. Nové léCivo je nejprve
testovano in vitro za pouziti tkanovych kulur, nasledné na zvifatech ,a az ve finale na
lidskych dobrovolnicich [10], [11].

Pouzivani zvifecich modeli je pfi vyzkumu kardiovaskularnich poruch
nenahraditelnym nastojem. Tato diplomova prace se zabyva testovanim vlivu nové
syntetizovaného 1é¢iva na elektrickou aktivitu izolovaného srdce potkana.

1.1  Etické aspekty

Srozvojem l1ékaiské védy dochazi k castéjSimu vyuzivani pokusnych zvifat v
experimentech. Vyuzivani zvifat v experimentech je upraveno zakony, zejména
Zékonem na ochranu zvifat proti tyrani ¢.246/1992 Sb, ve znéni pozd¢jSich predpist.
Tento zdkon upravuje vyhlaska ministerstva zemédélstvi ¢. 311/1997 Sb. o chovu a
vyuziti pokusnych zvitat [13].

Ze zékona vyplyva, Ze je nutné chranit zvifata pfed tyranim, neposkozovat jejich
zdravi a bezdivodné je usmrcovat. Za pokusy na zvifatech lze povaZovat ovéfeni
védecké hypotézy a ziskdni novych poznatkll, stanoveni diagnézy, vyvoj a ovéteni
nezavadnosti 1é¢iv a zjisténi G€inku 1éCiv, ptipadné vyuZziti pokusnich zvifat pro
vyukové ucely.. Pokusy se provadi na pracovistich, kterym bylo udéleno opravnéni,
maji odborné zpusobilé pracovniky a potiebné vybaveni k pokustm [11].

Zvitata pro laboratorni ucely jsou chovana ve specializovanych zafizenich. Tato
zafizeni jsou pravidelné¢ kontrolovéna veterinarni spravou. Pfi chovu laboratornich
zvitat a praci s nimi je nutné dbat na etické aspekty, které jsou definovany pod tzv.
koncepci tii R. Koncepce tii R znaci pocCatecni pismena anglickych slov reduction
(snizovani), refinement (zmirfiovani) a replacement (nahrazovani) [13].



1) Reduction

Je to jakykoli postup, ktery vede k dosazeni stejného mnozstvi informaci za
pouziti niz$itho poctu zvifat nebo k maximalizovani ziskanych informaci
Z jednoho zviiete

2) Refinement

Znamena upraveni vSech procedur, které zasahuji do zivota laboratorniho zvitete
od jeho narozeni po jeho smrt tak, aby se minimalizovala bolest a utrpeni, které
zvife proziva a pozvedla se tak Groven jeho zivota.

3) Replacement

Nahrada zvifete v pokusech technikami ,,in vitro®, matematickymi modely,
pfipadné videozdznamem, ¢i vyukovymi filmy,. Zvifata mohou byt nahrazena
témito alternativami, pokud je dosazeny vysledek na stejné nebo vyssi
kvalitativni Grovni ve srovnani s pokusem na zviteti.

1.2  Laboratorni zvifata pouZzivana v experimentech

Pro ucely experimentii se vyuzivaji riznd laboratorni zvifata. Vybér laboratorniho
zvifete zavisi na typu experimentu, anatomii a fyziologii zvifete. Ackoliv
experimentalni vyzkum na zvifecich modelech nemlze nahradit klinické studie na
dobrovolnicich, méd mnoho jinych vyhod. Naptiklad diky zvifecim modeltiim lze ziskat
pfesné informace o specificky nasimulovanych udélostech za pfesné definovanych
podminek. Dalsi vyhodou je moznost jednoduchého porovnani vice studii [25].

Zviteci modely mohou byt bud’ spontanni, kdy zvife ma stejné vlastnosti jako ¢lovek a
neni nutné je nijak uméle modifikovat. Nebo indukované, kdy je uméle navozena
zména, napiiklad prostfednictvim chirurgického zékroku, nebo genetické manipulace.
Vyhodou spontannich modell je, Ze ukazuji faktory jako je strava, genetika, Zivotni
prostfedi a imunita, které mohou mit vliv pfi studiu onemocnéni. Indukované modely
jsou uzitené pii studiu zékladnich pficin onemocnéni a slouZi jako ndstroj pii vyvoji
léka [12], [25].

Dulezitym parametrem pii vybéru laboratorniho zvifete je jeho kvalita. Kvalitu
ovliviuji fyzikalni, chemické a biologické faktory chovniho zafizeni, které tvofi tzv.
zoohygienické podminky. Riizné zoohygienické podminky mohou zptisobit rozdilnost
vysledktu stejnych experimentd, coz pak znemoziuje srovnani vysledkil z riznych
laboratofich [11].

e Fyzikalni faktory
- Teplota prostiedi — ovliviiuje metabolismus, coZ mize menit
farmakokinetiku aplikovanych latek, proto jsou definovana teplotni
rozmezi pro jednotlivé druhy.

10



- Svételny cyklus — ovliviiuje sekreci hormont, aktivitu a chovani
zvirete. Nejbéznéjsi schéma pouzivané v chovech je 12 hod svétlo /
12 hod tma. PfiliSné osvétleni ovliviiuje fertilitu.

- PraSnost prostfedi — zavisi na druhu a kvalité steliva. Prach je nosi¢
Skodlivin a mikroorganismil, které mohou negativné ovlivnit
vysledky pokusti na laboratornich zvitatech.

- VIlhkost, proudéni vzduchu, hluk.

e Chemické faktory

- Slozeni vzduchu — ovlivnéni zvifat riznymi pachy napiiklad
zZ dezinfek¢nich piipravk.

- Chemické slozeni potravy — podle pozadavki experimentu

e Biologické faktory
- Vngjsi — ovliviiuji podminky chovu, naptiklad mikroorganismy.
- Vnitini — genetickéd vybava chovanych zvitat.

1.2.1 Modely vyuZivané v experimentalnich vyzkumech

Pred zacidtkem vyzkumu je nutné zvazit, jaky zvifeci model je pro studium
nejvhodnéjsi. Kazdy model ma své vyhody a omezeni. Z pohledu vyzkumu
kardiovaskularniho systém je dulezité napiiklad zvazit typ anestezie, protoze néktera
léciva mohou ovliviiovat srdeéni cCinnost, ¢imz dochdzi ke zméné napiiklad
elektrokardiografickych parametrii [5]. Mezi dalsi kritéria pfi vybéru modelu patii
informace o prib¢hu srde¢ni depolarizace a fungovani iontovych kanald, které ovliviuji
vznik akéniho napéti. Pro ucely kardiovaskularnich vyzkumi se vyuZziva tada zvifat.
Nejcastéji pouzivand zvifata jsou popsana s jejich prednostmi i omezenimi nize.

Laboratorni zvifata, které se nejvice pouzivaji v experimentalni kardiologii jsou
laboratorni mys, potkan, kralik a morce. Laboratorni myS ma nejpodobnéjsi genom
s lidskym genomem, proto se hojné vyuziva pfti genetickych studiich. Lze ji jako model
vyuzit pfi sledovani G¢inku farmak. Jeji vyhodou je mala velikost a nizké ndklady na
chov. Laboratorni potkan je nejvyuzivangj$i model v experimentalni kardiologii.
Geneticky je podobny laboratorni mysi, ale mutantnich typt potkant je méné. Vyhodou
modelu je jednoducha manipulace a nizké naklady na chov. Laboratorni morce bylo
prvni zvife pouZité jako laboratorni model. Pfi chovu je nutné pravidelné¢ dodavat
vitamin C v potrave, protoZe stejné jako clovék, neni schopné si vitamin C samo
syntetizovat. Vzhledem k dlouhodobé biezosti, jak ukazuje Tabulka 1, malému vrhu a
problémy s podanim anestezie se morce jako model nevyuzivd a byva nahrazeno
laboratornim potkanem nebo laboratorni mysi. Nevyhodou modelu laboratorniho
potkana a laboratorni mySi je nizkd genetickd podobnost regulacnich mechanismi
kardiovaskularni ¢innosti, proto pii aplikovani vysledk na lidsky kardiovaskularni
systém musi byt zvdzeny veskeré odliSnosti. Laboratorni kralik je tietim hojné
vyuZivanym laboratornim modelem nejen v experimentdlni kardiologii, ale také
v oblasti chirurgie. U tohoto modelu je nutné pravidelné oc¢kovani proti myxomatoze.
Na laboratornim kralikovi byla vyvinuta vakcina proti vzteklin€. Tento model je hojné
vyuzivany v experimentalni kardiologii, protoze je zde podobnost s ¢lovékem ve funkci
iontovych kanala [12], [25], [33].

DalSimi zvifaty pouzivanymi pfi experimentech jsou kocka, pes a opice. Jedna
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se 0 savce, obecné jsou vétsiho vzrastu, ziji delsi dobu a jejich naroky na chov jsou
modelem. Kocka jako model je vyuzivana piedev§im ke studiu nervového systému
a smysli, ma dobfe vyvinuty sluch, zrak a rovnovahu. Také ma dobrou pamét na
vzpominky, a proto se vyuziva pfi testech zaméfujicich se na schopnosti uceni. Kocka
jako model pomohla objasnit fadu domnének o epilepsii a hluchoté. U pstu je
nejpouzivanéjsim plemeno beagle. Pes jako model byl pouzivany v fadé experimentu,
za které byla udélena Nobelova cena. Napiiklad pomohl objevit fakt, ze inzulin je
produkovan slinivkou bfiSni a umoziuje regulovat hladinu cukru v krvi. Dalsi
experiment umoznil podrobné fyziologicky popsat travici Ustroji a ukdzal, ze travici
trakt je ovlivilovan centralni nervovou soustavou. Nyni se pes jako model pouziva ke
studiu kmenovych bunék a poranéni michy. Poslednim zvitetem, které je cloveéku
nejpodobnéjsi jsou primati. Vyuzivaji se druhy niz$ich primatd, zejména makakd.
Primati se jako model vyuzivaji zejména pro pochopeni 1é¢by infekei, chorob spojenych
se starnutim, reprodukci, funkci zlaz s vnitini sekreci a metabolismem. Nicméné pouziti
primatdi, jako model pfiexperimentu, vyzaduje dostate¢né zdivodnéni a na tyto
experimenty jsou kladeny vysoké naroky z hlediska dodrzovani vsech piedpisu.
V experimentalni kardiologii se nejvice pouzivaji pes a prase. Vyuzivaji se pfi studiu
ischemie, protoze maji velmi podobny korondrni systém s ¢lovékem. Dalsi vyhodou je,
ze jejich srdce ma pfiblizné stejnou velikost jako lidské a lze na ném provadét rizné
intervenc¢ni techniky, implantace kardiostimulatora a defibrilatora [13], [32], [33].

Vyse popsana laboratorni zvifata se dale jesté déli na hlodavce a nehlodavce.
Hlodavci maji obecné kratSi dobu bfezosti a vétsi srdecni a respiracni frekvence. Mezi
hlodavce se fadi laboratorni my$ a potkan. Morce se také fadi mezi hlodavce, ale u néj
tato obecna kritéria neplati, proto se jako model nevyuZzivd. Mezi nehlodavce patii
kralik, pes, kocka a opice. Tato zvifata maji delSi dobu bfezosti, a nizs§i srde¢ni a
respiraéni frekvence. Krevni tlak je u hlodavct i nehlodavcl stejny a v pruméru se
pohybuje okolo 115/75 mmHg. Hodnoty bfezosti, srde¢ni a respira¢ni frekvence a
krevniho tlaku pro jednotliva zvifata jsou rozepsana v Tabulka 1, [25], [33].

Pro tucely této diplomové prace byl jako model pouzity laboratorni potkan.
Laboratorni potkan je dobie dostupny a levny model. Manipulace se zvifetem je velmi
jednoduché a experimenty Ize snadno opakovat. Nevyhodou vyuziti potkaniho modelu
pii kardiovaskularnich experimentech je, Ze potkaniim chybi urcity typ iontovych
kanalh a tim padem ma akéni napéti mnohem kratsi dobu trvani a zcela chybi faze plato
(refrakterni faze, pifi které¢ bunky nereaguji na podrazdéni). Na EKG
(elektrokardiogram) lze tento fakt pozorovat vymizenim viny S (Obrazek 5). Pti
experimentech bylo vyuzito izolované srdce perfundovano podle Langendorffa.
Vyhodou tohoto systému je, Ze izolované srdce neni ovlivnéno Zadnymi orgédnovymi
systémy. K funkci systému nejsou potieba zadna dalsi pfidavna zafizeni, napiiklad pro
ventilaci plic. Model je dobfe reproducibilni [25].
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Tabulka 1: Zakladni biologické parametry laboratornich zvifat, pfevzato z [12]

MyS$ Potkan Mor¢e Kralik Pes Kocka

Biezost ~ 19-21  21-23  65-72  30-33  58-66  56-64
(dny)

Srdeéni 500-600 260-400 130-190 200-230  70-100 110-200
frekvence
(tepti/min)

Respiraéni  100-210  70-150 90-150 35-60 12-20 18-25
frekvence

Krevni tlak  115/80 120/80 90/56 110/80 115/60 120/75
(mmHg)

1.3 Testovani l1éCiv

Vyvoj nového 1é¢iva je naro¢ny proces. Tento proces spojuje fadu riznych obord,
naptiklad analytickou, fyzikalni chemii a biochemii, biologii, experimentni a klinickou
medicinu, farmacii, vypocetni techniku ¢i statistiku, ale také legislativu a ekonomii. Pfi
vyvoji 1éku lze vyuzit fadu metodik a postupi. Obecné vyvoj nového 1éku probiha ve
dvou stadiich. Prvnim stadiem je zakladni vyzkum. Druhym stadiem je testovani.
Testovani se déli na dvé hlavni ¢asti: preklinickou ¢ast a ¢ast klinickou. Diagram
postupu vyvoje nového 1é¢iva je na Obrazek 1. V této kapitole jsou popsana jednotliva
na sebe navazujici stadia vyvoje 1éku [27].

Metodiky a postupy vyvoje nového l1éciva:

modifikace chemické struktury jiz zndmého 1éc¢iva,

Screening nove objevenych piirodnich latek,

objeveni novych vlastnosti jiZ znamych chemickych latek,

cilena syntéza novych chemickych latek — struktura byla navrZena na

zakladé porozuméni biologickym mechanismi G¢inku (Iékovy design),

e systematicky screening vybranych molekul s vyuzitim modernich
pocitacovych technologii,

e screening molekul na zakladé korelace strukturnich vlastnosti s biologickou

aktivitou.

Prvnim stddiem je zadkladni vyzkumu, ktery zacind vyhleddvacim vyzkumem,
kde dochazi k izolaci a syntéze nového I€ku. Nasleduje screening a testovani vid¢ich
struktur. Cilem je nalézt viid¢i molekulu, kterd ma dostatecny 1écebny ucinek a nizkou
toxicitu. V tomto stadiu vyvoje se vyuzivaji zejména pocitacové technologie, které
umoziuji studovat mechanismy Uc¢inku na bunééné a receptorové urovni pomoci
signalnich mechanismi uvnitt bunky. Po vybéru vid¢i molekuly nasleduje syntéza
ucinné latky a navrzeni vyrobniho procesu. S novou latkou se provadi dlouhodobé
studie v raznych stresovych podminkach a hleda se idealni Iékova forma. Nasleduje
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vyroba a validace 1ékové formy. Poté se opét provadi stabilitni testy. Veskeré procesy a
zkousky probihaji v souladu s dobrou laboratorni a vyrobni praxi a jsou zaznamenany
v dokumentaci, kterd slouzi jako podklad pfi registraci 1éku. Poté, co je 1ék vyroben,
nasleduje stadium preklinického vyzkumu [11], [27].

Druha ¢ast je stadium preklinické, kdy dochazi k prvnimu testovani G¢innosti a
bezpecnosti latky. Testovani je nejprve provadéno in vitro na bakteriich, cilovych
bunéénych kulturach a tkanich. Nasledné in vivo na pokusnych zvifatech. Testuje se
farmakokinetika, farmakodynamika a toxikologie. Vysledky preklinickych testd jsou
pouze podkladem kdalsim castem testovani. Preklinicky vyvoj zacina
farmakologickymi screeningovymi testy, nasleduje farmakologicky vyzkum, ktery
zjiStuje mechanismus U¢inku latky na rtznych Urovnich — molekulérni, receptorové,
organové a systémové, a nasledné jsou ucinky léku testovany na zvitatech. Posledni fazi
jsou toxikologické testy, které stanovi latentni davku u rGznych zvifat. Stanoveni davky
se provadi vzdy nejméné na dvou druzich zvitat. Jeden z druhi musi byt hlodavec a
druhy nehlodavec. Z hlodaveii se vyuziva laboratorni mys, potkan a kiecek.
Z nehlodavet pak laboratorni kralik, pes, kocka a prase. V této fazi se definuje
maximalni tolerovand dévka, ta slouzi k odvozeni davky, kterd bude podana lidem
vramci klinického stadia vyvoje. Preklinické testy probihaji v akreditovanych
zafizenich a béhem testll jsou dodrzovany etické standardy o zachédzeni s laboratornimi
zvitaty [11], [27].

Poslednim stadiem je klinické testovani. Déli se do 4 fazi:

e 1. faze — prvni podani léCiva ¢lovéku,

e 2. faze — prizkumové lécebné podani 1éCiva,
e 3. faze — potvrzovaci lécebné podani léciva,
e 4. faze — klinické pouziti.

Tato ¢ast vyzkumu zahrnuje zapojeni lidskych subjektl a je upravena Zakonem
¢. 378/2007 Sb. o lécivech a zménadch nékterych souvisejicich zidkonli ve znéni
pozdéjSich predpisti. Tento zdkon detailngji upravuje vyhlaSka ¢. 226/2008 Sb. o
spravn¢ klinick¢ praxi. Hlavnim regulaénim ufadem je Statni ustav pro kontrolu leciv
(SUKL).

V prvni fazi klinického hodnoceni je lé¢ivo poprvé podano lidem, zdravym
dobrovolnikiim. Sleduje se vliv latky na organismus a je zde kladen diiraz zejména na
bezpecnost, toleranci a snaSenlivost, nikoli na ucinnost. Cilem této faze je ziskat
informace o terapeutické davce a intervalech podéni 1é¢iva. Pokud je 1é¢ivo na zakladé
vysledku z faze 1 vyhodnoceno jako bezpecné, nasleduje faze 2. Zde je testované 1é¢ivo
podéano v dané indikaci malému poctu (10-100 osob) presn¢ definovanych nemocnych.
Cilem faze 2 je ovéfeni a zhodnoceni U€inku 1é€iva na lidsky organismus. Vyhodnoceni
nezadoucich Uc¢inkli po jednotlivém a opakovaném podani v riznych davkach. Pokud
jsou vysledky faze 2 ptiznivé, potvrdi se dobra Ucinnost a nizky vyskyt nezddoucich
ucinkil, nasleduje fdze 3. Ve fazi 3 probihaji mezinarodni studie v riznych centrech,
jejichz cilem je prokazat Gc¢innost na velkém poctu pacientii. Zde byva ptipravek
srovnan s tzv. kontrolou, nebo tzv. aktivnim komparatorem. Kontrolou se rozumi stejna
lékova forma, ktera obsahuje netGc¢innou latku misto ucinné, tzv. placebo. Aktivni
komparator je konkuren¢ni lécivo, které je povazovano za standard v 1écbé daného
onemocnéni. Cilem této faze je ziskani velkého mnozstvi podkladi potiebnych pro
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registraci pripravku. V této fazi je také mozné rozsitit spektra diagnoz, u kterych by
bylo mozné ptipravek pouzit. Po ukonceni 3 faze a vyhodnoceni vysledi je Ik
predlozen regula¢nim organtim k registraci. Po registraci a zavedeni piipravku do
Klinické praxe nasleduje posledni faze 4, tzv. poregistracni klinické hodnoceni. Béhem
tohoto hodnoceni se shromazduji informace o ucincich pii dlouhodobém podavani,

interakcich s jinymi léky, ovlivnéni mortality a dlouhodobé se sleduje bezpecnost 1¢ku
[11], [27].

preklinicke testovéni,

. . - ) astrarketingové
. P klinicky wyzkum a wvyvo NDA review P .-
wyzkum a vyvoj Ky vy yvo) = sledovani
—_— I | |
1-3 roky 2-10 let 1-3 roky
(pramér 18 mésicd) (primeér 5 let) {pramér 2 roky)

0 bezpeinostl
vobdobi
|

Eateini Zadost Zprava registrovani
ofatecni o -
DLL, 0 registraci o prib&hu  SUKL
synteza u SUKL registrace (v LISA FDA)
(w LUSA FDA)

doba wyzkumu a wyvoje ve farmaceutickém primysiu
B doba posuzovani a rozhodaovani SUKL (v USA FDA)

Obrazek 1: Vyvoj nového 1éCiva, pievzato z [27]

Experimenty provadéné pro ucely této prace spadaji do druhé ¢asti vyvoje 1éciva,
konkrétné do preklinického testovani. V této ¢asti patii experimenty do faze kratkodobé

testovani na zvitatech. Sleduje se vliv t¢inku 1é¢iva na organové trovni, konkrétné na
srdci.
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2 BETA-BLOKATORY

Toto diplomova prace se zabyva ucinkem nové syntetizovaného léciva. Nové 1é¢ivo
patii do skupiny léki nazyvanych beta-blokatory, proto jsou Vv této kapitole podrobné
beta-blokatory popsany. Jejich vznik, soucasné pouzivani, dale je zde popsano jejich
déleni a vyuziti v kardiologii.

Beta-blokatory jsou starSi 1ékova skupina hojné pouzivana v kardiologii. Maji
vyznamny kardioprotektivni efekt a snizuji kardiovaskularni nemocnost a umrtnost.
Zakladnim mechanismem ucinku je blokovani adrenergnich beta-receptori v srdci. U
zdravého jedince se na beta-receptory vazi hormony adrenalin a noradrenalin. Beta-
blokatory tyto receptory zablokuji, neumozni fosforylaci kalciového kanalu a vstup
vapniku do bunék, ¢imz dojde ke zpomaleni srde¢ni €innosti, snizeni namédhani srde¢ni
svaloviny a spotieby kysliku. Dale beta-blokatory svym u¢inkem snizuji krevni tlak a u
pacientli s onemocnénim srdce snizuji riziko vzniku arytmii [14], [15].

Jiz v roce 1905 Ehrlich a Langley zavedli pojem receptor. Prvni zminkou 0
objevu adrenergnich receptorti byl ¢lanek ,,A study od the adrenotropic receptors*
publikovany v roce 1948. Autor v ¢lanku popsal existenci dvou druhti adrenergnich
receptort o a B [21]. Prvni betablokator s nazvem propranolol vyvinul v roce 1964
britsky farmakolog James W. Black. Spolu s chemikem J. S. Stephansonem se snazili
testovat fadu latek, které snizuji ucinky adrenalinu a noradrenalinu na srdce, az dospéli
k objeveni Iéku propranolol. Nasledn¢ bylo dokazano, ze tato latka snizuje mortalitu a
morbiditu u onemocnéni anginy pectoris a byly prokédzany ucinky v 1é€bé arytmii. V 90.
letech byly betablokatory na zdkladé vysledki klinickych studii zafazeny do skupiny
kardiovaskularnich farmak. V soucasné dobé je vyuziti betablokatort v kardiologii
Siroké. Pouzivaji se jak v primarni, tak v sekundarni prevenci. V primarni zejména pfi
vzniku ischemie myokardu. V sekundarni prevenci po prodélaném infarktu myokardu a
Vv prevenci nahlé srde¢ni smrti [21], [28].

2.1.1 U&inek a déleni beta-blokatori

Jak uZz bylo zminéno, beta-blokatory jsou latky, které patii do skupiny
kardiovaskularnich farmak. Jejich hlavnim mechanismem uc€inku je blokace funkce
beta-adrenergnich receptori. Hlavnimi zprostfedkovateli u¢inku (mediatory) beta-
receptori  jsou noradrenalin a adrenalin. Noradrenalin se wuvolfluje =z axonu
postgangliovych nervovych vldken v cilovych orginech a v centrdlnim nervovém
systému. Adrenalin se uvoliiuje z dfené nadledvin. Tyto medidtory pak plsobi na
specifické receptory (subtypy oi, a2, B1, P2, B3) V cilovych organech, jako jsou srdce,
tepny, zily, ledviny a centralni nervova soustava. Fyziologicky je vyplaveni adrenalinu
spojeno s uvolnénim energie ze zasob v jatrech a tukovych tkanich, zvyseni krevniho
tlaku, zvySeni srde¢ni frekvence a zvySeni prokoagulacni aktivity krve. Kratkodoba
aktivace je vyhodnda zejména v zatéZovych situacich. Naproti tomu dlouhodobé aktivace
tohoto systému vede k zavaznym kardiovaskuldrnim dasledkiim, jako je hypertenze,
ischemie, infarkt myokardu, srde¢ni selhani, arytmie a nahla smrt. Betablokatory
zabranuji mediatorim v U¢inku na specifické receptory a eliminuji uvedené negativni
dasledky dlouhodobé aktivace [21], [28].
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Beta-blokatory se déli na kardioselektivni, neselektivni, s vnitini
sympatomimetickou aktivitou (ISA) a s vazodilata¢nim u¢inkem na cévy. Neselektivni
beta-blokatory blokuji B1 i B2 receptory. Jejich nezadouci ucinky v dusledku blokady B2
receptord jsou zuzeni bronchi, snizeni uvoliiovani inzulinu ze slinivky a chlad koncetin,
nejsou tedy vhodné pro pacienty s plicnim onemocnénim, diabetes mellitus a
ischemickou chorobou srde¢ni. Kardioselektivni beta-blokatory maji vétsi afinitu k 1
receptortim, z ¢ehoz vyplyva, ze se mohou pouzivat u pacientil s vySe vyjmenovanymi
onemocnénimi. AvSak pii dlouhodobém pouzivani ve vysokych davkach dochézi
k blokaci i B2 receptorti a kardioselektivita mizi. ISA beta-blokatory jsou neselektivni i
kardioselektivni a zaroven maji funkci aktivatorti, oznacuji se jako kompetitivni
dualisté. Vedou ke zmirnéni nezddoucich ucinkt tplné blokady. Posledni skupinou jsou
beta-blokatory s vazodilata¢nimi u¢inky, naptiklad carvedilol a celiprolol [28].

Dalsi dé¢leni beta-blokatori je =z hlediska farmakokinetiky na lipofilni a
hydrofilni. Lipofilni beta-blokatory se metabolizuji v jatrech a ucinkuji krat$i dobu.
Dobte pronikaji bunéénymi membrinami a maji na né stabiliza¢ni vliv. Mohou
zpuisobovat poruchy spanku a tinavu. Hydrofilni beta-blokatory maji pomalejsi resorpci
Z gastrointestinalniho traktu, malo se vadzi na plazmatické bilkoviny, metabolizuji se
Vv jatrech a vylucuji se ledvinami. Dulezity rozdil oproti lipofilnim je, Ze nepronikaji do
centrdlni nervové soustavy a neovlivituji spanek. Nekteré beta-blokatory se oznacuji
jako smiSené, to znamena, ze jsou hydrofilni i lipofilni. Do této skupiny patii naptiklad
carvedilol, bisoprolol a celiprolol. Rozdé&leni beta-blokatort jak z hlediska selektivity,
tak z hlediska farmakokinetiky je vidét v Tabulka 2, [28].

Tabulka 2: Klasifikace beta-blokatord, (ptevzato z [28]).

Nazev latky = Skupina
Neselektivni beta-blokatory

Sotalol Hydrofilni (Iledviny 100%)
Neselektivni beta-blokatory s ISA

Bopindolol  SmiSené (jatra 60%)
Kardioselektivni beta-blokatory

Atenolol Hydrofilni (Iledviny 100%)

Betaxolol Hydrofilni (jatra, ledviny 50%)

Bisoprolol Smisené (jatra, ledviny 50%)

Metoprolol  Lipofilni (jatra 100%)
Kardioselektivni beta-blokatory s ISA

Acebutolol  Lipofilni (jatra 80%)
Beta-blokatory s vazodilatacnim ucinkem

Carvedilol SmiSené (jatra i ledviny 50%)

Celiprolol Smisené (jatra i ledviny 50%)
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2.1.2 VyuZiti beta-blokatori v kardiologii

Zakladni indikaci beta-blokatori v kardiologii je 1é¢ba hypertenze. Hypertenze neboli
zvySeni tlaku krve nad 140/90 mmHg je nejcastéjsim onemocnénim kardiovaskularniho
systému. Prevalence hypertenze se pohybuje okolo 20-30 % a zvySuje se s vékem.
Pfesny mechanismus pusobeni beta-blokatori proti hypertenzi neni zcela objasnén.
Védci se domnivaji, Zze beta-blokatory maji uCinek na centrdlni nervovou soustavu,
inhibuji periferni sympatickou aktivitu, snizuji vydej reninu a angiotensinu II, zmensuji
vendzni navrat a plazmaticky objem. Dale snizuji uvolnovani noradrenalinu na
synapsich a snizuji tlakovou odpovéd’ na katecholaminy pii stresu a ndmaze. Pfi 1écbé
Ize beta-blokatory vyuzit samotné, nebo v kombinaci s jinymi léky. Nejvhodnéjsi je
kombinace s diuretiky. Pti pouziti beta-blokatorti samotnych je jejich ucinek asi 50 %,
Vv zavislosti na typu hypertenze. V kombinaci je jejich uc¢innost 80-90 % [28].

Dal lze beta-blokatory vyuzit v 1é¢bé ischemické choroby srde¢ni (ICHS). ICHS
je onemocnéni, kdy se dostavi nepomér mezi dodavkou a spotiebou kysliku
v myokardu. Nedostatek kysliku v myokardu vznika pfi aterosklerotickém onemocnéni
korondrnich tepen. Projevuje se zejména pii emocnim stresu a zvySené namaze. Beta-
blokatory v 1é€bé tohoto onemocnéni maji vyrazny vliv, protoze snizuji mortalitu o 20-
30 %. Pusobi tak, Ze snizi celkovou spotiebu kysliku v myokardu, poklesne celkova
srdeCni prace a prodlouzi se trvani diastoly, ¢imz se zleps$i pritok krve v koronarnich
tepenach. Betablokatory se uplatiiuji v 16¢bé vSech forem ICHS [28].

Pii 16¢bé akutniho infarktu myokardu se vzdy voli oralni beta-blokatory. Uginek
beta-blokatori v 1é¢bé srde¢niho selhani je ochrana myokardu proti katecholaminové
toxicité¢ a pokles stimulace vazokonstrikce, snizeni spotieby kysliku myokardem a
obnova krevniho ob&éhu. Vsechny tyto mechanismy vedou k normalizaci tvaru levé
komory. Pii 1écbé srde¢niho selhani jsou doporuceny tii beta-blokatory: bisoprol,
metoprolol a carvedilol.

Beta-blokatory lze také pouzit v Iécbeé arytmii a prevenci ndhlé srde¢ni smrti.
Z hlediska arytmii se jednd o sinusové tachykardie, sifiové tachykardie a AV blokady.
Déle se indikuji ke kontrole frekvence u flutteru a fibrilace sini. SniZzuji pocet
pfed¢asnych komorovych stahi a kontroluji komorové arytmie. Shrnuti vSech
onemocnéni a volba jednotlivych typa beta-blokatoru jsou v Tabulka 3, [16], [28].

2.1.3 Beta-blokator carvedilol

Carvedilol byl vybran pro ucely této prace jako pozitivni kontrola pro srovnavani
s u¢inky nové¢ syntetizovanou latkou, zejména proto, ze ucCinky carvedilolu jsou dobie
znamé a predpokladany ucinky testované latky jsou podobné uUc€inkiim carvedilolu.
V této kapitole jsou shrnuty informace o carvedilolu.

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, carvedilol patii do skupiny smiSenych
betablokatord s vazodilata¢nim G¢inkem. V organismu blokuje beta i alfa—receptory. Pfi
blokaci beta-receptori dojde k tlumeni stresové reakce na organy a tim se snizi rizko
vzniku arytmii. Pfi blokaci alfa-receptori dojde k ovlivnéni cévniho tonu. Obecné
carvedilol patti do skupiny 1ékd uzivanych na 1écbu vysokého krevniho tlaku, poruchy
srde¢niho rytmu a dalSich onemocnéni srdce.

Pti jeho pouziti dochézi k poklesu krevniho tlaku a snizeni srdecné frekvence, coz
se na EKG kiivce projevi zvySenim RR intrervalu. Zarovén dochazi ke zpomaleni
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vedeni vzruchu ptes siné. Carvedilol ma rovnéz kardioprotektivni ucinky, snizuje
velikost infarktu myokardu a zavoznost poruch rytmu v souvislosti s akutni ischemii.

Studie, které se zabyvaly srovnanim uc¢inku jednotlivych betablokatorti potvrdily,
ze carvedilol ma nejlepsi u¢inky a nejmensi umrtnost pacientl. I kdyz nelze fici, ze Ize
vSechna kardiovaskularni onemocnéni 1é¢it pouze carvedilolem a ostatni betablokatory
nepouzivat. Carvedilol vysel ze stuidi jasné nejlépe a lze fici, ze jeho ucinky jsou
komplexni pro vSechny typy kardiovaskularnich onemocnéni [16], [36].

Tabulka 3: Volba jednotlivych typi beta-blokatortt v 1é¢€bé kardiovaskularnich onemocnéni

(ptevzato z [28]).
Onemocnéni Typ beta-blokatoru
Mladsi hypertonici Vsechny
Starsi hypertonici Kardioselektivni, kardioselektivni s mirnou ISA

Ischemické choroba srde¢ni
Cukrovka

Hyperlipoproteinémie

Snizena systolicka funkce LK
Ischemicka choroba dolnich konéetin
Sklon k sinusové bradykardii
Bronchialni obstrukce

Tehotenstvi

Perioperacni hypertenze

2.1.4 Novy beta-blokator TP1

Vsechny, kromé siln¢ vyjadiené ISA
Kardioselektivni, kardioselektivni s ISA
Kardioselektivni, kardioselektivni s ISA
Bisoprolol, carvedilol, metoprolol
Kardioselektivni s ISA, vazodilata¢ni
Beta-blokatory s ISA

Kardioselektivni, nizs$i davky

Kardioselektivni, kardioselektivni s 1S, labetalol

Esmolol, metoprolol

Tato latka byla nové syntetizovana na Ustavu chemickych 1é¢iv Farmaceutické fakulty
VFU Brno. Latka byla syntetizovana jako beta-blokator. Tomu odpovida jeji chemicka
struktura znazornéna na Obrazek 2 . Vzhledem Kk rozvoji mediciny je nutné vyvijet nové

1éky pro vyuzivani v klinické praxi.
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Pievedeni baze na sul (hydrochlorid)
--> zlepieni rozpustnosti ve vodé

--> pf. acebutolol, betaxolol, labetalol,
esmolol, propranolol
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Cl I"l
N
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Esterovd vazba Fenylplvpe'razmo\r\:' fr'ag‘r‘?ent
> moiny ultrakratky ddinek -->moZny alfa-lyticky Ginek
v v > pi. urapidil, naftopidi

- pf. esmolol, flestolol
(Hetero)arylkarbonyloxyaminopropanol
--» skelet typicky pro beta-blokatory

Obrazek 2: Novée syntetizovany beta-blokator TP1
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3 ELEKTROKARDIOGRAFIE

Elektrokardiografie je vySetfovaci metoda, ktera popisuje elektrickou aktivitu srdce.
Zaznamenava zmény napéti v Case pomoci elektrod umisténych na povrchu téla.
Vysledny zaznam se skladd ze série vin, které slouzi k diagnostice srde¢ni Cinnosti.
Prace sleduje vliv 1éCiva na elektrickou aktivitu srdce. Proto se tato kapitola zabyva
struénym piehledem, stavbou a S$ifenim elektrického vzruchu srdcem, dale pak
zpusobem snimani elektrického vzruchu u ¢lovéka a potkana. Nasledn¢ popisem vin a
kmitd, které tvoii EKG ktivku u ¢lovéka a u potkana.

r 4

3.1 Stavba srdce, §ifeni a snimani srde¢niho vzruchu u
Clovéka

Srdce je duty svalnaty organ ulozen v dutiné hrudni a slouzi k distribuci krve do
cévniho systému. Z anatomického hlediska se srdce déli na pravou (P) a levou (L)
polovinu. Kazda polovina se sklada ze siné (atrium) a komory (ventriculus). Na povrchu
srdce se nachdzi vnéjsi vrstva (epikard). Jedna se o tenkou vazivovou blanu, ktera
prechazi v osrde¢nik (perikard). Stiedni vrstva (myokard) je tvofena dvéma typy bunék.
Prvni skupinu tvoii kardiomyocyty, které obsahuji velké mnozstvi mitochondrii,
myofibril a sarkoplazmatického retikula. Koordinovanym stahem kardiomyocytd je
zajiSténa mechanickd prace srdce. Druhym typem jsou buiniky pfevodniho systému
srdec¢niho. Tento typ buné€k tvoti a rozvadi elektricky vzruch po srdci. Pfevodni systém
srde¢ni pozlstava z sinusového uzlu (SA), sinokomorového uzlu (AV), Hissova svazku,
Purkynovych vlaken a Tawarovych ramének a Ize jej vidét na Obrazek 3. Sinusovy uzel
(SA) udava frekvenci srdce a oznacuje se proto jako primarni pacemaker. Od SA uzlu
se depolarizace S$iii pfes levou a pravou sin k sitokomorovému uzlu (AV).
Sinokomorovy uzel zajiStuje koordinaci kontrakce sini a komor zpomalenim vedeni
vzruchu. Pfevod vzruchu ze siné na komory zabezpecuje Hisiv svazek. Nasleduje
vétveni pfes Tawarova raménka na sit’ vodivych vldken, nazyvanych Pukrynova vldkna,
ktera $ifi impulz do levé a pravé komory [1], [2], [7].

N - /
sinusovy uzel  \\J V/(
J
( /

Hissv svazek

levé Tawarovo
raménko

\ \
\" - Purkyriova
\, \,'/ vidkna
| L pravé Tawarovo
raménko

atrioventrikularni uzel

Obrazek 3: Prevodni systém srde¢ni, pievzato z [3]
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Buiikky pfevodniho systému srde¢niho jsou vzruSivé. VzruSivost se projevuje
pfechodem iontl pfes membranu, a tim vznika akéni potencidl. Na rozhranich
rozdilnych potencidlii vznikaji elektrické proudy. Diky vodivosti télesnych tekutin Ize
snimat zmény potenciald, které ptedstavuji Sifeni akcéniho potencidlu myokardem.
Snimani se provadi za pomoci elektrod. M¢&ii se rozdil napétovych potenciali mezi
dvojici elektrod. Tento rozdil se oznacuje jako svod. Existuji dva typy svodd, bipolarni
a unipolarni. Bipolarni svody vznikaji jako rozdil elektrickych potencidlit mezi dvéma
elektrodami. Unipolarni svody vznikaji spojenim aktivni elektrody s indiferentni
elektrodou. Indiferentni elektroda vznikne spojenim tiéi koncetinovych svodid do
jednoho uzlu, tzv. centalni svorky. Podle Kirchhoffova zakona je soucet proudi
protékajicich takovym okruhem roven nule. Centralni svorka ma tedy nulové napéti a
odpovida elektrickému stfedu srdce. Tento zpusob zapojeni je vyhodny, protoze ma
pouze malé vychylky a Ize jednodusSe zesilit ipravou zapojeni. V piipadé snimani EKG
u lidi se pouziva 12svodovy systém. V experimentalni kardiologii, kdy se signal snima
na izolovanych zvifecich srdcich, se vyuziva ortogonalni svodovy systém [4], [8], [9].

Standardni 12svodovy systém zapojeni

Tento systém tvoii bipolarni koncetinové svody (I, II, III), unipoldrni koncetinové
svody (aVR, aVL, aVF) a unipolarni hrudni svody (V1-V6). Koncetinové svody
zaznamenavaji informace ve frontdlni roviné a hrudni svody v transverzalni roving.
Unipolarni svody zaznamenavaji Sifeni depolarizace smérem k elektrodé jako pozitivni
vychylku a od elektrody jako negativni vychylku. V pfipad¢ repolarizace opacné.
Umisténi elektrod mé tedy vliv na vysledné hodnoceni EKG ziznamu, a udava
informace o umisténi srdce jako celku i jeho jednotlivych oddilii. Tento systém je
nejvice pouzivanym svodovym systémem v klinické praxi [4], [9]. .

Ortogonalni svodovy systém

Vyjadiuje prostorové vlastnosti elektrického pole kolem srdce pomoci tii ortogonalnich
signalt. Elektricka aktivita je sniména ve tfech navzéjem kolmych smérech os X (rovina
frontalni), Y (rovina horizontdlni) a Z (rovina vertikalni). Tento systém je vyuzivan
v experimentalni kardiologii zejména pro moznost analyzy v trojrozmérném zobrazeni

[4], [9].
Elektricky vektor srdecni

Elektricky vektor srdecni je celkovym projevem dipdlu srdecni svaloviny. Dipdl je
rozhrani mezi buiikou depolarizovanou a klidové polarizovanou a ma smér a velikost,
proto ho Ize oznacit jako vektor. Souctem jednotlivych elementarnich vektori se ziska
elektricky vektor srdecni. Vysledkem projekce elektrického vektoru jsou kmity a viny
EKG kiivky. Elektricky vektor udava smér Sifeni elektrického potencidlu a je dan
velikosti a umisténim jednotlivych casti srdce. Elektrickd osa srde¢ni je smér
vysledného vektoru v okamziku R kmitu a shoduje se s anatomickym uloZenim srdce
v hrudniku [4], [9].
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3.2 Stavba, §ifeni a snimani elektrického vzruchu
u potkana

Srdce potkana je stejné jako srdce Cloveéka ctyfkomorové. Vzruch v srdci potkana je
rovnéz jako u ¢loveka Siten pomoci prevodniho systému srdecniho. Vznika v SA uzlu a
nasledné je veden do AV uzlu, Hisova svazku, Purkynovych vlaken a Tawarovych
ramének. EKG tedy odrazi sled 3 udalosti, a to depolarizace sini (P vlna), depolarizace
komor (QRS komplex) a repolarizace komor (vina T) [5].

Pro pofizeni zédznamu existuje U potkana fada metod. DéEli se na invazivni a
neinvazivni. Neinvazivni metody se vyuzivaji k lokalizaci patologickych zmén.
Nejvyuzivangj$i je pouziti koncetinovych svodi. Invazivni metoda znamend uvést
potkana do anestezie a umistit elektrody pod ktzi pfednich tlapek a ocasu. Vyhodou
této metody je jednoduchost, snadnd opakovatelnost pokusu a velmi kvalitni zaznam

EKG, zatimco nevyhodou je zkresleni vysledkd plisobenim anestezie [5].

DalSim typem je metoda zalozena na telemetrii, kterd umoziuje dlouhodobé
sledovani. U této metody je telemetricky vysila¢ implantovan mezi lopatky a elektrody
na mecovity vybézek na hrudniku. Data jsou pfijimand bezdratové piijimacem
umisténym uvnitt klece. Vyhodou je méfeni volné se pohybujicich potkantl, ziskani dat
nezkreslenych vlivem anestezie a artefakt indukovanych stresem [5].

Posledni metodou, kterd byla aplikovdna pro potieby této prace, je zaznam
z izolovaného srdce in vitro. Tato metoda je podrobné popsana nize.

3.2.1 Model izolovaného srdce podle Langendorfa

Prvniho zcela izolovaného modelu srdce dosahl Langendorff v roce 1895. Model byl
zaloZen na zpétné dodavce defibrinované krve do aorty a nasledn€ do koronarni tepny
diky uzavieni aortdlni chlopné. Objev modelu pfispél ke studiu fyziologie srdce
z pohledu funkce myokardu a elektrokardiologie, a také pochopeni patofyziologie
chorob. Dnes se model pouZzivad v mnoha oborech. Pro tcely této prace se model vyuZil
ke studiu vlivu léciva na elektrickou aktivitu srdce. Vyhodou modelu je, Ze neni
ovlivnén zadnymi organovymi systémy a umoziiuje pokusy jednoduse provadét a
opakovat. Nevyhodou je, Ze model vyZzaduje usmrceni zvifete. Zde je nutné¢ dodrzovat
velmi piisné predpisy, které jsou popsany v kapitole 1.1 [6].

Popis modelu

Zvite je uvedeno do anestezie. Poté je srdce vyjmuto z dutiny hrudni, ponoieno do
studeného perfuzniho roztoku, aby se =zabréanilo ischemickému poskozeni. Dle
zkuSenosti zadvazna ischemie u potkaniho srdce nastava do 30 sekund od preruseni
perfuze. Rychlé ochlazeni izolovaného srdce prodlouzi ¢as nastupu ischemie. Nasledné
je obnoven koronarni prutok pfipojenim srdce na kanylu perfuzniho setu. Smér perfuze
je retrogradni, tj. opacny se situaci srdce in situ (na svém anatomickém mist¢). Aortalni
chlopeii je vlivem tlaku roztoku uzaviend. Tim péadem roztok protéka pouze
korondrnimi tepnami a udrZuje srdce ve funkénim stavu. Roztok je ze srdce odvadén
Zilnim feciStém do pravé sin€ a odsud mimo srdce. Po zacatku perfize je pravidelny
rytmus obnoven do n¢kolika vtefin. Nasleduje stabilizace preparatu, obvykle 20 minut,
aby doslo ke stabilizaci srde¢ni funkce [6].
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Experimentalni podminky se nastavuji pfed experimentem a b&hem néj se
pravidelné sleduji. Srdce bije spontann€, nebo nucené stimulovano V pozadované
frekvenci. Jako perfuzat se vyuziva krev, nebo nahradi roztok, napi. Krebs-Henseleittv,
Lockedv nebo Tyrodetv. VétSinou se vyuzivaji nadhradni roztoky, protoze krev mize
Vv perfuznim systému koagulovat a zapficinit infarkt myokardu. V ptipad¢ pouziti krve
od jiného druhu miize dojit k imunitni reakci a tim k poSkozeni srdce. Spravné
okysli¢eni roztoku je zajiSténo probublavanim kyslikem ¢i zmési kysiku s oxidem
uhli¢itym. Roztok je udrzovan pii hodnoté pH 7,40 a stabilni teploté¢ 37,0 °C. Kazdé
pracovisté si piesné sloZeni pufri ptizpasobuje dle svych zkusenosti. P¥idavaji se slozky
jako dextran, albumin, mannitol (pro upravu osmolarity), pyruvat, mastné kyseliny a
inzulin. [6]

3.3 EKG kfivka

Elektrokardiogram (EKG) je projevem sumarni elektrické aktivity vSech srdecnich
bun¢k. Elektricky cyklus se sklada ze tii fazi, depolarizace, platé a repolarizace.
Depolarizace je pocatecni faze, kdy dochazi k prudké zméné akéniho napéti buniky a
impulz je Sifen napfi¢ myokardem. Thned po depolarizaci nastava faze plato, kdy
nemiize dojit k opétovnému podrazdéni builky. Poté nasleduje repolarizace, kdy se
buiky myokardu vraci ke klidové hodnot¢ [4], [7].

3.3.1 EKG u ¢lovéka

Prubéh EKG kitivky odrazi postup depolarizace a repolarizace (viz Obrazek 4). Sklada
se z vin (P, T, U), komplexu tvofeného kmity (Q, R, S), useku (PR, ST) a intervalu (PR,
QT). Interval PQ se povazuje za izoelektrickou linii (nulovy potencial). VIna P
vyjadiuje depolarizaci sini. Komplex QRS odrazi depolarizaci komor a vlna T vyjadiuje
repolarizaci komor. Repolarizace sini je v EKG nerozpoznatelnd, nebot se casové
shoduje s komplexem QRS, ktery je mnohem vyraznéjsi. Na zakladé casového trvani a
tvaru jednotlivych vin lze ziskat fadu informaci o stavu srdce. VIny a kmity jsou
orientovany podle Sifeni elektrického vrzuchu. Mohou byt orientovany do kladnych
(k elektrod¢), nebo zapornych (od elektrody) hodnot vzhledem k izoelektrické linii [7],

[9].

Sifeni depolarizace
myokardem

Obrazek 4: Sifeni vzruchu myokardem, prevzato z [29]
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VIna P piedstavuje vzruchovou aktivitu SA uzlu a depolarizaci pravé i levé sing.
V béznych podminkach ma pozitivni vychylku s amplitudou od 0,1 mV do 0,15 mv a
dob¢ trvani 80 ms - 120 ms. Tato vina ma hladky charakter. V n¢kterych piipadech je
velmi obtizné stanovit presné hodnoty zacatku a konce viny. Pti chybéjici viné P se
jedna o junk¢ni rytmus.

Interval PQ je usek od pocatku depolarizace siné k pocatku depolarizace
komor. Vyjadiuje dobu $ifeni vzruchu ze sinusového uzlu do atrioventrikularniho (AV)
uzlu komor. M¢fi se od pocatku viny P po zacatek komplexu QRS. Standartni délka je
120 — 200 ms. S rostouci tepovou frekvenci dochazi ke zkraceni.

Komplex QRS piedstavuje depolarizaci komor a soucasné i repolarizaci sini.
Repolarizace je potlacena diky slabému pribéhu. Fyziologicka doba trvani komplexu
QRS je 80 ms — 100 ms. Komplex QRS je slozeny ze dvou negativnich vychylek a
jedné pozitivni, coZ je zavislé na umisténi elektrod. Prvni negativni vychylka je
oznacovana jako vlna Q. Nasleduje pozitivni vychylka vina R a poté druhd negativni
vychylka vlna S. Komplex QRS je oznacovan za nejvyraznéjsi cast celé kiivky.
Obsahuje spektralni slozky o vyssich frekvencich nez viny P a T.

Usek ST je usek od konce komplexu QRS po poéatek viny T. Tento tsek oznacuje
pocatek repolarizace komor. Zacatek ST tiseku je oznacovan jako bod J (junkéni bod).
Pii hodnoceni ST tseku se sleduje jeho vychyleni od izoelektrické linie. Vyraznéjsi
vychyleni miize naznacovat ischemii ¢i intoxikaci néjakou chemickou latkou.

VIna T odrazi rychlou repolarizaci komor a nachazi se v intervalu 300 ms za
komplexem QRS. Pozice viny je zavisla na tepové frekvenci. Pfi vySSich frekvencich se
ptiblizuje ke komplexu QRS a zaniké pfi elevaci S-T segmentu, a proto neni v zaznamu
viditelna. Po viné¢ T mize nasledovat vina U, jejiz plivod neni objasnén. Nekdy dochazi
ke slouceni vin T a P, coz je nevyhodou pii detekci z diivodu Spatného urceni zacatkl
a konct danych vin.

Interval QT vyjadiuje Casovy usek mezi zaCatkem depolarizace a koncem
repolarizace komor. Trvani intervalu je zavislé na tepové frekvenci, fyziologicky se
pohybuje kolem 430 ms. N¢kterd 1é¢iva mohou prodluzovat tento tsek.

Interval RR oznacuje dobu trvani komorového srde¢niho cyklu dvéma po sobé
jdoucimi vlnami. Na zdkladé délky intervalu RR se urcuje, zda se jedna o pravidelnou ¢i
nepravidelnou srdecni cCinnost. Interval slouzi k popisu arytmii a analyze tepové
frekvence.

3.3.2 EKG u potkana

Z divodu provadéni experimentu na izolovanych srdcich potkant je v této kapitole
popsano EKG u potkana a rozdil mezi EKG ¢loveéka a EKG potkana.

Zaznam EKG potkant je ve vyzkumu Siroce pouZivana experimentalni metoda.
Na rozdil od clovéka nebyla pro vSechny parametry stanovena piesna kritéria
referencnich (,,fyziologickych®) hodnot, ale 1 ptesto je laboratorni potkan jako model

-----

[5] shrnuje poznatky z fady studii a porovnava referencni hodnoty EKG potkana a
¢loveka, viz Tabulka 4.

Stézejnim rozdilem je tepova frekvence. U potkana je zhruba 240-500 tepii za
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minutu, kdezto u ¢lovéka se pohybuje okolo 60 - 100 tepli za minutu. Tepova frekvence
u potkana zavisi na véku a zvysuje se v obdobi prvnich 4 tydnt zivota. U potkana se
teprve 600 tept za minutu povazuje za fibrilaci, u clovéka jiz 200 tept za minutu. U
¢loveéka i potkana se tepova frekvence vypocita z intervalu RR [4], [5].

Dalsim rozdilem je elevaci ST useku v potkanim EKG zaznamu. Elevace je
z diivodu jiné kanalové vybavy. Diky tomu dochédzi k tvorbé rozdilnych intovych
proudd, které se podili na vzniku ak¢éniho napéti Obrazek 5 [5].

Tabulka 4:

Porovnani trvani vin a intervaldt EKG u ¢lovéka a potkanti kmene Spague-Dawley
a Wistar, pfevzato z [5]

HR (bpm) PR (PQ) | QRS(ms) = QT (ms) | QTc (ms) ST (ms)

(ms)
Clovek 70-100 120-200 60-100 340-420 400
Potkan 239-508 38-70 12-22 50-75,9 119-141 12,3-18,3
kmen
Sprague-
Dawley
Potkan 242-452 39-78 14-28 57-95 133-173 9,5-14,8
kmen
Wistar
RR (0.6-1 s)
a R

I —_ =
3 I PR ST
—
s QT
b
R
I RR (130-180 ms)
_—
T
al
I H
[——1 ST
S PR i
QT/RT

Obrazek 5: Zaznam EKG c¢lovéka (a) a potkana (b), pfevzato z [20]
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3.4  Poruchy srdecniho rytmu

V kapitole 3.3 byla popsana fyziologicka kiivka EKG u ¢loveéka a u potkana. V této
kapitole budou popsany nejCastéjSi patologické zmeény srdecni Cinnosti a s tim
souvisejici zmény na EKG kifivce. Tyto informace budou nasledné vyuzity pfii
manualnim hodnoceni experimentalnich zdznamt pochazejicich z potkanich srdci.
Patologickymi zménami se rozumi poruchy srde¢niho rytmu, ozna¢ované jako arytmie.
Arytmie je zplusobena postizenim pirevodniho systému srde¢niho, ktery fidi ¢innost
srdce. Pri¢inou postiZzeni pfevodniho systému jsou poruchy v tvorbé, vedeni ¢i $ifeni
depolariza¢niho vzruchu. Arytmie lze délit dle srde¢ni frekvence a dle mista vzniku.
Informace ke kapitole ¢erpany z [30], [31].

Déleni dle srdeéni frekvence:

a) Bradyarytmie
a. Blokédy SA, AV, raminkové
b) Tachyarytmie
a. Tachykardie
e Sinusova tachykardie
e AV junk¢ni tachykardie
e AV reentry tachykardie
e Komorova tachykardie

b. Flutter
e Flutter sini
c. Fibrilace

e Fibrilace sini
e Fibrilace komor

Déleni dle mista vzniku:

a) Sinusové

e Sinusova tachykardie

e Sinusova bradykardie

e Sick sinus syndrom
b) Supraventrikularni (extrasystoly)

e Sifové extrasystoly
Junk¢ni extrasystoly
Putujici pacemaker
Sinusova tachykardie
AV junkéni tachykardie
AV reentry tachykardie
Flutter sini

e Fibrilace sini
¢) Komorové

e Komorova tachykardie

e Flutter komor

e Fibrilace komor

Komorovia zastava
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Bradyarytmie

Bradyarytmie je porucha, pii niz dochazi ke zpomaleni srde¢ni ¢innosti, nebo
vynechavani srde¢niho rytmu. Jednd se o projev poruchy vzniku depolarizacni viny
Vv sinoatrialnim (SA) uzlu nebo nasledek poruch vedeni vzruchu ze sin¢ na komory pies
atrioventrikularni (AV) uzel. Hovofime-li 0 poruchach vzniku depolariza¢ni viny v SA
uzlu, jedna se o sick sinus syndrom a sinusovou bradykardii. Do poruch vedeni vzruchu
se fadi SA, AV a raminkové blokady.

Sinusova bradykardie

Sinusova bradykardie je u ¢loveéka charakterizovana tepovou frekvenci <60 tept/min.
EKG kiivka a jeji morfologie jsou zcela fyziologické. Fyziologicky se bradykardie
vyskytuje u sportovct a pacientl 1éCenych beta-blokatory.

SA blokady

Existuji 3 druhy SA blokad. Prvni je SA blokada I. stupné. Jednad se o prodlouzeni
vedeni vzruchu z SA uzlu na svalovinu sini. Protoze EKG zaznam zachyti pouze
aktivitu predsiné v podobé viny P nikoli aktivitu SA uzlu. Tento typ blokady nelze
v zdznamu EKG bé&zné registrovat. Druhd je SA blokada II. stupné. Jedna se o zkraceni
intervalu mezi vinami P, nebo o uplny vypadek viny P. Posledni typ je SA blokada III.
stupné. V tomto piipad¢ nedojde k prevedeni impulzu z SA uzlu na piedsin¢ a na EKG
zdaznamu chybi P vlna. Tento fakt nelze opét diagnostikovat. Blokada III. stupné se
obvykle zjistuje z AV junk¢éniho rytmu.

AV blokady

Jedna se o skupinu poruch ve zpomaleni nebo zastaveni pfevodu vzruchu ze sin€ na
komory. RozliSujeme 3 stupné AV blokad. Prvni je AV blokada 1. stupn¢, kdy dojde
Kk prodlouzeni intervalu PQ v disledku zpomaleni siniokomorového vedeni. Druhym
typem je AV blokadda II. stupné, kdy dojde k vypadku sifiokomorového vedeni.
Rozlisuji se dva druhy, Wenckebachiv a Mobitziv. U Wenckebachova druhu na EKG
ktivce dochézi k postupnému prodluZovani PQ intervalu az dojde k vymizeni komplexu
QRS mezi dvéma vlinami P. U Mobitzova druhu dochazi na EKG kiivce k ndhlému
vypadku komplexu QRS bez piedchozich zmén intervalu PQ. Poslednim stupném je
AV blokada III. stupné, kdy dojde k uplnému pteruSeni vedeni vzruchu ze sin€ na
komory. Aktivace komor se pak déje nahradnim rytmem, ozna¢ovanym jako junkéni.
Na EKG kiivce se tento stupenn blokady projevuje velmi tzkymi komplexy QRS s
Zadnou vazbou mezi vlnou P a komplexem QRS.

Raminkové blokady

Jedna se o skupinu, kterd se na EKG kiivce vyskytuje nejcastéji. Raminkové blokady se
de€li na blokddy levého raminka, pravého raminka a hemiblokl. Pti blokad¢ jednoho
z raminek dojde k pozdgjsi aktivaci komory. Na EKG kiivce se tento fakt projevi
rozSitenim komplexu QRS a negativni vlnou T.

Tachyarytmie

Jedna se o poruchu, kdy srdce pracuje rychleji nez normalné. Tepova frekvence u
tachykardie je >100 tept/min. Rytmus mutze byt jak pravidelny, tak nepravidelny.
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Tachyarytmie muze byt zptisobena poruchou automacie, kdy vznika elektricky vzruch
rychlou aktivaci srdce z malého loziska umisténého kdekoliv v srdci. Druhym
mechanismem vzniku tachyarytmie je rychly krouzici elektricky vzruch, ktery krouzi
v srde¢ni svaloving, oznaCovany reentry. Obecné projevem tachyarytmie je rychlé
buseni srdce (palpitace) s frekvenci >200 tepti/min, toCeni hlavy, dusnost a pocit tlaku
na hrudi.

Sinusovd tachykardie

Jednd se o tachykardii, kterda se vyskytuje nejcastéji. Projevuje se urychlenim
sinusového rytmu nad 100 tepu/min. Na EKG kfivce lze zaznamenat pfechod viny P
Vv komplex QRS a pozvolné urychleni a zpomaleni srde¢ni frekvence. Dochazi ke
sniZeni srde¢niho vydeje, coz zplisobi zhorSeni prokrveni tkani.

Komorova tachykardie

Definovéna jako ndlez tfi a vice komorovych extrasystol s frekvenci 100-250 tepl/min.
Na EKG kftivce Ize vidét tii a vice po sobé& nasledujici Siroké komplexy QRS. Zpiisobuje
nedostatec¢nou cirkulaci krve a v diisledku toho ztratu védomi.

Flutter sini

Vznika v dasledku nepfetrzitého krouziciho elektrického vzruchu v sinich a je
charakterizovan stahy sini s frekvenci 250-300 tepl/min. Na EKG kiivece lze
zaznamenat S§tihlé komplexy QRS v nepravidelnych intervalech, protoze pouze
v nékterych stazich je elektricky signal pfeveden pfes AV uzel na komory. Vlna P ma
Spicaty tvar a je ve vSech cyklech stejna. Rytmus se oznacuje pomérem QRS ku vIné P
(napt. 2:1, 3:1, ...).

Fibrilace sini

V obou sinich vzniknou mnohocetné okruhy funkénich reentry. Reentry vznikaji v levé
sini a v srde¢ni svaloviné okolo plicnich Zil, jedna se o tzv. arytmogenni loZiska. Ztraci
se mechanickd kontrakce sini. Na EKG lze vidét nahrazeni viny P fibrilacnimi vinkami,
nepravidelna srdecni frekvence se Stihlymi komplexy QRS.

Fibrilace komor

Jednd se o chaotickou elektrickou aktivitu vedouci k nekoordinovanym kontrakcim
komor vedouci k nahlé zastavé obéhu. Na EKG kiivce jsou komplexy QRS nahrazeny
rychlymi nepravidelnymi vlnami. Pro obnoveni srde¢ni frekvence je nutnd okamzita
kardiopulmonalni resuscitace.

Supraventrikularni arytmie

Jsou oznacované jako extrasystoly neboli predCasné stahy. Vznikaji z loZiska ¢i lozisek
ektopické aktivity mimo sinusovy uzel a jsou dvojiho typu, sifiové a junkéni.

Sinové extrasystoly

Sinové jsou charakterizovany tim, Ze vlna P mé abnormalni tvar a pfichazi diive nez
vzruch z SA uzlu. Komplex QRS je stihlého tvaru a po ném nasleduje kompenzacni
pauza. Neuplna kompenzacni pauza se na EKG zdznamu rozpozna tak, ze soucet pre a
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post extrasystolového intervalu R-R je mensi neZ dvojnasobek bézného R-R intervalu.
Junkcni extrasystoly

Junkéni jsou charakterizovany tim, Ze vlna P pfichazi diive, nebo splyva s komplexem
QRS. Junkéni extrasystoly nemaji kompenzacni pauzu. Jsou vzacné a Casto se nedaji
odlisit od sinovych extrasystol. Bézn¢ se rozliSeni na siflové a junkcni nepouziva,
protoze to nemd prakticky ani klinicky vyznam, dostacujici je oznaceni
supraventrikuldrni extrasystoly.

Komorové arytmie

Do této skupiny patii kromé komorové tachykardie a fibrilace komor, které jsou
popsany vyse, také komorové extrasystoly, flutter komor a komorova zastava.

Komorové extrasystoly

Vznikaji diky ptitomnosti ektopického loziska v pfevodnim systému srde¢nim. Mohou
se vyskytovat i u zdravych jedincii. Na EKG kiivce lze zaznamenat abnormalné Siroky
QRS komplex, kterému neptedchédzi vina P. Po QRS komplexu nasleduje kompenzacni
pauza a poté lze vidét dalsi rozsiteny komplex QRS. "Kompenza¢ni pauza je obvykle
rovna dvojnasobku intervalu RR.

Flutter komor

Oproti fibrilaci komor se vyskytuje ojedinéle, ale se stejnou zadvaznosti. Na EKG kiivce
jsou vidét silné komorové komplexy ve formé pravidelnych a vysokych kmitd o
frekvenci 180-220 tept/min.
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4 PRIKLADY STUDII TESTOVANI LECIV

V této kapitole jsou uvedeny 2 piipadové studie. Prvni znich se zabyva vlivem
urcenych antidepresiv na ischemické poskozeni srdce. Druha studie se zabyva vlivem
variability srde¢ni frekvence na izolovaném srdci kralika. Obé¢ studie ukazuji, ze
sledovani vlivu 1éCiva na elektrickou aktivitu srdce je pfinosné, a to hlavné z divodu
objasnéni pouzivani vhodného 1éCiva a zamezeni rastu poctu kardiovaskularnich
onemocnénti.

Utinek vybranych lé¢iv na funkci potkanich srdci v podminkich
ischemicko-reperfiizniho poskozeni [17]

Studie popisuje depresi jako zavazné onemocnéni, kterym trpi ¢im dal vice osob.
S 1é¢bou depresi dochazi mimo jiné i1 k ovlivnéni kardiovaskularniho systému.
Cilem studie bylo zjistit pfimy vliv uréenych antidepresiv na ischemicko—
reperfuzni poskozeni myokardu

Ke sledovani bylo pouzito izolované srdce perfundované podle Langendorffa.
Po 10-minutové stabilizaci bylo po dobu 15 minut aplikovano antidepresivum
v koncentraci 107 mol/l. Poté nasledovala 30 minutova ischmemie a reperfuze
po dobu 45 minut.

Studie dosla k zavéru, Ze antidepresivum amitryptilin zpisobuje oslabeni
myokardu o 36% a zpomaluje srde¢ni frekvenci a citalopram o 32% u kterého se
rozdil u srde¢ni frekvence neprokazal. Jesté autofi dospéli k zavéru, Ze vSechna
testovand antidepresiva sniZzuji pratok krve véncitymi tepnami. Béhem
ischemicko-repefrizniho poskozeni doslo k oslabeni kontraktility, snizil se
prutok a zvysil se poCet dysarytmii. Studie prokéazala, ze vybrand antidepresiva
pfi koncentraci 10”7 mol/l vedou k porucham srde¢ni ¢innosti.

Prodlouzeny QT interval u neurovyvojového modelu schizofrenie potkana
[18]

V této studii bylo zkoumano prodlouzeni QT intervalu u neurovyvojového
modelu schizofrenie potkana. Prodlouzeni QT intervalu je rizikovym faktorem
pro vznik komorovych arytmii. Prodlouzeni QT intervalu mizou zptsobit rizné
Vv béZzné praxi uzivané 1éky. Tato studie se zabyvala ucinkem antipsychotika
haloperidolu u potkana.

Pro studium byl vybran model izolovaného srdce potkana podle Langendorffa.
Bylo pouzito 9 schizofrennich (MAM) srdci a 6 kontrolnich (CON).
Schizofrenie byla indukovand prenatdlné intraperitonedlnim podanim
methylazoxymethanolu acetatu v 17. dni gravidity potkanim kmene Spraque-
Dawley. Kontrolni skupiné byl podan solny roztok. Potomci jedinct byli
odstaveni 22. den a chovani po dvojicich. Podminky chovu: relativni vihkost 20
— 60%, teplota 23 = 1 °C a dvanactihodinovy cyklus svétlo-tma. Experiment byl
provadén jen na samcich.

Potkani byli uspani, provedla se izolace srdce, které¢ bylo ulozeno do Krebs —
Henseleitova roztoku o teploté¢ 4 °C. Srdce bylo piipojeno na Langendorfuv
perfuzni systém, ktery udrzoval konstantni tlak 75 mmHg. Nejprve probéhla
20minutova stabilizace, nasledovalo promyvani Krebs — Henselotovym
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roztokem s pfidanym lékem haloperidol o koncentraci 10 nmol/l po dobu 40
minut a dalSich 40 minut vymyvani. B¢€h experimentu byl prubézné
zaznamenavan pomoci argent — chloridovych elektrod. Elektrody byly zapojené
do dvousvodového systému,. Signdly byly zaznameniny se vzorkovaci
frekvenci 5 KHz. Nasledné bylo automaticky vyhodnoceno 10 po sobé jdoucich
RR intervald. QT intervaly byly zméfeny manualné.

V této studii nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil mezi skupinami MAN a CON
pro RR interval. Pro QT interval byl prokazan signifikantni rozdil. Zavér studie
prokazal, ze prodlouzeni QT intervalu u modelu schizofrenie potkana se
zvyrazni po podani antipsychotika haloperidolu[18]

V obou studiich se testoval vliv 1é¢iv na elektrickou aktivitu srdce. Jako model bylo
pouzito izolované srdce potkana podle Langendorffa. U obou studiich se jako model
pouzilo izolované potkani srdce podle Langendorffa. Tyto studie jsou uvedené pouze
jako ptiklad. Maji poukazat, ze i kdyz potkan ma jinou kanalovou vybavu, lze na jeho
srdci prokazat vliv 1é€iv a srdce potkana Ize tedy pouzivat jako vhodny model ke studiu
kardyotixicity.
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5 ANALYZA EKG

Tato kapitola se zabyva obecnym zpracovanim zaznamu EKG. Zpracovani EKG signalu
je slozity proces. EKG signal ma svij origindlni charakter, kterého lze pfi jeho
zpracovani vyuzit. Pro zpracovani EKG zaznamu existuji rizné algoritmy lisici se
slozitosti, uspésnosti detekce a rychlosti zpracovovani. Obecny princip rozméfeni EKG
signalu je vidét na Obrazek 6. Rozmérfené pozice jednotlivych vin poskytuji informace o
stavu srdce a ukazuji jeho funkénost.

5| Dredzoracovini b—> detekce N detekce QRS zzster

preczp I QRS hranic ORS conec

EKG I
Y . detekce detekce

: :'- : é konec

pfedzpracovani viny T hranic T

L 4
detekce detekce P aazitex
> S
viny P hranic P kanec

Obrazek 6: Obecny princip zpracovani EKG zaznamu, ptevzato z [9]

Pti snimani EKG nikdy nelze dosdhnout dokonalého signdlu bez ruSeni. Ruseni ma
za nasledek zastinéni dilezitych komponentiit EKG signalu. Proto je prvnim krokem tzv.
pfedzpracovani signalu, kterym se rozumi odstranéni neZzadouciach slozek. Poté muze
nasledovat samotna detekce QRS komplexu, detekce hranic jednotlivych vin a kmitta a
rozméteni dilezitych parametrli dle pozadované analyzy.

5.1  Predzpracovani signalu

Jak bylo zminéno v avodu této kapitoly, piedzpracovanim se rozumi potlaceni
nezadoucich slozek Vv signalu, tedy Sumu. K potla¢eni nezadoucich slozek se pouziva
filtrace. Pouzité filtry se musi volit s ohledem na charakter a vlastnosti signalu, aby
nedoslo k potlaceni uzitecného signalu. Rusivé signaly rozliSujeme z hlediska jejich
Sitky na tUzkopdsmové a Sirokopasmové. Mezi uUzkopasmové se fadi kolisani
izoelektrické linie a sitovy brum. Kolisani izoelektrické linie vznikd na rozhrani
elektroda-kize diky probihajicim elektrochemickym procestim, dychanim ¢i pomalymi
pohyby pacienta. Ve spektru Ize tyto elementy zaznamenat na frekvenci 0,8 Hz pro
rozhrani elektroda-ktze, 0,5 Hz pro dychani a 1,5 Hz pro pomalé pohyby pacienta.
Sitové ruseni, nazyvané brum se vyskytuje na frekvenci 50 Hz a vznika indukci napéti
zrozvodné sité. Mezi Sirokopasmové ruSeni se fadi myopotencidly. Vznikaji pfi
zatézovém snimani EKG, kdy dochazi k aktivnimu pohybu svala pacienta. Ve spektru
se toto ruseni nachazi na frekven¢nim pasmu od 20 Hz do fadové kHz [37].
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Pro odstranéni ruSeni kolisdnim nulové izolinie se pouziva filtr typu horni
propust. Filtr musi mit linedrni fdzovou charakteristiku, aby nedoSlo k fdzovému
zkresleni. Mezni kmitocet se voli podle frekvencniho obsahu spektra EKG signalu
a srdecni frekvence.

K potlac¢eni brumu se pouziva pasmova zadrz na kmitoc¢tu 50 Hz +£3 Hz. Tato
zadrz nemd zasadni vliv na zménu tvaru EKG. Lze jesté¢ vyuzit tzkopasmovy filtr.
Jedna se o nelinearni filtr a jeho nevyhodou je, ze zplisobuje zkresleni.

Rusivé myopotencialy se vyskytuji na frekvenci 20 Hz do fadové kHz. V tomto
piipadé se nedoporucuje vyuzivat linearni filtry, protoze znacné zkresluji komplexy
QRS. Vhodnéjsi je pouziti alternativnich metod zalozenych na kumulaci, nebo vinkové
transformaci. Kumula¢ni metody pracuji na principu zprimérovani jednoho srde¢niho
cyklu s nékolika nasledujicimi cykly. U této metody je dilezité presné synchronizovat
komplexy QRS, aby doslo ke spravnému primérovani. Metoda zalozena na vinkové
transformaci provadi rozklad EKG signalu na jednotlivé slozky, které jsou pomoci
vinkové filtrace prahovany. Z upravenych slozek je zpét rekonstruovan signal, ve

Kterém se jiz nenachazi rusivé elementy [37].

Doposud bylo popsané obecné predzpracovani EKG signalu. Pro analyzu pfi
které dochazi k rozméfeni EKG signalu je nutné pouzivat filtraci, ktera je prizptisobena
procesu rozméteni. Z Obrazek 6 je patrné, ze pro detekci QRS je nutné jiné
predzpracovani, jak pro detekci viny T a viny P, coz je dano jinym rozloZenim energie
komplexu QRS a téchto vin ve spektru. V ptipad¢ rozméteni EKG se filtraci snazime
zvyraznit useky, které maji byt detekovany a naopak potlacit ty useky, které nejsou pro
detekci dilezité. V piipad¢ detekce QRS komplexu je nutné potlacit viny P a T a
naopak. Po filtraci nasleduje transformace signalu, ktera ma za tkol jes$té zvyraznit
charakteristické vlastnosti detekovanych bodu.

5.2  Detekce QRS komplexu

vvvvvv

nejvyrazngj$i ¢ast signalu EKG. Detekce QRS je zakladni proces jakéhokoli algoritmu
pro analyzu EKG zaznami. Poskytuje informace o tepové frekvenci, jeji variabilité a
referenci pro néslednou klasifikaci dal§ich vyznamnych bodi.

Z literatury vyplyva, Ze existuje fada metod pro detekci komplextt QRS. Nejvice
se vyuzivaji algoritmy zaloZzené na prvni derivaci, vinkové transformaci, genetickych
algoritmech a neuronovych sitich. Méné vyuzivané jsou metody zalozené na skrytych
Markovovskych fetézcich, prichodu nulou, nebo pfizpusobené filtraci [9].

Jednotlivé pristupy detekce se odlisuji, ale obecné je lze popsat ttemi kroky,
které jsou vidét na Obrazek 7. Cilem pfedpracovani je zvyraznéni komplexiit QRS, které
se pohybuji ve frekven¢nim pasmu od 10 do 30 Hz, a naopak potlaceni nezadoucich
slozek. K tomu lze vyuzit filtr typu horni propust, ktery slouzi k odstranéni vin P a T.
Blok rozhodovaci pravidlo znac¢i detekci extrému zvolnou metodou. Struc¢ny piehled
metod pouzivanych k detekci extrémi je popsany nize. Posledni bolok je zpiesnéni
polohy, ktery neni podstatny pro samotnou detekci, slouzi pouze pro korekci poloh
komplexu QRS.
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Obrazek 7: Schéma detektoru komplexu QRS

Detekce QRS zaloZena na derivaci signalu

Metoda derivace EKG signalu je zaloZena na principu zvyraznéni QRS komplexu a
Kk potlaceni vin P a T. QRS komplex obsahuje vyssi frekvenéni slozky nez viny P a T.
Tyto slozky se v derivovaném signéle promitnout vyraznym strmym priabéhem, ktery
odpovida komplexu QRS. Vypocet derivace diskrétniho signalu lze provést odectenim
sousednich vzorkii.

yim)=x(n+1) —x(n—-1) 1)

kde yi(n) je vstupni vzorek na pozici n a vzorky x(n+1), x(n-1) jsou vzorky, které
nasleduji a predchéazeji vstupnimu vzorku.

Pro zvyraznéni transformovaného signélu 1ze pouZzit jesté vypocet druhé derivace.
yo(n) =x(n+2)—2x(n) + x(n—2) (2)

Kde vysledny transformovany signal je vdhovana linearni kombinace téchto dvou
derivovanych signala y1 a yo.

K vyhodnoceni pozic QRS se vyuziva porovnani transformovaného signalu s prahovou
hodnotou. Prah se stanovuje bud’ pevny, nebo adaptivni podle charakteru signalu.
Hodnota adaptivniho prahu se stanovuje jako procentualni ¢ast z maxima hodnoty na
daném useku signalu. Hodnota pevného prahu se stanovi jako pronetualni ¢ast
Zzmaxima hodnoty celého signalu. Findlni detekce je pak zpiesnéna pomoci
rozhodovacich pravidel, které vyplyvaji z charakteru analyzovaného useku signalu [9].

Metody zaloZené na Cislicové filtraci

Tyto metody vyuzivaji pro detekci QRS komplexu filtry typu horni propust, dolni
propust, pasmova zadrZ nebo nelinedrni filtry. Principem metody je sériové, nebo
paralelni zapojeni jednotlivych filtrG. Vystupy filtrd jsou déle linedrné, nebo nelinedrné
kombinovany.

U téchto metod Ize kombinovat riizné postupy. Napiiklad filtrace signalu pomoci dvou
paralelnich dolnich propusti. Kazda dolni propust ma jiné mezni frekvence. Vysledny
signal je urCen jako rozdil mezi vystupy z obou filtri. Nasledné je vystup zpracovan
nelinearni operaci (3), ktera potlaci nizké amplitudy a vyhladi vrcholy. Signal je
nakonec filtrovan dolni propusti a vrcholy komplexu jsou uréeny podle adaptivniho
prahu, ktery je uren z maxima signalu [9].
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(3)

y2(n) = Y1(n)[ Z y1°> (n+k)

k=-m

Dalsi mozny pfistup je pouziti pasmové filtrace s naslednou diferenci signalu. Diference
signalu je umocnéna na druhou a primérovana. Extrémy jsou detekovany podle
stanoveného prahu.

Metody zaloZené na neuronovych sitich

Metody zalozené na umélych neuronovych sitich se zejména vyuzivaji pti klasifikacich
a nelinedrnim zpracovani EKG signali. V fad¢ aplikacich dosahuji velmi dobrych
vysledkl oproti jiz zminemych dvou pfistupech detekce. Pro aplikaci neuronovych siti
pii analyze EKG zaznamu se vyuziva siti jako vicevrstvy perceptron (multiayer
perceptron), funkce s radialni bazi (radial basis function) a samoucici se sité (learning
vector quantization) [9]. Kazdd z vyjmenovanych siti ma své vyhody a nevyhody.

Funkce s radialni bazi se povazuje za spolehlivéjsi. Samoucici sité jsou naopak rychlé
pii vypocetnich i klasifika¢nich postupech.

Pro detekci QRS komplexu se neuronové sit€¢ vyuzivaji jako nelinedrni adaptivni
prediktory. Princip je pfedpovédét soucasnou hodnotu signalu x(n) diky znalosti jeho
ptedeslych hodnot x(n-i). Neuronova sit’ dobie piedpovida vzorky mimo komplex QRS
a béhem n¢j dochazi k nahlému zvyseni chyb ptredikce. Téchto bych se pak vyuzije
k nasledné detekci QRS komplexu.

Metody zaloZené na vinkové transformaci

Tyto postupy se Vv dnesSni dobé fadi k nejaktudlnéjSim piistupim jak pii detekci
komplexu QRS, tak pii rozméfeni celého EKG signalu. Pro detekci komplexu QRS se
vyuzivéa dyadickd vinkova transformace s diskrétnim ¢asem. Princip metody spociva ve
hledani podobnosti napti¢ dyadickou Skalou méfitek pomoci banky filtri. Metoda je
zavisla na volbé vinky. Vhodna volba vinky zplisobi vyrazné potlaceni ruSivych
element v signale a zaroven ziska signal vhodny k detekci.

Vétsina detektorti zalozenych na vinkové transformaci vyuzivaji k detekci a klasifikaci
rystt vsignale lokdlnich maxim vinkovych koeficientd. Pribéh QRS cyklu se
Vv transformovaném signale projevuje jako dvojice opacnych extrémi. Za potencionalni
QRS komplex je pak oznacen tsek, kde vyskyt opaénych extrému se nachazi v ramci
nékolika charakteristickych mefitek.

K uplnému urc¢eni kmitu R na zékladé€ Lipschitzova koeficientu a:

a; = log, |wp (27*1, n/* )| — log, |wy(27,n/)| @
_ al + az (5)
=T

kde ws jsou koeficienty vinkové transformace v mé¥itku 2! pro j=I...n.

Pokud o>0, dojde k potvrzeni pfitomnosti viny R. A dany usek je oznaen za QRS
komplex, kde je pfimo detekovany kmit R.

Vice o téchto metodach se 1ze dozvédéet v dizertaéni praci Ing. Martina Vitka, PhD. [9].
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Pro tucely této diplomové prace se vyuzil detektor zjiz zminéné dizertacni prace.
Detektor je vetfejné ptistupny v databazi UBMI [48].

5.3  Metody pro detekci QT intervalu

Pro hodnoceni vlivu 1éCiva se pouziva interval QT, ktery je v soucasné dobé
oznacovany jako zlaty standard [9]. Rozméfeni QT intervalu z EKG zdznamu je spojeno
s n¢kolika komplikacemi. Prvnim problémem je presnd detekce zacatku komplexu QRS
a konce viny T. Ktomu se vyuziva fada metod, které budou popsany nize. Dalsi
komplikace je volba vhodného svodu. Je nutné volit svod, kde viny a kmity maji
dostate¢nou amplitudu a nesplyvaji dohromady, aby mohly byt pfesné detekovany. Pro
analyzu QT intervalu se pouzivd svod, vnémz je tento interval nejdelsi. Pokud se
VvV tomto svodu prekryvaji viny T a U doporucuje se méfeni intervalu QT ve svodu bez
viny U. Poslednim faktorem znesnadiujicim kvalitni rozméfeni je vyskyt nezadoucich
sloZzek v EKG zdznamu. Mezi nezadouci slozky patfi Sum, jehoz spektrum se piekryva
se spektrem EKG signalu. QT interval je zavisly na srde¢ni frekvenci a proto se zavadi
korekce popsané v kapitole 5.4.

Interval QT je definovany od zacatku komplexu QRS, tedy kmitu Q po konec
viny T. Pii detekci QT intervalu se nejprve detekuje zacatek kmitu Q a nasledné konec
viny T. Rada studii popisuje rtizné metody a piistupy, avsak doposud nebyl nalezen
vhodny algoritmus, ktery by byl dostate¢né piesny. Z tohoto divodu je detekce
intervalu QT velkym pfedmétem zajmu a to predevSim na konferenci Computing in
Cardiology, ktera se zabyva vypocetni technikou v klinické kardiologii [34].

Obecné pro detekci QT itervalu existuji 2 pfistupy. Prvni pfistup shrnuje
metody, které vyuZzivaji amplitudovych charakteristik vlny T. Z téchto metod lze
jmenovat napiiklad derivaéni metodu, Philipsonovu metodu a medianovou metodu.
Druhy ptistup spociva ve vytvoreni Sablony a jeji korelace se signalem. Za konec viny T
je oznaCen bod z konce Sablony tam, kde Sablona nejlépe kopiruje dany signal. Do
druhého pfistupu lze jesté zaradit metodu vinkové transkofrmace a metodu proloZeni
polynomem druhého stupné [9], [35].

5.3.1 Detekce za¢atku Q, nebo detekce za¢atku komplexu QRS
Deriva¢ni metoda

Pro detekci zacatku komplexu QRS je signal filtrovan pasmovou propusti K zvyraznéni
komplexu QRS. Poté je vypoctena prvni derivace. V derivovaném signalu se zjisti prvni
extrém pomoci stanoveného prahu. Prah se stanovuje bud’ pevny, nebo adaptivni podle
charakteru signalu. Algoritmus hleda prvni pifekroceni nulové hodnoty pted timto
extrémem. Tento bod odpovida zacatku komplexu QRS [35] . Deriva¢ni metoda je na
Obrazek 8.

37



T T T T T T T
Vstupni signal
15001 Derivovany signal I
— Detekovana pozice zacatku komplexu QRS
[
| I'
[
1000 | | -
= | |
= |
g |
2 500 [ ]
| i -
| VAN
N "'\ r N\
[ )
O = l A S A -
Sy | A T
i%
L r L r

r L r
3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900
Vzorky signalu [-]

Obréazek 8: Derivacni metoda pro detekci zacatku QRS komplexu, ptevzato z [35]

Philipsova metoda

V této metod¢ je vytvorena ptimka, ktera spojuje vrchol kmitu R a pozici signalu 200
ms pted vrcholem. Kmit Q je pak detekovan na pozici, kde je nejvétsi diference mezi
vytvorenou piimkou a signdlem. Nésleduje zjisténi zacatku kmitu Q, kdy je vytvorena
druhd ptfimka, ktera spojuje maximum kmitu Q s bodem, ktery se nachdzi 50 ms pted
timto maximem. Opét se zjisti nejveétsi diference a tento bod je oznacen jako zacatek
kmitu Q. Tato metoda ma vyhodu oproti ostatnim v tom, Ze neni zavisla na zméné tvaru

viny Q [40].
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Obrazek 9: Philipsova metoda pro urc¢eni kmitu Q, pievzato z [35]

Medianova metoda

U této metody je detekce komplexu QRS provedena pomoci filtrace signalu filtrem typu
pasmova propust 4. fadu s meznimi frekvencemi 0,5-100 Hz. Nésledné jsou detekované
viny R pomoci piekro¢eni prahové hodnoty. Poté se uréi zacatek komplexu QRS, kmitu
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Q. Pro urCeni zacatku kmitu Q je vybran tsek o velikosti 200 ms pifed kmitem R.
V tomto useku je pomoci plovouciho okna o délce 30 ms vyhladavan bod, ktery ma
minimalni obsah amplitudy. Zacatek viny Q je vyhledavany ve vSech svodech EKG
zaznamu [34].

5.3.2 Detekce konce viny T
Deriva¢ni metoda

Pti detekovani konce viny T je za pozici vrcholu viny T zjisténa pozice prvniho extrému
Vv derivovaném signalu. Prah je stanoven na desetinu z tohoto extrému. Prvni nasledujici

hodnota v derivovaném signalu, ktera ptekro¢i prah, je oznacena jako konec viny T [2],
[35].

Philipsonova metoda

Obdobné jako zacatek komplexu QRS se pomoci této metody detekuje konec viny T.
Zejména pro konec viny T je tato metoda velmi Uc¢innd. Princip metody spociva ve
vytvoteni ptimky, kterd prochdzi vrcholem viny T a bodem 100 ms za inflexnim bodem
sestupné ¢asti viny T. Konec viny T odpovida nejvétsi hodnoté diference mezi ptimkou
a signadlem. Vyhodou metody je, Ze neni z&vislad na zménég tvaru viny T béhem zdznamu.
Z tohoto divodu se metoda doporucuje pro detekci QT itervalu v dlouhodobych
Holterovskych zdznamech [40].
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Obrazek 10: Philipsova metoda pro ureni konce viny T, pfevzato z [35]

ProdlouzZeni teénou

Tato metoda je velmi podobna ptedchozi metod¢ s rozdilem, ze pii detekci konce viny
T pfimka (teCna) prochéazi inflexnim bode a misto, kde se te¢na protne s izolinii je
oznaceno jako konec viny T. Izolinie se stanovi z intervalu PQ [2], [35].

ProdlouZeni polynomem 2. stupné

Urceni konce viny T je provedeno pomoci prodlouzeni polynomem druhého stupné.
Nejprve je nalezen vrchol viny T, jako lokalni maximum vyskytujici se za komplexem
QRS. Od pozice maxima je provedena aproximace polynomem druhého stupné
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(parabola). V pozici, kde ma parabola extrémni hodnotu se nachazi konec viny T.
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Obrazek 11: Metoda prodlouzeni polynomem 2. stupné pro urceni konce viny T, pifevzato z [35]

Vinkova transofrmace

Tato metoda je zalozena na principu konvoluce vinky se signdlem. Pro pouziti
algoritmu na lidské zaznamy EKG je doporuc¢ena vinka bior 1.5, méfitko 41.
Vysledkem konvoluce je vyfiltrovany a derivovany signdl. Nalezeni konce viny T je
obdobné jako v derivacni metodé€, kdy se v derivovaném signdlu hleda hodnota, ktera
prekroci prah stanoveny na desetinu hodnoty extrému [9], [35].

Metoda zaloZena na pouziti templatu

Vyhodou této metody je, Ze se nejvice piizpiisobuje morfoligii viny T. Nejprve je
vybran usek signalu, ve kterém se nachazi QRS komplex a vlna T. Poté je rucné
vytvofena $ablona QT intervalu. Tato metoda lze vyuzit na detekci jak celého intervalu
QT, tak na jednotlivé cCasti, tedy zacatek kmitu Q a konec viny T. Rozdil spociva ve
vytvofeni dvou templati misto jednoho. Poté opét nasleduje korelace jedné Sablony se
signalem a nasledné druh¢ Sablony se signalem. Tam kde jsou korelace maximalni, se
ur¢i podle Sablony zacatek kmitu Q a konec viny T. Tato metoda je zavisla na tvaru a
délce sablony. Zminény pfistup pouzili autofi ¢lanku [41] pro vytvoieni programu, ktery
hodnoti variabilitu QT intervalu v dlouhodobych zaznamech. Tento program slouzi
Vv klinické praxi, kde v realném case ziskava a analyzuje QT inetrval [41], [42].
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5.4  Zavislost QT intervalu na frekvenci

QT interval pfedstavuje repolarizaci komor, jejiz délka trvani je zavisla na srdecni
frekenci. Pti vzrustajici srde¢ni frekvenci dochazi ke zkracovani QT intervalu a naopak.
Pro odstranéni vlivu zavislosti na srdecni frekvenci byla navrzena fada postupt.
Pouzitim téchto postupii 1ze ziskat tzv. korigovany QT interval oznacovany jako QTec.

Mezi nejznaméjsi korekéni zpusob patii Bazettiv vzorec (6), stanoveny na
zakladé QT intervali u 39 osob. Bazettiiv vzorec déli naméfenou délku QT intervalu
druhou odmocnicnou RR intervalu. RR intreval predstavuje ¢asovy usek mezi dvéma po
sobé jdoucimi komplexy QRS [43].

QTcB = or ©)

Dalsi korekéni zptisobem je vypocet podle Fredericiho vzorce (7). Tento vzorec
je podobny Bazzetovu, ale misto druhé odmocniny je pouzita tfeti odmocnina z
intervalu RR.

()

T
TcF =
¢ VRR

Tretim zplGsobem je Framinghamiv vzorec (8) ve kterém je ke QT intrevalu
pfictena stanovend hodnota. HR (hear rate) je srde¢ni frekvence.
1-60 (8)
HR )

QtcFra = QT + 154 = (

Dalsim zptisobem je korekce podle Hodgesova vzorce (9), kde se k intervalu QT
opét pricitana hodnota, ktera je zavila na srde¢ni frekvenci.

QTcH = QT + 1,75 = (HR — 60) 9)

Ze studie [43] vyplyva ze vzorec (6), (7) a (8) jsou vice ovlinény srdecni
frekvenci nez vzorec (9). I pies tuto skutecnost u vSech zptisobt korekce autofi ¢lanku
[43] prokdzali vliv testovaného parametru na QT interval, z ¢ehoz lze usoudit, Ze
vSechny uvedené postupy korekce jsou vhodné. Pii vyssi frekvencich se doporucuje
pouzivat Fredericiho vzorec, protoze je piesnéjsi [43].
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6 PERIMENTY NA IZ’OLOVANYCH
ZVIRECICH SRDCICH

Tato kapitola podava informace o zpracovavanych datech. Popisuje prib¢h experiment
a veskeré informace o zaznamenavanych signalech. Pro tcely této diplomové prace byla
pouzita data ze dvou experimenti. Prvni sada dat je z experimentl, na kterych se
sledoval vliv nové syntetizovaného léCiva. Na téchto datech prob&hla manudlni
klasifikace a vyhodnoceni vlivu testovaného IéCiva. Druhd sada dat pochazi
z podobného experimentu, ktery byl publikovan na konferenci Cinc v roce 2016 [18].
Na této sad¢ dat probihala tvorba a testovani algoritmu pro automatické rozméieni dat.
Informace o datech z obou experimentt jsou popsany v této kapitole.

6.1 Experimenty s aplikaci betablokatori

Experimenty pro tGcely hodnoceni vlivu nové syntetizovaného beta-blokatoru byly
provadény v Laboratofi experimentalni kardiologie Fyziologického ustavu Lékaiské
fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Pro zkoumani byly vybrani potkani kmene
Wistar, samci 0 hmotnosti 300 — 350g. Byly rozdéleny 3 skupin: negativni kontrola
(NK), pozitivni kontrola (PK) a testovana latka (TL). Kazda skupina obsahovala 3
experimenty. V experimentech skupiny PK byla poddna latka carvedilol, ktery je
popsana v kapitole 2.1.3. Testovana latka s ozna¢enim TP1 je nové vyvinuta. Podle
chemické struktury se fadi mezi beta-blokatory. Nicméné jeji uCinky na srdce dosud
nebyly zkoumany. Experiment byl zaméfen na studium vlivu této latky na srdce
v koncentraci 40 nmol/l. Aplikovana koncentrace vychazi ze studie [39], kde byl
prokazan kardioprotektivni Uc€inek carvedilolu na ischemicko-reperfuzni poskozeni
srdce. Ze studie je ziejmé, ze koncentrace 10 mol/l ovliviiuje vedeni vzruchu ze siné
na komory. Koncentrace 10 mol/l ovliviiuje vedeni vzruchu pies komory. Mozno proto
predpokladat, Ze zvolend koncentrace by méla ovliviiovat vedeni ze siné¢ na komory a
prodluZovat tak PQ interval.

Experiment by proveden na izolovaném srdci dle Langendorffa. Obecny popis
modelu se nachazi v kapitole 3.2.

Pfi experimentu byla zvifata uvedena do anestezie. Nasledné byl zvifatim zlomen
vaz a z hrudniku vyjmuto srdce s dostate¢né dlouhou ¢ésti aorty. Srdce bylo umisténo
do K-H roztoku o teploté 4 °C (NaCl, 118 mM; NaHCOs, 27 mM; KCI, 4,8 mM;
KH2POg4, 1,0 mM; MgSOg4, 1,2 mM; CaCly, 1,2 mM; glukésa, 10 mM). Srdce bylo
pfipojeno na Langendofiiv perfizni systtm a bylo promyvano K-H roztokem o
konstnatni teploté 37°C. Pratok roztoku byl udrZzovan peristaltickym Cerpadlem na
konstantnim tlaku 75 mmHg.

Nejprve probehla 20 minutova stabilizace (S). Poté nasledovala faze promyvana
(BB) K-H roztokem s piidanym lékem (dle skupiny). Skupiné NK byl béhem této faze
aplikovany pouze Cisty K-H roztok. Skupiné PK 1€k carvedilol a skupiné TL nova latka.
Nasledovala faze ischemie (ISCH) a po ni posledni faze repefiize (REP). Pribéh celého
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experimentu je na Obrazek 12. V prubéhu stabilizace, konkrétné ve 12 minuté doslo
k zapnuti linearniho davkovace 1éku (Pumpa on). Lék z linearniho davkovace se do
srdce dostal za 8 minut, tedy na zacatku faze BB.

. Podani léku Ischemie Reperflze
Stabilizace (S) (BB) (ISCH) (REP)
20 minut 20 minut 20 minut 20 minut

Obrazek 12: Schéma prabéhu experimentd s aplikaci beta-blokatoru.

Elektrogram byl prubézn¢ snimén pomoci argent — chloridovych elektrod. Elektrody
byly zapojené do devitisvodového systému. Signal byl zaznamenavan pomoci systému
Compact Langendorff (MDE, Némecko) se vzorkovaci frekvenci 1 kHz.

6.2  Experimenty s aplikaci haloperidolu

Experimenty byly provadény na potkanech kmene Spraque-Dawley s indukovanou
neurovyvojovou porucou projevujici se schizofrennim fenotypem. Tyto potkani tvoftili
skupinu schizofrenni v po¢tu 9. Skupina kontrolni obshovala 6 jedinc.

Potkani byli uvedeni do hluboké anestezie a byla provedena izolace srdce. Srdce
bylo vyjmuto s dostatecné dlouhou ¢asti aorty a umisténo do Krebs — Henseleitova (K-
H) roztoku o teploté 4 °C. Srdce bylo pfipojeno na Langendorffiv perfiizni systém,
ktery udrZoval konstantni tlak 75 mmHg.

Nejprve probéhla 20minutovéa stabilizace, nésledovalo promyvani Krebs —
Henselotovym roztokem s pfidanym lékem haloperidol o koncentraci 10 nmol/l po dobu
40 minut a dalSich 40 minut vymyvani. Elektrogram izolovaného srdce byl kontinualné
zaznamenavan pomoci stiibro — chloridovych elektrod. Elektrody byly zapojené do
dvousvodového systému, jeden svod smétfoval do levé komory a druhy svod byl na néj
kolmy. Signaly byly zaznamenany pomoci NI USB-6229 BNC (National Instruments,
TX, USA) se vzorkovaci frekvenci 5 kHz.

. Podani Vymyti
Stabilizace haloperidolu haloperidolu
20 minut 40 minut 40 minut

Obrazek 13: Schéma jednotlivych fazi experimentl s aplikaci haloperidolu a jejich ¢asy trvani
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Tyto experimenty poskytly sadu 5 experimentalnich zaznami, ktera byla pouzita
pro vytvofeni algoritmu pro ucely této diplomové prace.

6.3 Manualni rozméreni elektrogrami s aplikaci
haloperidolu

Pro tvorbu algoritmu bylo potieba zjistit referen¢ni hodnoty vin a kmitt potkaniho EKG
zaznamu za normalnich podminek (tj. ve stabilizaci). Vzhledem k tomu, Ze tyto hodnoty
nejsou stanoveny obecné, bylo nutné rozméfit experimenty manualné. Manudlni
zpracovani vSech péti experimentalnich zaznamd bylo provedeno v programovém
prostiedi MATLAB. Toto manualni rozméfeni se pouzilo pouze pro tvorbu algoritmu.
Byly rozméfeny zacatky a konce viny P, komplexu QRS a vilny T. Rozméfovani
probihalo ve 3 usecich signalu v obdobi stabilizace, v kazdém tuseku signalu bylo
rozméteno 10 cyklt podle nasledujiciho schématu Obrazek 14.

Vina P Komplex QRS VinaT
L ’ Stanoveni zad4tku * Stanoveni zacatku,
Stanoveni zacatku konec uréen v
a konce a konce

misté izolinie

Obrazek 14: Schéma manualniho rozméfeni EKG zdznamu s aplikaci haloperidolu

Manualni rozméteni bylo provedeno jednou osobou (autorkou prace) za pouZiti
stejného zafizeni a monitoru s dostate¢nou rozliSovaci schopnosti. Chybu, ktera mohla
béhem rozméfovani vzniknout, 1ze povazovat za systematickou. Hodnoty rozméteni
byly statisticky zpracovany (Obrazek 15) a byly ziskany maxima, minima a median
trvani viny P, intervalu PQ, komplexu QRS a intervalu QT, které jsou uvedeny v
Tabulka 5.

Tabulka 5: Hodnoty manuélniho rozméfeni

Ndzev Maximalni Minimdlni Medidnovad
délka [ms] délka [ms] hodnota
délky [ms]
Vina P | 11 38,4 22,2
Komplex QRS | 11 44,8 26,4
Interval QT | 40 126,6 90
Interval PQ | 29,2 91,2 44

Druhé manualni rozméteni dat bylo povedeno expertem v oblasti
elektrokardiografickych dat (externi vedouci prace). Pro tento ucel byl pouzit software
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dostupny na UBMI [45]. Analyza byla provedena na stejném zaifizeni s monitorem,
ktery mél dostateCnou rozliSovaci schopnost. Chybu, ktera mohla béhem manudlniho
rozméteni vzniknout, lze povazovat za systematickou. Expertni rozméfeni zdznamu
bylo pouzito pro hodnoceni kvality rozméfovaciho algoritmu.

+
120 + i
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— 80 b
)
E
%) +
®
QO 60 * * b
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40 + + B
20 b
1 1 1 1
Vina P Interval PQ Komplex QRS Interval QT

Obrazek 15: Vysledek manualniho rozméfeni
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7 STATISTICKA ANALYZA DAT

Pro vyhodnocovani experimentalnich dat v medicinském a biologickém vyzkumu se
vyuziva fada statistickych metod zaloZzenych na testovani statistickych hypotéz.
Vybérova data jsou ziskdna méfenim ndhodné veliC¢iny v experimentu. Diky statistické
analyze vybérovych dat lze rozhodnout o platnosti ur¢ité¢ho tvrzeni, které se nazyva
statistickd hypotéza.

Experiment je provadén na sledovanych jednotkach, které se tfadi do rtznych
skupin podle pouzité pokusné intervence. Nejcasteji se voli tzv. komparativni metody.
U téchto metod se pracuje minimalné se dvéma skupinami (kontrolni a pokusna).
Kontrolni skupina obvykle neni vystavena pokusné intervenci. Skupina vystavena
intervenci se nazyva experimentalni. Experimenty 1ze provadét i s nékolika oSetienymi
skupinami. Cilem statistické analyzy experimentalnich dat je zjistit a kvantitativné
specifikovat rozdily mezi jednotlivymi skupinami [47].

Statisticka hypotéza

Testovani statistickych hypotéz je jedna ze zakladnich metod statistiky. Principem této
metody je rozhodnout na zéklad¢ informaci z ndhodnych vybérd, zda pfijmeme, ¢i
zamitneme urcitou hypotézu. Statistickd hypotéza je tvrzeni, které se milZe tykat
neznamych parametrti, danych funkei parametrd, nebo také tvaru rozdéleni zékladniho
souboru. Statistickou hypotézou mtize byt tvrzeni [47]:

e dany ndhodny vybér pochdzi z normalniho rozdélent,

e 2 nahodné vybéry pochazeji ze stejného rozdéleni,

e 2 nahodné vybéry jsou z rozdéleni, ktera maji stejnou stfedni hodnotu nebo
rozptyl.

Platnost ¢i neplatnost hypotézy I1ze urcit pomoci statistickych testd. Jestlize sledované
parametry pochazi ze zndmého rozdéleni nahodné veliiny, nejcastéji Gaussovo
normalni rozdé€leni, k analyze lze vyuzit parametrické testy. V opacném piipad¢ se
statistické hypotézy tykaji obecnych vlastnosti zédkladniho souboru a pfislusny test
nevyzaduje znalost typu rozdéleni v souboru, v tomto piipadé€ lze vyuZzit neparametrické
testy.

Nejprve je nutné formulovat statistickou hypotézu, které bude nasledné testovana.
Statistickd hypotéza ma dvé formy, nulovou a alternativni. Tyto dvé formy se pfi
testovani kladou proti sobé.

e Nulova hypotéza: tvrzeni, které vyjadiuje Zadny neboli nulovy rozdil mezi
testovanymi soubory dat.

e Alternativni hypotéza: tvrzeni, které popira platnost nulové hypotézy, vyjadiuje
existenci diference nebo zavislosti mezi soubory.

DalSim krokem pii testovani hypotéz je urCeni hladiny vyznamnosti. Hladina
vyznamnosti je pravdépodobnost, Ze se zamitne nulovd hypotéza, i kdyz plati. Pro
biologicka data se pouziva hladina vyznamnosti 0,05, nebo 0,01. Volbou hladiny
vyznamnosti se udava sila testu. Poslednim krokem je vybér spravného testu. V tomto
ptipad¢ je nutné si uvédomit, co ma byt testované a kolik skupin ma testem projit.
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Pichled pro spravny vybér statistického testu je na Obrazek 16, [44], [47].

pro nezavisle vybéry,
nezavislé vzorky
(neparové hodnoty)

Jednovibérovy test pro srovnani
s jednou hodnotou (napf. referencni)

vice primér
Snedekoriv F-test

1. Lrok Testy normalniho rozdgleni (distribuce)
Shapirov-Wilkdv test pro men3i soubory (n<50)
Keolmogorov-Smirnoviv test pro meni i vété soubory
Chi-lovadrat test (35)

2. krok PARAMETRICKE TESTY NEPARAMETRICKE TESTY
Studentiv t-test dvouvibérovy pro Wilcoxonfiv neparovy test (Mann-Whitnedv U
nepirové hodnoty (jednoducha varianta test) pro nezavislé vzorky (dveuwvibérovy)

Testy ANOVA) Medidnovy test

Kolmogorov-Smirnoviy test pro dva vibéry
Eruskal-Wallisiv test pro vice nef dva
nezavislé vybéry (Tg)

Testy

pro zavislé vybéry,
zavislé vzorky (parove
hodnoty)

Studentiiv t-test dvouvybérovy pro
parové hodnoty

Wilcoxoniiv parovy test pro zavislé vzorky
(jednovibérony)

Friedmantv test (Friedmanova ANOVA) pro
vice neZ dva zavislé vibéry (Tg)
Znameénkovy test

McNemariv 32 test

Testy
korelace

Jednoducha linearni korelacni analyza
(Pearsoniv korelatni koeficient 1)
Linearni regrese

Nelinedrni regrese

ANOVA jako test zavislosti jevu na
jednom & vice faktorech

Spearmanniiv test pofadové korelace
(Spearmantv koeficient rs nebo R)

Chi-levadrat test (X7)
Eendalliv test pofadové korelace

Obrazek 16: Tabulka statistickych testl, pfevzato z [44]

Pro ucely této prace se pouzili tfi statistické testy. Pro ovéfeni, zda data pochézi
z normalniho rozdé€leni, se pouzil Kolmogoroviv—Smirnoviv test. Pro hodnoceni
jednoho vybéru Wilkoxnilv parovy test pro zavislé vzorky a pro hodnoceni tii vybéri

Kruskal-Wallistv test pro vice nez dva nezavislé vybéry.

7.1.1 Kolmogoroviiv—Smirnoviiv

Je statisticky test, ktery zjiStuje, zda ndhodné proménné pochdzeji ze stejného
pravdépodobnostniho rozd€leni. Nulova hypotéza predpoklada, ze testovany soubor ma
normdlni pravdépodobnostni rozdéleni. Alternativni hypotéza pak piedpoklada, Ze
testovany soubor nema normalni pravdépodobnostni rozdéleni. Test nejprve uspotrada
hodnoty podle velikosti od nejmensiho po nejveétsi a poté testuje pomoci vzorce (10).
Tento test 1ze pouzit 1 v piipadé malych ndhodnych vybéra.

D, = max{

i—1
n

Fxw) =

i=12,..,n

Je-li D,, = D, zamitame nulovou hypotézu [46].
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7.1.2 Wilcoxniiv parovy test pro zavislé vzorky

Pouziva se pro hodnoceni parovych pokusti u vzorki, které neodpovidaji normalnimu
rozdéleni. Test porovnava dvé méfeni z jednoho experimentu a testuje hypotézu, ze
distribu¢ni funkce téchto méfeni jsou si rovny. Vypocet vychazi z porovnéni veli¢in X a
X'(X je méteni pied pokusnym zasahem, X'je méieni po pokusném zasahu). Test zjisti
rozdily mezi parovymi hodnotami (veliina z). V ptipadé shody parovych hodnot jsou
rozdily nulové, a ty se z dalsiho hodnoceni vyiadi. Nenulové rozdily jsou uspotfadany
vzestupné v absolutni hodnot¢.

Napi: |+2z3]|< | =21 |< |[+24] < |[+25] < |—2z5]<........ n
n = pocet part s nenulovym rozdilem.

Poté je kazdému rozdilu z, pfifazeno potadi. Testuje se nulovd hypotéza HO:
rozdéleni velicin X a X'je shodné, oproti alternativni hypotéze Ha: rozdéleni veli¢in X a
X'neni shodné. Test se hodnoti podle vzorce (11). Pokud jsou rozdily Symetrické kolem
0, z ¢ehoz vyplyva, ze soucty kladnych a zapornych hodnot by mély byt rovny 0, plati
nulova hypotéza.

nx(n+1) (12)

W,+W_ =
+t >

W, - soucet poradi odpovidajicich kladnym rozdilim

W_ - soucet potadi odpovidajicich zapornym rozdilim

W = min(W,, W.) (12)

Hodnota W se porovna s tabelovanou hodnotou podle pfislusného n a zvolené
hladiny vyznamnosti. Je-li W < W (a, n) dojde k zamitnuti nulové hypotézy a piijmuti
alternativni hypotézy, v opacném piipadé je tomu naopak. Pokud dojde k zamitnuti
nolové hypotézy, znamena to, Ze pokusny zasah byl ucinny [47].

7.1.3 Kruskal-Wallisiv test pro vice nez dva nezavislé vybéry

Tento test je zobecnénim Wilcoxnova dvouvybérového testu. Patii do skupiny
neparametrickych testli, takZe neni nutné, aby data pochdzela z normélniho rozdéleni.
Tento test se pouziva pro porovnani dvou a vice vybéri. Pro tento test uvazujeme n
nezavislych vybéra. Piedpokladejme, Ze kazdy vybér pochazi z n¢jakého rozdéleni se
spojitou distribu¢ni funkei. Testuje se hypotéza HO: vSechny vybéry pochazi ze stejného
rozdeleni, oproti alternativni hypotéze HA: vSechny vybéry nepochazi ze stejného
rozd¢leni.

Podobné jako u Wilcoxnova dvouvybérového testu jsou data sefazena do
rostouci posloupnosti a je ur¢eno jejich pofadi. Soucet potadi prvki v i-tém vybéru se
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oznac¢i Ti. Pro ureni platnosti hypotézy je pak testovana statistika podle rovnice (13)
[46], [47].

12 T , (13)
1=

Jesltize Q = X7 (@), zamita se nulova hypotéza na hladiné vyznamnosti, ktera
se rovna o Pfi zamitnuti nulové hypotézy tedy plati tvrzeni, Ze vSechny vybéry
nepochézi ze stejného rozdeleni. Poté je nutné urcit, které vybéry se mezi sebou lisi.
Ktomu Ize vyuzit Bonferroniho metodu mnohonisobného porovnani. Metoda
porovnava vSechny mozné dvojice pruméri pomoci modifikovaného dvouvybérového
t-testu s upravenou hladinou vyznamnosti (1*(I-1)/2). Nulova a alternativni hypotéza je
pak stejna jako pro dvouvybérovy t-test a testuje se podle rovnice (14).

N (14)

1 1
\/52 * (n_1+n_2)

[ a [i; jsou vyb&rové priméry v prvni a druhé skupiné a s?je vazeny pramér
vybérového rozptylu. Po tpraveé podle Bonferroniho metody se testuje nulova hypotéza
podle rovnice (15). Se znaci rezidualni roptyl a fe znaci stupné volnosti.

h-i (15)

S 1 1
— _+_
fE i (ni nj)

T =

Pokud plati |T| > t 2 (N —I) plati nulova hypotéza. Hodnota t 2 (N-1)
I

“T-1 I-15
2 2

je tabelovana kriticka hodnota Studentova rozdé€leni (viz statistické tabulky) [46].
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8 ANALYZA EXPERIMENTALNICH EKG

V této praci byly zpracovany signaly ziskané pii experimentech, které probihali na
Lékarské fakult¢ Masarykovy univerzity v Brné za u¢em testovani nového léku. Pro
ziskani zdznau a manualni klasifikaci byl pouzit SPEL Advanced Haemosys software
dostupny na Lékaiské fakulté. Automatickd analyza a statistické vyhodnoceni bylo
provedeno v programovém prostiedi Matlab.

Data ziskana z experimentii byla nejprve manualné a poté automaticky rozméfena a
nasledné statisticky vyhodnocena. Veskera analyza dat je podrobné popsana v této
kapitole. Hodnocena byla zména délky intervalu QT, ktera mize poukazovat na
proarytmogeni ucinek 1éku, dale pak intervaly RR, PQ a komplex QRS.

8.1  Manualni zpracovani elektrogramii

Pro manualni zpracovani dat se pouzil software s nazvem SPEL Advanced Haemosys.
Tento software umoznoval rozméfeni 11 pozic v kazdém cyklu P-QRS-T. Pozice:
zacatek viny P, vrchol viny P, konec viny P, zac¢atek kmitu Q, vrchol kmitu Q, vrchol
komplexu R1, bod J (junkéni bod), zacatek viny T, vrchol vny T a konec viny T a
vrchol nasledujiciho komplexu R2. Z téchto bodi pak software urcil hodnoty RR, HR,
P,Q,R,T, tsek ST, PQ, QRS, QT, QTcb, QTcf, QTcv. Pro hodnoceni EKG zaznamu
byly ur€eny vyhodnocované tseky. Tyto tseky stanovil expert v oblasti kardiologie
(externi konzultant prace). Tyto Useky jsou popsany v tabulce pod timto textem
(Tabulka 6).

+0,25mV |

Vrchol driihého !
komplexu QRS
(bodR2) | ===

|

|

Vrchol |

komplexu :

Zacatek . QRS (bod R1) I :

viny P I
= ! Zacatek b :

kmituQ Konec |

':D' komplexu :

Ak <= ars (bod J) :

|

Konecviny T

-025mv |

oms | P ’ 500 nis

Obrazek 17: Ukazka rozméteni vyzmanych bodii pomoci software SPEL Advanced Haemosys
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Tabulka 6: Mista v EKG zaznemu na kterych probihalo manualni rozméfeni

Ndzev mista Zkratka Pozice mista

Pumpa on P1 1 minuta pfed zapnutim pumpy
Pumpa on 2 P2 1 minuta po zapnuti pumpy
Stabilizace S1 20. minuta stabilizace
Betablokdtor 1 BB1 1 minuta po podani latky
Betablokdtor 5 BB5 5 minut po podani latky
Betablokdtor 10 BB10 10 minut po podéni latky
Betablokdtor 15 BB15 15 minut po podéni latky
Betablokdtor 20 BB20 20 minut po podani latky
Ischemiel ISCH1 1. minuta ischemie
Ischemie5 ISCH5 5. minuta ischemie
Reperfuize5 REP5 5. minta reperfiize
Reperfiize 15 REP15 15. minuta reperflize
Reperfuize 20 REP20 20. minuta reperfiize

Manuélni hodnoceni probihalo tak, Ze nejprve byl zcelého zdznamu vybran
stanoveny usek zajmu. Poté nasledovalo presné vybrani dvou po sob¢ jdoucich P-QRS-
T cykld. Software poté umozioval automatické rozmétfeni pozic jednotlivych vin a
kmitt podle jeho implementované metody. Ukéazka rozméteni vyznamnych bodi
pomoci systému je na Obrazek 17. Poté probéhla vizualni kontrola téchto stanovenych
pozic, popfipad¢é upifesnéni jejich polohy. Nasledné vyexportovani pozic do formatu
.csv. Tento .csv soubor slouZzil pro statistickou analyzu. Toto manualni hodnoceni bylo
provadéno jednou osobou (autorkou prace) na jednom zatizeni. Monitor tohoto zafizeni
mél dostateCnou rozliSovaci schopnost. Chyby, které mohly béhem manuélniho
rozméteni vzniknout, 1ze povaZzovat za systematické, protoze hodnotil stejny systém a
stejnd osoba. Toto manudlni rozméfeni lze povazovat pro ucely této prace za zlaty
standard, pravé protoze byl pouzit software i vizualni hodnoceni osobou.

8.1.1 Statistické vyhodnoceni manualniho rozméreni EKG zaznamu

Z manualné¢ vyhodnocenych dat byla provedena statisticka analyza pomoci testl
popsanych v kapitole 7, za pouziti programového prostiedi Matlab. Pii statistické
analyze byly vyhodnoceny intervaly RR, PQ, QRS a QT.

Nejprve doslo ktestovani normality dat. K tomuto ucelu byl pouzit
Kolmogoroviiv-Smirnoviv test popsany v kapitole 7.1.1. Tento test byl vybran z toho
divodu, ze ho lze pouzit na malém poctu dat. Z testu vyplynulo, Ze data nepochézi

51



Z normalniho rozdéleni, a proto je nutné pouzivat neparametrické statistické testy.

Nasledn¢ byly vyhodnoceny zmény v ramci kazdé experimentalni skupiny. Pro tyto
ucely byl pouzit Wilcoxnliv parovy test pro zavislé vzorky popsany v kapitole 7.1.2.
Tento test zjistoval, zda aplikace latky ma nebo nema vliv na zménu urenych
intervali. Za hladinu vyznamnosti byla povazovana honodta p<0.05.

Vysledky srovnani vSech vyhodnocovanych intervalii parového statistického testu
pro negativni kontrolu (NK) lze vidét v Tabulka 7. Pokud je hodnota p < 0,005 je
potvrzena nulova hypotéza, ktera tika, ze doslo ke zmén¢ analyzovaného intervalu.

Tabulka 7: Vysledky Wilcoxnova testu pro negativni kontrolni skupinu (NK)

Parametry p hodnota p hodnota p hodnota p hodnota
porovndni RR PQ QRS QTcf
P1xP2 0,997 0,7671 0,998 0,9117
P1xS1 0,1022 0,2077 0,0963 0,105
S1xBB1 0,7833 0,3313 0,3447 1
S1 xBB5 0,5334 0,4063 0,141 0,8418
S1xBB10 0,5048 0,6729 0,0352 0,8883
S1xBB15 0,4632 0,5338 0,0243 0,5997
S1xBB20 0,3688 0,2479 0,1375 0,61
BB20 x ISCH1 9,9 e 0,4591 0,8073 0,1119
BB20 x ISCH5 2,8 el 7,3 el10 1,6 e 2,14 10
BB20 x R10 0,0178 0,4029 0,3526 0,9705
BB20 x R15 0,2465 0,5738 0,1807 0,217
BB20 x R20 2,8 el® 0,1174 0,6817 0,0047
S1 xISCH1 0,0266 0,0867 0,1034 0,0867
S1 x ISCH5 2,8 1) 1,9 et® 6,4 et 1,9 et
S1 xR10 0,5574 0,0735 0,053 0,0735
S1xR15 0,3695 0,1254 0,0311 0,1254
S1xR20 0,12 0,672 0,1471 0,0043

Z tabulky je zfejmé, Ze v ramci negativni kontrolni skupiny (NK) nedoslo k
signifikantnim zméndm v z4dném z intervalti aZz do faze ischemie (oznaceni ISCHI1 a
ISCH5). Na Obrazek 18 jsou zobrazeny krabicové grafy vSech analyzovanych intervala.
Z téchto grafl je zfejmé, Ze u kontrolni skupiny zvifat (NK) doSlo po péti minutach
ischemie (ISCHS5) k signifikantnimu prodouzeni RR, PQ a QTcf intervalu.

52



RR interval negativni kontrola (NK) PQ interval negativni kontrola (NK)
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Obrazek 18: Krabicové grafy vSech parametrti pro negativni kontrolni skupinu (NK),
(intervaly: RR, PQ, kompex QRS a interval QTcf)

Pro pozitivni kontrolni skupinu (PK) byl pouzit stejny statisticky test, ktery je
zminén vySe. Vysledky testu jsou zobrazeny v Tabulka 8. Na Obrazek 19 jsou
zobrazeny krabicové grafy vSech analyzovanych intervalii pro pozitivni kontrolni
skupinu. Z téchto grafi vyplyva, Ze v pozitivni kontrolni skupiné doslo pfi podani 1éku
k signikikantni zméné pouze u QRS intervalu a castecné 1 QTcf. V ptipadé¢ QRS
intervalu doslo k mirnému zkraceni. U RR a PQ intervalu je zfejmy trend prodlouzeni,
ktery lze vidét na Obrazek 21 a Obrazek 23.
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Tabulka 8: Vysledky Wilcoxnova testu pro pozitivni kontrolni skupinu (PK)

Parametry p hodnota p hodnota p hodnota p hodnota
porovndni RR PQ QRS QTcf
P1 x P2 0,1995 0,8879 0,8694 0,9528
P1xS1 0,6783 0,9115 0,4837 0,5444
S1xBB1 0,0012 0,4238 0,2356 0,0035
S1xBB5 0,7668 0,6946 0,117 0,2225
S1xBB10 0,2968 0,45 0,0015 0,0646
S1xBB15 0,8012 0,7277 0,0071 0,0314
S1 xBB20 0,6514 0,131 0,002 0,518
BB20 x ISCH1 6,1 el 0,4241 0,6602 0,0117
BB20 x ISCH5 2,6 el10 0,1804 1,5 et10 3,9 el
BB20 x R10 0,4438 0,941 3,5 el 0,006
BB20 x R15 0,5005 0,7727 2,8 el® 0,0035
BB20 x R20 0,2572 0,5183 6,5 el 0,0033
S1 xISCH1 0,0111 0,1707 0,0215 0,0544
S1 x ISCH5 2,8 0 3,1e 3,8e? 0,0012
S1 xR10 0,0454 0,2502 0,5771 0,4574
S1xR15 0,5538 0,3507 0,0748 0,8073
S1xR20 0,0362 0,7108 0,694 0,9117
RR interval pozitivni kontrola (PK) PQ interval pozitivni kontrola (PK)
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Obrazek 19: Krabicové grafy vSechn parametrti pro pozitivni kontrolni skupinu (PK),
(intervaly: RR, PQ, kompex QRS a interval QTcf)
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Posledni skupinou byla skupina, které byla podana testovana latka (TL). Testovana
latka ma nazev TP1 a je popsana v kapitole 2.1.4. Za statistické analyzy testované latky,
jejiz vysledky jsou v Tabulka 9, je patrné, Ze doslo k mirnému zkraceni QRS intervalu.
Lze tici, ze u zminéné latky je tendence k pozitivnimu vliv na vedeni elektrického
vzruchu pies komory. Z Obrazek 20 je patrné, ze ihned po podani latky doslo
k prodlouzeni PQ intervalu a po del§im casovém useku naopak ke zkraceni PQ
intervalu. Informace o tomto intervalu dopliuje Obrazek 24 na kterém jsou zobrazeny
PQ intervaly pro kazdy experiment v jednotlivych fazich. Z obrazku lze opét vidét trend
prodlouzeni. U RR intervalu je trend prodlouZeni viditelny méné nez u carvedilolu
Obrazek 22.

Tabulka 9: Vysledky Wilcoxnova testu pro skupinu testovana latka (TL)

Parametry p hodnota p hodnota p hodnota p hodnota
porovndni RR PQ QRS QTcf
P1 x P2 0,2379 0,7412 0,1998 0,865
P1x S1 0,7724 0,6437 0,1337 0,2398
S1xBB1 0,1952 0,8463 0,4668 0,3911
S1 x BB5 0,4009 0,6939 0,0742 0,1737
S1xBB10 0,4625 0,0034 0,0177 0,7731
S1xBB15 0,4623 0,0489 0,0438 0,6743
S1 x BB20 0,2527 7,2 e 0,1314 0,1086
BB20 x ISCH1 0,9115 3,07 e 0,9092 0,0057
BB20 x ISCH5 2,7 et 1,0 e® 1,9 e® 0,8418
BB20 x R10 0,3418 3,06 el® 0,5116 0,3402
BB20 x R15 0,0082 1,4 et 6,9 e 0,7618
BB20 x R20 0,0235 3,5e 0,7686 0,5297
S1xISCH1 0,1305 0,1314 0,1224 0,0003
S1 x ISCH5 2,7 et 3,5 el 6,2 et® 0,5201
S1 xR10 0,6871 0,0077 0,0451 0,9058
S1xR15 0,8006 4,8 e¥ 0,0601 0,2339
S1xR20 0,5569 0,0917 0,1811 0,2611
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Obrazek 20: Krabicové grafy v§echn parametri pro skupimu testovana latka (TP),
(intervaly: RR, PQ, kompex QRS a interval QTcf)

Druha statistickd analyza porovnavala jednotlivé skupiny mezi sebou. Pro tuto analyzu
byl pouzit Kruskal-Wallisiiv test pro porovnani vice skupin popsany v kapitole 7.1.3.
Zde bylo testovano zda se lisili analyzovane intervaly mezi skupinami. Za signifikantni
se povazuji vysledky testu s p<0,5. Vyslekdy testu jsou shrnuty v Tabulka 10.

Pti porovnani negativni skupiny (NK) a pozitivni skupiny (PK) doslo pfi podani
1éku k rozdilu v QRS a RR intervalu. U intervali QTcf a PQ nebyl zjistén rozdil. Z této
nalyzy vyplyva, ze podani léku carvedilolu nema vliv na délku QT intervalu (v
porovnani s NK) a tedy 1ék nema arytmogenni vliv. Pfi porovnani skupiny NK a TL
doslo k rozdilu ve vSech intervalech. Mezi pozitivni kontrolou a testovanou latkou doslo
k rozdilu ve vSech intervalech u poloviny analyzovanych experimentalnich fazi. Rozdil
mezi skupinami ve fazi stabilizace je pravdépodobné zpisoben tim, ze v kazdé
experiemtalni skupiné jsou pouze 3 experimenty, pficemz experimentalni data se
vyznacuji relativné vysokou variabilitou.
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signifikantni rozdil, ne = neni signifikantni rozdil)

Tabulka 10: Vysledky Kruskal-Wallisova statistického testu pro porovnani vice skupin
(hodnota p<0,05, porovnavané skupiny NK a PK, NK a TL, PK a TL, ano = je

Negativni kontrola (NK) a pozitivni kontrola (PK)

RR interval PQ interval QRS interval QTcf interval
STABILIZACE ano ne ano ano
BB1 ne ne ano ne
BB15 ano ne ano ne
BB20 ano ne ano ne
ISCH5 ne ne ne ne
REP15 ne ne ne ne

Negativni kontrola (NK) a testovana latka (TL)

RRinterval | PQinterval QRS interval QTcf interval
STABILIZACE ano ano ano ano
BB1 ano ano ano ano
BB15 ano ano ano ano
BB20 ano ano ano ano
ISCH5 ano ano ano ano
REP15 ano ano ano ano

Pozitivni kontrola (PK) a testovana latka (TL)

RRinterval | PQinterval QRS interval QTcf interval
STABILIZACE ano ne ano ne
BB1 ano ano ne ano
BB15 ne ne ne ano
BB20 ano ano ne ano
ISCHS ne ano ano ne
REP15 ano ne ano ne
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Na grafech zobrazenych nize je vidét variabilita mezi jednotlivymi subjekty.
Variabilita je relativné¢ velkda, 1 pfes to urCité trendy jdou pfitomny ve vSech
experimentech.
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Obrazek 21: Krabicovy graf RR intervalu jednotlivych experimentii ve skupiné PK
(Seda - 1. experiment, ¢erna - 2.experiment, ervena - 3.experiment)
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Obrazek 22: Krabicovy graf RR intervalu jednotlivych experimentt ve skupiné TL
(8eda - 1. experiment, ¢erna - 2.experiment, Cervena - 3.experiment)
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Obrazek 23: Krabicovy graf PQ intervalu jednotlivych experimentt ve skupiné PK (Seda - 1.
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Obrazek 24: Krabicovy graf PQ intervalu jednotlivych experimentt ve skupiné TL (Seda - 1.
experiment, ¢erna - 2.experiment, ¢ervena - 3.experiment)

8.2  Manualni analyza arytmii

V priibéhu stabilizace a faze BB nebyly patrné zadné zadvazné arytmie. B€hem ischemie
doslo u vSech skupin k sinusové bradykardii, nasledné az AV blokad¢ III. stupné.
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Ptipadné az k srdeCni zastavé. Béhem reperfuze se vyskytly typické repefrazni arytmie:
tachykardie, vazané extrasystoly a AV blokady. Arytmie vymizely vétSinou béhem
prvnich 5 minut reperfuze. Na Obrazek 25 Ize vidét rizné arytmie zachycené béhem
manualniho hodnoceni. Graf (a) ukazuje prubéh signalu kde doslo k AV blokadé IlI.
stupné, kdy po poslednim P-QRS-T komplexu jsou viditelné uz jen viny P. U oznaceni
(b) Ize vidét epizodu komorové tachykardie, kterd spontanné ptechdzi do pomalejSiho
junkéniho rytmu s AV disociaci (viny P a QRS komplexy vzajemné nesouviseji). Cést
(c) ukazuje rizné typy extrasystol v terénu AV blokady III. stupné.

L | |
| L |\WL l"‘,.,.. | emoadmered it pnihsssslpmpealpsmpdier) 1r14' | " ) @
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Obrazek 25: Ukazka rliznych arytmii v experimentalnich zdznamech

Pii manualnim hodnoceni arytmii se sledovala prvni AV blokada I. stupné, nasledné
AV blokada III. stupné. U negativni kontrolni skupiny (NK) doslo u vSech experimentt
K prvni AV blokadé I. stupné po 4 minutich od navozeni ischemie. Zhruba po
7 minutach od ischmie se dostavila AV blokada III. stupné, poté byly viditelné pouze
viny P. Rozdil dvou po sobé nasledujicich vin P béhem ischemie byl zhruba 1 minutu.
V reperfuzi se hodnotil navrat k sinusovému rytmu. U negativni kontrolni skupiny (NK)
doslo k obnoveni sinusového rytmu uz po 4 minutach. K uplné pravidelné tepové
frekvenci po obnoveni pratoku doslo u negativni kontrolni skupiny do 8 minut.

Pti hodnoceni pozitivni kontrolni skupiny doslo v tomto ptipad¢ k prvni AV blokadé I.
stupné az po 8 minutach od zacatku ischemie. Po 10 minutach nasledovala AV blokada
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III. stupng. Poté byly opét viditelné jen viny P. Casovy okamzik mezi dvéma vinymi P
byl cca 0.5 minut. Pfi obnoveni koronarniho pritoku se sinusovy rytmus obnovil do
1 minuty a do 2 minut se dostavila pravidelna tepova frekvence.

U skupiny TL jen u jednoho experimentu doslo k AV blokad¢ 1. stupné a u ostatnich
dvou experimentl nastala az AV blokada III. stupné, kterda byla viditelnd do konce
ischemie. Interval mezi dvéma P vinymi byl 0.5 minut. Po obnoveni pritoku se
sinusovy rytmus dostavil do 3 minut. V obdobi repefiize byla viditelna nepravidelna
sinova aktivita. Dochazelo k vynechani viny P.

Pti porovnani ¢asovych okamziki mezi NK a PK se u PK skupiny AV blokéda I. stupné
dostavila po dvojndsobném Easovém intervalu nez u NK skupiny. Casovy okamzik mezi
dvéma P vlnami se zkratil. Po obnoveni koronarniho priitoku se u experimentt, kterym
byl aplikovany carvedilol vratil sinusovy rytmus do 2 minut. U skupiny, které nebyl
aplikovany 1€k se pritok obnovil cca do 4 minut.

Pti srovnani ¢asovych okmazikti mezi NK a TL se ve skupiné¢ TL se AV blokada III.
stuptné dostavila o 3 minuty pozdg&ji. Interval mezi P vinami se zkratil na polovinu.
Navrat I sinusovému rytmu v repefazi byl stejny.

U beta-blokator carvedilol se potvrdil kardioprotektivni Ginek, protoze ischmie se
dostavila pozd¢€ji a navrat k sinusovému rytmu byl diive. Tento ekeft se ocekaval
1 skupiny TL. Zde je pouze patrné to, ze ischemie se také dostavila pozd¢ji. Ale névrat
Vv repefuzi byl stejny.

8.3  Diskuze vysledkii manualniho hodnoceni
experimentalnich EKG

U NK skupiny nebyla pfedpokladana zadna zména ve fazi aplikovani 1éku (BB1-BB20),
protoze zde zadny lék aplikovany nebyl. Tento pfedpoklad byl statisticky potvrzen.
Zmény v obdobi ischemie a reperfuze byly pfedpokladany a tento predpoklad se také
potvrdil. V obdobi ischmemie a repefiize se dotavily bézné arytmie. Pfi hodnoceni
arytmii byly vidét zmény mezi jednotlivymi skupinami.

U skupiny PK, které byl aplikovany 1€k carvedilol. U tohoto 1éku byl pfedpoklad,
7ze dojde kpoklesu tepové frekvence a tedy k prodlouzeni RR intervalu. Tento
predpoklad je ale zavisly na koncentraci podané¢ho léku. Vzhledem k tomu, Ze davka
byla 40 nmol/l, tedy pomérné¢ nizka a byly testovany jen 3 experimenty, nemusel se
tento efekt na analyzovanych datech projevit. Manualni hodnoceni tento efekt potvrdilo
1 pf1 malém poctu experimenti.

Dale se ptredpoklada, ze pifi podani carvedilolu dojde k zkraceni QRS intervalu,
protoze carvedilol méa efekt zrchyleni vedeni elektrického vzruchu ptes komory.
Z analyzy PK skupiny je tento efekt patrny. Opét lze tedy fici, Ze i1 pfi nizké koncentraci
je vidét zkraceni QRS. Carvedilol tedy zrychlil vedeni elektrického vrzuchu pies
komory a snizil tepovou frekvenci. Vybér tohoto 1éku jako pozitivni kontrolni skupina
je vhodny, protoze jeho ucinky lze vidét jak pii nizké koncentraci, tak pii malém poctu.
Z této analyzy lze predpokladat, ze manualni rozméfeni bylo provedeno spravné a
ukazalo ocekavany efekt 1¢ku.
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U skupiny, které byla podéna latka TP1 byl piedpoklad, Ze bude pozitivné
ovliviiovat vedeni ptes komory stejné jako carvedilol. Tento fakt byl také prokazan diky
zkraceni QRS intervalu. U této latky doslo také ke zméné v PQ intervalu. Tento fakt byl
predpokladany diky stanovené koncentraci. Lze tedy fici, Zze koncentrace 40 nmol/l
latky TP1 zptsobuje zpomaleni vedeni elektrického vzruchu mezi sinémi a komorami.
Z analyzy, ktera probéhla na velmi malém poctu dat se ukazalo, ze latka TP1 pii nizké
koncentraci ma caste¢né ocekavané ucinky na srdce. Bylo by vhodné provést dalsi
analyzy, kde by se zamc¢filo pouze na koncentraci. Také je nutné zvysit pocet
experimentl v kazdé skuping.

Z hodnoceni arytmii byl potvrzen kardioprotektivni efekt carvedilolu. U TL
skupiny se povrdilo jen pozitivni ovlivnéni srdce v ischemii, kdy se u této skupiny
ischmeie dostavila pozdé&ji nez u kontrolni skupiny.

Vzhledem k poétu uskute¢nénych experimentti nelze povazovat vysledky statistické
analyzy za validni. Pro ovéfeni viditelnych trendl je nutné zvysit pocet experimentt.
Vliv latky muze byt dale ovlivnén zvolenou koncentraci. U nové latky je nutné udélat
dalsi studie, které by sledovaly koncentracni zavislost.

8.4  Automaticka analyza elektrogrami

Z pohledu analyzy EKG signélu je automatické rozméteni QT intervalu slozity proces
zejména z divodu rizné morfologie viny T. Pro detekci existuje fada metod. Nekteré
Z nich jsou popsany v kapitole 5.3. Pro ucely této prace byla vybrana jedna metoda pro
detekci kmitu Q a druhd metoda pro detekci konce viny T. Pro detekci kmitu Q byla
pouzita Philipsova metoda, ktera podle ¢lanku [35] dosahuje lepSich vysledkli nez
napiiklad metody, které vychdzi z derivovaného signdlu. Pro urceni konce viny T se
pouzila metoda zaloZena na pouziti templatu. Vyhodou této metody je, Ze se
pfizptsobuje morfologii viny T, coZ je jeden z problémi uspé$né detekce. Tyto metody
byly naprogramované v prostfedi Matlab. Pro vytvareni algoritmu byly pouzit¢é EKG
signaly popsané v kapitole 6.2. Na téchto signalech bylo provedeno porovnani manualni
a automatické detekce. Druha sada signali, ur¢ena pro hodnoceni vlivu nového 1é€iva,
byla také rozméfena manudln€ i automaticky. AvSak manudalni rozméteni probihalo
pomoci jiz zminéného systému. Bohuzel tento systém neposkytoval moznost exportu
manudlné rozmétenych hodnot, z tohoto divodu nebylo mozné navrzeny algoritmus
otestovat 1 na téchto EKG zdznamech (analyzou odchylky v detekovanych pozicich
zacatku Q kmitu a konce T viny). Tento problém byl ¢astecné kompenzovan tim, ze z
automaticky rozméfenych hodnot byla vypocitana hodnota QTcf a k porovnani
manudlniho a automatického rozmeéteni doSlo pomoci statistické analyzy intervalu
QTcf, ktera je jiz dostupna v obou dvou piipadech.
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Algoritmus pro detekci QT intervalu byl navrZzen podle vyvojového schématu
zobrazeného nize (Obrazek 26).

EKG signal

k

Detekce QRS

Filtrace EKG

Zacatek Q KonecT

T ¥

QT interval

Obrazek 26: Blokvé schéma algoritmu pro rozméfeni QT intervalu

Vstupem do programu je EKG signal. Na tomto signalu je provedena detekce QRS
komplexu. K tomtu ucel byl pouzit software vefejné dostupny na UBMI [48]. Tento
software je zalozeny na vinkové transformaci a poskytuje velmi kvalitni vysledky.
Detekované QRS komplexy slouzi jako referen¢ni hodnoty pro nasledné rozméteni viny
Q i vlny T. Vysledek detekovanych komplext je oSetien podminkou. Pokud se za
detekovanym komplexem QRS nenachazi vice jak 800 vzorku dojde k odstranéni tohoto
detekovaného komplexu. Tato podminka slouzi k oSetfeni situace, aby mohlo za
kazdym detekovanym komplexem QRS dojit k uréeni konce viny T. VIna T se nachazi
za komplexem QRS. Pokud by zde nebyl dostate¢ny pocet vzorki, algoritmus neni
schopen pracovat.

Po detekci QRS komplexu je signal filtrovan medianovou filtraci. Medianova filtrace
patii mezi nelinearni metody filtrace a slouzi k potlaceni Sumu a vyraznych bodi EKG
signalum(QRS komplex). Pro tcely algoritmu byl zvolen fad filtru na hodnotu 6. Toto
nastaveni vykazovalo nejlepsi vysledky pro vSechny signaly. Porovnani origindlniho
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signalu s vyfiltrovanym signalem lze vidét na Obrazek 27.Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi. Tento signal bude nasledné pouzivany pro detekci zac¢atku kmitu Q a viny T.
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Obrazek 27: Medidnova filtrace signalu pouzivaného k detekci kmitu Q a viny T

Dal$im krokem je detekce kmitu Q. Blokové schéma metody je zobrazeno nize
(Obrazek 28).

Pozice QRS

l

Spojeni pfimkou QRS a 60 ms
pied QRS

}

Diference mezi pfimkou a signalem

}

Max diference=odhad pozice Q

l

Ovéreni podminky if abs(signal) > prah +—| Detekované Q

¥
Spojeni pfimkou Q +20 ms pfed Q (2 iterace)

|
o
Maximalni diference
Spojeni pfimkou Q a l
10 ms pred Q Maximalni diference = odhad pozice Q
(3 iterace)

¥

Ovéfeni podminky if abs(signal) = prah

Detekované O

Obrazek 28: Blokové schéma detekce kmitu Q
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Nejprve dojde ke stanoveni useku ve kterém je kmit Q vyhledavan. Tento tsek
je stanoven na zikladé manuéalniho rozméfeni signali. Usek, neboli okno za&ina
V detekovaném vrcholu komplexu QRS a saha 60 ms pied pozici tohoto vrcholu.
V tomto okné se nachazi i vlna P. V tomto okné dochazi k detekci kmitu Q, ktera je
zaloZena na iterativnim postupu. Dojde k vytvoieni pfimky. Pfimka spoji komplex QRS
se zaCatkem okna, tedy bodem 300 vzorkt pted komplexem (Obrazek 29).

Napt ]
i

AAAAAAAAAAAA
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Obrazek 29: Vytofeni piimky od maxima komplexu QRS po bod 60 ms pied maximem

Nasleduje vypocet diference mezi pfimkou a signdlem. Poté se ur¢i maximalni
diference a na tomto misté se nachazi potencialni pozice zac¢atku kmitu Q (). Nasleduje
podminka, kterd zjiStuje, zda tato pozice bude urcena za zacatek kmitu Q. V podmince
se porovnava absolutni hodnota signalu na potencialni pozici s prahovou hodnotou.
Prahova hodnota je nastavena jako absolutni hodnota z 50% amplitudy maxima
komplexu QRS. Pokud je potencialni pozice kmitu Q vétsi jak prah, algoritmus opét
prechazi do bodu, kdy se vytvarena spojovaci piimka. V pfipadé nesplnéni podminky,
kdy je hodnota mensi nez prah, je potencialni pozice Q zvolena za zacatek Q.

V piipadé nesplnéni podminky pfimka spojuje potencialni pozici Q s bodem,
ktery se nachazi 100 vzorkl (20 ms) pted timto Q. Pocet vzorkl byl opét stanoven na
zékladé manudlniho rozméfeni. Z manudlniho rozméfeni byly stanoveny hodnoty
maxima, medianu a minima viny P, které¢ Ize vidét v Tabulka 5. Z tabulky vyplyva, zZe
maximum viny P je 38 ms. Aby doslo k odstanéni viny P byla pouzita maximalni
hodnota doby trvani vilny P. Tato hodnota byla odectena od prvniho okna, které
spojovalo vrchol QRS se zacatkem viny P. Tento usek je povazovan za nové okno, ve
kterém dochazi k detekci nového potencidlniho kmitu Q. Opét je provedena diference
mezi spojovaci pfimkou a signalem. Na misté maximalni diference dojde k oznaceni
nového (druhého) potencidlniho kmitu Q. Opét nasleduje jiz zminénd podminka. Ale
V tomto pfipad¢ je stanoven novy prah, jako absolutni hodnota z 5% amplitudy maxima
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komplexu QRS. V piipadé, Ze neni podminka splnéna je potencialni Q oznaeno za
spravné. V opacném piipadé dojde k opakovani iterace. V této tieti iteraci je nové okno
stanoveno na polovinu druhého okna, tedy na hodnotu 50 vzoru (10 ms). V tomto
ptipad¢ uz dochazi pouze k upsesnéni spravné pozice kmitu Q, tedy neni nutné volit
okno vétsi délky. V tomto okné opét dojde k vytvoreni pfimky, diferenci a nasledné
detekci kmtu Q. Pozice kmitu je uz findlni. Pfi vytvafeni algoritmu bylo zjisténo, Ze
béhem tii iteraci spolehlivé dojde ke kvalitni detekci kmitu Q a proto neni davod
provadét dalsi iterace, které by mohli zhorSovat vysledky detekce. Ukazka detekce
kmitu Q ve vsech tirech iteracich je zobrazena na Obrazek 30. Z obrazku je patrné, ze jiz
2 iterace splnika podminku a tedy toto Q je vysledné. Tteti iterace je na obrazku
vykreslena pro vizualni porovnani.
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Obrazek 30: Postupna detekce kmitu Q ve vSechn tfech iteracich
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Vystup z algoritmu pro detekci kmitu Q je vidét na Obrazek 31 .
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Obrazek 31: Detekované zacatky kmitu Q pomoci Philipsovy metody

Druhym krokem je detekce konce viny T pomoci metody zalozené na pouziti templatu.
Tento postup je semiautomaticky, protoZe templat na zéklad¢ kterého probiha urceni
konce viny T je volen uzivatelem, nikoli automaticky. Blokové schéma této metody je
na Obrazek 32. V této metod¢ je opét zvolen Usek signdlu (okno) ve kterém probiha
ur¢eni konce viny T. Okno mé délku 770 vzorkd (140 ms). Délka okna byla opét
stanovena na zdkladé manualniho rozméfeni. Vzhledem Ktomu, Ze v tomto okné
uzivatel voli manudln¢é konec viny T, byl tento Usek nastaven tak, aby se v ném vzdy
nachazela celd vlna T, ptipadné i ¢ast nasledné viny P.
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Obrazek 32: Blokové schéma detekce konce viny T

Z 10 zarovnanych usekt ve kterych jsou viny T se vytvoii jeden primérny usek s vinou
T. V tomto useku uZivatel voli templat. Templat je oznacen pomoci dvou bodi. Piklad
templatu je na Obrazek 33, kdy Cerven¢ jsou naznacené body zacatku a konce templatu.
Usek signalu mezi nimi je povazovén za templat.
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Obrazek 33: Ukazka oznaceni templatu

Nasleduje korelace templatu a viny T. ProtoZe cilem je urceni konce viny T,tedy
jeji sestupné casti, je zjiSténa pozice maximalni korelace signalu a templatu. V tomto
misté je templat nejvice podobny se sestupnou ¢asti viny T. Podle maxima korelace ke
které se pricte délka templatu je uréena pozice konce viny T. Pozice konce viny T je
vidét na Obrazek 34. Tato pozice je nasledné spojena s pozici zacatku Q a je urcen QT
interval (Obrazek 35).

Pro vytvofeni algoritmu byly pouzity signaly z experimentl s aplikaci haloperidolu
6.2. Ztecnickych divodi byly experimenty s aplikaci beta-blokatoru provadény
pozdéji. Proto se pro vytvafeni algoritmu pouZily tyto zdznamy. Zaznamy pochazi ze
stejného zvifete se stejnou vahou a pohlavim a experimenty probihaly na stejném
principu, proto bylo mozné data pouzit k vytvafeni algoritmu.

69



NapétiimV]

MNapétmy]

0.2

015

0.1

0.05

-0.05

-01

-0.15
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Obrazek 35: Detekovany QT interval
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Kvalita algoritmu byla porovnana na datech s aplikaci haloperidolu S manualnim
rozméfenim na stejnych datech provadénym expertem. Pro porovnani byla zvolena
pramérna odchylka mezi referen¢nimi a detekovanymi hodnotami (m) a smérodatna
odchylka mezi referencnimi a detekovanymi pozicemi (s). Hodnoty jsou shrnuty v
Tabulka 11. Z tabulky je patrné, Ze interval stanoveny semiautomaticky je del$i nez
interval stanoveny expertem.Pfi srovndni Philipsovy metody pro detekci zacatku
komplexu Q s autorem [35] , kde tato metody vykazovala dobré vysledky detekce, 1ze
fici, ze smérodatna odchylka mezi hodnotami je podobna (v rozmezi 3,2 + 5,8 ms).

Tabulka 11: Tabulka primérné a smérodatné odchylky mezi referenénimi a detekovanymi
hodnotami pro data s aplikaci haloperidolu

m + s [ms]
Zacatek Q -3,235 + 3,4351
Konec T 1,800 * 8,250
QT interval automaticky 106,100 + 14,312
QT interval manudlné 101,120 + 15,948
Rozdil mezi QT automaticky a 4,682 + 9,356
manudlné

8.4.1 Automatické rozméreni EKG ziaznamu s aplikaci beta-blokatori

Tyto zaznamy byly poskytnuty Fyziologickym ustavem lékarské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné. Postup experimentalniho snimani je popsan v kapitole
6.1. I pfed velké usili zdznamy nebylo moZné vyexportovat v dostate¢né kvalité. Tento
fakt mohl ovlivnit automatickou detekci.

Algoritmus popsany o kapitolu vySe byl poupraven pro potieby druhé sady dat.
Druh4 sada dat méla vzorkovaci frekvenci 1000 Hz, proto bylo nutné upravit velikosti
casovych oken. Okno Pro detekci Q bylo nastaveno na 300 ms, druhé na 100 ms a tieti
na 50 ms. Okno pro detekci viny T bylo 700 ms. Také bylo nutné piidat do bloku
pfedzpracovani filtraci, kterd odstranila kolisani nulové izolinie.

Pro odstranéni kolisani nulové izolinie byl pouzit filtr zalozeny na nulovani
spektralnich Car dostupny na UBMI [48]. Poté byl detekovan komplex QRS. Nasledné
bylo nutné pouzit filtr dolni propust pro odstranéni vysokych frekvenci. V tomto
pfipad€ nebylo mozné pouzit medidnovou filtraci, protoze zvyrazinovala Sum. Dolni
propust byla nastavena s mezni frekvenci 130 Hz. Poté uz probihala detekce zacatku a
konce viny T podle postupu posaném vyse. Z detekovanych pozic byl uren interval
QT, ktery lze vidét na Obrazek 36.
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Obrazek 36: Ukazka detekce QT intervalu na datech s aplikaci beta-blokator

8.4.2 Statistické zpracovani automatického rozméreni dat s aplikaci
beta-blokatori

Statisticka analyza manuélniho rozméfeni QT byla provadéna na korigovaném intervalu
QTcf, ktery systém stanovil sam. Aby bylo moZné data z manualniho a automatického
porovnat, pouzila se stejna korekce podle Fredericiho. Tato korekce je doporucena pro
zdznamy s vysSi frekvenci. Automatické rozméfeni probihalo na stejnych usecich
zaznamu popsanych v Tabulka 12. Jak je vidét v tabulce, pro automatické rozméfeni se
nehodnotil usek ve kterém doSlo k zapnuti a vypnuti linedrniho davkovace 1éku. Tento
fakt, Zze zapnuti linearniho davkovace nema vliv na zmény sledovanych parametrti
vyplynul jiZ z manuélni analyzy a proto nebylo nutné tuto analyzu provadét znova.

Statistickd analyza automatického rozméteni probihala na stejnych datech. Byly
rozméteny 3 skupiny (NK, PK a TL). Ve skupiné NK a PK byly rozméfeny vSechny 3
experimenty. Ve skupiné TL pouze 2. U jednoho experimentu selhala jiz detekce QRS a
na ni zavisla detekce QT intervalu.

Ke statistické analyze ke zjisténi rozdilli v jednolivych intervalech se pouzil Wilcoxnlv
parovy test pro zavislé vzorky stejné jako pfi statistické analyze manudlniho rozmeéieni.
Statistickd analyza sledovani rozdilu mezi skupinami na tomto automatickém rozméfeni
neprobéhla z divodu mensiho poctu experimentli u skupiny TL.
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Tabulka 12: Mista v EKG zédznamu na kterych probihalo automatické rozméteni

Ndzev mista Zkratka Pozice mista
Stabilizace Sl 20. minuta stabilizace
Betablokdtor 1 BB1 1 minuta po podani latky
Betablokator 5 BB5 5 minut po podani latky
Betablokator 10 BB10 10 minut po podéni latky
Betablokdtor 15 BB15 15 minut po podéni latky
Betablokdtor 20 BB20 20 minut po podani latky
Ischemiel ISCH1 1. minuta ischemie
Ischemie5 ISCHS5 5. minuta ischemie
Reperftize5 REPS 5. minta reperfiize
Reperftize 15 REP15 15. minuta reperfize
Reperfiize 20 REP20 20. minuta reperfiize

Vysledky statistické analyzy lze vidét v Tabulka 13. Z zabulky vyplyva, Ze pro skupinu
NK se hodnoty QT intervalu zménily az v pribéhu ischemie a repefiize (Obrazek 37).
Pro pozitivni kontrolni skupinu, které¢ byl aplikovany 1€k carvedilol doslo ke zméné QT
intervalu ihned po podéni 1¢ku (BB1 a BBS). Nasledné ke konci aplikace 1¢ku (BB 20) a
na zacatku ischemie (ISCH1), (Obrazek 38). Béhem repefuze nedoslo k signifikantni
zméné. Pro skupinu TL, které byla podana latka TP 1 doSlo ke zméné QT intervalu po
péti minutach aplikace 1¢ku (BBS) a efekt trval dalSich 5 minut (BB10). Dale byla
signifikantni zména v QT intervalu ke konci ischemie a na za¢atku repefuize, (Obrazek
39). Na Obrazek 39 je viditelny trend prodlouZzeni.

QTcf interval negativni kontrola (NK) automatické rozméreni

350

ST

100

STAB BB1 BB5 BB10 BB15 BB20 ISCH1ISCH5 R10 R15 R20

Obrazek 37: Krabicovy graf intervalu QTcf pro negativni kontrolni skupinu (NK).
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Tabulka 13: Vysledky Wilcoxnova testu intervalu QTcf pro automatické rozmeéfeni

NEGATIVNI KONTROLA

POZITIVNi KONTROLA

TESTOVANA LATKA

PARAMETR
S1X BB1
S1 X BB5
S1 X BB10
S$1 X BB15
S1 X BB20

BB20 X ISCH1
BB20 X ISCH5

BB20 X R10

BB20 X R15

BB20 X R20
S$1 X ISCH1
S1 X ISCH5
S1 XR10
S$1 X R15
S1 X R20

Cas [ms]

500

450

400

350

300

250

200

150

100

Obrazek 38:

p hodnota QTcf

0.2472
0.5201
0.0030
0.1536
0.0012
0.1623
0.7394
0.2061
2.5360e-07
7.7422e-04
1.0618e-07
0.1668
3.7633e-04
2.9580e-11
2.8482e-09

p hodnota QTcf
8.1137e-08
3.1778e-04

0.6204
0.5395
0.0010
0.0020
0.3916
0.5692
0.4823
0.4823
0.3711
0.5800

0.0635

1.8426e-06
1.8426e-06

QTcf interval pozitivni kontrola (PK)automatické rozméreni
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T T T

H Ottt
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T

+

T

T T

T T
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p hodnota QTcf
0.2616
0.0810
0.0256
0.7972
0.8181
0.1075
0.0256

0.0565
0.0360
0.7764

0.1556
0.0909
0.7150
0.7557
0.1017

Krabicovy graf intervalu QTcf pro pozitivni kontrolni skupinu (PK).
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QTcf interval testovana latka (TP)
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Obrazek 39: Krabicovy graf intervalu QTcf pro skupinu, které byla podana testovna latka (TL).

8.4.3 Diskuze vysledki

Pro hodnoceni vlivu 1é¢iva se vyuziva QT interval, proto byl navrzen algoritmus, ktery
zhodnoti délku tohoto intervalu. Byly vybrany dvé metody. Ob€ metody poskytuji dobré
vysledky, ale na lidskych EKG zaznamech. Vzhledem Kk tomu, Ze potkan ma jinou
kanalovou vybavu, nelze v jeho EKG kfivce urcit bod S a s nim spojeny ST usek. Tento
fakt ale nijak neovlivituje automatické metody, které byly vybrany pro detekci. Spise
ovlivituje to, Ze vysledky testovani léku na zvifeti nelze povaZovat za konecné a je
nutné provést dalSi testovani a to nejprve na jinych druzich zvifete a nasledné na
lidskych subjektech.

Pro detekci konce viny T byla vybrana metoda zalozena na templatu. Templat je
pfedloha vytvofena ze signalu a algoritmus porovnava aktualni Usek signalu s timto
templatem. Jedna se tedy o metodu, ktera by se méla dostate¢n¢ ptizptisobovat viné T.
Ve vétsiné pripadt doslo k relativné piesné detekci konce viny T. Limitace tohoto
algoritmu je vtom, Zze templat neni pro vSechny signaly stejny. Uzivatel si voli pro
kazdy signal novy templat. Z tohoto diivodu nelze povaZovat dany algoritmus za
automaticky, ale pouze semiautomaticky.

Philipsova metoda pro urceni zacatku kmitu Q byla v ¢lanku [35] interpretovana tak, ze
poskytuje lepsi vysledky nez metody zalozené na derivovaném signédlu. Proto byla
zvolena 1 pro potieby této prace. Vyuziva k detekci maximalni diferenci mezi signadlem
a pifimkou. Na signalech, na kterych byl vytvafen algoritmus, metoda poskytovala
kvalitni vysledky. Signaly z aplikace beta-blokatord mély daleko horsi kvalitu, proto
metoda v nékterych pripadech selhala. O této metod¢ lze fici, ze je velmi zavisla na
tvaru a kvalité signalu.
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Pti porovnani z manualniho a automatického rozmeéfeni QTcf intervalu se dospélo
k podobnym zavérim. U skupiny NK se automaticky rozméteny QTcf interval ménil az
od doby ischmeie a repefiize, stejné tak jako u manualniho rozméfeni. AvSak pii
porovnani rozméfeni pro PK doslo u automatického rozméfeni k prodlouzeni intervalu
QTcf a u manualniho rozméfeni doslo naopak ke zkraceni. U skupiny TL v obou
ptipadech doslo k prodlouzeni QTcf intervalu.

U rozméteni automatického se hodnoty QTcf pohybuji okolo 150-300 ms, kdezto u
rozméfeni manualniho jsou tyto hodnoty 100-150 ms. Protoze v manualu neni
stanoveno, jak komer¢ni systém hodnoty ziskava, nelze tyto hodnoty porovnavat. Lze se
pouze domnivat, ze se jedna o vyuziti stejného postupu pro korekci QT.
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9 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva vlivem nové syntetizovaného 1é¢iva na elektrickou
aktivitu izolovaného srdce potkana. V tivodu prace je popsdna problematika testovani
1é¢iv a s tim spojené pouzivani laboratornich zvifat v experimentech. Pro ucely této
prace byl jako pokusné zvife vybran laboratorni potkan. I pies zna¢né fyziologické
rozdily je potkan casto vyuzivany v preklinickych studiich hlavné diky jeho dobré
dostupnosti a niz§i cen€. Vzhledem k hodnoceni elektrické aktivity je v teoretické Casti
popsand EKG kiivka a rozdil mezi EKG kiivkou u &lovéka a potkana. Uginky 1é&iv
maji velky vliv na kardiotoxicitu, kterd mlze zpiisobovat zdvazna kardiovaskularni
onemocnéni. Proto je v teoretické ¢asti zminka o poruchach srdecniho rytmu, které
mohou vzniknout v souvislosti s uzivanim 1¢ékt. Nasleduje kapitola ve které jsou
popsany zpusoby rozméfeni EKG zaznamii. Zde jsou vyjmenovany nejpouzivanéjsi
metody pro detekci QT intervalu. Dvé z téchto metod byly realizovany.

Dalsi cast teoretického rozboru se vénuje popisu experimentli. Experimenty
probihaly na Fyziologickém tustavu lékatské fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
Byly koncipovany tak, aby bylo mozné sledovat vliv nové syntetizovaného 1éciva na
srdce potkana. Jako autorka prace jsem se téchto experimenti také ucastnila. Nové
1é¢ivo, které bylo hodnoceno, vyvinuli na Ustavu chemickych 1é¢iv Farmaceutické
fakulty VFU Brno. Tato latka byla navrzena na zaklad¢ klinickych pozadavkid jako
beta-blokator. Pro srovnani G¢inku nové syntetizované latky slouzil v praxi bézné
pouzivany 1€k carvedilol. Bylo provedeno 12 experiment, 9 z nich bylo uspésnych. Pti
dvou experimentech selhalo zaznamenavani EKG pomoci systému. U jednoho
experimentu doslo ihned po napojeni na peruzni systém Kk ischmeii. Devét z
experimenti bylo rozdéleno do 3 skupin. Jedna skupina - negativni kontrola, druha
skupina - pozitivni kontrola s carvedilolem a tieti skupina - nova testovana latka.

Experimentalni zaznamy vSech tfech skupin byly vyhodnoceny dvojim zptisobem.
Prvnim zpisobem bylo manualni hodnoceni pomoci komeréné dostupného systému.
Z tohoto hodnoceni systém poskytl referen¢ni hodnoty dillezitych parametrt, které byly
nasledné statisticky zpracovany. Druhym zplGsobem bylo automatické rozméteni
pomoci vytvofeného algoritmu.

U manuélniho rozméfeni se podafilo prokédzat, Zze u léku carvedilolu doslo
k poklesu tepové frekvence a zkraceni QRS intervalu, tak jak se predpokladalo.
Podobné vysledky byly dosazeny i u nového 1éku. V diplomové praci vytvoreny
algoritmus ukazal zménu v QTcf intervalu. Lze ho pouzit pro ucely sledovani Gc¢inku
nového léku.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

ms milisekunda
mV milivolt

ISCH 1schemicka choroba srde¢ni

P prava polovina

L leva polovina

SA sinusovy uzel

AV sitokomorovy uzel

EKG elektrokardiogram
K-H Krebs-Henseleitiv roztok
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A Obsah prilozeného CD
Ptilozené CD obsahuje:

e Elektronicka verze prace — ve formatu PDF je k dispozici v pfilozeném CD pod
nazvem Korcakova Ivona DP.

e Realizovany program — program v Matlab pro rozméteni QT intervalu.

e Data — data ve formatu .mat.

e Informace ke spusténi programu.
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