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PREDGOVOR

Jedna od motivacija za istrazivanje sré¢ane varijabilnosti u novorodena¢kom stresu
je bila pokazati da se vrhunska znanost moze, unato¢ svim potesko¢ama, provesti s
minimalnim sredstvima, uz mnogo truda i kreativnosti. Izuzetno sam sretan §to u tome i
uspjeli! Mi, iz jedne male klinike, prepoznati smo u svjetskim znanstvenim ¢asopisima

kao ekipa koja itekako vrijedi!

Na cijelom putu nisam bio sam i s toga ne mogu ne zahvaliti svima onima koji su
mi pomogli. Prije svega zahvaljujem roditeljima, koji su me uvijek poticali na uc¢enje
(hvala mama, hvala tata!). Hvala bratu (Marijanu) i sestri (Mateji) $to su sa zanimanjem
slusali ono $to govorim i ispravljali me kada bih pretjerao. Hvala i Tomislavu, koji je bio

uvijek tu kada je zapelo.

Istrazivanje ne bi bilo moguce bez Karolinine i KreSine pomo¢i s kojima sam
proveo, sada ve¢ i planiraju¢i, snimajuci, analiziraju¢i podatke. Hvala vam §to sam bas s
vama mogao pokazati kako apstraktni matematicki koncepti mogu mijenjati
konzervativne paradigme. Uz vas, Alen i Marko su bili ti koji su morali na kavama slusati

sve §to radim.

Takoder ne mogu ne zahvaliti svim roditeljima koji su ukljucili svoje maliSane u

istrazivanje. Na dobrom smo putu smanjivanja i kontrole boli novorodencadi!

Disertacija je tek formalni zavrSetak poslijediplomskog obrazovanja, a mnogo toga

nas jos§ ceka!

Somewhere, something incredible is waiting to be known.

Carl Sagan
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1. UvOD
1.1 Prilagodba novorodenceta na vanmaternicne uvjete Zivota

Tijekom cijelog zivota ljudski organizam se adaptira na promjene u okolini. One
kre¢u od intrauterinog razvoja i nastavljaju se do odrasle dobi. Medutim, novorodenacki
period, prvih 28 dana od rodenja djeteta, je razdoblje u kojem se dogadaju najdramati¢nije
i najbrze fizioloSke promjene (1). Svi organski sustavi su zahvaceni, a trenuta¢ni ucinci
su vidljivi na respiratornom i kardiovaskularnom sustavu, jer ukoliko promjena izostane,

novorodencetu prijeti smrtni ishod (1).

Intrauterino se fetus razvija u relativno stacionarnim uvjetima, u mraku, tisini,
lebde¢i u mediju konstantne temperature i parcijalnih tlakova respiracijskih plinova (2,
3). Pocetkom poroda novorodence biva izlozeno djelovanju mehanickih sila koje su
najintenzivnije tijekom prolaza kroz porodajni kanal kada dolazi do kona¢nog istiskivanja
dijela tekucine iz diSnih putova novorodenceta. Kada je dijete porodeno, temperatura
prostora u kojem se nalazi niza je u odnosu na intrauterinu, zvuk se intenzivira i biva
izlozeno djelovanju svjetla. Posljedi¢no se stvara akutna stresna reakcija, aktivacija
autonomnog zivcanog sustava, reninsko angiotenzinskog sustava te izluCivanje
glukokortikoida (4). Trenutacna adaptacija je neophodna od trenutka kada se podveze
pupkovina i u potpunosti se razdvoji novorodence od majke 1 ono uspostavlja samostalnu

cirkulaciju i disanje (5).

Unatoc¢ tomu $to je homeoterm, novorodence je termolabilan organizam 1 sklono
je pothladivanju (6). Fetalni nefroloski sustav zapocinje sa stvaranjem mokrace oko
tre¢eg mjeseca, ali najve¢i dio do pocetka ekstrauterinog zivota, obavlja placenta (7).
Promjene gastrointestinalnog sustava su sporije i ukljucuju adaptaciju na potpuno novi
nacin prehrane, s kontinuiranog dotoka hranjivih tvari putem placente, na intermitentnu
(7, 8). Od ostalih sustava, imunoloski sustav dolazi u kontakt s vlastitim i nekim

antigenima majke, a zivéani sustav se jo$ dugo nakon rodenja razvija (7, 9).
1.2 Bol i razvoj boli u novorodencadi

Dugo vremena bol u novorodenackoj populaciji nije dobivala dovoljnu paznju i
kao takva nije lijeCena (10). Uvazena je bila paradigma kako, zbog nedovoljno razvijenog

Ziv€anog sustava, novorodencad ima smanjenu ili potpuno odsutnu moguénost osjecati



bol. U evolucijskom smislu, objasnjavalo se kako je takva adaptacija potrebna zbog

bolnog prolaska kroz porodajni kanal (11, 12).

Prema Intenational association of Pain, bol je definirana kao "neugodno osjetilno
1 emocionalno iskustvo povezano s potencijalnim ili stvarnim ostecenjem tkiva", a "bol
je uvijek subjektivna". Medutim, takvom definicijom isklju¢ena je neverbalna populacija
kao Sto je novorodencad. Definicija je dopunjena naglaSavanjem vaznosti lijeCenja boli u

svim neverbalnim populacijama:

"Nemoguénost osje¢aja komunikacije ni u kojem slu¢aju ne negira moguénost

da pojedinac osjeca bol" (13).

Bolni putevi sastoje se od aferentnog i eferentnog dijela (14). Aferentni put
zapoCinje perifernim nociceptorima, zivéanim zavrSecima osjetljivim na bol (14).
Ostecene stanice izlucuju tvari - prostaglandine, bradikinine, serotonin, tvar P, histamin,
koji zapo€inju generiranje impulsa (15-17). Bolni impulsi se §ire prema straznjem rogu
ledne mozdine, odakle dalje mogu i¢i u dva smjera: natrag periferno ¢ime se zapocinje
refleksni akt odmicanja od stimulusa, i centralno, prema talamusu, koji djeluje kao relejna

jezgra i facilitira diskriminaciju i lokalizaciju boli (14, 18).

Tijekom embrionalnog razvoja, ziv€ani zavrSeci se pocinju razvijati perioralno
tijekom sedmog tjedna gestacije. Razvoj Ziv€anih zavrSetaka Siri se preko lica, ruku 1
dlanova do kraja jedanaestog tjedna, po trupu i proksimalnim ekstremitetima do
petnaestog tjedna, a na mukozne membrane 1 preostalo kutano podrucje do dvadesetog

tjedna intrauterinog Zivota (19).

Oko dvanaestog tjedna veze izmedu perifernih nociceptora i ziv€anih stanica u
straznjim rogovima ledne mozdine. Od dvanaestog do dvadesetog tjedna gestacije veza
izmedu ziv€anih stanica straznjih rogova i cerebralnog korteksa nije u potpunosti
razvijena, Sto znaci kako je fetus u mogucénosti raditi refleksne radnje uklanjanja, bez
obzira na nedostatak percepcije boli. Putovi izmedu Ziv€anih stanica straznjeg roga
mozdine i talamusa zavrSeni su izmedu 24. do 26. tjedna gestacije, ¢ime je stvorena

osnova za percepciju boli (19, 20).

Dvije su vrste zivéanih vlakana kojima se bol §iri - nemijelinizirana (C-
polimodalna vlakna), kojim se Siri duboka, tupa, visceralna bol, 1 mijelinizirana (A9, za

ostru i brzu bol). Mijelinizacija neurona nociceptornog trakta je zavrSena oko 37. tjedna
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gestacije. Unato¢ nemijeliniziranim putevima, duljina cjelokupnog nociceptornog trakta
je u nedonoscadi kra¢a u odnosu na terminsku novorodencad i odrasle, Sto znaci da

podjednako brzo mogu osjetiti bol (20).

Medutim, nerazvijeni descedentni modulatorni putevi kojima se putem
intrinzi¢kih opioida i tzv. "gate-control" teorije umanjuje bol, nisu jo$ uvijek razvijeni
(21). Kombinacijom nemijeliniziranih ascedentnih nociceptornih puteva i nerazvijenost
descedenthih, modulatornih puteva zapravo pokazuje kako nedonosc¢ad moze osjetiti bol
kao tupu, dugotrajniju u odnosu na odrasle, 1 nije u mogucnosti nista po tom pitanju

poduzeti (20).

Unato¢ tomu Sto su tri desetljeca prosla od Anandovog 1 Hickeyovog seminalnog
djela gdje su dokazali kako nociceptorna aktivnost uzrokuje ozbiljan fizioloski stres u
novorodencadi, U mnogim jedinicama intenzivnog lijeCenja novorodencadi i
nedonoscadi, brojni se medicinski zahvati rade bez ili s nedostatnom analgezijom (19,
22). Sva novorodencad barem u jednom trenutku bivaju izlozena jatrogenim bolnim

podrazajima, a $to je gestacijska dob niza, podrazaji postaju ucestaliji i invazivniji (22).

Novija istrazivanja su pokazala kako opetovano ponavljanje bolnih podrazaja
moze uzrokovati trajne promjene u procesuiranju boli pojedinca (23). Dugoro¢no se
mogu dogadati epigenetske promjene, koje mogu imati utjecaj na neuralni razvoj,

modulaciju boli i reaktivnosti na bolne podrazaje u odrasloj dobi (23).

Nelijeena bol moZze imati kratkoroc¢ne 1 dugorocne posljedice. Kratkoro¢no bolni
podrazaji uzrokuju desaturacije, nize vrijednosti parcijalnog tlaka kisika u tkivima,
povecavaju akciju srca i sr¢anu varijabilnost, brze oscilacije intrakranijskog tlaka (24-
28). Nadalje, dogadaju se hormonalne promjene, povecava se serumska razina kortizola,
aldosterona, hormona rasta, kateholamina i glukagona (29). Takva akutna stresna reakcija
posebno je znacajna za nedonoSc¢ad zbog velike potro$nje energetskih zaliha, ¢ime se
povecava mortalitet i morbiditet, a stres, dugoro¢no, moze uzrokovati imunosupresiju
(20). S obzirom da postoji nezrelost imunoloskog sustava, novorodencad dodatno postaje
podloznija infekcijama (30, 31). Lijecenje boli kratkoro¢no uzrokuje stabilizaciju krvnog

tlaka i smanjenje broja hipoksi¢nih epizoda (32).

Dugoroc¢ne posljedice nelijeCene boli jos uvijek se istrazuju. Medutim, studije

kojima se prati nedonoscad pokazale su brojna odstupanja u neuroloskom razvoju, u



smislu motorickih i1 kognitivnih defekata, poremecaja ponaSanja, slabije adaptivne
sposobnosti, smanjenje socijalne kontrole i sl. (20, 33-37). Svakako postoji korelacija
izmedu nedonoSenosti i1 tezine kliniCke slike s navedenim neuroloSkim ishodom, ali

smatra se da udio u utjecaju na neuroloski razvoj zasigurno ima i kontrola boli (38).

Tijekom fetalnog razvoja, ziv¢ano tkivo prolazi kroz brojne epigenetske promjene
(39). Vrlo specifi¢ni obrasci metilacije DNA su potrebni za regulaciju funkcije genoma
(40). Povecéana metilacija inihibira gensku ekspresiju, a snizena povecava (41). S obzirom
nato da brojne promjene i dinamiku tijekom fetalnog razvoja, epigenetske promjene su
izrazenije za to vrijeme (42). Za razliku od genoma, na kovalentne promjene DNA
metilacijom utje¢u ozljede. Akutna ozljeda za vrijeme kriti¢nih razvojnih promjena su
riziéni faktor za razvoj kroni¢ne boli (42, 43). Obzirom da okoli§ uvelike utje¢e na
metilacijski status organizma u razvoju, utjecaj bolnog stimulusa na epigenetske

modifikacije se ne moze dovoljno naglasiti (20).
1.3 Srcana varijabilnost i autonomni Ziv¢ani sustav

Analiza varijabilnosti sr¢anog ritma obuhvaca vise skupina analitickih metoda
pomocu kojih se opisuju razlike u duljinama sukcesivnih RR intervala (44, 45). Za razliku
od tradicionalnog fizioloskog shvacanja homeostaze kao autoregulacije u svrhu
zadrZavanja stabilnog stanja, bioloSki sustavi slijede znafajno sloZenije obrasce
ponasanja (46, 47). Upravo, obzirom na kompleksnost dobivenog signala, razvijen je
Siroki spektar analitickih metoda i matemati¢kih modela kojim bi se ona opisala (45).
Najjednostavnije se metode mogu grupirati u tri velike skupine: 1) metode vremenske

domene, 2) metode spektralne domene i 3) nelinearne metode (45).

Metode vremenske domene obuhvacaju tradicionalne statisticke metode kojima
se opisuju aritmeticka sredina, varijanca 1 standardna devijacija, 1 geometrijski indeksi
histograma frekvencija (45). Ozbiljan nedostatak analize metodama vremenske domene
je nedostatak prikaza kompleksnih procesa u pozadini signala. Metode spektralne domene
domene su u $irokoj upotrebi, od kojih je analiza brzim Fourierovim transformacijama
zasigurno najkoriStenija u istrazivanjima (45, 48). Kompleksni signali se razlazu na
temeljne frekvencije i kao rezultat dobiju se spektri, koji pokazuju izravan odnos s

autonomnim zivéanim sustavom (48).



Kako su bioloski signali produkt brojnih kompleksnih varijabli, koje nemaju u
osnovi linearna svojstva, racionalna je primjena nelinearnih analitickih metoda (49, 50).
Tek neke od metoda su: Poincaréovi dijagrami, Lyapunov indeks, aproksimativna i
entropija uzorka, fraktalna analiza i Hurstov eksponent, korelacijska dimenzija itd. (51-
58). Unato¢ slozenim matematickim analizama, glavno ograni¢enje nelinearnih metoda

je postojanja problema interpretacije u kontekstu fiziologije, odnosno patofiziologije.

U klinickom smislu, znacaj varijabilnosti sréanog ritma prepoznat je Sezdesetih
godina proSlog stoljeca tijekom opservacije fetalnog distresa (59). Obzirom na izravnu
vezu s autonomnim ziv€anim sustavom, analiza sr€ane varijabilnosti, spektralna analiza
pokazala se dobrom dijagnostickom metodom, u ispitivanju baroreceptorske
nestabilnosti, sinkopa, i drugih poremecaja autonomnog zivéanog sustava (60-62). U
meduvremenu u mnogim klinickim istrazivanjima potvrdilo se kako je redukcija
varijabilnosti negativan prognosticki znak u brojnim klini¢kim stanjima. Opcenito, §to je
ljudski organizam mladi, varijabilnost sréanog ritma je veca, a u kontekstu zdravlja i
bolesti, postojanje varijabilnosti je znak zdravlja, jer veéa varijabilnost predstavlja vecu

sposobnost prilagodavanja i obrnuto (63).
1.4 Analiza Poincaréovih dijagrama

Jedna od najceS¢e koriStenih metoda analize biomedicinskih signala su
Poincaréovi dijagrami (64). Rije¢ je o prikazu signala u faznom prostoru u kojem je
pojedina vrijednost (n+1) prikazana kao funkcija prethodne (n). Pravac pod nagibom 45°
naziva se linija identiteta, a predstavlja vrijednosti gdje je sukcesivna vrijednost jednaka
prethodnoj (RRi+1=RRi), a oko njega su rasprSene vrijednosti. Nije ograni¢ena na
biomedicinska istrazivanja, ve¢ se mozZe iskoristiti za analizu vremenskog signala
neovisno o etiologiji. S druge strane, ni fazni prostor nije ograni¢en samo na jedan odmak
(eng. lag) (n+1), nego ih moze postojati toliko koliko je N-1 podataka vremenskog

signala.

Prednost prikaza rezultata Poincaréove analize je vizualna interpretacija, zbog
lako¢e zapazanja odstupajucih vrijednosti, prikazivanje autokorelacije, detektiranja
artefakata i sl.. Fazni prostor sadrZi stanja jednog signala, ¢ime se opisuje njegova
dinamika. Ako je u faznom prostoru prikazan zapis RR intervala, dobijemo tipicni
Poincaréov dijagram za RR intervale. Sinusna funkcija mozZe poprimati oblike elipse ili

kruznice, ovisno o tome koliki je lag. A vjerojatno najpoznatiji prikaz Poincaréovog
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dijagrama, poznat i u op¢oj populaciji je tzv. Lorenzov leptir (ili atraktor), koji je rezultat
triju obi¢nih diferencijalnih jednadzbi (Slika 1., Slika 2. i Slika 3.). U osnovi, svaka
funkcija se moze prikazati na ovaj na¢in. Medutim, kompleksni biomedicinski signali
mogu sadrzavati, ovisno o sposobnosti uzorkovanja uredaja, i po desetke tisuca
vrijednosti, ¢ime Cesto dolazi do preklapanja vrijednosti, zbog ¢ega se dobivaju "oblaci"
u faznom prostoru. Zbog toga je prvi puta opisano nekoliko razli¢itih oblika: 1) oblik
kometa (karakteristiCan za zdravu populaciju), 2) poput torpeda — kao rezultat smanjene
cjelokupne varijabilnosti, 2) lepezastog oblika — smanjena cjelokupna varijabilnost s
naglasenom disperzijom, 3) kompleksni oblici — karakteristicni za aritmije, gdje je

vidljivo vise clustera RR intervala (64).
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Slika 1. Prikaz nekoliko reprezentativnih vremenskih zapisa i njihovih

prateéih Poincaréovih dijagrama

Lijevi stupac predstavlja vremenske zapise, a u desnom stupcu se nalaze njihovi prikazi u
Poincaréovim dijagramima. U prvom redu se nalazi primjer zapisa RR intervala jednog
ispitanika iz doktorske disertacije s tipi¢nim Poincaréovim dijagramom za zapis RR
intervala. U drugom redu je jednostavna sinusna funkcija, ¢iji prikaz u faznom prostoru
predstavlja elipsu, a u treCem redu se nalazi zapis Lorenzove diferencijalne jednadzbe s tzv.

Lorenzovim leptirom (ili atraktorom) u faznom prostoru.
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Slika 2. Prikaz Poincaréovog dijagrama zapisa RR intervala

Gornja slika prikazuje Poincaréov dijagram fizioloSkog zapisa, a donja randomiziranih podataka.

Vidljiv je izostanak pozitivne korelacije kada je zapis podataka randomiziran.
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Slika 3. Prikaz Poincaréovog dijagrama zapisa RR intervala za prvih 10
lagova

S postupnim povecanjem lagova vidljivo je i povecanje Sirine Poincaréovih dijagrama, kao posljedica

smanjenja autokorelacije.

Kako bi se uklonio nedostatak subjektivne, vizualne procjene dobivenih podataka,
osmiSljeni su tzv. standardni deskriptori Poincaréovih dijagrama, SD1 i SD2 (65). Oni su
rezultat postavljanja elipse na dijagram, a standardni deskriptori su vrijednosti za kratku
(SDT) 1 dugacku (SD2) os dobivene elipse. SD1 je mjera za varijabilnost vrijednosti

okomitu, a SD2 za varijabilnost paralelnu s linijom identiteta (65).

Posebnu vaznost ima upravo linija identiteta (RRi=RRi+1). Sve vrijednosti koje se
nalaze iznad predstavljaju deceleracije (RRi+1>RR;), a sve vrijednosti ispod predstavljaju
akceleracije. Radena su istraZivanja postavljanja matemati¢kog modela utjecaja
autonomnog zivéanog sustava na Poincaréove dijagrame, gdje su simpatikus i
parasimpatikus modelirani kao oscilatori (66). Dokazano je kako je djelovanje
parasimpatikusa na SA ¢vor znacajno brze u odnosu na simpatikus, dok je djelovanje
simpatikusa dugotrajnije. Upravo koriStenjem metoda spektralne analize, djelovanje
parasimpatikusa prikazuje se spektrom visokih frekvencija, a djelovanje simpatikusa,

spektrom niskih frekvencija. Pronadena je korelacija izmedu standardnih deskriptora i
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analize spektralne domene, zbog ¢ega se tonus autonomnog Zziv€anog sustava moze
prikazati analizom Poincaréovih dijagrama (67). SD1 predstavlja kratkoro¢nu
varijabilnost, odnosno trenuta¢ne oscilacije, odnosno djelovanje parasimpatikusa, dok

SD2 predstavlja dugoro¢nu varijabilnost i djelovanje simpatikusa (52, 65).

Obzirom na linearni izracun vrijednosti standardnih deskriptora, statisticki
znacajne korelacije pronadene su s vrijednostima vremenske i spektralne domene.

Apsolutna pozitivna korelacija postoji izmedu RMSSD i SD1, zbog matematicke
povezanosti RMSSD = +/2 * SD1 unato¢ razli¢itom porijeklu (68). SD2 najvise korelira

s ukupnom varijabilnosti (SDNN), $to je, ¢ini se posljedica odnosa ukupne s dugoroénom

varijabilnosti u kratkotrajnim zapisima (67).

Omjer SD1/SD2 je nelinearna analitiCka metoda, a predstavlja mjeru za
nepredvidivost RR zapisa 1 moze se opisati kao: mjera za balans autonomnog ziv€anog
sustava — omjer tonusa simpatikusa i parasimpatikusa; omjer izmedu dugoro¢ne
varijabilnosti i kratkoro¢ne varijabilnosti; odnosno, prema analogiji omjeru niskih i
visokih frekvencija spektralne domene (LF/HF) (69). Uzimajuéi u obzir mogucnost
prikazivanja reciproénog omjera (SD2/SD1), na takav naéin se prikazuje omjer
kratkoro¢ne varijabilnosti i dugoro¢ne varijabilnosti, odnosno parasimpatikusa i

simpatikusa.
1.5 Asimetrija Poincaréovih dijagrama

Vizualnom inspekcijom Poincaréova dijagrama vidljivo je postojanje
nejednolikog rasporeda pojedinacnih vrijednosti s obzirom na liniju identiteta. Sve
vrijednosti koje se nalaze iznad linije identiteta opisuju usporavanje sranog ritma, a one
ispod, ubrzavanje. Analiza asimetrije sréanog ritma (HRA) je relativno novi koncept

kojim se dopunjuje panel postojecih analiti¢kih metoda analize sréane varijabilnosti (70).

U zdravom organizmu, prilikom mirovanja, pojava asimetrije je najveca,
medutim, u brojnim patoloskim stanjima opaZeno je kako dolazi do redukcije asimetrije.
Ako se fizioloski signal izmijeSa kako bi se izgubila njegova intrinzicna svojstva, ali
o¢uvale mjere centralne tendencije, on postaje nasumican i u faznom prostoru gubi
izduzeni oblik, poprima oblik viSe nalik na kruZnicu, ¢ime se pokazuje kako bioloski

signali nisu nasumi¢ni.



Do sada je opisano samo nekoliko indekasa asimetrije Poincaréovih dijagrama,

medu kojima su najpoznatiji Portin, Ehlerov i Guzikov indeks (71-73).

Portin indeks (PI) se temelji na raunanju udjela akceleracija (ARR"), u ukupnom

broju RR tocaka, koje ne leze na liniji (72).

_ N(ARRD)
~ N(ARR™ # 0)

Ehlerov indeks (EI) se racuna na temelju asimetrije razdiobe razlike dva
sukcesivna RR intervala (ARR). Nema krajnjih vrijednosti, ali za EI>0, distribucija je

nagnuta udesno, a za EI<O0, ulijevo (73).

El =
(z”“RR)ARRo)ZWZ

Guzikov indeks (GI) predstavlja prosje¢nu kvadriranu udaljenost tocaka
Poincaréovog dijagrama od linije identiteta (x = y), dijeljenu sa zbrojem prosje¢nih

kvadriranih vrijednosti iznad i ispod linije identiteta (71).

Y VARRY A(RR)2(i)

Gl =
TR ARR2 (i)

U novije vrijeme opisan je i SKG indeks koji obuhvaca karakteristike P11 GI (74).
Izvorni Poincaréov dijagram se transformira u novi fazni prostor, kako bi na y-osi bila
razlika dvaju sukcesivnih RR intervala (ARR), dok na x-0si ostaje originalni RR interval.
Potom se zbroj ARR intervala iznad ili ispod nove linije identiteta kvadrira, a potom dijeli
sa zbrojem kvadrata zbroja ARR intervala iznad 1 ispod linije identiteta. Na taj nacin je

moguce kvantificirati udjele akceleracija i deceleracija zapisa RR intervala.

(ZN(ARR )ARR+(L))
SKGyy = - . _
(zrns )ARR+(i)) + (SO ARR- (1))

=1 =1

Zbog nedostatka istrazivanja o primjeni Poincaréovih dijagrama i HRA na stres u
novorodenackoj populaciji, u ovoj doktorskoj disertaciji glavni motiv je implementirati

iste u proucavanje boli i stresa.

10



HIPOTEZA

U fazama provodenja uzorkovanja krvi i simulacije do¢i ¢e do znacajne redukcije
sr¢ane asimetrije u odnosu na faze mirovanja

Standardni deskriptori Poincaréovih dijagrama su u fazama mirovanja veéi u odnosu
na simulacijsku i fazu uzorkovanja krvi

U svim fazama istrazivanja postojat ¢e znacajne razlike u standardnim deskriptorima

Poincaréovih dijagrama i indeksa asimetrije, u odnosu na surogat modele
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj doktorske disertacije je:

1) ispitati reaktivnost autonomnog zivcanog sustava novorodencadi nakon bolnog
podrazaja izazvanog vadenjem krvi,

2) ispitati dinamiku promjena standardnih deskriptora i njihovog omjera,

3) ispitati dinamiku promjena asimetrije sr¢ane akcije tijekom bolnog podrazaja,

4) usporediti dinamiku promjena navedenih parametara sa surogatnim modelom,

generiranim na temelju dobivenog signala.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je postavljeno kao nerandomizirano kontrolirano ispitivanje s

ponovljenim mjerenjima.
4.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na rodilistu Zavodu za neonatologiju i neonatalnu
intenzivnu medicinu, Klini¢ckog bolnickog centra Osijek, u razdoblju od 30. rujna 2016.
do 10. veljace 2017. Metodom jednostavnog sluc¢ajnog uzorkovanja novorodencad
kronoloske dobi od 72 sata uklju¢ena je u istrazivanje s Apgar zbrojem >9/9. U svrhu
zaStite identiteta, svako je novorodence dobilo svoj Sesteroznamenkasti jedinstveni
identifikacijski broj (ID), stvoren generatorom slu¢ajnih brojeva bez ponavljanja, s kojim
je registrirano i prac¢eno kroz daljnji tijek istrazivanja. U istrazivanju je sudjelovalo 40
terminske novorodencadi, 21 Zenskog i 19 muskog spola, S prosjeénom rodnom masom
3542,05+339,09 g. Ukljuéena su samo terminska novorodencad bez vidljivih
malformacija, bez prenatalnih i perinatalnih komorbiditeta, planirana za otpust ku¢i.
Prilikom uzorkovanja krvi novorodenéeta uzorkovana minimalna koli¢ina krvi za potrebe
novorodenackog probira, a novorodenc¢ad nisu bila izlozena dodatnim, nepotrebnim

bolnim podraZajima.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinckog bolnic¢kog
centra Osijek i Medicinskog fakulteta Osijek. Roditelji ispitanika su dobili detaljne
usmene 1 pismene upute o svim fazama istrazivanja, potvrdu o sudjelovanju u istrazivanju

dali su potpisivanjem informiranog pristanka.

4.3. Protokol istraZivanja

Detaljan pregled protokola istrazivanja prikazan je u (74-76). Istrazivanje je
provedeno kada je novorodence navrsilo 72 sata. Navedena kronoloska dob je odabrana
zbog toga Sto nakon navrSena 72 sata svako novorodence u Republici Hrvatskoj podlijeze
probiru na fenilketonuriju i kongenitalnu hipotireozu (77). Upravo zbog toga $to je rije¢
0 nacionalnom programu probira na navedene bolesti, niti jedno novorodence nije

dodatno izlozeno bolnim procedurama. Prije pocetka istrazivanja sva su novorodencad
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nahranjena, postavljena u supinacijski polozaj i izdvojena s radiliSta u prostor s manjim

zagadenjem bukom koji bi mogao utjecati na postupak istrazivanja.

Istrazivanje je provedeno kroz pet faza, a primjer zapisa RR intervala nalazi se na
Slici 4.:

Faza 1.) Prva faza mirovanja
Faza 2.) Simulacijska faza
Faza 3.) Druga faza mirovanja
Faza 4.) Faza uzorkovanja krvi
Faza 5.) Intervencijska faza

Faza 1 je prva faza mirovanja u trajanju 10 minuta, u kojoj je zabiljeZen bazalni
ritam 1 sluzi kao kontrolna faza za usporedbu s ostalim fazama istrazivanja. Faza 2 je
simulacijska faza, u kojoj se postupak uzorkovanja krvi oponaSao intermitentnim
pritiskom na petu novorodenceta, koji je provodila medicinska sestra. Obzirom na
mogucnost kontroliranja duljine faze, ona je trajala 90 sekundi, §to je prosjecno vrijeme
potrebno za uzorkovanje krvi iz pete novorodencéeta. Nakon zavrSetka simulacijske faze
slijedila je druga faza mirovanja u trajanju 10 minuta (faza 3). Duljina trajanja je jednaka
fazi 1, zbog tzv. wash out fenomena, kako bi se serijska narav istrazivanja mogla
adekvatno provesti, a novorodencad stabilizirati prije zavrSne faze. Po zavrSetku faze 3,
slijedila je faza rutinskog uzorkovanja krvi iz pete, koja je bila varijabilne duljine trajanja,
ovisno o karakteristikama pacijenta i brzini uzorkovanja krvi. Faza 5 nije uklju¢ena u ovo

istraZivanje.

Unato¢ fiksnim vremenskim duljinama trajanja prvih triju faza istrazivanja (u
minutama i sekundama), zbog varijabilnosti RR intervala dva jednako dugacka
vremenska perioda ne moraju imati jednaki broj podataka. Prosje¢ni (+ standardna
devijacija) broj RR intervala u fazi 1 iznosio je: 1284,13+149,23, u fazi 2: 229,934+43,03,
u fazi 3: 1323,6+193,2, a u fazi 4: 411.63+193,31 intervala.
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Slika 4. Reprezentativni prikaz proc¢i§¢enog zapisa RR intervala jednog

ispitanika

4.4. Prikupljanje i digitalna obrada podataka
4.4.1.Priprema podataka za obradu

RR intervali su prikupljeni pomocu Firstbeat Bodyguard 2 uredaja (Firstbeat
Bodyguard 2, Firstbeat Technologies Ltd, Jyvaskyla, Finska — Slika 5), tijekom cijelog
postupka istrazivanja. Bodyguard 2 je jednokanalni prijenosni EKG uredaj visoke

rezolucije, mase 28 g, s implementiranim algoritmom filtriranja RR intervala.
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Slika 5. Prikaz postavljanja tijela Firstbeat Bodyguard uredaja na

podrudje gornjeg desnog toraksa ispitanika

Nakon vizualne inspekcije snimljenih signala slijedi uklanjanje artefakata i
interpolacija strSecih vrijednosti (78). Proc¢is¢eni podaci su pohranjeni u ASCII
dokumentu, a takav, analiti¢ki prihvatljiv signal, razdvojen je na segmente prema fazama.
Analiza podataka digitalnog zapisa ucinjena je pomocu posebno programiranog
raunalnog programa u programskom jeziku Python 3.5, koji je validiran usporedbom s

nekoliko standardnim racunalnih programa za analizu sr¢ane varijabilnosti.

4.4.2. Surogat modeli

Surogat modeli su koristeni u svrhu stvaranja kontrolne skupine prilikom analize
vremenskih signala, kako bi se prikupljeni signali usporedili sa signalom sli¢nih
svojstava. U ovom istrazivanju koristen je surogat model kreiran je temeljem postojecih
signala, na nacin da je svaki zapis istrazivanja izmijeSan pomocu generatora sluc¢ajnih
brojeva. Takav novostvoreni randomizirani zapis sastavljen je od vrijednosti pojedinog
segmenta istrazivanja i ima jednaku duljinu, aritmeticku sredinu i standardnu devijaciju,

ali razli¢ite autokorelacijame 1 autokovarijance.

Primjer stvaranja surogat modela nalazi se u Slici 6., gdje su podaci jednog
ispitanika randomizirani. Vizualno postoji znacajna razlika u izgledu, iako su obje

vremenske serije stacionarne i imaju jednake aritmeticke sredine i standardne devijacije.
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Slika 6. Reprezentativni prikaz zapisa RR intervala i randomiziranih
podataka

Gornji graf predstavlja zapis RR intervala snimljenog na jednom pacijentu, a donji izmijeSane podatke.
U oba slucaja zapis je stacionaran, a fizioloski podaci sadrze postupne promjene, koje su u izmijesanim

podacima iznenadne.

Radi objektivnijeg testiranja jesu li podaci dobro randomizirani, u¢ini se analiza
autokorelacija za razli¢ite odmake, tzv. lagove, koji su znacajni za analizu Poincaréovih
dijagrama koja je koriStena dalje u radu. Na Slici 7. vidljivo je kako se vrijednosti
autokorelacije za randomizirane podatke za prvih 50 lagova kre¢u oko 0, dok je postupan
pad zabiljeZen u originalnom zapisu. Vrijednost koja strsi za lag 0 iznosi 1, a predstavlja
korelaciju podataka samih sa sobom, bez odmaka, a predstavlja linearnu korelaciju, koja

je takva iz razumljivih razloga.
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Faza 1 - autokorelacije - fizioloski podaci
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Slika 7. Prikaz autokorelacije zapisa RR intervala

Gornji graf predstavlja prikaz autokorelacije jednog fizioloskog zapisa RR intervala, a donji izmijeSanih
podataka za prvih 50 lagova. U fizioloskim podacima se autokorelacija postupno smanjuje, a u
izmijeSanim podacima uglavnom se kre¢e oko 0. Za lag 0 postoji savrSena korelacija, jer predstavlja

linearnu povezanost podataka s identiénom kopijom zapisa.
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4.4.3. Mjerenje standardnih deskriptora i izracun sréane asimetrije

Deskriptori Poincaréovih dijagrama

Postupak izracuna standardnih deskriptora Poincaréovih dijagrama, moze se

prikazati u nekoliko koraka :

1. Prvi korak obuhvaéa stvaranje predispozicija za dvodimenzionalnim prikazom
podataka u dvodimenzionalnom koordinatnom sustavu. Kako bi se prikaz
omogucio, tocka u koordinatnom sustavu mora biti definirana s koordinatama.
Izvorni podaci (RR; intervali) predstavljaju koordinatne vrijednosti na x osi, a tzv.
lag 1 (RRi+1) predstavljaju vrijednosti na y osi. Na takav nacin, tocka u
koordinatnom sustavu je definirana s (RRi, RRi+1).

2. Takozvanom elipse fitting tehnikom se postavlja elipsa na dobiveni rasprSeni
dijagram, ¢ija kratka os predstavlja SD1, a dugacka SD2. Matemati¢ki SD1 1 SD2

se racunaju pomocu jednadzbi:

V2
SD1 = —-SD(RR; = RR;s1)

1
SD2 = j 2SD(RR)? = 5 SD(RR; = RRi11)?

SKG indeks
Postupak izracunavanja SKG indeksa je prikazan u nekoliko koraka (74):

1) Prvi korak je stvaranje faznog prostora iz originalnog vremenskog zapisa, gdje je
X = RRj, a y = ARR = RRi+1- RRi. Nova linija identiteta se sada nalazi na y=0 i

sluzi kao os simetrije za daljnje izracune (Slika 8.)
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Slika 8. Prikaz odnosa izvornog i modificiranog Poincaréovog dijagrama

Gornji graf predstavlja izvorni Poincaréov dijagram s linijom identiteta pod 45°, a donji prilagodeni
oblik, koji je osnova za ratunanje SKG indeksa. Linija identiteta, odnosno os simetrije na temelju koje

se racuna SKG indeks je u donjem slucaju 0.

2) Zbroj svih vrijednosti koji se nalazi iznad y = 0 (ARR>0) oznacava se s Cyp i
predstavlja deceleracije, a zbroj svih vrijednosti koji se nalaze ispod y = 0
predstavlja akceleracije (ARR>0), a oznacava se s Cgown. FOrmalno matematicki
se Cup i Caown definiraju kao:

ARR*
Cup = Zi=(1 )ARR-il-
N(ARR")

Caown = Zizl ARRi_

3) Uvodi se nova varijabla koja predstavlja ukupnu varijabilnost ARR (Crotal) koja

se dalje izraCunava kao zbroj kvadrata Cyp i Cgown:

— 2 2
CTotal - Cup + Cdown
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4) SKG indeks se kona¢no definira kao udio Cyp, 0dnosno Cgown U ukupnoj
varijabilnosti, a predstavlja normalizirane vrijednosti udjela deceleracija i

akceleracija u zapisu RR intervala:

2
SKG,, = ::‘fal , for decelerations  (4)

c3 .
SKGgown = ﬁ , for accelerations (5)

Entropija SKG indeksa

Budué¢i da su SKGup i SKGgown komplementarni (SKGuyp + SKGgown = 1) i
medusobno isklju¢ivi te predstavljaju udjele u ukupnom zbroju njihovih kvadriranih
vrijednosti, moguce je izraCunati entropiju SKG indeksa. S obzirom na to da postoje dvije
vrijednosti, najprirodnija i najprikladnija mjera za entropiju koja se moze racunati dolazi

iz podrudja teorija informacija, a to je Shanonova entropija (79):

n
H=— Z p;i logy p; (3)
im1

Entropiju je moguce definirati na razli¢ite nacine, ali u kontekstu teorije
informacije, ona predstavlja koli¢inu neodredenosti (nesigurnosti) koju neka poruka

sadrzi (79).

Baza logaritma moze poprimiti bilo koju vrijednost, no najcesc¢e je prihvaceno da
se za dva medusobno iskljuc¢iva dogadaja (u ovom slucaju varijable SKGup i SKGdown),
koristi baza 2. Jedinica tako dobivene entropije SKG indeksa izrazena je u bitovima, a
predstavlja prosjecnu koli¢inu informacije. U najjednostavnijem primjeru bacanja
novCi¢a s jednakom vjerojatnoséu pisma i glava (P(pismo) = P(glava) = 0.5),
uvrstavanjem vrijednosti u jednadzbu (3), dobijemo da nov¢i¢ sadrzi u prosjeku 1 bit

informacija.

Slika 9. prikazuje distribuciju vrijednosti entropije za razliite vjerojatnosti
binarne varijable (npr. novci¢). Vidljivo je kako je entropija najveca kada je jednaka
vjerojatnost oba dogadaja (0.5), a najmanja, kada imamo samo jedan ishod (vjerojatnost
je jednaka 0 ili 1). Drugim rije¢ima, ako bacamo nov¢€i¢ koji sadrzi isklju¢ivo pisma,

entropija je jednaka nuli, odnosno, takav nov¢i¢ ima 0 bita informacija. Na taj nacin se
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uvijek moze predvidjeti §to se moze ocekivati. S druge strane, entropija je najveca kada
je vjerojatnost pisma jednaka vjerojatnosti glave, odnosno, takav nov¢i¢ u prosjeku sadrzi

1 bit informacija, odnosno, tada je nov¢i¢ najmanje predvidiv.

Ako umjesto vrijednosti x uvrstimo SKGup i SKGdown, jednadzba (3) poprima
oblik:

H=—1+[(SKG,p) * l0g2(SKG,p) + (SKGaown) * 10G2(SKGaown)].

U kontekstu SKG indeksa, entropija je najveca kada su udjeli SKGup i SKGdown
jednaki (0.5) i iznosi 1 bit, a najmanja kada je jedan od dva parametra jednak O,

odnosno 1 te iznosi 0 bita.

1.0 A
0.9 A
0.8 -
0.7 A
0.6
0.5 A
0.4 A

Entropija (bit)

0.3 -
0.2
0.1 -
0.0 -

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Vjerojatnost

Slika 9. Prikaz binarne distribucije entropije

Najveca vrijednost entropije vidljiva je kada je vjerojatnost dogadaja 0.5, a iznosi 1 bit, a najmanja je

kada je u pitanju siguran dogadaj s vjerojatnoscu 1 ili kada je vjerojatnost dogadaja 0 i iznosi 0 bitova.
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Utjecaj duljine vremenskih zapisa na analizu

Radi prikazivanja utjecaja duljine vremenskog zapisa na Poincaréove deskriptore,
SKG indeks 1 entropiju, faza 1 je dodatno podijeljena u nekoliko razlicitih duljina (90,
150, 300, 600 i 800 RR intervala). Razlog tomu je postojanje diskrepancije izmedu
duljina trajanja zapisa faza 2 i 4. Na temelju izvornih podataka faze 1, nasumi¢no su
odabrane odgovaraju¢e duljine trajanja zapisa prema broju podataka RR intervala (90,

150, 300, 600 1 800) te su koriStene u daljnjoj analizi.
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4.5. Statisti¢ke metode

Prilikom statisticke obrade koriSten je racunalni program R (RStudio inacica
0.99.903). Numeri¢ke varijable s normalnom razdiobom prikazane su pomocu
aritmetiCke sredine 1 standardne devijacije. Normalnost distribucije ispitana je pomocu
Kolmogorov Smirnovljevog testa. Razlike medu numerickim varijablama su ispitane
pomocu analize varijance (ANOVA) s ponovljenim mjerenjima (eng. Repeated measures

ANOVA). Post hoc p-vrijednosti su ispitane pomoc¢u Studentovog t-testa.

U svrhu postavljanja klasifikacijskog modela koriStena je logisticka regresija u
kojoj je zavisna varijabla binarna (faze stresa (2 14) = 1, Faza 1 = 0). Rezultati logisticke
regresije u obliku vjerojatnosti pripadanja pojedinoj skupini (1 ili 0), pomocu koje je dalje
koristena ROC (eng. Reciever operator characteristics) kako bi se procijenila povrsina
ispod krivulje (AUC). Optimalna grani¢na vrijednost (eng. cut-off) odredena je pomocu
Youdenovog J koeficijenta, nakon ¢ega su dalje radene 2x2 klasifikacijske tablice za
evaluaciju statistiCkog modela. Rezultati modela, uz AUC krivulju prikazani su pomoc¢u

osjetljivosti 1 specifi¢nosti. Razina statisticke znacajnosti odredena je s p<0,05.
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5. REZULTATI

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tablicama i Slikama. Slika 10. sadrzi vizualni
prikaz Poincaréovog dijagrama kroz Cetiri faze istraZivanja za lag 1. U Fazi 1 imamo
tipi¢ni oblik Poincaréovog dijagrama, a u fazi 3 tzv. torpedo oblik. Faze stresa (faza 2 i
faza 4) imaju znacajno manju ukupnu varijabilnost i pomaknute su prema donjem lijevom
uglu grafa, gdje se nalaze niZe vrijednosti duljine trajanja RR intervala. Sto je vrijednost

RR intervala manja, to je brza frekvencija rada srca.

Faza 2
600 - 600 -
P ¥ ,
2 g o g e s
& 400 < 400 d"'
300 400 500 600 300 400 500 600
RR,‘ RR:‘
Faza 3 Faza 4
600 - R 600 -
By =L
: R
o« o
o 400 < 400
o
300 400 500 600 300 400 500 600
RR,; RR:’

Slika 10. Poincaréovih dijagrama kroz faze istraZivanja za jednog

reprezentativnog ispitanika

U gornjem lijevom kutu je prikazan Poincaréov dijagram zapisa RR intervala za fazu 1, u gornjem
desnom za fazu 2, u donjem lijevom za fazu 3 i u donjem desnom za fazu 4, istraZivanja. Vidljiva je

promjena oblika i smanjenje ukupne varijabilnosti dijagrama u fazama stresa (faza 2 i faza 4).
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Tablica 1. sadrzi prikaze rezultata SDI1 deskriptora kroz faze istraZivanja.
Statisticki znacajne razlike su pronadene medu svim fazama za svaki pojedini lag. Tablica
2. sadrzi post hoc p-vrijednosti usporedbi SD1 medu fazama, prema odredenom lagu.
Promatrajuéi faze mirovanja (faza 1 i faza 3) vidljivo je kako za svaki lag nisu pronadene
statisticki znacajne razlike. U fazi 1 za lag 1 prosje¢na vrijednost SD1 iznosila je
13,66+7,65, dok je za isti lag u fazi 3 vrijednost iznosila 13.39+£9.13 (p=0,843). Za sve

ostale lagove, post hoc p-vrijednosti su u pravilu bile vece od 0,9.

Promatraju¢i dalje razlike izmedu faza mirovanja i faza stresa, vidljivo je kako se
u svakom lagu vrijednosti statisti¢ki znac¢ajno razlikuju. U svakom lagu su prosje¢ne
vrijednosti SD1 i u fazi 1 i u fazi 3 bile vece u odnosu na fazu 2 i fazu 4. Npr. za lag 1
vrijednosti SD1 u fazi 1 i 3 iznosile su 13,66+7,65 i 13,39+9,13, dok su za faze 2 i 4
vrijednosti SD1 iznosile 9.57+6,53 i 10,49+6,81.

Usporedujuci vrijednosti SD1 medu fazama stresa, nisu pronadene statisticki
znacajne razlike niti za jedan lag, a p-vrijednosti su se kretale izmedu p=0,502 za lag 1 i
p=0,639 za lag 10.

Zajednicka osobina SDI je linearni porast u svim fazama §to je veci lag, zbog
¢ega je vidljiv prosje¢ni porast za 14,42 ms u fazi 1 izmedu vrijednosti SD1 u lagu 1i 10,

11,22 ms izmedu istih lagova faze 2, 14,66 ms u fazi 31 11,43 ms u fazi 4.
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Tablica 1. Prikaz rezultata SD1 za razli¢ite lagove u pojedinim fazama

istraZivanja
lag Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4 p*
1 13,66+7,65 9,57+6,53 13,39+9,13 10,49+6,81 0,004
2 16,16+7,62 12+7,09 16,16+8,71 12,87+7,13 0,003
3 19,04+8,21 13,73+8,01 19,01+9,82 14,69+7,88 <0,001
4 21,09+8,62 15,21+8,56 21,23+10,42  16,37+8,7 <0,001
5 23,06+£9,02 16,48+8,94 23,05+10,97 17,68+9,3 <0,001
6 24,38+9,28 17,58+9,29 24,43+11,31  18,69+9,65 <0,001
7 25,73£9,55 18,41+9,46 25,63£11,56  19,7+10,02 <0,001
8 26,58+9,74 19,16+9,7 26,6+11,84 20,48+10,21 <0,001
9 27,41+9,82 20,08+10,27  27,37+12,01  21,21+10,43 <0,001
10 28,08+10,03 20,79+10,54 28,05+12,17 21,92+10,72 <0,001
*repeated measures ANOVA
Tablica 2. Post hoc p-vrijednosti za SD1
lag P12 P13 P14 P23 P24 P34
1 <0,001 0,843 0,024 0,021 0,502 0,032
2 <0,001 0,998 0,03 0,014 0,586 0,018
3 <0,001 0,983 0,01 0,007 0,595 0,007
4 <0,001 0,918 0,009 0,004 0,553 0,006
5 <0,001 0,992 0,006 0,004 0,562 0,005
6 <0,001 0,969 0,005 0,003 0,604 0,004
7 <0,001 0,941 0,004 0,002 0,559 0,004
8 <0,001 0,994 0,004 0,003 0,561 0,004
9 <0,001 0,98 0,004 0,004 0,629 0,004
10 <0,001 0,987 0,005 0,005 0,639 0,005

P12 - post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 2, p13- post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 3, p14

_post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 4, p2s— post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 3, paa -

post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 4, psa— post hoc p-vrijednosti izmedu faze 3 i faze 4
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Tablica 3. sadrzi prikaze rezultata za Poincaréov deskriptor SD2 medu fazama

istrazivanja i za razlicite lagove. Prate¢e post hoc p-vrijednosti su prikazane u Tablici 4.

Niti u jednom slucaju nisu pronadene statisticki znacajne razlike medu vrijednostima SD2

medu fazama. Vidljiv je postupni pad vrijednosti SD2 s povecanjem laga. Prosje¢ne
vrijednosti SD2 u fazi 1 za lag 1 iznosile su 66,05+28,95 ms, a za lag 10 60,79+29,37
ms, u fazi 2 za lag 1 64,24+27,47 ms i lag 10 61,03+27,37 ms. Prosjecne vrijednosti SD2
za lag 1 i 10 u fazi 3 iznosile su 74,36+27,78 ms i 69,81+27,51 ms, a za fazu 4
74,34+35,43 1 71,24+35,64.

Takoder je vidljivo kako su standardne devijacije konstantne za svaki lag u pojedinoj fazi
—u fazi 1 izmedu 28,851 29,37, u fazi 2 izmedu 27,36 1 27,47, dok je faza 4 imala najvece

standardne devijacije u rasponu od 35,43 i 35,65.

Tablica 3. Prikaz rezultata SD2 za razlicite lagove u pojedinim fazama

istrazivanja

lag Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4 p*

1 66,05+28,95 64,24+27,47 74,36+27,78 74,34+35,43 0,16
2 65,52+28,85 63,76+£27,5 73,93+27,56 73,91+35,49 0,153
3 64,6+£29,01 63,34+27,41 73,13+27,51 73,49+35,51 0,154
4 63,92+28,98 62,94+27,39 72,44427,51 73,04+35,52 0,157
5 63,11+29,14 62,57+27,39 71,8+£27,52 72,64+35,54 0,155
6 62,59+29,13 62,22+27,38 71,29+27,51 72,33+35,59 0,153
7 61,93+29,29 61,95+27,41 70,83+27,52 72,01+35,58 0,149
8 61,54+29,28 61,67+27,42 70,42427,53 71,75+35,63 0,149
9 61,13+29,37 61,32+27,36 70,1£27,51 71,49+35,65 0,143
10  60,79+29,37 61,03+27,37 69,81+27,51 71,24+35,64 0,140

*repeated measures ANOVA
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Tablica 4. Post hoc p-vrijednosti za SD2

lag po P13 P14 P23 P24 P34

1 0,716 0,12 0,197 0,112 0,051 0,998
2 0,722 0,115 0,189 0,109 0,048 0,997
3 0,8 0,115 0,168 0,122 0,047 0,957
4 0,843 0,115 0,155 0,133 0,047 0,928
5 0,913 0,114 0,14 0,144 0,047 0,898
6 0,942 0,112 0,13 0,151 0,046 0,876
7 0,997 0,109 0,119 0,16 0,046 0,858
8 0,979 0,11 0,115 0,166 0,046 0,842
9 0,97 0,109 0,11 0,164 0,043 0,835
10 0,961 0,108 0,107 0,164 0,042 0,830

p12 - post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 2, p13—post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 3, p1a
_post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 4, p23_post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 3, p2a—

post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 4, pss— post hoc p-vrijednosti izmedu faze 3 i faze 4

U Tablici 5. su prikazane aritmeticke sredine i standardne devijacije omjera
standardnih deskriptora SD1 i SD2 u fazama istrazivanja. Statisticki znacajne razlike su
pronadene za svaki lag, dok su post hoc p-vrijednosti prikazane u Tablici 6. Vidljivo je
kako je za svaki lag prosjecni omjer SD1/SD2 bio veéi u fazama mirovanja (faza 1 i 3),
u odnosu na faze stresa (faza 2 i 4). Npr. za lag 1 prosje¢na vrijednost SD1/SD2 iznosila
je 0,23+0,13, a za lag 10 0,53+0,2, u fazi 2 vrijednosti za lag 1 iznosile su 0,16+0,07, a
za lag 10 0,38+0,19. U fazi 3, vrijednosti SD1/SD2 iznosile su 0,2+0,15, a za lag 10
0,44+0,2, dok su u fazi 4 vrijednosti iznosile 0,16+0,11 za lag 1 i 0,35+0,2 za lag 10.

Promatrajuc¢i razlike medu fazama, statisticki znacajne razlike nisu pronadene niti
za prvih pet lagova medu fazama mirovanja (faza 1 i faza 3, Tablica 6.). Statisticki
znacajne razlike nisu pronadene medu fazama stresa (faza 2 i faza 4), niti za jedan lag.
Takoder, zajedniCka karakteristika svih faza je postupni linearni porast vrijednosti
SD1/SD2 s porastom lagova, a najveéi omjer zabiljezen je u fazi 1 i lagu 10, gdje je omjer
iznosio 0,53+0,2.
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Tablica 5. Prikaz rezultata SD1/SD2 za razli¢ite lagove kroz pojedine faze

istrazivanja
lag Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4 p*
1 0,23+0,13 0,16+0,07 0,2+0,15 0,16+0,11 0,01
2 0,27+0,11 0,2+0,1 0,24+0,13 0,2+0,12 0,008
3 0,33+0,14 0,24+0,11 0,28+0,15 0,23+0,13 0,001
4 0,37+0,14 0,26+0,13 0,32+0,16 0,25+0,15 <0,001
5 0,41+0,17 0,29+0,14 0,35+0,17 0,28+0,16 <0,001
6 0,44+0,17 0,31+0,15 0,37+0,18 0,29+0,17 <0,001
7 0,47+0,19 0,33+0,16 0,4+0,19 0,31+0,17 <0,001
8 0,49+0,19 0,34+0,17 0,41+0,19 0,33+0,18 <0,001
9 0,51+0,2 0,36+0,18 0,43+0,19 0,34+0,19 <0,001
10 0,53+0,2 0,38+0,19 0,44+0,2 0,35+0,2 <0,001
*Repeated measures ANOVA
Tablica 6. Post hoc p-vrijednosti za SD1/SD2
lag po P13 P14 P23 P24 P34
1 0,002 0,251 0,014 0,124 0,793 0,111
2 0,003 0,103 0,005 0,218 0,834 0,089
3 0,002 0,085 0,001 0,135 0,768 0,040
4 0,001 0,067 <0,001 0,109 0,741 0,027
5 0,001 0,052 <0,001 0,100 0,702 0,023
6 0,001 0,040 <0,001 0,107 0,636 0,020
7 0,001 0,030 <0,001 0,102 0,628 0,018
8 0,001 0,029 <0,001 0,105 0,63 0,019
9 0,001 0,027 <0,001 0,152 0,543 0,023
10 0,002 0,023 <0,001 0,190 0,494 0,025

P12 - post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 2, p13—post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 3, p14

_post hoc p-vrijednosti izmedu faze 1 i faze 4, p23 —post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 3, pas—

post hoc p-vrijednosti izmedu faze 2 i faze 4, psa— post hoc p-vrijednosti izmedu faze 3 i faze 4
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U Tablici 7. se nalazi prikaz vrijednosti standardnih deskriptora dobivenih na

temelju surogatnih zapisa. Na temelju rezultata vidljivo je kako je uspjeSno ucinjena

randomizacija originalnih zapisa, s obzirom na to da su vrijednosti SD1 i SD2

podjednake, u svim lagovima u svakoj fazi pojedina¢no. O¢ekivanog porasta vrijednosti

SD1 nije bilo s porastom veli¢ine laga.

Tablica 7. Prikaz rezultata SD1 i SD2 za razlicite lagove u pojedinim fazama

istrazivanja dobivenih randomizacijom originalnih vremenskih zapisa

lag Fazal Faza 2 Faza 3 Faza 4
1 48,12+20,6 46,03+£19,42 53,81+19,57 53,86+25,19
2 47,89+20,72 44,97+19,43 53,85+19,26 52,9+£25,37
3 47,93+£20,7 46,22+20,45 53,83+19,46 53,52+24,92
4 48,09+20,47 46,66+20,31 53,86+19,37 53,22+24,59
5 47,97+20,44 46,65+21,12 54,02+19,52 53,31+£25,08
>Pl 6 47,95+20,23 45,82+19,37 53,83£19,4 52,93+24,73
7 48,26+20,64 45,65+19,52 54,02+19,53 53,33+25,08
8 47,97+20,66 46,84+20,14 53,8+19,74 53,68+25,48
9 47,97+20,57 45,77+19,5 53,92+19,61 53,43+£25,11
10  48,02+20,66 45,79+19,76 53,73+18,99 53,84+25,65
1 47,82+20,4 45,98+20,12 53,89+19,45 52,76+24,86
2 48,05+20,3 47,03+20,09 53,85+19,74 53,72+24,68
3 48,01+20,31 45,79+19,09 53,87+19,56 53,11+25,13
4 47,85+20,55 45,36+19,19 53,84+19,65 53,41+£25,45
5 47,98+20,56 45,33+18,38 53,67+19,52 53,32+24,96
°bz 6 48+20,77 46,18+20,18 53,87£19,62 53,69+25,33
7 47,68+20,36 46,35+20,02 53,68+19,48 53,29+24,98
8 47,97+20,36 45,16+19,39 53,9+19,27 52,92+24,61
9 47,97+20,44 46,26+20 53,78+19,41 53,19+24,97
10  47,93+£20,34 46,22+19,79 53,96+20,04 52,77+24,41
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U Tablici 8. se nalazi prikaz rezultata usporedbi izvornih i randomiziranih

vremenskih zapisa. Svaki parametar izvornog zapisa je usporedivan s istim parametrom

odgovaraju¢eg laga randomiziranih nizova, a vrijednosti su u svakom trenutku bile

statisti¢ki znaCajno razlicite.

Tablica 8. Prikaz p-vrijednosti usporedbi SD1 i SD2 izvornih i randomiziranih

vremenskih zapisa za razli¢ite lagove

lag Faza 1l Faza 2 Faza 3 Faza 4
1 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

3 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

5 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Sbl 6 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
7 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

8 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

9 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
10 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

1 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

3 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

4 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

5 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Sb2 6 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
7 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

8 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

9 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
10 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Tablica 9. sadrzi prikaze rezultata SKG indeksa asimetrije medu fazama i s

povecanjem laga. Statisticki znacajne razlike su pronadene za lag 1 (p<0.001), dok za

ostale lagove znacajne razlike nisu pronadene. Vidljivo je kako su podjednake vrijednosti

SKGupi SKGdown zabiljeZene u fazama mirovanja (faza 1 i faza 3), dok je u fazama stresa

(faza 2 i faza 4) veca vrijednost SKGgown. SKGyp U fazi 1 iznosio je 50,19+0,72, u fazi 2
43,85+6,98, u fazi 3 50,14+0,85, a u fazi 4 46,6+5,74.

Tablica 9. Prikaz rezultata parametara SKG indeksa za razlicite lagove

pojedinih faza istraZivanja

lag Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4 p*

SKGyp 50,19+0,72 43,85+6,98 50,14+0,85 46,6+5,74 <0,001
' SKGgown 49,81+£0,72 56,15+6,98 49,86+0,85 53,4+5,74

SKGyp 49,99+0,09 50,04+0,99 50,01+0,11 50,07+0,47 0,925
? SKGgown 50,01£0,09 49,96+0,99 49,99+0,11 49,93+0,47

SKGyp 50,01+0,07 49,83+0,8 50,01+0,1 49,91+0,55 0,257
3 SKGdown 49,99+0,07 50,17+0,8  49,99+0,1  50,09+0,55

SKGyp 50+0,09 50,24+0,8  50,02+0,1  49,97+0,59 0,06
: SKGdown  50+0,09 49,76+0,8 49,98+0,1 50,03+0,59

SKGyp 50,01+0,08 49,88+0,83 50,03+0,1  49,95+0,48 0,504
° SKGgown 49,99+0,08 50,12+0,83 49,97+0,1  50,05+0,48

SKGup 49,99+0,08 50,11+0,79 50,01+0,1  49,99+0,52 0,6
° SKGgown 50,01+0,08 49,89+0,79 49,99+0,1  50,01+0,52

SKGyp 50+0,07 49,95+0,75 50,03+0,08 49,96+0,43 0,829
! SKGdown  50+0,07 50,05+0,75 49,97+0,08 50,04+0,43

SKGup 49,99+0,08 49,97+0,74  50+0,09 49,97+0,58 0,985
° SKGdown 50,01£0,08 50,03+0,74 50+0,09 50,03+0,58

SKGup 50+0,08 50,01+0,66 50,01+0,08 49,94+0,48 0,84
? SKGgown  50+0,08 49,99+0,66 49,99+0,08 50,06+0,48

SKGyp 50+0,08 49,87+0,7  49,99+0,09 49,94+0,56 0,558
10 SKGdown  50+0,08 50,13+0,7  50,01+0,09 50,06+0,56

*repeated measures ANOVA
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Tablica 10. sadrzi SKG vrijednosti izracunate na temelju surogatnih zapisa.

Vidljivo je kako je u svakoj fazi udio SKGyp i SKGgown podjednak, opisujuci adekvatnu

primjenu randomizacije originalnih vremenskih zapisa.

Tablica 10. Prikaz rezultata SKG indeksa za razlicite lagove u pojedinim fazama

istrazivanja dobivenih randomizacijom izvornih vremenskih zapisa

lag Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4
SKGyp 50,01+0,08  50,3+0,61 49,97+0,11  50,2+0,64
' SKGgown  49,99+0,08  49,7+0,61 50,03+0,11  49,8+0,64
SKGyp 50+0,07 50,07+£0,44  49,99+0,09  50,12+0,37
° SKGgown  50+0,07 49,93+0,44  50,01+0,09  49,88+0,37
SKGyp 50+0,07 50,15+0,58  50+0,09 50,08+0,33
3 SKGgown  50+0,07 49,85+0,58  50+0,09 49,92+0,33
SKGyp 50,01+£0,07  50,08+0,38  49,99+0,1 50,06+0,32
) SKGdown  49,99+0,07  49,92+0,38  50,01+0,1 49,94+0,32
SKGyp 49,99+0,07  50,06+0,37  50,01+0,09  50,01%0,25
> SKGgown  50,01£0,07  49,94+0,37  49,99+0,09  49,99+0,25
SKGyp 50+0,08 49,96+0,35  49,99+0,09  50,08+0,46
° SKGgown  50+0,08 50,04+0,35 50,01+0,09  49,92+0,46
. SKGyp 49,99+0,07  50,01+0,29  50,01+0,09  49,99+0,23
SKGgown  50,01+0,07  49,99+0,29  49,99+0,09  50,01+0,23
SKGup 50+0,08 4991+0,39  49,99+0,08  50,08+0,52
° SKGgown  50+0,08 50,09+0,39  50,01+0,08  49,92+0,52
SKGup 49,99+0,08  50+0,31 50+0,08 49,98+0,33
? SKGgown  50,01+0,08  50+0,31 50+0,08 50,02+0,33
10 SKGyp 50+0,08 49,92+0,44  50+0,07 50,07+0,44
SKGgown  50+0,08 50,08+0,44  50+0,07 49,93+0,44
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Tablica 11. sadrzi prikaze aritmetickih sredina i standardnih devijacija
Shannonove entropije SKG indeksa u razli¢itim fazama istrazivanja. Statisticki znacajne
razlike su pronadene medu fazama za svaki pojedini lag. U fazama mirovanja (faza 1 i 3)
vrijednosti entropije bile su najvece, dok su u fazama stresa (faze 2 i 4) vrijednosti

entropije bile u svakom lagu nize.

U fazi 1 vrijednosti entropije SKG indeksa kretale su se od 0,9998+0,0005 bita do
1+0 bita za lag 10. U fazi 2 za lag 1 vrijednost entropije iznosila je 0,9749+0,0379 bita,
a lag 10 0,9999+0,0003 bita. Vrijednosti entropije u fazi 3 se kretala od 0,9998+0,0003
bita do 1+0 za lag 10, a u fazi 4 od 0,9873+0,021 bita za lag 1 do 0,9999+0,0003 bita za
lag 10.

Tablica 11. Prikaz rezultata entropija SKG indeksa pojedinih faza istraZivanja

Faza 1 Faza 2 Faza 3 Faza 4 p*

lagl 0,9998+0,0005 0,9749+0,0379 0,9998+0,0003 0,9873+0,021  <0,001

lag2 1«40 0,9997+0,0005 1+0 0,9999+0,0001 <0,001
lag3 1+0 0,9998+0,0004 1+0 0,9999+0,0002 0,001
lag4 1«40 0,9998+0,0005 1+0 0,9999+0,0002 0,003
lag5 1+0 0,9998+0,0005 1+0 0,9999+0,0001 0,006
lag6  1+0 0,9998+0,0005 1+0 0,9999+0,0002 0,008
lag7 1«40 0,9998+0,0004 1+0 0,9999+0,0001 0,008
lag8 1+0 0,9998+0,0003 1+0 0,9999+0,0003 0,004
lag9 1+0 0,9999+0,0002 1+0 0,9999+0,0002 0,003
lag 10 1+0 0,9999+0,0003 1+0 0,9999+0,0003 0,003

*repeated measures ANOVA

! Potrebno je naglasiti da, unato¢ prikazu entropije u obliku 1+0 bita za faze mirovanja, prosje¢na entropija
nije iznosila 1 bit, niti je standardna devijacija iznosila 0 bita. Razlog ovakvom prikazu rezultata je
posljedica ponavljajuéih vrijednosti 0,9999... te se autor zbog prakti¢nog razloga i nedovoljno informacija
koje se dobiju punim prikazom, odlucuje zaokruzivanju vrijednosti. Navedeno nije slucaj s fazama 2 i 4,
gdje je na Cetiri decimale pronadeno dovoljno informacija vrijednih prikaza rezultata.
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U Tablici 12. se nalazi prikaz rezultata Poincaréovih deskriptora, SKG indeksa i
njegove entropije, izracunatih koristeéi se razli¢itim duljinama zapisa faze 1. Statisticki
znacajne razlike su pronadene u vrijednosti SD2 i entropiji SKG indeksa (p<0,001), dok
se vrijednosti SD1 1 SKG indeksa nisu znacajno razlikovale ovisno o duljini zapisa
pomocu koje su se izracunale. Vrijednosti SD1 i SKG indeksi su pokazali robusnost i
neovisnost o duljini zapisa. S druge strane vrijednost SD2 je postajala konzistentnom s
duljinom zapisa od 600 podataka pa nadalje (61,35+29,55 do 62,08+30,85), dok su
vrijednosti znacajno nize bile prilikom kraé¢ih vremenskih zapisa (37,29+20,66).

Sliéne promjene su vidljive u vrijednosti entropije SKG indeksa, koja je bila
najniza u zapisu od 90 podataka (0,984+0,04), a postupno se povecavala sa zapisom

duljine 600 podataka (0,99+0), pa navise.

Tablica 12. Prikaz utjecaja razli¢itih duljina Faze 1 istraZivanja na najznacdajnije parametre (lag 1)

duljina vremenskog zapisa

90 150 230 600 800 1000 cijeli zapis p*
SD1 12,16+8,98  1329+10,71 13,76+£9,63  13,38+8,3 13,2248,13  13,51+7,92  13,66+7,65 0,133
SD2 37,29420,66 47,84+42597 55,14432,56 61,35+29,55 60,92430,63 62,08+30,85 62,08+30,85  <0,001
SKGu  48,73+7,42  5027+524  50+3,81 50,08+1,25  50,34+1,017 50,25+1,06 0,50,189+7,22 0,387
SKGdown 51,27+7,42  49,728+524 49,99+3,81  49,925+1,25 49,66+1,02  49,76+1,06  49,81+7,22 0,387
Ent 0,984+0,04  0,992+0,01  0,996+0,01  0,999+0 0,999+0 0,999+0 0,999+0 <0,001

*Repeated measures ANOVA

U Tablici 13. se nalazi prikaz rezultata ROC analize modela univarijatne
logistiCcke regresije, za standardne deskriptore 1 njihov omjer, u razlikovanju faze
mirovanja (faza 1) i faza stresa (faza 2 i 4). Rezultati modela su prikazani u obliku AUC
s prate¢im intervalima pouzdanosti, osjetljivosti i specificnosti za odredenu cut-off
vrijednost. Statisticki znacajni rezultati su pronadeni sposobnosti razlikovanja faza
mirovanja i obje faze stresa za sve lagove SD1 i SD1/SD2, medutim SD2 se nije pokazao
kao ucinkovit diskriminatorni parametar. Vidljivo je su AUC vrijednosti SD1/SD2 za

razlikovanje faze 1 od faze 4 vece za svaki lag u razlikovanju faze 1 i faze 2.

Usporedujuci fazu 1 i fazu 2, za lag 1 AUC vrijednost iznosila je 0,713 s
osjetljivosti  77,5% i specificnosti 69% (p<0,001), a najve¢e AUC vrijednosti su
pronadene u lagovima5, 6, 7 i 8, aiznosile su 0,745, dok su osjetljivosti za sva Cetiri laga
iznosila 80%, a specificnosti 65%, osim za lag 8, gdje je specifi¢nost iznosila 62,5%. Za
iste faze, AUC vrijednosti omjer SD1/SD2 bile su nesto nize, usporedujuci odgovarajuce

lagove. Za lag 1 vrijednost AUC iznosila je 0,682, sa osjetljivosti 52,5% i specifi¢nosti
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80%, dok su najvise AUC vrijednosti pronadene za lag 7 i 8, a iznosile su 0,731.
Osjetljivost za lag 7 iznosila je 70%, a specificnost 77,5%, dok je za lag 8 osjetljivost

iznosila 65%, a specifi¢nost 77,5%.

Promatraju¢i diskriminatorna svojstva SD1 u razlikovanju faze 1 i faze 4, vidljivo
je kako su AUC vrijednosti za svaki odgovarajuci lag nize u odnosu na usporedbe faze 1
I faze 4. Vrijednost AUC za lag 1 iznosila je 0,663 s osjetljivosti 60% i specificnosti
72,5%. Najvece AUC vrijednosti vidljive su za lag 3, 516 (AUC=0,674), s pripadaju¢im
osjetljivostima od 57,5% (lag 3 i 5) i 62,5% (lag 6) i specifi¢nostima od 80% (lag 3, 5 i
6).

Za svaki lag, AUC vrijednosti SD1/SD2 iznosile su vise od 0,7, a vidljiv je i
postupni porast s povecanjem laga. AUC vrijednost za lag 1 iznosila je 0,702, a
osjetljivost 80% i specifi¢nost 62,5%, dok je najveca AUC vrijednost pronadena za lag 7
I iznosila je 0,744 s osjetljivosti 72,5% i specifi¢nosti 77,5%.

37



8¢

Tablica 13. Rezultati ROC analize modela univarijatne logisticke regresije standardnih deskriptora

Faza 1 vs Faza 2

Faza 1 vs Faza 4

lag AUC 95% C.I cut off osjetljivost  specifiénost p AUC 95% C.I. cut off osjetljivost  specifiGnost  p
1 0,713 0,601-0,809 <I11,135 77,5 60 <0,001 | 0,663 0,548-0,764 <8,906 60 72,5 0,009
2 0,701 0,589-0,799 <13,613 75 65 <0,001 | 0,653 0,538-0,756 <10,779 57,5 80 0,016
3 0,732 0,621-0,825 <15,673 77,5 65 <0,001 | 0,674 0,560-0,774 <12,406 57,5 80 0,006
4 0,74 0,630-0,832 <17,855 77,5 65 <0,001 | 0,673 0,559-0,774 <15,798 65 72,5 0,006
sD1 5 0,742 0,632-0,833 <19,836 80 65 <0,001 | 0,674 0,560-0,775 <15,619 57,5 80 0,005
6 0,742 0,632-0,833 <20,938 80 65 <0,001 | 0,674 0,560-0,775 <17,093 60 80 0,005
7 0,745 0,635-0,836 <22,424 80 65 <0,001 | 0,67 0,556-0,771 <18,547 62,5 75 0,006
8 0,745 0,635-0,836 <23,747 80 62,5 <0,001 | 0,669 0,555-0,771 <19,636 62,5 75 0,006
9 0,737 0,627-083 <19,822 62,5 80 <0,001 | 0,666 0,551-0,767 <21,038 62,5 75 0,008
10 0,727 0,616-0,821 <21,746 67,5 75 <0,001 | 0,66 0,546-0,762 <22,349 62,5 75 0,012
1 0,506 0,391-0,619 <32,708 15 97,5 0,932 | 0,561 0,445-0,671 >66,776 55 60 0,352
2 0504 0,390-0,618 <31,436 15 97,5 0,947 | 0,561 0,446-0,672 >66,339 55 60 0,347
3 0502 0,388-0,616 >30,703 85 25 0977 | 057 0,454-0,68 >65,205 55 60 0,280
4 0,504 0,390-0,618 >29,788 85 2,5 0,955 | 0,572 0,456-0,682 >61,349 60 55 0,267
sD2 5 0,506 0,391-0,619 >29,101 85 2,5 0,932 | 0,578 0,462-0,688 >62,135 60 57,5 0,226
6 051 0,396-0,624 >29,037 85 25 0879 | 0,579 0,463-0,688 >58,148 60 55 0,222
7 0512 0,398-0,625 >28,957 85 25 0,857 | 0,581 0,465-0,690 >57,401 60 55 0,211
8 0,516 0,401-0,629 >28,895 85 25 0812 | 0,583 0,467-0,692 >58,807 60 55 0,196
9 0,515 0,401-0,628 >28,827 85 2,5 0,819 | 0,588 0,472-0,696 >64,258 50 67,5 0,173
10 0,516 0,402-0,630 >28,721 85 2,5 0,805 | 0,588 0,472-0,697 >63,968 50 67,5 0,170
1 0,692 0,579-0,790 <0,146 52,5 80 0,001 | 0,702 0,590-0,800 <0,175 80 62,5 <0,001
2 0,697 0,585-0,795 <0,232 72,5 70 0,001 | 0,704 0,592-0,801 <0,209 70 75 <0,001
3 0,712 0,600-0,808 <0,264 70 75 <0,001 | 0,717 0,605-0,812 <0,238 67,5 80 <0,001
4 0,721 0,609-0,815 <0,304 72,5 72,5 <0,001 | 0,723 0,612-0,817 <0,292 72,5 75 <0,001
SD1/SD2 5 0,726 0,615-0,820 <0,338 67,5 77,5 <0,001 | 0,736 0,625-0,828 <0,309 70 77,5 <0,001
6 0,732 0,621-0,825 <0,343 70 775 <0,001 | 0,741 0,631-0,833 <0,332 72,5 77,5 <0,001
7 0,735 0,624-0,827 <0,363 70 775 <0,001 | 0,744 0,634-0,835 <0,333 70 80 <0,001
8 0,735 0,624-0,827 <0,385 65 775 <0,001 | 0,739 0,629-0,831 <0,374 72,5 77,5 <0,001
9 0,731 0,620-0,824 <0,462 80 62,5 <0,001 | 0,742 0,632-0,833 <0,392 72,5 77,5 <0,001
10 0,724 0,612-0,818 <0,465 75 65 <0,001 | 0,741 0,631-0,832 <0,396 70 775 <0,001




Tablica 14. sadrzi prikaz rezultata ROC analize raden pomocu multiple logisticke
regresije u kojoj su nezavisne varijable prvih deset lagova standardnih deskriptora, a
zavisna varijabla faza 1 mirovanje i stresne faze. AUC vrijednosti u razlikovanju faze 1
i faze 2 bile su konzistentne s visokim vrijednostima AUC (AUCsp1 = 0,864, AUCsp2 =
0,873, AUCsqu/sd2 = 0,863). Osjetljivosti su iznosile 85% za SD1 1 SD2 i 95% za SD1/SD2,
a specifi¢nosti 80% za SD1 1 SD2 i 65% za SD1/SD2.

AUC vrijednosti za razlikovanje faze 1 i faze 4 bile su nesto nize (AUCsp1= 0,762,
AUCsp2 = 0,784, AUCsq1/5d2 = 0,795). Osjetljivost je bila najveca za SD1/SD2 (82,5%), a
specifi¢nost za SD2 (92,5%).

Tablica 14. ROC analiza multi lag modela logisti¢ke regresije standardnih deskriptora

AUC 95% C.I. Osjetljivost  Specifi¢nost p
SD1 0,864 0,769-0,930 85 80 <0,001
Faza1lvs, Faza?2 | SD2 0,873 0,780-0,937 85 80 <0,001
SD1/sb2 0,863 0,768-0,930 95 65 <0,001
SD1 0,762 0,654-0,850 60 80 <0,001
Faza 1 vs, Faza4 | SD2 0,784 0,678-0,869 57,5 92,5 <0,001
SD1/sb2 0,795 0,690-0,877 82,5 67,5 <0,001

C.1. - 95%-tni interval pouzdanosti

U Tablici 15. se nalazi prikaz usporedbi ROC analize za razlikovanje Faze 1 i faze
2 te Faze 1 i Faze 4, za najznacajnije parametre analize Poincaréovih dijagrama. Rezultati

su usporedeni za razli¢ite duljine trajanja Faze 1.

Zajednicka karakteristika rezultatima SD1, SKG 1 entropije je povecanje
vrijednosti AUC s porastom duljine zapisa faze 1, dok su vrijednosti AUC za SD2 i

SD1/SD2 vece §to su zapisi kraci.

Promatraju¢i SD1 za fazu 1 i 2, model je bio statisticki znacajan za sve duljine
zapisa faze 1 osim za duljinu od 90 RR intervala (p=0,166). Vidljivo je kako s postupnim
povecanjem duljine zapisa dolazi do porasta AUC, koja je najveca bila usporedujuci

duljinu cijelog zapisa faze 1 s fazom 2 (AUC=0,713), a najmanja za duljinu od 150 RR
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intervala (AUC=0,635). Najveca osjetljivost je zabiljezena usporedujuéi duljinu cijelog
zapisa (77,5%), a specifi¢nost za duljine od 600 i 800 RR intervala (90%).

Sli¢no povecanje AUC vidljivo je usporedujuci razli¢ite duljine faze 1 s fazom 4.
Statisticki znacajnim nisu se pokazale duljine od 90 i 150 RR intervala (p=0,466 i
p=0,165), dok su najveée AUC vidljive usporedujuéi cjelokupnu duljinu zapisa
(AUC=0,664), a najmanja statisti¢ki znacajna AUC vidljiva je za duljinu od 230 RR
intervala faze 1 (AUC=0,629, p=0,041). Najveca osjetljivost je zabiljeZzena za cijelu
duljinu zapisa faze 1 (60%), a specificnost za duljinu od 800 RR intervala faze 1, dok je

u tom slucaju osjetljivost iznosila samo 37,5%.

Velicina AUC za SD2 je obrnuto proporcionalna SD1. Najvece AUC su
pronadene kada je duljina zapisa faze 1 iznosila 90 RR intervala (AUC12=0,8 i
AUC14=0,820), a najmanja kada je koriSten cijeli zapis (AUC1=0.8 i AUC14=0,506 i
AUC14=0,561).

Sli¢ne promjene su pronadene i za SD1/SD2, gdje je u oba slu¢aja AUC najveci
za duljinu zapisa faze 1 od 90 RR intervala (AUC1.=0,861 i AUC14=0,845). Vidljivo je
kako je za SD1/SD2 bez obzira kolika je duljina faze 1, osjetljivost iznosila 80%, u
evaluaciji faze 1 1 4, dok je za fazu 1 i 2 ona bila varijabilna. Najveca je bila kada je
duljina RR intervala faze 1 iznosila 230 RR intervala (80%), a najmanja kada je koristen

cijeli zapis (52,5%).

AUC vrijednosti SKG indeksa su se povecavale u oba slucaja proporcionalno
duljini faze 1. Najveéa AUC za fazu 11 2 iznosila je 0,906, a najmanja za duljinu faze 1
od 90 RR intervala (AUC=0,738). Najvece osjetljivosti iznosile su 90% za duljinu faze 1
od 230, 800 i 1000 RR intervala, a specifi¢nosti 97,5% za duljinu od 600 RR intervala i
cijeli zapis. Najveca AUC za fazu 1 i 4 zabiljeZena je kada je duljina faze 1 iznosila 800
RR intervala i cijeli zapis (AUC=0,786), s osjetljivosti 75% i specifi¢nosti 90% za duljinu
faze 1 od 800 RR intervala.

Porast AUC vrijednosti entropije SKG indeksa proporcionalan je duljini zapisa
RR intervala. U oba slucaja najnize AUC zabiljeZzene su za duljinu faze 1 od 90 RR
intervala (AUC12=0,696 i AUC14=0,544), a najveée kada je koristen cijeli zapis
(AUC12=0,97% i AUC14=0,905)
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Tablica 15. Prikaz rezultata ROC analize modela univarijatne logistike regresije za lag 1 i razli¢ite duljine zapisa faze 1

Faza 1 vs. Faza 2

Faza 1 vs. Faza 4

duljina signala  AUC 95% C.1. cut-off  Osjetljivost  specifi¢nost p AUC 95% C.1. cut-off  Osjetljivost  specifi¢nost p
90 0,59 0,462-0,718 <8,409 60 65 0,166 0,548 0,433-0,660 <8,0958 52,5 67,5 0,466
150 0,635 0,512-0,758 <8,409 60 72,5 0,038 059 0,474-0,699 <8,4277 55 72,5 0,165
230 0,669 0,549-0,788 <9,026 65 65 0,009 0,629 0,514-0,735 <8,9061 60 67,5 0,041
SD1 600 0,691 0,574-0,808 <7,02 45 90 0,003 0,646 0,531-0,749 <7,157 425 90 0,021
800 0,694 0,578-0,811 <7,02 425 90 0,003 0,646 0,531-0,749 <6,789 375 92,5 0,021
1000 0,706 0,59-0,821  <8,409 60 72,5 0,002 0,656 0,541-0,758 <8,096 52,5 77,5 0,012
cijeli zapis 0,713 0,599-0,827 <11,135 775 60 0,001 0,663 0,548-0,764 <8,906 60 72,5 0,009
90 0,8 0,703-0,897 >44,356 77,5 75 <0,001 0,829 0,729-0,904 >60,888 62,5 95 <0,001
150 0,697 0,58-0,814 >44,799 775 60 0,002 0,736 0,626-0,829  >59,7 62,5 87,5 <0,001
230 0,621 0,497-0,744 >50,730 65 60 0,06 0,676 0,562-0,776 >59,776 62,5 72,5 0,004
SD2 600 0,543 0,415-0,67 >44,159 775 375 0,513 0,606 0,490-0,713 >63,951 57,5 65 0,098
800 0,551 0,424-0,678 >51,325 65 50 0,43 0,613 0,497-0,719 >66,06 55 70 0,077
1000 0,534 0,406-0,662 >51,532 65 52,5 0,603 0,6  0,484-0,708 >62,046 60 62,5 0,118
cijeli zapis 0,506 0,391-0,619 <32,708 15 97,5 0,932 0,561 0,445-0,671 >66,776 55 60 0,352
90 0,861 0,782-0,94 <0,191 75 80 <0,001 0,845 0,747-0916 <0,175 80 80 <0,001
150 0,803 0,707-0,898 <0,175 67,5 80 <0,001 0,799 0,695-0,881 <0,175 80 80 <0,001
230 0,776 0,673-0,878 <0,202 80 65 <0,001 0,769 0,662-0,856 <0,175 80 75 <0,001
SD1/SD2 600 0,714 0,602-0,827 <0,146 52,5 85 0,001 0,719 0,608-0,814 <0,175 80 65 <0,001
800 0,728 0,617-0,838 <0,162 60 77,5 <0,001 0,736 0,625-0,828 <0,175 80 67,5 <0,001
1000 0,723 0,611-0,834 <0,153 55 80 0,001 0,732 0,622-0,825 <0,175 80 65 <0,001
cijeli zapis 0,692 0,576-0,808 <0,146 52,5 80 0,003 0,702  0,590-0,8 <0,175 80 62,5 <0,001
90 0,738 0,623-0,852 >0,535 70 80 <0,001 0,609 0,493-0,716 >0,542 42,5 82,5 0,089
150 0,805 0,706-0,904 >0,509 87,5 67,5 <0,001 0,705 0,593-0,802 >0,499 775 60 <0,001
230 0,838 0,744-0,931 >0,506 90 70 <0,001 0,723 0,612-0,817 >0,51 67,5 75 <0,001
SKGdown 600 0,888 0,801-0,975 >0,518 775 97,5 <0,001 0,765 0,657-0,853 >0,514 65 92,5 <0,001
800 0,903 0,817-0,989 >0,506 90 92,5 <0,001 0,794 0,689-0,876 >0,503 75 90 <0,001
1000 0,896 0,809-0,983 >0,508 90 87,5 <0,001 0,786 0,680-0,870 >0,512 65 95 <0,001
cijeli zapis 0,906 0,82-0,991  >0,509 87,5 97,5 <0,001 0,786 0,680-0,87  >0,509 67,5 97,5 <0,001
90 0,696 0,575-0,816 <0,9957 77,5 70 0,002 0,544 0,429-0,656 <0,9945 475 72,5 0,500
150 0,732 0,621-0,842 <0,9957 775 65 <0,001 0,559 0,444-0,670 <0,9896 325 85 0,363
230 0,821 0,727-0,914 <0,9957 775 80 <0,001 0,663 0,549-0,765 <0,9994 77,5 55 0,009
Ent 600 0,936 0,883-0,988 <0,9972 80 97,5 <0,001 0,835 0,735-0,909 <0,9991 67,5 90 <0,001
800 0,957 0,918-0,996 <0,9957 775 100 <0,001 0,869 0,775-0,934 <0,9994 775 85 <0,001
1000 0,951 0,908-0,993 <0,9957 775 100 <0,001 0,864 0,769-0,930 <0,9992 72,5 87,5 <0,001
cijeli zapis 0,97 0,936-1 <0,9992 87,5 97,5 <0,001 0,905 0,819-0,959 <0,9994 775 97,5 <0,001

C.1. — 95%-tni interval pouzdanosti



U Tablici 16. se nalazi prikaz ROC analize koriste¢i kombinaciju SD1, SD1/2,

SKG indeks i1 njegovu entropiju u modelu multivarijatne logisticke regresije. Rezultati su

prikazani kao AUC s intervalom pouzdanosti te osjetljivost i specifi¢nost modela.

Promatraju¢i faze 1 i1 2, najve¢a AUC je zabiljezena kada je koriStena duljina cijelog

zapisa (AUC=0,909) s osjetljivosti od 95% i specificnosti 100%, a najniza za duljinu
zapisa faze 1 od 230 RR intervala (AUC=0,855).

Za razlikovanje faze 1 i 4 najveéa je AUC zabiljeZzena za najkraéi zapis faze 1

(AUC=0,892) s osjetljivosti 85% i specifi¢nosti 82,5%, dok je nesto niza bila za duljinu

cijelog zapisa (AUC=0,878) s osjetljivosti 82,5% i specificnosti 90%.

Tablica 16. Prikaz rezultata ROC analize modela multiple logisti¢ke regresije razli¢itih duljina

zapisa faze 1

duljina zapisa AUC  95% C.I. Osjetljivost  Specifi¢nost p
90 0,915 0,831-0,966 82,5 87,5 <0,001
150 0,879 0,787-0,941 80 87,5 <0,001
230 0,855 0,758-0,924 75 87,5 <0,001
Faza 1 vs, Faza 2 600 0,955 0,884-0,989 92,5 92,5 <0,001
800 0,983 0,925-0,999 97,5 925 <0,001
1000 0,969 0,904-0,995 90 97,5 <0,001
cijeli zapis 0,989 0,935-1 95 100 <0,001
90 0,892 0,803-0,951 85 82,5 <0,001
150 0,848 0,750-0,918 80 80 <0,001
230 0,801 0,696-0,882 60 925 <0,001
Faza 1vs, Faza4 600 0,836 0,737-0,91 67,5 95 <0,001
800 0,875 0,782-0,938 87,5 82,5 <0,001
1000 0,858 0,761-0,926 70 97,5 <0,001
cijeli zapis 0,878 0,785-0,940 82,5 90 <0,001

C.l. — 95%-tni interval pouzdanosti
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6. RASPRAVA

U ovom radu nastojalo se primijeniti standardnu analizu i asimetriju Poincaréovih
dijagrama u kontekst modela novorodenackog stresa i boli u svrhu identificiranja
promjena autonomnog Zziv€anog sustava novorodenceta. Rezultati istrazivanja su
pokazali kako su terminska novorodencad primarno parasimpaticki dominantna:
reagiraju na stresne podrazaje snizenjem tonusa parasimpatikusa, ¢ime se povecava udio
akceleracija u RR tahogramu, a promjene su pra¢ene smanjenjem entropije sréanog ritma.
Dodatno, uz praéenje fizioloskih promjena, cilj je bio utilizirati rezultate analize kao
moguce dijagnosticko pomagalo u identificiranju stresa i boli novorodenceta.
Multivarijatnim pristupom inkorporiraju¢i standardne deskriptore i asimetriju
Poincaréovih dijagrama i entropiju s visokom osjetljivosti i specifiénosti moguce je

razlikovati mirovanje od stresa.

6.1. Analiza Poincaréovih dijagrama

U istrazivanju su pronadene statisticki znacajne promjene u vrijednosti SD1, dok

vrijednosti SD2 nisu pokazali statisticki znacajne razlike.

SD1 predstavlja kratkoro¢nu varijabilnost, odnosno kratkoro¢nu memoriju, sto je,
drugim rije¢ima, surogat za tonus parasimpatikusa. S druge strane, SD2, predstavlja
dugoroénu varijabilnost, odnosno surogat za tonus simpatikusa. U stanju stresa i
mirovanju nisu pronadene statistiCki znacajne razlike u vrijednosti SD2. Takva
distribucija statsiti¢ki znac¢ajnih rezultata za oba parametra vidljiva je za sve lagove, gdje
je znacajna razlika izmedu mirovanja i obje faze stresa pronadena za SD1, dok za SD2

razlika nije postojala.

Omjer SD1/SD2 znacajno je reduciran u stresu za sve lagove, u odnosu na faze
mirovanja. S fizioloske strane takve rezultate moguce je interpretirati kao redukciju
omjera tonusa parasimpatikusa i simpatikusa, a u pogledu varijabilnosti, kao redukciju
omjera kratkoro¢ne i dugoro¢ne varijabilnosti. Matematic¢ki gledano, ako vrijednost
ostaje konstantna, a SD1 moze poprimati razliite vrijednosti, konacna vrijednost omjera
iskljuéivo ovisi o SD1. Upravo je to slucaj u rezultatima istrazivanja: S obzirom na to da
nisu pronadene statisticki znacajne razlike u vrijednosti SD2 u mirovanju i stresu, SD2 se
moze (uvjetno) shvatiti konstantom, a buduci da se vrijednost SD1 smanjuje u stresu,

dolazi do ukupnog smanjenja omjera SD1.
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Interpretacija u fizioloSkom kontekstu moze se oblikovati na sljede¢i nain: pod
uvjetom da je tonus simpatikusa promjenjiv, omjer tonus parasimpatikusa i simpatikusa
je ovisan primarno o tonusu parasimpatikusa. Drugim rije¢ima, novorodencad u stresu
reagira primarno redukcijom tonusa parasimpatikusa, dok tonus simpatikusa ostaje

nepromijenjen.

S obzirom na to da se analiza srcane varijabilnosti, posebno u kontekstu
Poincaréovih dijagrama pocela se primjenjivati tek unazad tridesetak godina, jos uvijek
postoji prostor za otkrivanje primjena istith. Temeljem postojecih istrazivanja
novorodenacke populacije, temeljena uglavnom na analizi spektralnih domena, poznato
je kako su terminska i prijevremeno rodena novorodencad predominantno
parasimpatickog odgovora. Navedena tvrdnja se pokazala tocnom i na temelju rezultata
ovog istrazivanja, zbog redukcije SD1 1 SD1/SD2, a nedostatak promjena u tonusu

simpatikusa vjerojatno je odraz nezrelosti simpati¢kog sustava.

Do sada se u brojnim baziénim i klinickim ispitivanjima pokazala efektivna
primjena analize Poincaréovih dijagrama. Standardni deskriptori su se pokazali kao
koristan marker u pretreniranih sportasa, gdje je pretreniranost znak organizma u stresu,
a Sirina Poincaréovih dijagrama je u takvoj populaciji reducirana u odnosu na kontrolnu
skupinu (80). Psihogeni stres predstavlja vrstu stresa koja se oCituje somatizacijom
simptoma, a njegova procjena je ¢esto ogranicena na anketne upitnike, koji mogu biti
podvrgnuti brojnim iskrivljenjima, od kojih je subjektivna interpretacija istrazivaca jedna
od ces¢ih. Poincaréovi dijagrami su primijenjeni u razliitim istraZivanjima psihogenog
stresa, gdje je pronadena redukcija vrijednosti SD1 1 SD2 u razli¢itim dijelovima dana 1
povezanost SD1 sa stresom ispitanika s naglaskom na povecanje tonusa simpatikusa (81,

82).

Uz spektralnu analizu, Poincaréovi dijagrami su nasli svoju primjenu ¢ak i u
procjeni stresa domacih Zivotinja (83). U dojenackoj populaciji Poincaréovi dijagrami su
se pokazali efektivnim kao marker promijenjenog odgovora funkcije autonomnog
ziv€éanog sustava. U istrazivanju o utjecaju polozaja spavanja dojencadi pronadeno je
kako je znacajno reducirana disperzija Poincaréovih dijagrama u dojencadi koja spava u
potrbuSnom polozaju, ¢ime su dane implikacije o povezanosti sindroma iznenadne smrti
dojencadi s promijenjenom funkcijom autonomnog Ziv€anog sustava i redukcijom sré¢ane

varijabilnosti (84).
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U dostupnoj literaturi pronadeno je jedno istrazivanje s kojim se rezultati ove
disertacije mogu izravno usporediti. U istrazivanju Weissman i suradnici su ispitivali
promjenu autonomnog ziv¢anog sustava novorodencéadi kojima je uzorkovana krv iz pete
(85). U istrazivanju je sudjelovalo 24 terminske novorodencadi u dobi izmedu 48 i 72
sata. Istrazivanje je sadrzavalo samo dvije faze - faza mirovanja u trajanju pet minuta i
faza uzorkovanja krvi varijabilne duljine trajanja. U mirovanju prosjec¢na vrijednost SD1
iznosila je 12,8+6,7, a SD2 50,5+21,3 ms. Usporeduju¢i mirovanje s rezultatima
disertacije (SD1 = 13,66+7,65, SD2 = 66,05+28,95, ta lag 1), vrijednosti SD2 su znacajno
razli¢ite (p=0,027), dok se vrijednosti SD1 ne razlikuju (p=0,737). Medutim, u tom
istrazivanju doslo je do statisti¢ki znacajne redukcije oba deskriptora, dok je u disertaciji
samo promijenjena vrijednost SD1. Mogu¢i razlozi ovom su razlike u frekvenciji
uzorkovanja (500 Hz u odnosu na 1024 Hz) i duljina trajanja faze urokovanja krvi koja u
tom istrazivanju nije navedena. No, zajednicko opazanje obaju istrazivanja je znacajna

redukcija parasimpaticke aktivnosti.

Koristenje tzv. multi-lag pristupa je novitet u analizi Poincaréovih dijagrama
novorodencadi, a do sada je taj pristup primjenjivan samo na odrasloj populaciji. Prvi je
metodu primjenio Lerma u istrazivanju kroni¢nog bubreznog zatajenja, gdje je pokazano
kako jedan otkucaj moZe utjecati na nekoliko sljede¢ih (86). Metodom je moguce
razlikovati uredne od patoloskih RR intervala, a metoda se pokazala korisnom u primjeni

kroni¢nog sr¢anog zatajenja (87, 88).

Contreras 1 suradnici su u svom istrazivanju pokazali povezanost izmedu
spektralnih indekasa i razli¢itih lagova Poincaréovih dijagrama u zdravoj populaciji i
populaciji dijabeticara (87). U zdravih ispitanika SD1 i SD2 su znacajno pozitivno
korelirali s visokim frekvencijama (HF) za lagove 1 i 2, a SD1 je bolje korelirao s HF za
vrijednosti lagova > 4, u odnosu na niske frekvencije (LF). Obzirom da LF predstavlja
tonus simpatikusa, a HF parasimpatikusa, moguce je ekstrapolirati zakljucke na rezultate
ovog istrazivanja. Budu¢i da su u ovom istraZivanju statisti¢ki znacajne razlike pronadene
u svim lagovima za SDI1, ¢ini se da je redukcija tonusa parasimpatikusa glavni nacin

reakcije novorodenceta na stres.

Obzirom na sveobuhvatnu primjenu, moguce je =zakljuc¢iti da redukcija

standardnih deskriptora, uz vidljivu vizualnu redukciju varijabilnosti Poincaréovih
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dijagrama moze svrstati Poincaréove dijagrame u skupinu univerzalnih markera za stres,

neovisno o etiologiji.

6.2. Asimetrija i entropija Poincaréovih dijagrama

Drugi dio ovog istrazivanja je proSirenje standardne analize Poincaréovih

dijagrama primjenom analize sr€ane asimetrije.

S obzirom na to da je analiza sréane asimetrije putem Poincaréovih dijagrama
relativno nova metoda, postoji tek manji broj istrazivanja kojima se pokusava fizioloska

interpretacija.

U izvornom istrazivanju SKG indeksa objasnjenje redukcije asimetrije je
ekstrapolirano na temelju sli¢nosti izracuna s GI (70). Karmarkar je u eksperimentalnom
modelu pokazao kako antikolinergici, redukcijom tonusa parasimpatikusa znacajno
utjeCu na GI, dok su u humanim istraZivanjima Guzik i Klinworth interpretirali promjene
u kontekstu utjecaja na barorefleksni odgovor, promjenama u tlaku ili povezanosti disanja
s kardiovaskularnim centrom (70, 89). U drugom istraZzivanju u modelu stresa
novorodencadi, koriste¢i se tzv. asymmetric detrended fluctuation analizom (ADFA),
pronadena je takoder veca asimetrija u stresnim stanjima, i to posebno deceleracijske
komponente (76). Time je vidljivo kako je asimetrija prisutna u stresu novorodenceta, a
smanjenje deceleracijske komponente moze se povezati s redukcijom parasimpatikusa,
jer se redukcija dogada i s deceleracijskom komponentom SKG indeksa — SKGyp (Tablica
9.).

Entropija je mjera za neodredenost sustava. Rezultati su pokazali kako je entropija
najveca u fazama mirovanja, a reducira se u fazama stresa, opisujuci vec¢u nepredvidivost
stanjima stresa. Prvi puta je entropija u modelu novorodenackog stresa primijenjena
koriste¢i se multi-lag tone entropy pristupom (75). Takvim pristupom je moguce uciniti
evaluaciju autonomnog zivcanog sustava koristec¢i se tonusom RR intervala i posljedicno
entropijom. Multi-lag pristup je omogucio evaluaciju utjecaja jednog RR intervala na
nekoliko iducih, a rezultati su upucivali na vrlo visoku to¢nost modela s AUC

vrijednostima od 0,93 za lag 1 do 0,95 za lagove visih vrijednosti.
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Sli¢nost SKG indeksa u mirovanju fizioloskih i randomiziranih podataka, upravo
objasnjava zasto je entropija u mirovanju najveéa. Nedostatak SKG indeksa je vidljiv za
vece vrijednosti lagova. Razlog tomu je najvjerojatnije redukcija autokorelacije koja
nastaje s povecanjem lagova. lako nisu pronadene statisticki znaCajne razlike s
povecanjem lagova, entropija je u svim slucajevima statisticki znac¢ajno razlicita. Vazno
je primijetiti kako se vrijednosti entropije naj¢esc¢e razlikuju u decimalama, stoga bi

trebalo njihovu klini¢ku vrijednost uzeti s oprezom.

Jedan od mogucih nedostataka ovog istrazivanja moze biti diskrepancija u duljini
trajanja faza mirovanja i stresnih faza. Faze mirovanje i faza simulacije su mogle biti
vremenski kontrolirane, ali faza uzorkovanja krvi nije, zbog eti¢kih razloga. Temeljem
rezultata vidljivo je kako su SD1 i SKG indeks za razli¢ite duljine trajanja faze 1 bili
konzistentni, dok su SD2 i entropija SKG indeksa ovisni o duljini zapisa. S kra¢im
vremenskim zapisom mogucée je postojanje vecih razlika u vrijednostima koje bi mogle
utjecati na vrijednosti SKG indeksa, a time izravno na entropiju. U rezultatima razlicitih
duljina trajanja faza, vidljive su najveée vrijednosti standardne devijacije SKG indeksa,
Sto je mogucéi razlog nepostojanju statisticki znacajnih razlika u razli¢itim duljinama
zapisa. Medutim, veca standardna devijacija znaci vecu varijabilnost, §to je moguci razlog
nizim vrijednostima entropije u najkra¢im duljinama zapisa. S druge strane, postupnim
produljenjem vremenskog zapisa dobivaju se reprezentativniji podaci koji uzrokuju
stabilizaciju entropije. Iz istog razloga, zbog Cega s kra¢im vremenskim zapisima
vrijednost SD2 ostaje kraca, ali s produljenjem zapisa, vrijednost se stabilizira, u oba

slucaja na duljini zapisa od oko 600 podataka.

Diskrepancija u razli¢itim duljinama trajanja faza nije nedostatak u proucavanju
akutnih bolnih 1 stresnih dogadaja, jer se kontinuiranim monitoriranjem pacijenta dobiju
znacajno veci zapisi podataka u mirnom stanju, u odnosu na stanja stresa, koja krace traju.
Time, ovako postavljen model istraZivanja reflektira viSe stvarne uvjete u ustanovama,
Sto ga ¢ini pogodnim za postavljanje temelja za monitoriranje pacijenata u stvarnom

svijetu.

6.3. ROC analiza

Jedna od osnovnih motivacijskih istrazivackih pitanja za ovo istrazivanje je
nastalo autorovim opazanjem nedostatnosti laboratorijske dijagnostike u novorodenackoj

populaciji. U potrazi za novim markerima, prirodno se nametnulo pitanje: mogu li
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biomedicinski signali sluziti kao biomarkeri za odredena klini¢ka stanja? Sve veom
primjenom tehnologije u medicini, prikuplja se velika koli¢ina podataka za pojedinacnog
pacijenta. Nazalost, takvi podaci ostaju nedovoljno iskoriSteni te se umjesto
kontinuiranog monitoringa, ¢esto u klinickoj praksi oslanja na trenutacne vrijednosti
prikazane na zaslonu uredaja, umjesto pracenja trenda. Takav pristup dovodi do
nedovoljnog iskoriStavanja kapaciteta postojece digitalne dijagnosticke opreme, a

neiskoriSten vremenski podatak je trajno izgubljen podatak.

ROC analiza, temeljena na jednostavnoj i multiploj logistickoj regresiji,
primijenjena je u ovom istrazivanju kako bi se ispitala dijagnosticka to¢nost deskriptora
Poincaréovih dijagrama, SKG indeksa i njegove entropije u kontekstu razlikovanja

novorodenceta za vrijeme mirovanja i u stresu.

Rezultati  evaluacije modela prikazani su pomocu AUC, osjetlijvosti i
specificnosti. Potrebno je naglasiti kako su osjetljivost i specificnost karakteristike
testova, a ne pacijenta. Za pravilnu klinicku interpretaciju potrebno je voditi se
Bayesovom logikom i uzeti u obzir vjerojatnost odredenog stanja prije dijagnostickog
testa (eng. pretest probability), jer tek tada osjetljivost i specificnost, odnosno pozitivni i

negativni omjeri izgleda imaju smisla u klinickoj interpretaciji testa (90).

S obzirom na to da postoji viSe parametara kojima su okarakterizirani Poincaréovi
dijagrami, prvi korak u evaluaciji modela je bio koristiti univarijatne modele standardnih
deskriptora. Unato¢ pojedinim razlikama s promjenom laga u vrijednostima AUC,
promatrajuci intervale pouzdanosti i njihova preklapanja, SD1 1 SD1/SD2 niti za jedan
lag se ne moze reci da je strSio u razlikovanju faza mirovanja i faza stresa. SD2 se nije
pokazao kao kvalitetan marker za evaluaciju stresa, $to je u skladu s prethodno

objasnjenim rezultatima vrijednosti SD2.

Modeli koji su temeljeni na multiploj logisti¢koj regresiji znacajno su bolje
uspijevali razlikovati mirovanje od stresa. Svakim dodavanjem novih varijabli, uspijeva
se bolje opisati pojedini model, ¢ime se njegova dijagnosticka sposobnost povecava.
Upravo je to razlog zaSto model koji je obuhvacao sve lagove SD2 bolje uspijeva

razlikovati stres od mirovanja.

Obzirom da se multi-lag pristupom dobije mnostvo varijabli, potrebno je odabrati

onaj skup varijabli koje ¢e najbolje opisati model. Redundantnost smanjuje kvalitetu
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modela, jer kao i u stvarnom Zivotu, u evaluaciji pacijenta, nije svaka informacija jednako
vrijedna. Takvim pristupom, odabirom parametara koji su se pokazali statisti¢ki
znaCajnim u univarijatnim modelima za lag 1 (SD1, SD1/SD2, SKG i entropija SKG),
uspijevaju se stvoriti dijagnosticki modeli s vrlo visokim AUC, od 0.892 do ¢ak 0.989, s
najve¢im osjetljivostima od 97.5% i specifi¢nostima 100%. Drugim rije¢ima, odabirom
skupa varijabli, dobije se gotovo savrsen dijagnosticki model koji s visokom to¢nosc¢u

moze opisati je li novorodence u stresu.

Zajednicko svim rezultatima je dijagnosticka tocnost u razlikovanju bolnog
podrazaja, koja je za sve parametre uvijek bila niza. Opservirani rezultati bi se mogli
interpretirati u kontekstu duljine trajanja i vrsti bolnog podrazaja. Za vrijeme simulacijske
faze se, naime, stvara dugotrajni intermitentni pritisak na petu novorodenceta, dok u fazi
uzorkovanja krvi, krv prikuplja i pritisak na petu je takav da se istiskuje minimalna

potrebna koli¢ina krvi dovoljna za daljnju laboratorijsku analizu.

Unato¢ tomu §to je u ovom istrazivanju rije¢ o eksperimentalnom kontroliranom
modelu procjene akutne novorodenacke boli, rezultati istraZzivanja imaju dalekosezne
implikacije koje bi se mogle dalje koristiti u svakodnevnom radu. Jedna od mogucih
primjena je upravo u procjeni akutnog stresa, kao $to je npr. titracija analgosedacije u
proceduralnoj boli. Ovakvim integrativnim pristupom, primjenom biomedicinskog
inZenjerstva, analize signala, informacijskih znanosti i statisticke analize otvara se prostor
za uvodenje nove paradigme, kojom bi se u modernoj medicini povecala vaznost i

oslanjanje na biomarkere derivirane iz fizioloskih signala.

Potrebna su daljnja istraZzivanja kojima ¢e se ispitati u¢inkovitost ovih metoda u
stvarnim uvjetima i primjeni na drugim skupinama pacijenata koji nisu u mogucnosti
verbalizirati bol, poput novorodencadi. Upravo zbog svoje neinvazivnosti, jednostavnosti
1 brzini dobivanja parametara, konzistentnost u duljini vremenskih zapisa, moguénosti
vizualne interpretacije, dinamika Poincaréovih dijagrama u procjeni boli bi mogla

zazivjeti u stvarnoj klinickoj praksi.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja analize dinamike Poincaréovih dijagrama moguce je

zakljuciti sljedece:

- Analizom Poincaréovih dijagrama u kontekstu novorodenackog stresa vidljiva je
redukcija tonusa parasimpatickog ogranka autonomnog Zivéanog sustava,
vidljivog kao redukcija SD1

- Asimetrije Poincaréovih dijagrama se povecava u stanju novorodenackog stresa,
Sto je praceno povecanjem entropije istoga

- Multivarijatni multi-lag model ima znacajno bolja diskriminantna svojstva u
odnosu na univarijatne modele

- Kombinacijom standardnih deskriptora, asimetrije Poincaréovih dijagrama i

entropije dobije se gotovo idealan neinvazivni biomarker za novorodenacki stres
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Istraziti dinamiku analize RR intervala pomoc¢u Poincaréovih
dijagrama u modelu kontroliranog novorodenackog stresa. Nacrt studije: Istrazivanje je
postavljeno kao nerandomizirano kontrolirano klini¢kog ispitivanje s ponovljenim
mjerenjima. Ispitanici i metode: Metodom jednostavnog slu¢ajnog uzorkovanja 40
zdrave terminske novorodencadi kronoloske dobi od 72 sata, rodenih u rodilistu Klinc¢kog
bolnickog centra Osijek ukljuceno je u istrazivanje. Protokol istrazivanja sastojao se od
Cetiri faze: faza 1 — mirovanje, faza 2 — simulacija bolnog podrazaja pritiskom na petu
novorodenceta, faza 3 — mirovanje i faza 4 — uzorkovanje krvi iz pete novorodenceta.
Tijekom provodenja protokola istrazivanja, kontinuirano je monitoriran zapis RR
intervala, koji je nakon primarne obrade koriSten u daljnjoj analizi. Analiza sréane
varijabilnosti radena je koriste¢i se analizom Poincaréovih dijagrama, unutar koje je uz
standardne deskriptore koriSten multi-lag pristup, asimetrija i entropija Poincaréovih
dijagrama. Rezultati: Rezultati istrazivanja su pokazali kako se u svim fazama
istrazivanja dobiveni signali znacajno razlikuju od surogat modela. Znacajna je redukcija
parametra SD1 za sve lagove u fazama stresa, dok se parametar SD2 nije znacajno
mijenjao. Pronadena je i znacajna redukcija asimetrije Poincaréovih dijagrama, a u skladu
s njom je opisana i povecana entropija. ROC analizom univarijatnih i multivarijatnih
single- i multi-lag modela, pronadeno je kako zasebno standardni deskriptori imaju
vrijednosti AUC u pravilu veéi od 0,7, a u kombiniranom modelu od 0,878 do 0,989.
Analizom Poincaréovih dijagrama moguce je tocnije razlikovati kontinuirani stres u
odnosu na intermitentni. Zaklju¢ak: Dinamika analize Poincaréovih dijagrama
predstavlja novitet u neinvazivnoj analizi novorodenackog stresa. Na temelju provedenog
istrazivanja u kontroliranom modelu novorodenackog stresa moguce je zakljuciti kako se
rezultati analiziranog fizioloSkog signala mogu koristiti kao biomarkeri za razlikovanje

novorodenceta u mirovanju i u stresu

Kljuéne rije¢i: Poincaréovi dijagrami; sréana varijabilnost; bol; autonomni

ziv€ani sustav; asimetrija sr¢ane varijabilnosti
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9. SUMMARY

Objectives: To investigate the changes in the heart rate variability applying the
Poincaré plot method in a controlled neonatal stress model. Study design: The study was
designed as a non-randomized controlled clinical trial with repeated measurements.
Patients and methods: Using simple random sampling, 40 healthy term newborns with
a chronological age of 72 hours, born in the University Hospital Osijek, were included in
the study. The research protocol consisted of for consecutive phases: phase 1 - first
baseline phase, phase 2 - dull pain heel stimulation phase, phase 3 - second baseline phase,
and phase 4 - sharp pain heel stick blood drawing phase. RR intervals were recorded
during the entire protocol. After preprocessing, the heart rate variability analysis was done
using the Poincaré plot method, which was extended to a multi-lag approach, along with
Poincaré plot asymmetry and its entropy. Results: The results of the study showed that
the RR interval signals in all the phases of the study protocol significantly differed from
the surrogate model. A significant reduction of SD1 was observed at all lags within the
stress phases, while SD2 did not significantly change. When stressed, a reduction of
Poincaré plot asymmetry, followed with an increase of entropy was observed. The results
ROC analysis for univariate and multivariate single- and multi-lag models showed AUC
values of more than 0.7 for a single parameter, while when combined the AUC values
increased up to 0.787 and 0.989. The proposed models were able to distinguish
continuous stress more accurately than intermittent stress from resting. Conclusion: The
Poincaré plot analysis is a novel and non-invasive method for assessing newborn stress.
Based on the results of the study, it can be concluded that the results obtained from the
physiological time series can be used as biomarkers for differentiating newborn stress

from resting states.

Keywords: Poincaré plots; heart rate variability; pain; autonomic nervous system; heart

rate asymmetry
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