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Abstract

Epilepsie je chronické onemocnéni mozku charakterizované vyskytem spontannich a
opakovanych epileptickych zachvatl. Porozuméni dynamice, funkéni organizaci a tloze
jednotlivych struktur limbického systému je kli¢ové pro zkvalitnéni jeji 1é¢by. Za timto
ucelem jsme vypracovali metodiku multikanalovych zaznamu elektrické aktivity mozku
laboratornich potkant. Elektricka stimulace navic umoznuje snimani evokovanych
potencialt. Epilepsie byla u potkan vyvolana aplikaci 10 ng tetanotoxinu do pravého
dorzalniho hipokampu. Dlouhodobé, multikanalové nahravani intrakranialniho EEG po
dobu 2-4 tydnt umoziuje ziskani komplexni prostorové a ¢asové informace o dynamice
zachvatii a mezizachvatovych epileptiformnich jev a 0 jejich vzajemnych interakcich.
Megéieni evokovanych potencialil je pouzitelné pro stanoveni specifickych parametri
mozkové aktivity, naptiklad jeho excitability, ¢i urovné inhibice. Vizualni zpracovani
zaznamu je Casové narocné, €i témet nemozné. Proto jsme v prostiedi Matlab vytvorili
program, ktery umoziuje semi-automatické zpracovani a kvantifikaci jak spontanni
epileptické aktivity, tak evokovanych potenciald. Tento program umoziuje sekvencni
zpracovani jednotlivych soubord, béhem kterého je provadéna automatickd detekce
zachvatl, interiktalnich epileptiformnich vyboji a zakladnich parametri evokovanych
potencialt v jednotlivych kanalech. Automaticka detekce je nasledné doplnéna vizualnim
hodnocenim extrahovanych grafoelementt, které umoznuje identifikaci a odstranéni
falesnych detekci. Navrzeny software podstatné zvySuje informacni vytéznost
dlouhodobych zaznami, vyznamné urychluje vizualni hodnoceni ziskanych dat a otevira
prostor pro jejich dalsi analyzu.

1 Uvod

Epilepsie je nejcastéjsi chronické neurologické onemocnéni, postihyjici cca 0,5 az 1 % populace
ve vyspélych zemich. Pfiblizné tfetina pacientti trpi farmakorezistentni epilepsii. Nékterym z nich
muize pomoci chirurgické odstranéni ¢asti mozku zodpovédné za zachvaty, tzv. epileptogenni zony.
Jeji lokalizace v8ak neni vzdy trivialni.

Nalezeni charakteristickych ryst epileptogenni tkané (tzv. biomarkeri) je dulezité pro zkvalitnéni
predoperacni diagnostiky a ptresnéjsi a jist€jsi lokalizaci epileptogenni zony. Vhodnymi biomarkery
jsou naptiklad specifické grafoelementy v zdznamu elektrické aktivity mozku (EEG). V soucasnosti se
jevi jako perspektivni interiktalni (mezizachvatové) vyboje (IED — Inter-ictal Epileptiform Discharge)
a vysokofrekvenc¢ni oscilace (HFO — High-Frequency Oscilation). Dalsi uzite¢nou informaci mtze byt
znalost charakteristického vzoru pocatka zachvatové aktivity v riznych mozkovych strukturach a
rovnéz znalost Sifeni zachvatové aktivity mezi strukturami.



Analyza EEG rovnéz potencialné skyta moznost odhadu pravdépodobnosti vzniku zachvatu nebo
dokonce piimo predikce zachvatu. K tomu muze slouzit napt. zména v incidenci mezizachvatovych
epileptiformnich grafoelementd (IED nebo HFO) nebo zmény parametrii evokovanych potenciald.
Proto je uzite¢na analyza dlouhodobé dynamiky zachvatu a epileptiformnich jevi.

Nejcastejsim typem epilepsie u ¢lovéka je epilepsie temporalniho laloku, ve které je zasazen
predevsim hipokampus a ostatni struktury limbického systému. Proto jsme pouzili tetanotoxinovy
model epilepsie temporalniho laloku v laboratornim potkanovi.

2 Metody

2.1 Implantace elektrod a injekce tetanotoxinu

Dospélym potkanim (n = 4) byly stereotakticky implantovany registra¢ni elektrody oboustranné
do klicovych struktur limbického systému dle Obr. 1. Twistované elektrody byly vyrobeny ze
sttibrného poteflonovaného dratu. Bylo tedy implantovano celkem 12 twistovanych elektrod, coz
odpovida 24 kanalim. Zaroven bylo do pravého dorzalniho hipokampu injikovano 10 ng tetanotoxinu
za Ucelem vyvolani epilepsie. Po tydenni rekonvalescenci bylo ptikroceno k nahravani spontanni i
elektricky evokované aktivity. Bohuzel u dvou potkant nedoslo k rozvoji epilepsie, takze u nich
nedochazelo k zachvatim. U zbylych dvou se epilepsie rozvinula, ale nefungovala stimulaéni
elektroda, takze byly k dispozici pouze zaznamy spontanni aktivity. Bohuzel tedy nebyl k dispozici ani
jeden epilepticky potkan s funkéni stimulacni elektrodou. Pro vyvoj algoritmt ke zpracovani EEG
signalt vSak ziskana data plné postacuji.

@ registracni elektrody

@ referencni elektroda
@® zemnici elektroda

1. Piriformni kara (AP: 0.2, L: 4.2, D: 8.2 mm)
2. Amygdala (AP: -2.8, L: 4.8, D: 8.6 mm)

3. PeririnaIni kira (AP: -2.8, L: 6.2, D: 7.4 mm)
4. Dorzalni hipokampus (AP: -4.6, L: 2.6, D: 3.1 mm)
5. Ventralni hipokampus (AP: -5.5, L: 4.8, D: 7.1 mm)
6. Entorinalni kara (AP: -8.0, L: 5.0, D: 7.0 mm)

Obr. 1: Schéma implantace elektrod ve vztahu k lebce

2.2 Dlouhodoby video/EEG monitoring

Signaly z elektrod byly nejprve proudové zesileny napétovym sledovacem Neuralynx HS-27
umisténym piimo na hlavé potkana, dale byly vedeny pies komutator do meficich zesilovaci
Neuralynx nastavenych na zesileni 196 a filtraci od 0,1 do 3000 Hz. Nasledné byly digitalizovany
pfevodnikem CED 1401 na vzorkovaci frekvenci 10 kHz a rozliSeni 16 bit a nahravany do pocitace
prostfednictvim programu Spike2 do soubord typu *.smr.

Kromé toho bylo pomoci web kamery synchronné nahravano video potkand pro pozorovani
behavioralnich projevii epileptickych zachvati. Web kamera disponovala rovnéz infraCervenym
snimanim a infracervenymi osvétlovacimi diodami pro no¢ni zaznamy.



Zaznam probihal v 30 minutobych blocich, tj. v kazdém *.smr a *.avi souboru bylo 30 minut
zaznamu. Po dobu ukladéani (cca 3 minuty) bylo nahrdvani pferuseno. Potkani byli takto monitorovani
12 az 24 dnt.

2.3 Nahravani elektricky evokovanych potenciali

Stiibrna stimulacni elektroda byla umisténa ve ventralni hipokampalni komisufe, coz je oblast,
kterou prochazeji vlakna spojujici levy a pravy hipokampus. Bylo tedy mozno stimulovat oba
hipokampy, potazmo dalsi struktury limbického systému touto jednou implantovanou elektrodou. Ke
stimulaci byl vyuzit stimulator s proudovym zdrojem Digitimer DS3. Okamziky stimulace byly fizeny
programem Spike2 prosttednictvim TTL vystupu na pfevodniku CED 1401. Stimula¢ni proud byl
nastavovan ru¢né. Parametry nahravani evokovanych potenciali byly stejné jako u nahravani
spontanni aktivity.

Stimulace byla vyuZzivana k méfeni vstupné-vystupni kiivky, coZ je zavislost velikosti odpovédi
méfenych struktur na intenzité (proudu) stimulu. Vstupné-vystupni kiivka mtize byt uzite¢na napiiklad
ke stanoveni excitability mozku, tj. ochoty neuronii generovat akéni potencial. Intenzity stimuli byly
mezi 20 a 350 pA. Mezi stimuly byla vZdy pauza 40 s, celkovy pocet stimultl vV jednom méteni byl 15.
Poradi stimult bylo ndhodné. Méfeni bylo provadéno jednou denné, vzniklo tak né€kolik cca 10
minutovych *.smr soubort.

Po deseti dnech monitorovani spontanni aktivity, pti kterém byla jednou denné méfena vstupné-
vystupni ktivka, byly do dlouhodobého monitorovani zafazeny pravidelné stimulace o intenzité
140 pA v intervalu 15 sekund. Ty mohou byt uzite¢né napiiklad pro ziskavani dlouhodobého profilu
odpovédi a studium zmén excitability mozku v souvislosti s epileptickymi zachvaty, tak jako napf. v
[1]. V tomto pokusu vsak bylo cilem stanoveni vlivu ¢asté stimulace na vstupné-vystupni kiivku,
nebot’ stimulovany potkan nemél spontanni zachvaty.

2.4 Zpracovani nahranych signalta

JelikoZ prohlizeni nahranych zaznamt p¥imo v syrové podobé&, napiiklad v programu Spike2 by
bylo netinosné zdlouhavé a mélo by nizkou informacni vytéznost, byl v prostiedi Matlab vytvoiren
program pro jejich semi-automatické zpracovani a prohlizeni vybranych ¢asti zaznamu. Data byla ze
souborii *.smr do Matlabu naéitana pomoci MATLAB SON Library, ktera je soucasti balicku
programu pro analyzu biologickych signalti sigTOOL [2].

2.4.1 Zpracovani zaznamii z dlohodobého monitoringu

EEG zaznamy z dlouhodobého monitoringu maji celkovou velikost cca 0,5 az 1 TB, je tedy
nemyslitelné zpracovavat je vSechny najednou. Proto jsou zpracovavany sekvenéné. V cyklu je vzdy je
nacten jeden pulhodinovy *.smr soubor (cca 800 MB) a v ném jsou zdetekovany potiebné udalosti.
V tomto ptipadé jsou to zachvaty a IED. Pro detekci zachvat byla vyuZita funkce z [3] a pro detekci
IED funkce z [4]. Software je vSak piipraven pro snadnou implementaci dalsich detektorti, napf.
detektoru HFO.

U zdetekovaného jevu (zachvat nebo IED) byl vzdy ulozen jeho zacatek a konec do proménné a
tato proménné byla uloZena do souboru *.mat. Do jiného souboru *.mat byl ulozen extrahovany usek
signalu obsahujici dany jev. Navic byl jesté vytvoien *.mat soubor obsahujici dopliujici informace o
daném *.smr souboru, jako datum vzniku, pocet a nazvy nahranych kanald, délku zaznamu apod. Ke
kazdému *.smr souboru tak vzniklo 5 *.mat soubor(l. Zacatky a konce zachvatil, zacatky a konce IED,
extrahované zachvaty, extrahované IED a informac¢ni soubor.



Detektor zachvatii byl nastaven na velkou citlivost, aby byla nizka pravdépodobnost, ze né&jaky
zachvat nebude zdetekovan. Takovéto nastaveni vSak vedlo k nizké selektivité. Proto byl v Matlabu
vytvoren graficky modul pro zobrazovani extrahovanych signald. Falesné detekce zachvati tak byly
ruéné odstranény. Pii tom byly zachvaty dale klasifikovany na kratké pod 10 s a dlouhé nad 10s.
Graficky modul rovnéZ umoziuje zoomovani signalu a scrollovani, takze je mozna i hlubsi vizualni
analyza, naptiklad hledani struktury, ve které zachvat zac¢ina nebo posuzovani sméru §ifeni zachvatové
aktivity.

Po odstranéni faleSnych detekci zachvatti byla zobrazena dlouhodoba dynamika zachvatii a IED.
Dlouhodobou dynamiku Ize op€t zoomovat i scrollovat.

2.4.2 Zpracovani evokovanych potenciali

Pro nacitani evokovanych potenciall slouzil pomocny *.xls nebo *.txt soubor obsahujici jména a
cesty k *.smr soubortim, Cisla potkani, na kterych byly zdznamy pofizeny a vektory intenzit stimuld.
Podle digitalnich markerd oznacujicich stimulus obsazenych pfimo v *.smr souboru byly nacteny
pouze kratké (0,1 s) useky signalu po stimulu. Tyto useky byly organizovany do trojrozmérného cell
array, kde v prvnim rozméru je potkan, na kterém byla data pofizena, v druhém rozméru je intenzita
stimulu a ve tfetim rozméru o kolikaté méfeni na daném potkanovi se jednd. Toto usporadani
umoznuje snadné prumérovani pies kterykoli z téchto tfi rozméri nebo vybirani pro zobrazeni a
analyzu podle téchto parametri. Rovnéz je mozné odecteni dvou signalii twistované elektrody, ¢imz
vznikne jejich bipolarni zapojeni. To mize byt uzitecné pro ziskani informace, zda je méfena aktivita
lokalné generovana nebo zda se k elektrodé dostava pasivnim S$ifenim z jinych struktur. Graficky
modul opét umozituje zobrazeni evokovanych potencidlti v tfidéni podle uvedenych tii rozmért ve
zvoleném potradi dilezitosti nebo v nékterych rozmérech pres sebe — parametry zobrazeni lze volit
v dialogu viditelném na Obr. 2. Piiklad zobrazeni evokovanych potencialti je na Obr. 3.
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Obr. 2: Graficky modul s dialogem pro volbu zobrazeni evokovanych potenciali
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Obr. 3: Graficky modul zobrazujici evokované potencialy

Megéfeni velikosti evokovaného potencialu spoc¢iva ve vybéru jeho potiebné Casti a aplikaci funkci
max a min. Maxima a minima jsou ulozeny do *.mat. Dalsi funkce z nich pak spocitd rozdily a
vykresli vstupné-vystupni kiivku, kde na vodorovné ose je intenzita stimulu a na svislé ose je velikost
odpovédi. Ta mlze byt proloZzena napiiklad Boltzmannovou sigmoideou pomoci funkce nlinfit.
Horizontalni soufadnice inflexniho bodu Boltzmannovy kiivky byla zvolena jako méfitko citlivosti na
stimulaci — vys$si hodnota znaci nizsi citlivost.

3 Vysledky

Pilotni vysledky prokazuji uzitecnost vytvoreného programu.

3.1 Dlouhodoby video/EEG monitoring

Pfi analyze 12 denniho zaznamu spontanni aktivity epileptického potkana bylo automatickym
detektorem celkem detekovano 4421 zachvatt. Pti vizualni kontrole bylo zjisténo, ze vétSina detekci
byla faleSnych. Skute¢nych zéachvati délky nad 10 s bylo detekovano 487. Inter-iktalnich vyboju
(IED) bylo detekovano 44 tis. Detekce TED nebyly vizualné ovéfovany, jelikoz detektor TED ma
nesrovnatelné lepSi selektivitu , nez detektor zachvatl. Navic shlédnuti takového mnozstvi
grafoelementl by trvalo netinosné dlouho.

Zéaznam typického zachvatu je na Obr. 4. Délka zobrazeného zachvatu je pil minuty.
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Obr. 5: Dlouhodoba dynamika zachvati a IED

Dale byla vyhodnocena dlouhodoba dynamika zachvatt a interiktalnich vyboji. V Obr. 5 jsou
modie vyneseny délky zichvatil a Cervené Cetnost IED v min™, ziskana jako poéty v 5 minutovych



intervalech a normalizovana na délku intervalu. Zelena linka v dolni ¢asti obrazku znaéi, ze signal byl
spravné nahravan. Vypadky v nahravani jsou zietelné kratce po =zacatku a pired koncem
monitorovaciho obdobi.

Je zfejmé, ze zachvaty maji tendenci se v Case shlukovat. Shluk zachvati trva primérné dva a pul
dne. Dale je vidét, Ze zachvaty delsi, nez 40 s se objevuji aZ po jednom dni od za¢atku shluku. Cetnost
IED se jevi do jisté miry korelovana s délkami zachvatt.

3.2 Evokované potencialy

Postupem popsanym v odstavci 2.4.2 byly ziskany vstupné-vystupni kiivky pro pravy dorzalni
hipokampus naméfené v jednotlivych dnech. Mezi 10. a 15. dnem vstupné-vystupni kiivky méfeny
nebyly, jelikoZz probihala pravidelna stimulace kazdych 15 sekund. Na vstupné-vystupni kiivce se
pravidelna stimulace projevila jejim posunem doprava, coz znamena Ze pro dosazeni stejné velké
odpovédi byla potifeba vyS§i intenzita stimulu Obr. 6. Vodorovna soufadnice inflexniho bodu
prolozené Boltzmannovy kiivky, ktera byla zvolena jako jednociselny parametr charakterizujici
polohu vstupné-vystupni kiivky, je vynesena v Obr. 7.
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Obr. 6: Vstupné-vystupni kiivky z jednotlivych dni Obr. 7: Vodorovné soufadnice inflexnich bodi
naméirené v pravém dorzalnim hipokampu proloZené Boltzmannovych kFivek. Cervené data po dlouhodobé
Boltzmannovymi k¥ivkami. Cervené kiivky namé&feny pravidelné stimulaci.

po dlouhodobé pravidelné stimulaci.

Snizeni citlivosti vici stimulaci miZe byt zplisobeno snizenou excitabilitou pravého dorzalniho
hipokampu. Druhou mozZnosti je snizeni ucinnosti stimulace napiiklad z divodu zapouzdieni
stimulacni elektrody do gliové jizvy. To by bylo zjistitelné pomoci méfeni impedence stimulacni
elektrody, které vSak bohuzel provedeno nebylo.

4 Zavér

Byl vytvoren systém pro komplexni analyzu EEG signald pfedevsim pro ucely epileptologického
vyzkumu. Systém vyuzivéa automatickych detekci a odecitani kvantifikativnich parametrt a usnadiuje
vizualni analyzu signald. UZite¢nost systému byla demonstrovana na zpracovani dat ze dvou pokusd.

V prvnim pokusu byla studovana dlouhodobd dynamika zichvatG a inter-iktalnich vyboji
V tetanotoxinovém modelu temporalni epilepsie. Ziskana data naznacuji, Ze zachvaty se shlukuji ve



shlucich dlouhych 2,5 dne. Dale data ukazuji, ze na zac¢atku shluku maji tendenci se vyskytovat kratsi
zachvaty dlouhé do 40 s. Delsi zachvaty se zaCinaji objevovat cca 1 den po zacatku shluku zachvatu.

Ve druhém pokusu bylo cilem zjistit vliv pravidelné dlouhodobé stimulace na vstupné-vystupni
ktivku. Vstupné-vystupni kiivka byla méfena jednou denné po dobu 10 dni. Pak byl potkan 5 dni
pravidelné stimulovan kazdych 15s. Po té byla vstupné-vystupni kiivka opét 3 krat zméfena.
Namétené vstupné-vystupni kiivky byly prolozeny Boltzmannovymi sigmoideami. Horizontalni
soufadnice jejich inflexniho bodu byla zvolena jako jednociselné vyjadieni citlivosti na stimulaci,

vvvvv

stimulaci se citlivost na stimulaci snizuje.
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