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Wykaz najczesciej stosowanych skrotow

Obrazowanie MR - obrazowanie magnetyczno-rezonansowe

EF (Ejection Fraction) - frakcja wyrzutowa

FAC (Fractional Area Change) - powierzchniowa zmiana frakcji wyrzutowej
ESV (End-Systolic Volume) - objetos¢ koncowo-skurczowa

ESA (End-Systolic Area) - powierzchnia koncowo-skurczowa

EDV (End-Diastolic Volume) - objetos¢ koncowo-rozkurczowa

EDA (End Diastolic Area) - powierzchnia koncowo-rozkurczowa

SV (Stroke Volume) - objeto$¢ wyrzutowa

SAC (Stroke Area Change) - wyrzutowa zmiana powierzchni

CO (Cardiac Output) - rzut serca

SCO (Slice Cardiac Output) - powierzchniowa zmiana rzutu serca

FR (Filling Rate) - kinetyka napetniania

ER (Ejection Rate) - kinetyka wyrzutu

IVRT (Isovolumic Relaxation Time) - czas izowolumetrycznej relaksacji
DT (Deceleration Time) - czas deceleracji wczesnej fali krwi w komorze
DCM (Dilated Cardiomyopathy) - kardiomiopatia rozstrzeniowa



1. Wstep

1.1. Mechanizmy prowadzace do rozwoju niewydolnosci serca

Niewydolno$¢ serca z zespolem towarzyszacych jej charakterystycznych objawow
moze by¢ uwarunkowana réznorakimi czynnikami, zwigzanymi bezposrednio
Z zaburzeniami samego mig¢$nia lub z czynnikami wtérnie wywotujacymi uposledzenie
czynnos$ci skurczowo-rozkurczowej. Do bezposrednich przyczyn niewydolnos$ci serca
zaliczy¢ mozemy np. mutacje aparatu kurczliwego czy powikltania infekcji wirusowych,
natomiast wsréd przyczyn posrednio uposledzajacych czynno$¢ migsnia sercowego
wymieni¢ mozna nastgpstwa niezaleznie rozwijajacych si¢ chordb np. cukrzycy,
nadci$nienia lub miazdzycy. Bez wzgledu jednak na geneze uposledzenia czynnos$ci
serca, kolejne etapy rozwijajacych si¢ zaburzen przebiegaja podobnie prowadzac
ostatecznie do jednej z kilku form niewydolnosci serca (jak choroba wiencowa badz
kardiomiopatia o cechach rozstrzeni, przerostu lub restrykcji). Wynika to z faktu,
ze migsien sercowy przystosowuje si¢ do zmieniajagcych si¢ warunkéw (tzn. np. do
ostabionej kurczliwosci kardiomiocytow, zwiekszonej sztywnosci komor, uposledzone;j
czynno$ci naczyn wiencowych czy zmian ci$nienia tak wewnatrz komor serca, jak
I W naczyniach obwodowych) niezaleznie od powodu wywotujgcego niekorzystne
zmiany. W poczatkowym okresie rozwoju niewydolnos$ci przystosowanie mig$nia
sercowego polega na aktywacji uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) oraz
aktywacji ukladu sympatycznego [1]. Aktywacja pierwszego ze wspomnianych
uktadow nastepuje wskutek spadku ci$nienia krwi w tetniczkach doprowadzajacych
krew do klebuszka nerkowego, co jest sygnalem s$wiadczacym o ostabieniu
kurczliwosci migénia sercowego. W nastgpstwie dochodzi do zwigkszonego
zatrzymania sodu w organizmie 1 zwigkszenia oporu naczyniowego, a poprzez to do
wzrostu ci$nienia w naczyniach, co z kolei stymuluje migsien sercowy do zwigkszenia
kurczliwosci. Pobudza to jednocze$nie uktad wspotczulny do wydzielania adrenaliny w
nadnerczach, co dodatkowo stymuluje serce do zwickszenia jego kurczliwosci
| przyspieszenia relaksacji. Aktywacja drugiego ze wspomnianych uktadow, tj. uktadu
sympatycznego zachodzi gtownie na drodze spadku cisnienia krwi w sercu, naczyniach
plucnych 1 w aorcie, co ostabia pobudzenie baroreceptorow hamujacych uktad
wspotczulny w mozgu 1 skutkuje zwigkszeniem jego aktywnosci, a poprzez to wzrostem

stezenia noradrenaliny we krwi. Noradrenalina z kolei pobudza (juz ostabiony) migsien



sercowy, dzieki czemu jego prawidlowa funkcja pozostaje zachowana. W trakcie
progresji niewydolno$ci serca aktywacja wspomnianych wyzej mechanizmow (uktadu
RAA 1 uktadu sympatycznego) doprowadza jednak w efekcie do zmian strukturalnych
miegs$nia sercowego. Zwigkszone cisnienie w naczyniach obwodowych, a takze w jamie
serca poczatkowo prowadzi do reorganizacji tkanki komoér badz przedsionkdéw
(wielkos$ci kardiomiocytow, martwicy cze$ci komorek, zastapienia ich tkanka taczng),
a nastepnic do pogrubienia (przerostu) lub S$cienczenia (rozstrzeni) $cian Serca.
Postepujace niedokrwienie z kolei poza zmianami martwiczymi moze doprowadzi¢ do
zaniku czynno$ci pewnych fragmentéw migsnia serca, niekoniecznie oznaczajacego
martwicg [2]. W trakcie dalszego postepu niewydolno$ci serca kompensacyjne procesy
przebudowy stajg si¢ jednak niewystarczajace, a zwigkszona aktywacja mechanizmow
neurohormonalnych niekorzystna, co uwidacznia si¢ w postaci oslabionej frakcji
wyrzutowej 1 szeregu symptomoéw  okre$lajagcych  stopien  zaawansowania
zdekompensowanej niewydolnosci serca [3]. Aktywowane s3 zatem kolejne
mechanizmy majace na celu tym razem ochrong¢ mig$nia sercowego, jak
np. desensytyzacja receptoréw Pi-adrenergicznych (tzw. downregulation), co niejako
ochrania serce przed zbytnim obcigzeniem [4, 5], zmniejszajac jednak jego zdolno$¢ do
wysitku (ograniczajac rezerwe chronotropowa i wzrost czynnosci na stymulacje
inotropowo dodatnig). Pomimo wigc stopniowych zaburzen pracy migénia sercowego,
aktywacja powyzszych kluczowych mechanizméw kompensacyjnych (szczegdlnie na
wczesnych etapach niewydolnosci serca) pozwala utrzymaé prawidtowe ukrwienie
tkanek i narzadow, co jest niezwykle istotne dla poprawnego funkcjonowania catego
organizmu.

Obecnie stosowana farmakoterapia niewydolnos$ci serca czesto ogranicza si¢
jedynie do zmniejszenia objawdw czy spowolnienia dalszej progresji zaburzen, a nie do
cofania istniejgcych zmian. Korzystne efekty skutecznosci terapii widoczne sg zaledwie
u ok. potowy przypadkoéw tj. w grupie pacjentow z obnizong frakcja wyrzutowg (z tzw.
Heart Failure with reduced Ejection Fraction, HFrEF), podczas gdy dla grupy pacjentow
z niewydolnos$cig serca i zachowang frakcja wyrzutowa (z tzw. Heart Failure with
preserved Ejection Fraction, HFpEF) wcigz brak satysfakcjonujacej terapii
kardioprotekcyjnej [6, 7]. Wynika to po czesci z faktu, ze wcigz niedostatecznie dobrze
poznane s3 mechanizmy odgrywajace role w patogenezie niewydolnosci serca. Rowniez
diagnostyka zaburzen rozkurczowych ma swoje ograniczenia, co znacznie utrudnia

przeprowadzenie oceny skuteczno$ci farmakoterapii w badaniach klinicznych [3].



Istnieje istotna potrzeba znalezienia innowacyjnych terapii niewydolno$ci serca oraz
lepszego zrozumienia mechanizméw determinujacych poszczegdlne etapy progresji
niewydolnosci serca. Aby bylo to mozliwe konieczne sg dobre modele niewydolnosci
serca, odpowiadajgce patologiom obserwowanym u ludzi 1 pozwalajace na studiowanie
mechanizmow jej progresji, jak rowniez dobre metody oceny zaburzen pracy mig¢snia

sercowego u zwierzat doswiadczalnych.

1.2. Modele zwierzece w badaniach niewydolnosci serca; myszy Tgaq*44, myszy

apoE/LDLR™

O ile szybka i trafna ocena zmian czynno$ci mig¢snia sercowego u pacjentoOw jest
podstawg do zastosowania odpowiedniej farmakoterapii, o tyle ocena taka w badaniach
modeli zwierzecych jest podstawg do weryfikacji samego modelu oraz do zrozumienia
mechanizméw odgrywajacych kluczowa rolg w progresji uposledzenia funkcji serca,
cow dalszej kolejnosci ma zasadnicze znaczenie w opracowywaniu | testowaniu
nowych $rodkéow terapeutycznych dla pacjentow. Ze wzgledu jednak na
eksperymentalny charakter badan modeli zwierzecych, sposdb oceny czynno$ci migénia
sercowego jest nieco inny niz w przypadku badan ludzi. W przypadku pacjentow
diagnoza opiera si¢ na wyniku iloSciowym (np. ocena parametrow wyrzutu krwi czy
zmiany ci$nienia napelniania w czasie) i jakoSciowym (np. ocena kinetycznosci §cian
lewej komory), natomiast w przypadku badan zwierzat wiarygodno$é
| porownywalno$¢ wynikow wymuszaja ocen¢ positkujaca sie jedynie wynikiem
ilosciowym. Stad tez, w badaniu czynno$ci mig$nia sercowego modeli zwierzecych
niezwykle wazna jest powtarzalnos¢ wykonywanych procedur, ocena ilosciowa
I mozliwos$¢ porownywania wynikow.

By sprosta¢ wyzwaniu wspotczesnych problemoéw farmakoterapii niewydolnos$ci
serca szczegodlnie chetnie wykorzystuje si¢ modele mysie, ze wzglgdu na dobrze
poznany genotyp i tatwos¢ w hodowli. Jednym z najczesciej wykorzystywanych modeli
jest model podwigzania lewej tetnicy zstepujacej, pozwalajagcy na ocen¢ zmian
niedokrwienia migénia sercowego [8]. Model ten niestety wymaga duzego
doswiadczenia w wykonywaniu zabiegéw 1 obarczony jest wysoka $miertelnoscia
myszy ze wzgledu na duza inwazyjno$¢ operacji zaci$nigcia tetnicy. Ponadto,
wywolane zmiany sg ostre, a co za tym idzie nie daja mozliwo$ci na ocen¢ progresji
wczesnych etapow zaburzen czynnosci (subtelnych zmian zbytniego obcigzenia mig¢$nia

sercowego). Szerokie mozliwosci oceny wczesnych etapow niewydolno$ci serca



I $ledzenia progresji choroby przed wystapieniem objawdéw daja natomiast mysie
modele modyfikowane genetycznie. Tym bardziej, ze umozliwiaja one obserwacje
zmian czynno$ci serca ze wzgledu na wyselekcjonowane czynniki, jak otylos¢,
cukrzyca, miazdzyca czy udzial katecholamin w progresji niewydolnosci serca
(np. poprzez nadekspresje receptora Bi-adrenergicznego).

Jednym z interesujgcych modeli przewleklej niewydolnosci serca sg myszy
Tgaq*44, u ktorych rozwija si¢ kardiomiopatia rozstrzeniowa [9-13]. Do rozwoju
choroby dochodzi w odpowiedzi na nadekspresj¢ stale aktywnej podjednostki biatka
Gag* tylko i wylacznie w kardiomiocytach, co prowadzi do nadmiernej aktywacji
receptora dla angiotensyny Il (AT1), endoteliny I (ETA) i noradrenaliny (o) [13], jak to
ma miejsce przy zwigkszonej aktywnosci uktadu RAA i uktadu sympatycznego w toku
rozwoju niewydolno$ci serca u ludzi. Istotnie, fenotyp niewydolnosci serca u myszy
Tgaq*44 nasladuje patofizjologic niewydolno$ci serca uludzi na poziomie
molekularnym, biochemicznym 1 czynno$ciowym uwzgledniajac wtym r1ozwoj
dysfunkcji $rodbtonka w naczyniach wiencowych [9], zmiany czynno$ci mitochondriow
[12], zaburzenia dystrybucji desminy [14]. Przerost kardiomiocytow, widknienie
migsnia sercowego oraz fenotyp ptodowy kardiomiocytéw sa wyraznie widoczne juz
U 4 miesiecznych myszy Tgoaq*44, jednak spadek frakcji wyrzutowej i ostabienie
kinetyki wyrzutu oraz napetniania nast¢puje dopiero u myszy 12 miesigcznych, czemu
towarzyszy stopniowy wzrost $miertelnosci zwierzat [10]. Pierwsze badania in vivo
(wykonane metoda echokardiografii) wykonane u myszy Tgaq*44 potwierdzity
uposledzong czynno$¢ skurczowa 1 znaczng zmiang¢ ksztattu lewej komory
w zaawansowanym stadium kardiomiopatii [13]. Kolejne badania, z wykorzystaniem
techniki obrazowania magnetyczno-rezonansowego pozwolity okreslic zmiany
czynno$ci serca na roéznych etapach rozwoju patologii, jednakze obejmowaty one
réwniez jedynie badania podstawowe (bez badania rezerwy czynnosciowej) [9]. Wyniki
przytoczonych badan pozwalajg przypuszczaé, ze dlugotrwaly etap skompensowanej
fazy niewydolnosci serca w tym modelu zalezy od aktywacji szeregu uktadow
neurohormonalnych w tym od adaptacyjnej aktywacji uktadu RAA, ktéra z czasem
jednak przyczynia si¢ do progresji niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44.

Z kolei modelem szczegodlnie cieckawym w kontek$cie badan niedokrwiennej
choroby serca sa myszy apoE/LDLR” pozbawione kluczowej dla transportu
cholesterolu apolipoproteiny E oraz receptora dla lipoprotein o niskiej ggstosci (myszy

apolipoprotein E-deficient and Low-Density Lipoprotein Receptor-Deficient Double



Knockout Mice, apoE/LDLR™) [10, 15, 16]. Myszy te wykazuja przyspieszony rozwoj
miazdzycy w stosunku do innego, czesto stosowanego modelu (myszy apoE'/ ). Zmiany
miazdzycowe u myszy apOE/LDLR'/' sg widoczne takze w naczyniach wiencowych
I prowadza do zaburzen przeptywu krwi w lewej tetnicy wiencowej, niedokrwienia
czesci lewej komory iuposledzonej na tym tle czynno$¢ mig$nia sercowego [17].
Biorac pod uwage zaawansowane zmiany miazdzycowe wystepujace u myszy
apoE/LDLR”" w wieku 6 miesiecy [18], juz na tym etapie rozwoju mozna spodziewaé
si¢ réwniez zmian czynnosci serca o podiozu niedokrwiennym. Dotychczasowe
obserwacje dotyczace czynno$ci serca myszy rozwijajacych miazdzyce wykazaty
uposledzenie rezerw czynnoSci u myszy apoE” w badaniu predkosci fali wyrzutu
z lewej komory [19] oraz co interesujgce zachowang kurczliwo$¢é mig$nia sercowego
nawet na bardzo zaawansowanym etapie rozwoju miazdzycy u myszy apoE/LDLR‘/'
[20]. Wyniki te ograniczaja si¢ jednak jedynie do predkosci fali (w przypadku myszy
apoE’/) oraz do badania czynno$ci mig$nia sercowego w warunkach podstawowych
(w przypadku myszy apoE/LDLR™). Brak natomiast szerszej oceny ujmujacej tak
zmiany czynno$ci podstawowej w odniesieniu do myszy zdrowych, jak 1 zmiany
zalezne od poziomu stymulacji ujawniajacych potencjalne czynnosciowe niedokrwienie
migénia sercowego w warunkach obcigzenia farmakologicznego migé$nia sercowego
wywotanego przez dobutaming.

Podsumowujac, zaré6wno w modelu kardiomiopatii rozstrzeniowej u myszy
Tgaq*44, jak i w modelu miazdzycy u myszy apoE/LDLR'/' obserwuje si¢ postepujaca
W czasie progresj¢ niewydolno$ci migénia sercowego, z tym ze w pierwszym przypadku
jej przyczyna jest modyfikacja genetyczna kardiomiocytéw, a w drugim postgpujaca
miazdzyca naczyn wiencowych. Aby rozwija¢ badania pod katem oceny skuteczno$ci
farmakoterapii niewydolnosci serca u ludzi z wykorzystaniem tych modeli, konieczna
jest dogtebna analiza zmian czynnoS$ci serca, w tym zmian rezerw czynnos$ciowych

migsnia sercowego oraz odpowiednio dopracowana metodyka tego typu badan in vivo.

1.3 Metody oceny czynno$ci mi¢§nia sercowego

Stopniowy rozwoj kardiomiopatii jak rowniez zaburzeh czynno$ci mig$nia
sercowego na tle chorob towarzyszacych najczesciej prowadzi do charakterystycznego
zespotu objawow, klasyfikowanych wg ogodlnie przyjetej skali NYHA [3]. Objawy te to
stopniowe ograniczenie wydolnosci wysitkowej, krotki oddech, ogodlne zmeczenie

| ostabienie czy tzw. palpitacje. Ponadto, typowe dla niewydolno$ci serca sa oznaki
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retencji pltyndw, jak: obrzeki, galopowy rytm serca, przesunigcie w lewo uderzenia
koniuszkowego czy szmer skurczowy.

Podstawowe badania wykonywane w celu potwierdzenia przyczyn powyzszych
symptomow bazujg przede wszystkim na technikach obrazowych oraz komplementarne;j
technice badania czynnosci bioelektrycznej serca (elektrokardiografia, EKG). Podczas
gdy technika EKG pozwala rozpozna¢ zaburzenia przewodzenia zmian elektrycznych
w sercu (mogacych wynika¢ ze zmian strukturalnych), techniki obrazowe pozwalajg
okresli¢ rodzaj zmian czynno$ciowych (zaburzenia kinetyki, kurczliwosci czy
napetniania) czy morfologicznych (jak przerost czy martwica).

Najpowszechniej stosowang technika w ocenie serca jest echokardiografia —
ultrasonograficzna technika badania serca, pozwalajaca okresli¢c wiele parametrow
$wiadczacych o stanie czynnosci serca, jak: frakcja wyrzutowa, objetos¢ wyrzutowa,
rzut serca, objetos¢ koncowo-skurczowa badz koncowo-rozkurczowa lewej komory,
atakze przebieg predkosci krwi naptywajacej do komory oraz predkosci jej
odksztatcania w fazie rozkurczu.

Z kolei technika obrazowania czynno$ci serca z uzyciem zjawiska magnetycznego
rezonansu (MR), poza anatomig i czynnos$cig serca pozwala takze na uzyskanie
wigkszej powtarzalnosci otrzymanych wynikow, bardziej wiarygodng ocene objetosci
jam serca, ich masy czy ruchu ich $cian [21-23]. Dodatkowo, w przypadkach pacjentow
rozwijajacych ztozone wrodzone choroby serca, kardiomiopatie, arytmie, guzy migsnia
sercowego, niedomykalno$¢ mitralng czy choroby osierdzia — obrazowanie MR
pozostaje metodg z wyboru [21]. Ze wzgledu jednak na koszty samego badania i jego
dostgpnos¢ oraz ztozono$¢ — nie jest tak powszechnie stosowana jak technika
echokardiografii, cho¢ zaleca si¢ ja jako metode alternatywna [3].

Niezaleznie od zastosowanej techniki oceny czynno$ci migs$nia sercowego,
dodatkowych korzysci diagnostycznych dostarczajg testy wysitkowe (przeprowadzane
na biezni ruchomej lub cykloergometrze rowerowym) badz, jak w przypadku pacjentow
niezdolnych do samodzielnego wysitku fizycznego, testy ze stymulacja f-adrenergiczna
(stres farmakologiczny z uzyciem dobutaminy, dipirydymolu czy adenozyny). Obydwie
metody wykorzystuja zwiekszone zapotrzebowanie mig¢$nia sercowego na tlen do oceny
zaburzen czynnosci serca badz zaburzen zwigzanych z rozchodzeniem si¢ fali EKG.
Metoda, w ktorej pacjent wykonuje wysitek fizyczny (marsz na biezni lub pedatowanie
na cykloergometrze) obcigza migsien sercowy w sposob fizjologiczny i prowadzi do

wzrostu czynnosci skurczowej 1 rozkurczowej migsnia sercowego (zwigkszonej sity
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skurczu, przyspieszenia akcji serca, kurczliwosci, relaksacji i napelniania komor).
Zwigkszona praca migs$nia sercowego wymusza przyrost grubosci $ciany lewej komory
w trakcie skurczu, zmniejszajac koncowo-skurczowa objetos¢ komory i w efekcie
zwigkszajac objetosc, a takze frakcje wyrzutowa. Wraz ze wzrostem stopnia obcigzenia
serca przyspiesza takze rytm serca, co dodatkowo powoduje wzrost przepltywu krwi,
w rezultacie powodujac wzrost rzutu serca. Przyspieszenie akcji serca w trakcie
wykonywania testu obcigzeniowego jest zazwyczaj parametrem determinujacym
moment oceny czynnosci migsnia serca, stad tez wysitek badz stymulacja
farmakologiczna s3 kontynuowane do momentu osiggnigcia pewnego progu rytmu
serca. Mechanizm dziatania stymulacji farmakologicznej (z najczgsciej uzywang
dobutaming) nie jest identyczny z mechanizmem obcigzenia serca poprzez wysitek
fizyczny, m.in. ze wzgledu na stabsze obcigzenie wstgpne (powrot zylny z nog), a takze
ze wzgledu na odmienng aktywacje ukladu autonomicznego. Niemniej, korzysci
diagnostyczne sa podobne, a dobor metody zalezny jest od sprawnos$ci pacjenta
I mozliwosci pracowni. Szerokie wykorzystywanie prob wysitkowych i testow
ze stymulacjg P-adrenergiczng wynika ztego, ze mozliwe do uwidocznienia
uposledzenie migsnia sercowego moze zaleze¢ od wielu czynnikoéw, takich jak: stopien
uposledzenia przeptywu krwi (w przypadku choroby naczyn obwodowych, czy choroby
wiencowej), wielko$¢ obszaru niedokrwienia czy tez czas jego trwania (w przypadku
choroby wiencowej badz zatkania ktorej$s z tetnic wiencowych), obecno$¢ krazenia
obocznego, zaburzenia ci$nienia panujacego w lewe] komorze czy zwigkszone
naprezenie jej $cian (np. w wyniku zwtoknienia). Opisane nieprawidtowosci spotykane
sa w roznego typu zaburzeniach czynno$ci serca i maja rézny wplyw na jego
wydolnos¢. Testy obcigzeniowe uwidaczniaja wielkosci rezerwy czynno$ciowej
i dlatego maja istotne znaczenie diagnostyczne zaréwno w przypadku niewydolno$ci
serca o podtozu tzw. ,nie niedokrwiennym”, jak 1 w ocenie stopnia niedokrwienia
I zaburzen kinetycznych $cian komoér w przebiegu choroby wiencowej. Dodatkowo
korzy$cia plynaca ze stosowania testow obciazeniowych jest ich warto$¢ prognostyczna
w odniesieniu do dlugo$ci przezycia pacjentéw i czestosci hospitalizacji z przyczyn
sercowych [3].

Ze wzgledu na opisane dodatkowe korzysci zwigzane z oceng rezerwy czynnosci,
testy takie (z uzyciem dobutaminy) znajduja zastosowanie roéwniez w badaniach
doswiadczalnych [24-26]. W przeciwienstwie jednak do testow klinicznych,

w przypadku procedur eksperymentalnych brak jest jednolitego protokotu, co wynika
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m.in. ze stopnia skomplikowania badan przeprowadzanych z uzyciem matych zwierzat
(najczesciej myszy). Co wigcej, stosowane protokoty stymulacji z uzyciem dobutaminy
dotycza zarowno wlewow dozylnych, jak i iniekcji dootrzewnowych w bolusie

Z zastosowaniem réznych dawek [27].
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2. Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie metodyki do badania
zmian rezerwy czynnosci migsnia sercowego 1 jej zastosowanie do badan niewydolnos$ci
krazenia: u myszy Tgaq*44, u ktorych rozwija si¢ kardiomiopatia rozstrzeniowa, oraz
u myszy apoE/LDLR™, u ktorych rozwija sic miazdzyca.

W szczegbdlnosci celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie
metodyki stymulacji dobutaming mig¢snia sercowego oraz ocena czynno$ci mig¢snia
sercowego in vivo technikg obrazowania MR. Wykorzystujac opracowang metodyke
zbadano:

(1) progresjc niewydolnosci serca u myszy Tgoaq*44 rozwijajacych
kardiomiopati¢ rozstrzeniowa na poszczegolnych etapach rozwoju patologii,

(2) zaburzenia czynnoSci migSnia sercowego u  Mmyszy apoE/LDLR‘/'

Z zaawansowang miazdzycg tetnic wiencowych.
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3. Metody

3.1. Zwierzeta

Do badan progresji niewydolno$ci migsnia sercowego na tle kardiomiopatii
rozstrzeniowej wykorzystano myszy szczepu Tgaq*44 w wieku 4, 6, 12, 15 oraz 16-18
miesiecy oraz odpowiadajace im myszy kontrolne szczepu FVB w wieku 4, 6 oraz 15
miesiecy. Do oceny czynno$ci mig$nia sercowego ze wzgledu na zaawansowang
miazdzyce tetnic wykorzystano natomiast dwie grupy myszy apoE/LDLR‘/ ". Pierwsza
(apoE/LDLR™S) karmiona byla standardowa pasza, podczas gdy druga (apoE/LDLR™
LCHP pasza aterogenna, nisko weglowodanowa, wysoko lipidowa i wysoko biatkowa
(tzw. pasza LCHP-Low Carbohydrate High Protein). Grupg¢ kontrolng dla myszy
apoE/LDLR™ stanowity myszy szczepu C57BL/6. Myszy hodowano za barierg
sanitarno-epidemiologiczng ~w  Zwierzetarni  Instytutu = Centrum  Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk oraz w Zwierzetarni Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego (Tgaq*44 oraz
FVB) oraz w Zwierzgtarni Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kolataja w Krakowie
(apoE/ LDLR” 7). Przed badaniami myszy przywozono do Zwierzetarni Instytutu Fizyki
Jadrowej PAN w Krakowie(z przynajmniej kilkudniowym wyprzedzeniem, w celu
ich aklimatyzacji).

Myszom zapewniano staly dostgp do paszy (Labofed B, Wytwoérnia Pasz ,,Morawski’)
i wody, a w pomieszczeniach panowala stata wilgotno$¢: 60 %, o$wietlenie L/D: 12/12
I temperatura: 23° C. Wszelkie procedury wykonywane w ramach badan niniejszej
rozprawy uzyskaly zgode 1 Lokalnej Komisji Etycznej przy Uniwersytecie

Jagiellonskim.

3.2. Obrazowanie czynno$ci serca myszy za pomoca tomografii magnetyczno-

rezonansowej

Badania obrazowania MR wykonano w przy uzyciu tomografu magnetyczno-
rezonansowego (MR) zbudowanego w oparciu o magnes nadprzewodzacy 4,7 T/ 310
(Bruker/ Niemcy) oraz konsole MARAN DRX (Resonance Instruments Ltd.,Wielka
Brytania). Pomiary wykonano przy uzyciu dedykowanej glowicy pomiarowej
sktadajacej si¢ z cewek gradientowych (ID 60 mm, 450 mT/m/100A) i cewki radiowej
czestosci typu birdcage (ID 40 mm) wykonanych w IFJ PAN [28]. W trakcie catej

procedury myszy utrzymywane byty w znieczuleniu wziewnym przy pomocy izofluranu



15

(Aerrane, Baxter, Polska). Przed przystapieniem do badania myszy usypiane byly
wziewnie w stezeniu 2 % w mieszaninie tlenu i powietrza w stosunku 1:2 i przeptywie:
0,75 Il/min tlenu do 1,5 I/min powietrza. Stezenie anestetyku utrzymywano
na jednakowym poziomie przez caly czas trwania badania MR (2 % izofluranu),
by wykluczy¢ potencjalne zmiany czynnosci zalezne od zmian perfuzji migsnia
sercowego [29]. Myszy uktadano w ,}6zeczku” pomiarowym, zakladano podskorne
elektrody w celu rejestracji fali EKG oraz endorektalny czujnik temperatury
(S.A. Instruments, USA). W celu przeprowadzenia badania stymulacji -adrenergicznej
w trakcie obrazowania MR, zaktadano myszy wenflon dootrzewnowy o dtugosci okoto
10 cm, wypeliony sola fizjologiczng, a nastepnie t6zeczko z myszg lokowano
W centrum pola widzenia tomografu. Uzycie wenflonu pozwalalo na podanie
dobutaminy bez konieczno$ci wyjmowania myszy z tomografu po pomiarze czynnosci
podstawowe]j serca. Zapewniato to identyczne potozenie obrazowanej warstwy serca
w badaniu podstawowym i w badaniu po podaniu dobutaminy rozwiagzujac problem
braku fizycznego dostgpu do zwierzgcia ulokowanego w tomografie.

Podczas wykonywania calo$ci pomiaru temperatur¢ utrzymywano na statym
poziomie 35°C poprzez nawiew powietrza o0 kontrolowanej temperaturze.
Do obrazowania uzyto sekwencji szybkiego echa gradientowego (sekwencja typu
FLASH), w wersji z usuwaniem resztkowej magnetyzacji poprzecznej (rf-spoiling),
z zaimplementowang kompensacja zmian fazy sygnalu wywotang przeptywem (flow
compensation), zsynchronizowanego z przebiegiem fali EKG - zgodnie z metodyka
opisang w pracy Drelicharza i wsp. [10] (grubos¢ warstwy: 1,5 mm, pole widzenia
(Field of View, FOV): 30x30 mm, rozmiar macierzy danych: 128x128, czas echa
(Echo Time, TE): 5 ms, czas repetycji (Repetition Time, TR): 5+8 ms, liczba
powtdrzen (Number of Scans, NS): 8, kat obrotu (Flip Angle, FA): pomiedzy 25° a 30°
(ustawiany tak, by osiggna¢ odpowiedni kontrast pomigdzy przeptywajaca w komorze
krwig a $ciang komory). Uzyskiwano $rednio ok. 20 klatek na cykl (od 16 do 25 Klatek,
w zalezno$ci od dlugosci trwania cyklu). Rytm serca oceniano na podstawie czasu
pomiedzy dwoma zalamkami R fali EKG (przy uzyciu dedykowanego systemu
rejestracji S.A. Instruments, USA). W przypadku wystgpienia silnych zaburzen
przewodzenia sygnatu fali EKG (w przypadku myszy Tgoaq*44 na bardzo
zaawansowanym etapie niewydolno$ci serca), rytm serca wyliczano na podstawie

histogramu otrzymywanego za pomoca dedykowanego urzadzenia do zapisu czasu
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pojawienia si¢ zatamka R (Tomak, Polska) oraz opracowanego w Zaktadzie Tomografii
Magnetyczno-Rezonansowej IFJ PAN.

Protokot pomiarowy obejmowal wstgpne wykonanie serii obrazéw pilotowych
w trybie wielowarstwowym (multi-slice) w ptaszczyznie czotowej, co pozwalato
wyznaczy¢ potozenie serca w klatce piersiowej myszy. Nastepnie, aby dokladniej
zlokalizowa¢ migsien sercowy, wykonywano pomiar w jednej, wybranej ptaszczyznie
czotowej, W trybie wielu klatek (multi-phase). Na otrzymanych obrazach wyznaczano
kat jaki o$ serca tworzyta z osig ciata (Ryc. 1 A) i na tej podstawie okres$lano potozenie
kolejnych ptaszczyzn. Dla tak oznaczonej orientacji, wykonywano powtornie seri¢
wielowarstwowa, a nast¢pnie seri¢ wielu klatek, co pozwalatlo wyznaczy¢ odpowiedni
kat projekcji osi dlugiej lewej komory. Na podstawie osi dtugiej natomiast wyznaczano
prostopadle do niej o$ krotka (Ryc. 1 B i C). Pomiary obj¢tosciowe wykonywano w 0Si
krotkiej od koniuszka do podstawy komory, pokrywajac cata jame serca przy
zmniejszonej grubosci warstwy do 1 mm. Badanie stymulacji [-adrenergicznej
wykonywano w jednej warstwie w projekcji osi krotkiej na wysokosci miegsni

brodawkowatych.

Rycina 1. Wyznaczanie plaszczyzny osi krotkiej dla obrazowania serca (opis w tek$cie). Na zdjeciu

widoczna mysz z podpietymi podskornie elektrodami rejestrujgcymi sygnat EKG.

3.3. Analiza obrazow

Otrzymane obrazy analizowano za pomocg Skryptu oprogramowania Aphelion,
(ADCIS, Francja-USA), pozwalajagcego na uzyskanie pot-automatycznej segmentacji
powierzchni lewej komory serca na obrazach osi krotkiej [30]. W razie potrzeby, obrazy
korygowano re¢cznie, by uzyskaé¢ mozliwie najbardziej wiarygodne wyniki. Otrzymane

dane postuzyty do wyliczenia krzywej cyklu serca, tj. zmian powierzchni lewej komory
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w czasie. Na podstawie otrzymanej krzywej wyznaczano parametry okreslajace
czynno$¢ lewej komory (Ryc. 2): powierzchni¢ koncowo-skurczowa (End Systolic
Area, ESA), powierzchni¢ koncowo-rozkurczcowa (End Diastolic Area, EDA),
wyrzutowg zmian¢ powierzchni (Stroke Area Change, SAC=EDA-ESA),
powierzchniowa zmiang  frakcji  wyrzutowej  (Fractional ~Area  Change,
FAC=(SAC/EDA), powierzchniowy rzut serca (Slice Cardiac Output, SCO=SAC-HR),
kinetyke skurczu (Ejection Rate, ER) oraz kinetyke rozkurczu (Filling Rate, FR).
Kinetyka skurczu oceniana byta jako kat nachylenia w poczatkowej fazie skurczu (jako
nachylenie krzywej stycznej do kolejnych punktow wyznaczajacych zmiang
powierzchni lewej komory w czasie pierwszych 30 % cyklu), a kinetyke napetniania
oceniano jako kat nachylenia w poczatkowej fazie napelniania lewej komory
(w pierwszych 30 % fazy naptywu krwi do komory). Aby oceni¢ czynno$¢ catej
komory, mierzono w analogiczny sposob czynno$¢ pozostaltych warstw w osi krotkiej
lewej komory (do koniuszka oraz do podstawy serca, $rednio ok. 5 warstw). Otrzymane
wyniki dla powierzchni warstw byly nastgpnie sumowane (Suma powierzchni
poszczegolnych przekrojow postuzyta wyliczeniu objetosci dla catej komory).
Analogicznie do parametrow oceniajacych czynno$¢ poszczegolnych warstw —
oceniano wigc parametry takie jak: objeto$¢ koncowo-skurczowa (End Systolic
Volume, ESV), objetos¢ koncowo-rozkurczowa (End Diastolic Volume, EDV), frakcja
wyrzutowa (Ejection Fraction, EF) oraz obj¢tos¢ wyrzutowa (Stroke Volume,
SV=EDV-ESV). Woyniki dla parametréw oceniajacych kinetyke (ER, FR)
Z poszczego6lnych warstw byly natomiast usredniane. Ze wzgledu na stosunkowo dlugi
czas pomiaru ocen¢ czynno$ci catej lewej komory przeprowadzono w wybranych
grupach myszy Tgoaq*44 w wieku: 4, 6, 12 oraz 15 miesigcy. U starszych myszy,
w wieku 16-18 miesiecy protokét oceny czynno$ci spoczynkowej obejmowat jedynie
ocen¢ pojedynczej, srodkowej warstwy, aby ograniczy¢é czas wykonania pomiaru,
ekspozycji na anestezj¢ 1 mozliwg Smiertelnos¢. W przypadku pozostatych grup myszy
(szczepu FVB, C57BL/6 oraz apoE/LDLR™) przeprowadzano calg procedurg
obrazowania komory (wszystkich warstw). W celu uchwycenia zmian zaleznych
od sposobu oceny czynno$ci lewej komory (bazujgcych na ocenie pojedynczej warstwy
badZ sumy kilku warstw) przeprowadzono analize porownawcza wynikow w grupach
myszy FVB oraz Tgaq*44 w wieku 4 1 15 miesigcy. Pozwolilo to oszacowaé rdéznice

W ocenie czynno$ci zalezne m.in. od zdolno$ci kompensacyjnych warstwy srodkowe;j
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I potencjalne zmiany geometrii lewej komory we wczesnej i poznej fazie niewydolnosci

serca u myszy Tgaq*44 w stosunku do szczepu FVB.
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Rycina 2. Parametry czynno$ci serca wyznaczane na podstawie zmian powierzchni lewej komory
w czasie cyklu. ESA (End Systolic Area) — objeto$¢ koncowo-skurczowa, EDA (End Diastolic Area) —
objetos¢ koncowo-rozkurczowa, SAC (Stroke Area Change) — powierzchniowa objeto$é wyrzutowa,
FAC (Fractional Area Change) — powierzchniowa zmiana frakcji wyrzutowej, ER (Ejection Rate) —
kinetyka skurczowa, FR (Filling Rate) — kinetyka napeiniania. Sposob obliczania w/w parametrow

opisano w tekscie.

3.4. Opracowanie metodyki badania rezerwy czynnosciowej mig¢$nia sercowego

u myszy in vivo z uzyciem stymulacji g-adrenergicznej

Ze wzgledu na specyfike eksperymentow, ktora wymagata umieszczenia
i unieruchomienia myszy w centrum magnesu, zaktadano im  wenflony
z odprowadzeniem na zewnatrz tomografu (o dtugosci ok. 20 cm). Wenflony zaktadane
byly dootrzewnowo, a nie dozylnie, co znacznie przyspieszalo i1 upraszczalo przebieg
eksperymentow (skomplikowana procedura zaktadania cewnikdéw dozylnych myszom
wydluza czas anestezji, co w przypadku myszy na zaawansowanych stadiach
niewydolnosci moze skutkowa¢ zwigkszong $miertelnoscig). Ponadto, zastosowanie
iniekcji dootrzewnowych w badaniu myszy technikg obrazowania MR nie wymaga

zastosowania specjalistycznej, kompatybilnej z wysokim polem elektromagnetycznym
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pompy infuzyjnej (potrzebnej do podawania dobutaminy we wlewie dozylnym),
co dodatkowo upraszcza przeprowadzenie badania.

O ile jednak podanie dootrzewnowe dobutaminy jest stosowane w badaniach
eksperymentalnych [27], o tyle nie ma jasno okreslonych zakresow dawek i czasu
rejestracji odpowiedzi czynno$ciowej u zwierzat (w tym myszy), jak jest to okre§lone
w przypadku wlewow dozylnych dobutaminy u ludzi [3]. Czgsto spotykang
w badaniach eksperymentalnych dawka podawang myszom w celu oceny rezerwy
czynno$ciowej mieénia sercowego jest dawka 1,5 mg/kg podawana dootrzewnowo
[27, 31, 32]. Dawka ta jednak ze wzgledu na kondycje migsnia sercowego moze
wywola¢ stosunkowo silny badz stosunkowo nieznaczny efekt. Wynika to przede
wszystkim z osobniczej czulo$ci mig$nia sercowego na dziatanie katecholamin
w zaleznos$ci od wieku myszy jak rowniez zaawansowania kardiomiopatii (ze wzgledu
na rézny stopien desensytyzacji receptorow [i-adrenergiczych migénia sercowego)
badz tez od stopnia istniejgcej potencjalnie choroby naczyn wiencowych (ze wzgledu
na niedokrwienie mig$nia sercowego). W celu otrzymania charakterystyki odpowiedzi
czynno$ciowej migs$nia serca na stymulacje P-adrenergiczng, przetestowano szereg
dawek dobutaminy w zakresie od 0,15 do 20 mgkg. W pierwszej kolejnosci
przetestowano kolejno dawki: 0.15/ 0.5/ 1.5 mg/kg podawane w objetosci 0,2 ml
objetosci soli fizjologicznej kazdorazowo rejestrujac rytm serca i wykonujac szereg
pomiaréw czynnosci. Na tej podstawie szacowano $redni czas po jakim zachodzity
zmiany w czynnosci serca. W nastepnej kolejnosci podobnie testowano szereg
wickszych dawek: 1.5, 5.0, 20 mg/kg. Zakres zaréwno ,,niskich” (0,15-1,5 mg/kg),
jak i ,,wysokich” (1,5-20 mg/kg) dawek testowano na osobnych grupach myszy,
by wykluczy¢ potencjalny wptyw zbyt duzego obcigzenia, szczegdlnie w przypadku
myszy Tgoq*44 na péznym etapie niewydolnosci oraz by podawana objetos¢ iniekcji
nie zaburzyla interpretacji wyniku. By ustali¢ poziom stymulacji B-adrenergicznej
w zakresie niskich 1 wysokich dawek dobutaminy, mogacych uwidoczni¢ uposledzenie
rezerw czynnos$ci serca badz stany niedokrwienne, zbadano grupy myszy najbardziej
zrdznicowane pod wzgledem mozliwej odpowiedzi na stymulacje B-adrenergiczna,
tj. myszy Tgaq*44 na p6znym etapie niewydolnosci (w stanie dekompensacji czynnosci
lewej komory) oraz grupe catkowicie zdrowych myszy FVB w wieku 4 miesiecy.
Opracowang na tej podstawie metodyke zastosowano nast¢pnie do badania progresji

zmian czynno$ci migsnia sercowego w modelu niewydolnosci serca o podlozu
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kardiomiopatii rozstrzeniowej oraz opisania zmian u myszy z rozwijajacg si¢ miazdzyca

tetnic wiencowych.

3.5. Metodyka badania rezerwy czynnosci lewej komory w oparciu o odpowiedz

na niskg oraz wysokg dawke dobutaminy

Po wykonaniu serii obrazow czynno$ci serca w warunkach podstawowych,
wykonywano badanie rezerwy czynnosci mig¢$nia sercowego przez podanie dobutaminy
(Polfa Tarchomin, SA) wedlug protokotu opracowanego na wcze$niejszym etapie
pracy. Protokot ten oparto o wyniki bazujgce na najsilniejszej i najbardziej powtarzalnej
zmianie czynno$ci serca w odpowiedzi na stymulacj¢ dobutaming z zakresu dawek
niskich i wysokich tak w przypadku czynnosci prawidtowej, jak i istotnie
zdekompensowanej. tj. stymulacji dawkami odpowiednio: 0,5 i 5 mg/kg. Obrazowanie
MR czynno$ci serca wykonywano Ww identyczny sposob jak w przypadku badan
spoczynkowych, jednak czynno$¢ oceniana byla na podstawie zmian objetosci
pojedynczej warstwy (na wysokosci migsni brodawkowatych), a nie u$redniana
na podstawie sumy wartosci ze wszystkich warstw. Efekt zmian w odpowiedzi
na stymulacj¢ niskg dawka dobutaminy (0,5 mg/kg) oceniano po okresie ok. 8 i12
minut po podaniu dobutaminy. Kolejna dawka dobutaminy (5 mg/kg m.c.) podawana
byla po okresie ok. 20 minut od pierwszej dawki, a badanie rezerwy (zmiany czynno$ci)
oceniano po kolejnych 8 i 12 minutach. Kazdorazowo wykonywano 2 pomiary,
a rezerw¢ czynnosci oceniano z pomiaru, ktory pokazywal wigksza zmiang
powierzchni koncowo-skurczowej lewej komory. Czynno$¢ lewej komory oceniana
byla na podstawie zmian powierzchni mierzonej warstwy w czasie (jak w przypadku
analizy objetosci catej komory, lecz bez sumowania z warstwami kolejnych
przekrojow) wg analogicznych parametréw jak miato to miejsce w przypadku oceny
warstw analizowanych w ocenie czynnos$ci podstawowej (tj. wedlug parametrow: ESA,

EDA, SAC, FAC, SCO, FR, ER oraz HR).

3.6. Analiza statystyczna

Do oceny istotnosci roznic otrzymanych wynikéw uzyto pakietu STATISTICA
(Stat Soft Inc., USA) oraz programu MS Office Excel (Microsoft, USA). Wszystkie
wyniki sg przedstawione jako wartosci srednie + odchylenie standardowe Srednie;j.
W przypadku analizy wynikow modelu Tgoaq*44, weryfikacje hipotez zerowych

przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta dla grup niezaleznych (pordwnania
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pomiedzy grupami Tgaq*44 oraz FVB w stanie podstawowym oraz po jednakowych
dawkach dobutaminy) oraz za pomocg testu t-Studenta dla zmiennych zaleznych
W obrebie tego samego szczepu (do oszacowania rezerwy czynnosci lewej komory),
przed oraz po iniekcji dobutaminy. Gdy zatozenia testu nie byly spetnione (normalnosé¢
rozktadu — test Shapiro-Wilka i jednorodnos¢ wariancji — test Browna-Forsyth’a),
stosowano odpowiednie testy nieparametryczne, tj. do oceny rdéznic parametrOw
charakteryzujacych czynnos$¢ lewej komory pomiedzy szczepami FVB 1 Tgoaq*44
dla jednakowej dawki dobutaminy zastosowano test Manna — Whitney’a, z kolei do

oceny istotno$ci rezerwy czynnosciowej test Wilcoxona dla par obserwacji.
. . -/-
W przypadku analizy wynikow dla modelu myszy apoE/LDLR  zastosowano

dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z powtarzanymi pomiarami w obrebie
jednego czynnika (dawka dobutaminy). Wartosci p<0,05 uznano jako statystycznie

istotne.



22

4. Wyniki

4.1. Opracowanie metodyki badania MR in vivo czynnosci mig$nia sercowego

myszy z wykorzystaniem stymulacji niska oraz wysoka dawka dobutaminy

Warto$ci czynnosci podstawowej migsnia sercowego (przed stymulacja)
dla badanych grup zebrane zostaty w Tabeli 1. Myszy z zaawansowang niewydolno$cig
migsnia sercowego (Tgaq*44 w wieku 16-18 miesiecy) miatly wyraznie wolniejsza
akcje serca. W grupie tej wyrzutowa zmiana powierzchni (SAC) i powierzchniowa
zmiana frakcji wyrzutowej (FAC) byly zmniejszone. Powierzchnia koncowo-skurczowa
(ESA) lewej komory byta zwigkszona, podczas gdy wartosci koncowo-rozkurczowej
powierzchni (EDA) lewej komory nie roéznity si¢ w stosunku do grupy kontrolnej
myszy FVB. Kinetyka wyrzutu krwi (ER) oraz kinetyka napetniania (FR) lewej komory
w grupie Tgaq*44 byly zmniejszone (Tabela 1).

Parametr FVB (N =9) Tgag*44 (N=11)
HR [bpm] 459 + 34 422 +24 %
ESA [mm?] 4,6+0,9 10,1+1,8 *
EDA [mm?] 18,3+1,2 17,6 2,0
FAC [%] 75,0+ 4,3 42,2+9,0*
SAC [mm?] 13,7 +1,2 7,5+1,7*

ER [EDA/ms] 0,0213 + 0,0022 0,0124 +0,0034 *
FR [EDA/ms] 0,0249 + 0,0050 0,0108 + 0,0035 *

Tabela 1. Warto$ci parametrow czynnosciowych serca w badaniu podstawowym lewej komory w grupach
myszy FVB w wieku 4 miesigce oraz myszy Tgoq*44 w wieku 16-18 miesigcy. (Wartosci przedstawione
jako $rednie + odchylenie standardowe; Oznaczenia skrotow w spisie skrotow. * oznacza p<0,05 dla

grupy Tgoq*44 vs FVB).
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Podanie dobutaminy w grupie myszy kontrolnych FVB w zakresie niskich dawek
dobutaminy (<1,5 mg/kg) nie wywotywato zadnych wyraznych zmian w badanych
parametrach: powierzchni koncowo-skurczowej (ESA, Ryc.3 A), powierzchni
koncowo-rozkurczowej (EDA, Ryc. 4 A), powierzchniowej zmianie frakcji wyrzutowej
(FAC, Ryc.5 A), wyrzutowej zmianie objetosci (SAC, Ryc. 6 A), Kinetyce wyrzutu
(ER, Ryc.7A) ikinetyce napetniania (FR, Ryc.8 A). Stymulacja dobutaming
w zakresie dawek wysokich (> 1,5 mg/kg) wywotata jedynie nieznaczacy statystycznie
spadek powierzchni koncowo-skurczowej (ESA, Ryc.3 A), bez wyraznych zmian
w powierzchni koncowo-rozkurczowej (EDA, Ryc.4 A), brak wyraznych zmian
powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej (FAC, Ryc. 5 A) i wyrzutowej zmianie
objetosci (SAC, Ryc.6 A). Kinetyka wyrzutu i napelniania réwniez nie wykazaty
istotnych zmian w odpowiedzi na wysokie dawki dobutaminy (odpowiednio: ER i FR,
Ryc. 7Ai8A).

Stymulacja dobutaming mig$nia sercowego myszy Tgaq*44 wywotywata
odmienng odpowiedz niz u myszy FVB. Podanie dobutaminy w zakresie dawek niskich
wywotywato spadek powierzchni koncowo-skurczowej (ESA, Ryc.3 B) czego nie
obserwowano dla dawek wysokich. Powierzchnia koncowo-rozkurczowa (EDA) nie
zmieniala si¢ natomiast po stymulacji dobutaming w dawkach < 1,5 mg/kg, ale spadta
po stymulacji dobutaming w zakresie dawek wysokich (20 mg/kg). Powierzchniowa
zmiana frakcji wyrzutowej i wyrzutowa zmiana powierzchni w grupie myszy Tgoq*44
zwigkszaly si¢ dla dawek dobutaminy z niskiego zakresu i nie zmienily si¢ po
stymulacji dawkami w zakresie wysokim (FAC i SAC, Ryc. 5 B i 6 B). Wartos$ci dla
kinetyki wyrzutu, jak i1 kinetyki napelniania zwigkszaly si¢ po podaniu dobutaminy
z zakresu dawek niskich (w przypadku kinetyki wyrzutu — istotnie statystycznie) i nie

zmienity si¢ po podaniu wysokich dawek dobutaminy (ER i FR, Ryc. 7 B i 8 B).
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Rycina 3. Warto$ci powierzchni koficowo-skurczowej (ESA) u myszy FVB i Tgaq*44 w odpowiedzi na
stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek wysokich (>1,5
mg/kg). U myszy kontrolnych FVB obserwowano wyrazny (cho¢ nieistotny statystycznie) spadek ESA
po stymulacji dobutaming w zakresie dawek wysokich (A). W grupie myszy Tgoaq*44 znaczny spadek
wartosci ESA uwidacznia si¢ po stymulacji dobutaming w zakresie dawek niskich, a w zakresie wysokich
dawek obserwowano mniej znaczace spadki warto$ci, cho¢ zardwno warto$ci czynnosci podstawowe;j, jak
i czynno$ci po stymulacji dobutaming w dawce > 1,5 mg/kg byly istotnie nizsze w odniesieniu do grupy
kontrolnej (B). Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacjag w zakresie dawek niskich i (2) myszy
badane w zakresie dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce). * oznacza p < 0,05 wzgledem wartosci
dla czynno$ci podstawowej; # oznacza p<0,05 dla grupy Tgaq*44 wzgledem FVB w odniesieniu do tej

samej dawki dobutaminy.
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Rycina 4. Wartosci powierzchni koncowo-rozkurczowej (EDA) dla myszy FVB i Tgaq*44 w odpowiedzi
na stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek wysokich (>1,5
mg/kg). W grupie kontrolnej FVB nie obserwowano zmian wartosci EDA po stymulacji dobutaming
niezaleznie od podawanej dawki (A), podczas gdy w grupie Tgoq*44 najwyzsza dawka dobutaminy
spowodowatla istotny spadek wartosci EDA (B); Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacja
w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce).

# oznacza p<0,05 dla grupy Tgaq*44 wzgledem FVB w odniesieniu do tej samej dawki dobutaminy.



26

a Myszy FVB
OFVE(1)
0,9 m FVB(2)
0,8 T
—_ 0,7
X 06
o 05
< 04
0,3
0,2
0,1
0 4
0 0.15 0.50 1.50 5 20
Dawka dobutaminy [mg/kg]
B OTgaq*44(1)
Myszy Tgaq*44
B Tgaq*44(2)
*
B
’ #
< i
< 06 | ## T L ”
J 0,5
< 04
0,3
0,2
0,1
0
0 0.15 0.50 1.50 5 20

Dawka dobutaminy [mg/kg]

Rycina 5. Warto$ci zmiany powierzchniowej frakcji wyrzutowej (FAC) dla myszy FVB i Tgaq*44
w odpowiedzi na stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek
wysokich (>1,5 mg/kg). W grupie kontrolnej FVB obserwowano jedynie nieznaczny wzrost wartosci
FAC po stymulacji dobutaming dla dawki 1,5 mg/kg badz wyzszej (A), podczas gdy w grupie Tgaq*44
wzrost warto$ci obserwowany byt w zakresie niskich dawek. Dawki w zakresie wysokich nie
powodowaty natomiast zadnych zmian wartosci FAC w grupie Tgaq*44 (B); Oznaczenia grup: (1) myszy
badane stymulacja w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich (doktadny
opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 dla wartosci po dobutaminie w stosunku do warto$ci czynnosci
podstawowej, # oznacza p<0,05 dla grupy Tgaq*44 wzgledem FVB w odniesieniu do tej samej dawki

dobutaminy.
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Rycina 6. Warto$ci wyrzutowej zmiany powierzchni (SAC) u myszy FVB i Tgaq*44 w odpowiedzi na
stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek wysokich (>1,5
mg/kg). O ile w grupie myszy kontrolnych FVB nie odnotowano zadnych istotnych zmian po stymulacji
kolejno wzrastajacymi dawkami dobutaminy (A), o tyle w grupie myszy Tgoq*44 obserwowano wzrost
warto$ci SAC w odpowiedzi na dawke z zakresu dawek niskich i brak lub nieznaczacy statystycznie
spadek odpowiedzi na stymulacj¢ dawkami z zakresu dawek wysokich (B); Oznaczenia grup: (1) myszy
badane stymulacjg w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich (doktadny
opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 dla wartosci po dobutaminie w stosunku do warto$ci czynnosci
podstawowej, # oznacza p<0,05 dla grupy Tgoq*44 wzgledem FVB w odniesieniu do tej samej dawki

dobutaminy.



28

- Myszy FVB OFVB(1)

3,5
_ 3 mFVB(2)
§ 2,5
[a) 2
o
x 1,5
w

1

0,5

0

0 0.15 0.50 1.50 5 20
Dawka dobutaminy [mg/kg]
OTgaq*44(1)
B Myszy Tgad™*44
B Tgaq*44(2)

3,5 * *
o]
§ 2,5
g 2 # # #
= 15
wl

1

0'5 ‘ l

0

1.50 5 20

0 0.15 0.50

Dawka dobutaminy [mg/kg]

Rycina 7. Zmiany kinetyki wyrzutu lewej komory (ER) u myszy FVB i Tgaq*44 w odpowiedzi na
stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek wysokich (>1,5
mg/kg). Stymulacja dobutaming uwidocznita brak zmian w ER w grupie myszy kontrolnych FVB (A)
oraz znaczacy wzrost parametru ER w grupie myszy Tgoq*44 dla dawek z zakresu dawek niskich,
podczas gdy wysokie dawki dobutaminy nie powodowatly zmian wartosci parametru ER (B). Oznaczenia
grup: (1) myszy badane stymulacjag w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek
wysokich (doktadny opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 dla warto$ci po dobutaminie w stosunku do
wartosci czynnosci podstawowej, # oznacza p<0,05 dla grupy Tgoq*44 wzglegdem FVB w odniesieniu do

tej samej dawki dobutaminy.
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Rycina 8. Zmiany kinetyki napetiania lewej komory (FR) u myszy FVB i Tgaq*44 w odpowiedzi na
stymulacj¢ dobutaming w zakresie dawek niskich (<1,5 mg/kg) oraz w zakresie dawek wysokich
(=1,5 mg/kg). Zarowno w grupie kontrolnej myszy FVB, jak i w grupie myszy Tgaq*44 nie odnotowano
znaczacych zmian warto$ci parametru FR po Zadnej z podawanych dawek dobutaminy (jedynie
nieznaczny wzrost wartosci w grupie Tgaq*44 po stymulacji dawkami z zakresu dawek niskich).
Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacjg w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie
dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce). # oznacza p<0,05 dla grupy Tgoaq*44 wzgledem FVB

w odniesieniu do tej samej dawki dobutaminy.
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Przeprowadzona ocena zmian czynnosci mi¢$nia sercowego u myszy FVB
i Tgaq*44 w zaleznosSci dawki dobutaminy pozwolita wykry¢ istotne roznice
odpowiedzi na stymulacj¢ dobutaming. U myszy FVB z prawidlowa czynnos$cig serca
stymulacja dobutaming nie wywotywala istotnych zmian badanych parametrow,
a jedyne nieznaczne zmiany uwidacznialy si¢ w odpowiedzi na wysokie dawki
dobutaminy. U myszy Tgoq*44 natomiast stymulacja dobutaming w zakresie dawek
niskich wywolywala istotne zmiany wartosci wigkszosci badanych parametrow. Zmiany
te dotyczyly parametréw oceniajacych kurczliwo$¢ zarowno globalnie (FAC, SAC),
jaki na poziomie samej zmiany koncowo-skurczowej (ESA) lewej komory.
Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze sposréd dawek dobutaminy
W niskim zakresie dawka 0,5 mg/kg dawata najbardziej powtarzalne wyniki tzn. istotng
zmian¢ w wyzej wspomnianych kluczowych parametréw do oceny czynnoS$ci
skurczowej lewej komory, stad tez ta dawke wybrano jako najbardziej odpowiednig
(z zakresu dawek niskich) do protokotu badania kolejnych grup myszy Tgaq*44 i FVB.
Wysoka dawka dobutaminy podawana w grupie Tgaq*44 spowodowata istotng zmiang
jedynie parametru EDA, co przetozylo si¢ takze na nieznaczny spadek parametru SAC.
Biorac jednak pod uwage brak jednoczesnych zmian dla wymienionej dawki
w parametrze ESA nie nalezy interpretowa¢ tego wyniku jako uwidocznienie rezerwy,
araczej jako zalezne od stymulacji dobutaming uposledzenie czynno$ci lewej komory,
stad wybor tak wysokiej dawki (20 mg/kg) odrzucono z protokotu do kolejnych badan
zmian czynnosci serca w przebiegu niewydolnosci, a jako optymalng dawke wysoka
dobutaminy wybrano dawke 5 mg/kg. Nie powodowala ona bowiem w grupie myszy
Tgaq*44 niebezpiecznego spadku czynno$ci migénia serca, a jednoczes$nie
uwidoczniata podobne co dawka 20 mg/kg zmiany w grupie kontrolnej FVB.

Podsumowujac, w protokole badania czynnosci serca w kolejnych stadiach
zaawansowania niewydolno$ci serca zastosowano protokot stymulacji dobutaming
bazujacy na dwoéch dawkach tj.: dawce niskiej: 0,5 mg/kg, oraz dawce wysokiej:
5 mg/kg. Wyniki pomiaréw z zastosowaniem opracowanej metodyki i dobranych dawek

0,5 mg/kg i 5 mg/kg przedstawiono w kolejnych rozdziatach niniejszej rozprawy.
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4.2. Analiza zmian podstawowej czynnoSci i rezerwy migsnia sercowego u myszy

FVB W réznym wieku

Czynnosc¢ podstawowa lewej komory

Pomiary wykonane dla myszy kontrolnych FVB w wieku 4 1 15 miesiecy
pozwolity scharakteryzowa¢ zmiany czynnosci serca wynikajace z procesOw starzenia.
Istotne réznice wykazano dla kinetyki napelniania (spadek FR u myszy w wieku 15
miesiecy), podczas gdy w pozostalych parametrach: frakeji wyrzutowej (EF), objetosci
wyrzutowej (SV), objetosci koncowo-skurczowej (ESV), objetosci  koncowo-
rozkurczowej (EDV), rzucie serca (CO), rytmie serca (HR), i kinetyce wyrzutu (ER) nie
odnotowano istotnych zmian (Tabela 2).

Wiek 4 miesigce (N=6) 15 miesiecy (N=8)
EF [%0] 71,4 £ 8,1 72,8 +3,7
SV [ul] 30,7+45 42,9+3.6
ESV [p]] 15,9 + 6,6 16,6 + 2.6
EDV [ul] 55,7+ 8.4 590,5+4,8
CO [ul/min] 6300 + 500 7820 £ 670
HR [bpm] 457 + 37 4554 + 37,3
ER [L/EDV] 0,019 = 0,004 0,021 = 0,001
FR [1/EDV] 0,024 £ 0,003 0,018 +0,002*

Tabela 2. Warto$ci parametrow podstawowej czynno$ci lewej komory serca myszy szczepu FVB
w wieku 4 i 15 miesiecy; * oznacza p<0.05 dla grupy FVB w wieku 15 miesiecy w poréwnaniu do grupy

FVB w wieku 4 miesiace.
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Ocena rezerwy czynnosci lewej komory u myszy FVB

Powierzchnia koncowo-skurczowa (ESA) lewej komory nieznacznie zmniejszata
si¢ w grupie myszy miodych (4-6 miesiecy) w odpowiedzi na wysoka dawke
dobutaminy, podczas gdy w grupie myszy 15 miesigcznych spadek byt widoczny juz
w odpowiedzi na niska dawke¢ dobutaminy (Ryc.9 A). Jednocze$nie, myszy 15
miesieczne miaty istotnie zwickszong powierzchni¢ koncowo-rozkurczowsg (EDA)
lewej komory (w warunkach podstawowych, Ryc.9 B). Stymulacja dobutaming
uwidocznita kolejno zmiany rezerwy czynno$ci w zalezno$ci od wieku myszy:
narastajacg odpowiedz (bez istotnych statystycznie réznic) w powierzchniowej zmianie
frakcji wyrzutowej (FAC) dla myszy 15 miesiecznych (Ryc. 10 A) i towarzyszacy jej
spadek wyrzutowej zmiany objetosci w odpowiedzi tak dla niskiej, jak i wysokiej dawki
dobutaminy w tej grupie (SAC, Ryc. 10 B), czego nie obserwowano w przypadku
myszy miodych (4-6 miesiecznych) ani dla niskiej dawki dobutaminy (FAC, SAC), ani
tez dla wysokiej dawki dobutaminy (SAC, Ryc. 10 A, B). Badanie rezerwy rzutu serca
uwidocznito natomiast nieznaczng rezerwe (Wzrost nieistotny statystycznie) w grupie
myszy mtodych (4-6 miesigcznych) w odpowiedzi na stymulacje wysoka dawka
dobutaminy oraz brak wyraznych zmian w grupie myszy 15 miesigcznych, ktore jednak
juz w warunkach podstawowych miaty nieznacznie zwigkszone warto$ci w tym
parametrze (SCO, Ryc. 11 A). Przyspieszenie akcji serca nie bylo statystycznie istotne
w zadnej z badanych grup myszy FVB po stymulacji dobutaming zaré6wno w niskie;j,
jak i wysokiej dawce, jednak dato si¢ zaobserwowa¢ zalezny od dawki wzrost warto$ci,
w grupie myszy starszych, 15 miesi¢cznych (HR, Ryc. 11 B). Nie odnotowano zmian
w kinetyce skurczu ani w Kinetyce napeiniania lewej komory w odpowiedzi na
podawane dawki dobutaminy ani w grupie myszy FVB 4-6 miesi¢cznych, ani w grupie
myszy FVB 15 miesigcznych (Ryc. 12 A, B).
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Rycina 9. Warto$ci powierzchni koncowo-skurczowej (ESA) oraz koncowo-rozkurczowej (EDA)
W odpowiedzi na stymulacje dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) i wysokiej (5 mg/kg) w grupach
myszy kontrolnych FVB w wieku 4-6 oraz 15 miesiecy. Stymulacja dobutaming uwidocznita nieznaczny
cho¢ bardzo wyrazny spadek wartosci koncowo skurczowej w grupie myszy FVB 4-6 miesigcznych po
podaniu niskiej dawki oraz w grupie myszy FVB 15 miesigcznych po podaniu niskiej oraz wysokiej
dawki dobutaminy (A). Myszy 15 miesigczne mialy istotnie zwickszong powierzchni¢ koncowo-
rozkurczowg lewej komory w badaniu podstawowym, a stymulacja dobutaming obnizyta nieznacznie tg
warto$¢ do poziomu obserwowanego w grupie myszy miodych (B). * oznacza p<0,05 w stosunku do

warto$ci czynnosci podstawowe] w grupie myszy FVB 4-6 miesigcznych.
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Rycina 10. Wartosci powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej (FAC) oraz wyrzutowej zmiany
powierzchni (SAC) w odpowiedzi na stymulacje dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) i wysokiej
(5 mg/kg) w grupach myszy kontrolnych FVB w wieku 4-6 oraz 15 miesiecy. W odpowiedzi na
stymulacje dobutaming FAC nieznacznie rosta (A), a SAC nieznacznie malala w grupie myszy 15
miesi¢gcznych (juz przy niskiej dawce dobutaminy, B), podczas gdy w grupie myszy miodych 4-6
miesigcznych obserwowano jedynie nieznaczny wzrost parametru FAC po podaniu wysokiej dawki

dobutaminy (A) i zupelny brak zmian dla parametru SAC w odpowiedzi na stymulacj¢ (B).
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Rycina 11. Wartoséci powierzchniowej zmiany rzutu serca (SCO) i rytmu serca (HR) w odpowiedzi na
stymulacj¢ dobutaming w dawce 0,5 mg/kg i 5 mg/kg w grupach myszy kontrolnych FVB w wieku 4-6
oraz 15 miesi¢cy. Stymulacja dobutaming uwidocznita wyrazny wzrost SCO w grupie myszy FVB 4-6
miesigcznych po podaniu wysokiej dawki dobutaminy i brak réznic w grupie myszy FVB 15-
miesi¢gcznych po podaniu niskiej oraz wysokiej dawki dobutaminy (A). U myszy 15-miesi¢gcznych rytm
serca przyspieszatl w bardziej wyrazny sposob, choé¢ bez istotnych zmian w stosunku do myszy FVB 4-6

miesi¢cznych (B).
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Rycina 12. Warto$ci kinetyki wyrzutu (ER) i kinetyki napetniania (FR) w odpowiedzi na stymulacje
dobutaming w dawce 0,5 mg/kg i 5 mg/kg w grupach myszy kontrolnych FVB w wieku 4-6 oraz 15
miesi¢cy. Nie obserwowano istotnych statystycznie zmian ER ani dla myszy FVB 4-6 miesigcznych ani
dla myszy 15 miesiecznych, cho¢ w grupie myszy starszych podstawowa kinetyka wyrzutu byla nieco
zwigkszona, a stymulacja dobutaming w niskiej dawce dodatkowo spowodowata nieznaczny wzrost
warto$§ci ER (A). Kinetyka napeliania (FR) natomiast nie byta rézna miedzy badanymi grupami

w zakresie czynno$ci podstawowej, nie zmieniata si¢ tez w odpowiedzi na stymulacje dobutaming (B).
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4.3. Analiza zmian podstawowej czynno$ci oraz rezerwy mieSnia Sercowego
umyszy zkardiomiopatia rozstrzeniowa (myszy Tgaq*44) na roznych

etapach rozwoju niewydolnosci serca

Czynnos¢ podstawowa miesnia sercowego

Badanie caltej objetosci komory pozwolito na ocen¢ czynnosci globalnej,
tzn. z uwzglednieniem zmian zaleznych od przebudowy lewej komory. Objetosc
koncowo-skurczowa nieznacznie si¢ zwigkszata wraz z wiekiem myszy, cho¢ nie
obserwowano zadnych zmian w wartosci objetosci koncowo-rozkurczowej lewej
komory (Ryc.13 A,B). Spadek frakcji wyrzutowej i objgtosci wyrzutowej
obserwowano u myszy Tgaq*44 w wieku 15 miesiecy w stosunku do myszy mtodszych
(4 miesiecznych, Ryc. 14 A, B). Kinetyka wyrzutu krwi byla istotnie zmniejszona
u myszy Tgaq*44 juz w wieku 12 miesiecy i pozostawata zmniejszona takze u myszy
15 miesigcznych w poréwnaniu do myszy 4 miesigcznych (Ryc. 15 A). Kinetyka
napetniania lewej komory byla natomiast istotnie zwigkszona u myszy Tgaq*44
w wieku 6 miesiecy, w wieku 12 miesigcy nie obserwowano juz wzrostu wartosci dla
tego parametru, aw wieku 15 miesiecy obserwowano znaczny spadek kinetyki

napehniania w stosunku do pozostatych grup myszy Tgaq*44 (Ryc. 15 B).
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Rycina 13. Wartosci objetosci koncowo-skurczowej (ESV) i koncowo-rozkurczowej (EDV) lewej
komory serca w poszczegélnych grupach wiekowych myszy Tgoq*44 (4, 6, 12 1 15 miesigcznych).
Widoczny brak zmian zaréwno objetosci ESV, jak i EDV w badaniu czynno$ci podstawowej w kazdej

z grup.
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Rycina 14. Wartosci frakcji wyrzutowej (EF) i objetosci wyrzutowej (SV) lewej komory serca
W poszczegdlnych grupach wiekowych myszy Tgaq*44 (4, 6, 12 i 15 miesigcznych). Frakcja wyrzutowa
utrzymywata si¢ na podobnym poziomie w grupie myszy Tgoq*44 w wieku 4, 6 1 12 miesigcy, jednak
malata w grupie Tgaq*44 w wieku 15 miesiecy (A). Podobnie, objetos¢ wyrzutowa utrzymywata si¢ na
podobnym poziomie w grupach 4, 6 i 12, a w kolejnej grupie wiekowej 15 miesi¢cznej istotnie malata

(B). * 0znacza p<0,05 w porownaniu do warto$ci parametru u myszy Tgoq*44 w wieku 4 miesiecy.
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Rycina 15. Zmiany kinetyki wyrzutu (ER) i kinetyki napeiania (FR) lewej komory u myszy Tgaq*44
w zalezno$ci od wieku. Istotny spadek ER obserwowano w grupie myszy w wieku 12 w stosunku do
grupy myszy 4 miesi¢cznych oraz w grupie myszy 15 miesigcy w porownaniu do grupy 4 i 6 miesigcznej
(A). FR wzrosta u myszy Tgoaq*44 w wieku 6 miesiecy, a nastgpnie zmalata w wieku 12 miesigcy do
poziomu obserwowanego U myszy 4 miesiecznych. W kolejnym etapie, u myszy Tgoaq*44 w wieku 15
miesi¢cy obserwowano dalszy spadek FR (B). * oznacza p<0,05 w porownaniu do wartoSci parametru

u myszy Tgoaq*44 w wieku 4 miesiecy.
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Ocena rezerwy czynnosci miesnia sercowego u myszy Tgag*44 w tescie

z dobutaming

Podanie niskiej i wysokiej dawki dobutaminy zgodnie z opracowanym protokotem
badania rezerwy pozwolilo lepiej uwidoczni¢ stan czynno$ciowy migsnia sercowego,
niz badania czynnosci podstawowej. Stwierdzono: zachowang rezerwe kurczliwo$ci
(spadek ESA) w odpowiedzi na wysoka dawke dobutaminy w kazdej z badanych grup
myszy (tj. myszy Tgag*44 w wieku 4, 8, 12 oraz 16-18 miesi¢gcznych, Ryc. 16 A).
Powierzchnia koncowo-rozkurczowa byla istotnie zmniejszona jedynie w grupie myszy
Tgaq*44 w wieku 16-18 miesigcy po stymulacji dobutaming w wysokiej dawce
(Ryc. 16 B). Podanie dobutaminy w wysokiej dawce wywolato takze wzrost wartosci
powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej u myszy Tgog*44 w wieku 4 i 8 miesigcy,
podczas gdy podanie dobutaminy w niskiej dawce uwidocznitlo wzrost wartosci
parametru FAC jedynie w grupie wiekowej 16-18 miesi¢cznej (Ryc. 17 A). WartosSci
wyrzutowej zmiany powierzchni zwiekszaly si¢ jedynie w odpowiedzi na stymulacje
niskg dawka dobutaminy, w grupie wiekowej 16-18 miesigcznej, w pozostatych
grupach myszy Tgoq*44 nie obserwowano zmian SAC (Ryc.17 B). WartoSci
powierzchniowej zmiany rzutu serca zwigkszaty si¢ w odpowiedzi na wysoka dawke
dobutaminy w grupie myszy Tgog*44 w wieku 4 miesigce, nie zmienity si¢ bez
wzgledu na podang dawke w grupach wiekowych: 8 i 12 miesiecznych, a zwigkszaty si¢
w odpowiedzi na niska dawke¢ dobutaminy w grupie 16-18 miesigcznych myszy
(Ryc. 18 A). Stymulacja dobutaming uwidocznita przyspieszenie akcji serca u myszy
41 16-18 miesi¢cznych (w odpowiedzi na wysoka dawke) oraz zwolnienie akcji serca
Umyszy 12 miesigcznych (w odpowiedzi na niska 1wysoka dawke dobutaminy,
Ryc. 18 B). Kinetyka wyrzutu oraz napetniania lewej komory istotnie wzrosta
w odpowiedzi na niskg dawke dobutaminy w grupie myszy Tgaq*44 w wieku 16-18
miesigcy, podczas gdy w pozostatych grupach myszy Tgaq*44 nie uwidoczniono zmian
kinetyki (ani wyrzutu ani napetniania) po stymulacji dobutaming (jedynie subtelny
wzrost wartosci parametru ER w pozostalych badanych grupach myszy Tgaq*44,

Ryc. 19 A i B).
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Rycina 16. Warto$ci powierzchni koncowo-skurczowej (ESA) i koncowo-rozkurczowej (EDA)
po stymulacji dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) oraz w dawce wysokiej (5 mg/kg), w badaniu
myszy Tgaq*44 w wieku 4, 8, 12 oraz 16-18 miesi¢cznych. Niska dawka dobutaminy uwidocznita brak
zmian ESA 1 EDA u myszy 4 miesigcznych, niewielkie spadki obu parametrow u myszy 8 i 12
miesi¢gcznych oraz znaczny spadek ESA i brak zmian EDA w grupie 16-18 miesigcznej. Wysoka dawka
dobutaminy wywotata znaczny spadek ESA u myszy 4, 8 i 16-18 miesiecznych oraz mniejszy u myszy
12-miesigcznych. Parametr EDA spadl u myszy 4, 8 i 12-miesi¢cznych nieznacznie, a u myszy 16-18
miesigcznych w sposob istotny. * oznacza p<0,05 w stosunku do wartosci otrzymanych w badaniu

podstawowym (przed stymulacja).
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Rycina 17. Warto$ci powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej (FAC) oraz wyrzutowej zmiany
powierzchni (SAC) po stymulacji dobutaming dla dawki niskiej (0,5 mg/kg) oraz wysokiej (5 mg/kg)
dawki u myszy Tgaq*44 w wieku 4, 8, 12 miesiecy oraz 16-18 miesiecznych. Zmiana warto$ci FAC
uwidoczniona zostata po stymulacji dobutaming w wysokiej dawce w grupie myszy Tgaq*44 w wieku
41 8 miesigcy oraz po stymulacji dobutaming w niskiej dawce dla grupy myszy w zaawansowanym
stadium niewydolnosci serca, w wieku 16-18 miesigcy (A). Wartosci SAC nie zmienialy si¢ w zadne;j
grupie po stymulacji dobutaming niezaleznie od podawanej dawki do 12 — go miesigca zycia wlacznie,
natomiast wzrost uwidaczniat si¢ w wieku 16-18 miesigcy po stymulacji niska dawka dobutaminy (B).

* oznacza p< 0,05 w stosunku do wartosci otrzymanych w badaniu podstawowym (przed stymulacjg).



44

A Slice Cardiac Output O Czynnosé podstawowa
10000 - Dawka dobutaminy:
*
£ 8000 ® 0,5 mg/ke
L *
=
S 6000 -
9 B 5 mglkg
“ 4000 -
2000 4
0
4 8 12 16-18
Wiek myszy [miesigce]
B Heart Rate
E 800 - * *
o
2
3 600 ~ R
3]
o
L 400 -
7]
T
200 4
0
4 8 12 16-18

Wiek myszy [miesigce]

Rycina 18. Wartosci powierzchniowej zmiany rzutu serca (SCO) oraz rytmu serca (HR) po stymulacji
dobutaming w niskiej (0,5 mg/kg) oraz wysokiej (5 mg/kg) dawce, badane u myszy Tgoq*44 w wieku 4,
8, 12 oraz 16-18 miesigcznych. Rezerwa SCO uwidoczniona zostata po stymulacji dobutaming jedynie
w grupie myszy Tgoq*44 w wieku 4 miesiecy (po podaniu wysokiej dawki) oraz w grupie myszy
Tgoq*44 w wieku 16-18 miesigcy (po podaniu niskiej dawki). W grupach wiekowych: 8 i 12
miesigcznych parametr SCO nie zmienil si¢ po podaniu dobutaminy (A). Rytm serca znacznie
przyspieszyl w grupie myszy 4 miesi¢cznych po podaniu wysokiej dawki dobutaminy, nie zmienit si¢ w
grupie myszy 8 miesigcznych ani po niskiej ani wysokiej dawce dobutaminy, znacznie zwolnit po niskiej
i wysokiej dawce w grupie myszy Tgaq*44 w wieku 12 miesiecy oraz istotnie przyspieszyl w grupie
wiekowej myszy Tgaq*44 16-18 miesiecy (B). * oznacza p< 0,05 w stosunku do wartosci otrzymanych

w badaniu podstawowym.
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Rycina 19. Wartosci kinetyki wyrzutu (ER) oraz kinetyki napetniania (FR) po stymulacji dobutaming
w niskiej (0,5 mg/kg) oraz wysokiej (5 mg/kg) dawce, badane w grupach myszy Tgaq*44 w wieku 4, 8,
12 oraz 16-18 miesiecznych. Oba parametry: ER oraz FR wzrosty w odpowiedzi na stymulacje jedynie
w grupie myszy 16-18 miesiecznych. W pozostatych grupach nie obserwowano zmian w odpowiedzi na
stymulacje ani w niskiej ani wysokiej dawce dobutaminy. Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacja
w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce).
* oznacza p<0,05 dla warto$ci po dobutaminie w porownaniu do wartos$ci czynnosci podstawowej w tej

samej grupie myszy.
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4.4. Poréwnanie czynnosci podstawowej i rezerwy mie¢snia sercowego u myszy
FVB oraz Tgaq*44 na wczesnym oraz poznym etapie rozwoju niewydolnosci

serca (w wieku 4 oraz 15 miesiecy) — podsumowanie

Ocena czynnosci lewej komory uwidocznita znaczgco mniejsze warto$ci dla
frakcji wyrzutowej 1 objetosci wyrzutowej w grupie myszy Tgoaq*44 zaréwno
na wczesnym, jak i na pdéznym etapie niewydolnosci kragzenia w stosunku do myszy
FVB. Obj¢tos¢ koncowo-rozkurczowa zmniejszona byla u myszy Tgaq*44 jedynie
na wezesnym etapie patologii, podczas gdy na pdéznym etapie obserwowano znaczny
wzrost objetosci koncowo-skurczowej, z jednoczesnym spadkiem kinetyki skurczowo-
rozkurczowej lewej komory (Tabela 3). Poréwnanie warto$ci otrzymanych z pomiaru
pojedynczej warstwy §rodkowej (na ktoérej nastepnie wykonywano test ze stymulacja
dobutaming) pomiedzy grupa FVB 1 Tgaq*44 nie wykazalo jednak zadnych roznic
pomiedzy grupami na wczesnym etapie rozwoju. W analogicznym poréwnaniu
wynikow dla starszych myszy Tgoaq*44 i FVB (w wieku 15 miesigcy) obserwowano
istotny spadek zmiany powierzchniowej frakcji wyrzutowej, wyrzutowej zmiany
powierzchni oraz koncowo-rozkurczowej powierzchni lewej komory, atakze spadek
kinetyki skurczowo-rozkurczowej, bez zmiany w parametrze koncowo-skurczowej
powierzchni lewej komory u myszy Tgaq*44 w stosunku do myszy kontrolnych FVB

w tym samym wieku (Tabela 4).



47

4 miesigce 15 miesiecy

Parametr FVB Tgaqg*44 FVB Tgaq*44
ESV [pl] 16,0+ 2,7 17,351 16,6 £ 6,7 26,36 £ 0,84*
EDV [ul] 55,7 + 4,8 48,1 + 7,4* 59,5+ 8,4 50 + 15

EF [%] 71+4 64 + 7* 72+8 48 + 6*
SV [pl] 39,8 +3,7 30,8 +5,2* 429+45 24,2 +8,1*

ER [EDV/ms] 0,02 +0,02 0,019 £+ 0,003 0,021 + 0,004 0,012+ 0,003*

FR [EDV/ms] 0,024 + 0,002 0,020 + 0,005 0,018 £ 0,003 0,010 £ 0,003*

Tabela 3. Poréwnanie warto$ci parametréw dotyczacych objetosci lewej komory serca dla szczepu FVB

oraz Tgaq*44 w wieku 4 oraz 15 miesigcy. * oznacza p<0,05 dla grupy Tgaq*44 w stosunku do wartosci

otrzymanych w grupie kontrolnej w podobnym wieku.

4 miesigce 15 miesiecy

Parametr
FVB Tgaqg*44 FVB Tgaq*44
ESA [mm] 3,4510,74 4,1+1,1 39+1,6 4,5+1,3
EDA [mm] 12,7+1,5 12,7+1,4 15,5+1,2 9,9+2,0
FAC [%] 72%5 68 +7 75+8 55+ 7*
SAC [mm] 9,3+3,3 8,6+1,1 11,5+1,0 54+1,1*
ER [EDA/ms] 0,020 + 0,005 0,021 + 0,007 0,023 + 0,005 0,013 +0,004*
FR [EDA/ms] 0,024 + 0,007 0,022+ 0,011 0,024 + 0,004 0,013+ 0,007*

Tabela 4. Poréwnanie parametréw czynnosci lewej komory bazujacych na pomiarze pojedynczej warstwy

dla szczepu FVB oraz Tgaq*44 w wieku 4 oraz 15 miesigcy. * oznacza p<0,05 dla myszy Tgoaq*44

W porownaniu do grupy FVB w podobnym wieku.
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4.5. Analiza zmian podstawowej czynnoSci lewej komory oraz rezerwy czynnosci
mie¢snia sercowego u myszy z miazdzyca tetnic wiencowych (myszy

apoE/LDLR_/ )

Podstawowa czynnosc¢ lewej komory serca

Wyniki badan podstawowej czynnosci lewej komory u myszy z rozwinicta
. -/- . . .
miazdzycg (myszy apoE/LDLR ~ w wieku 6 miesi¢cy) przedstawia Tabela 3. Istotne
. -/- . .
roznice dla obu grup myszy apoE/LDLR  (karmionych dieta standardowa -

apoE/LDLR'/'S i aterogenng — apoE/LDLR'/'LCHP) w stosunku do grupy kontrolnej

C57BL/6 dotyczyty przyspieszonej akcji serca (HR), spadku objetosci wyrzutowej (SV)
i koncowo-rozkurczowej objetosci (EDV) lewej komory. Nie odnotowano istotnych

réznic w parametrach czynno$ci mig$nia sercowego pomigdzy grupami myszy
apoE/LDLR_/_S i apoE/LDLR_/_LCHP, jednak myszy na diecie LCHP w stosunku
do grupy kontrolnej C57BL/6 mialy istotnie zmniejszong objetos¢ koncowo-skurczowa
(ESV), czego nie obserwowano w grupie myszy apoE/LDLR'/' na diecie standardowe;j.

Nie wykazano natomiast istotnych rdéznic dotyczacych frakcji wyrzutowej (EF)

pomigdzy zadng z badanych grup. Podobnie do wyniku dla EF, nie obserwowano zmian
dla rzutu serca (CO) ani w grupie apoE/LDLR_/_S, ani w grupie myszy apoE/LDLR_/_
LCHP w stosunku do grupy kontrolne;j.

Parametr C57BL/6 apoE/LDLR_/_S apoE/LDLR_/-LCHP
EF [%] 69,7+6,0 58,9+2,2 65,3+2,0
SV [ul] 51,9+3,8 36,2 £2,2* 31,5+4,7 *
ESV [pl] 29,5+ 3,7 25,3+2,1 16,5+ 1,5 *
EDV [ul] 81,4+2,8 61,5+ 3,2* 47,9+5,9 *
CO [pl/min] 24,5+2,6 20,0 1,3 17,6 +1,9
HR [bpm] 469 +61 551 +21* 570+40 *

Tabela 5. Czynno$¢ lewej komory u myszy apoE/LDLR”'S oraz apoE/LDLRLCHP w poréwnaniu
z czynnoscia lewej komory dla myszy C57BL/6. * oznacza p<0.05 w poréwnaniu do grupy C57BL/6.
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Ocena rezerwy czynnosci miesnia sercowego

Podanie dobutaminy w niskiej oraz w wysokiej dawce (0,5 i 5 mg/kg, i.p.)
wywotywato istotny statystycznie spadek powierzchni koncowo-skurczowej (ESA,
Ryc. 20 A), podczas gdy dla powierzchni koncowo-rozkurczowej (EDA, Ryc. 20 B)
i powierzchniowej frakcji wyrzutowej (FAC, Ryc. 21 A), pomimo braku istotnych
statystycznie roznic, mozna zauwazy¢ rysujace si¢ trendy zmian. Zmiany te sg podobne
we wszystkich grupach, a jedyna réznica pomigdzy grupami rysuje si¢ w wartosci dla
parametru EDA w warunkach podstawowych dla myszy apoE/LDLR'/'LCHP.
Wyrzutowa zmiana powierzchni (SAC, Ryc. 21 B) jest istotnie mniejsza dla obu grup
apoE/LDLR'/_ w stosunku do grupy kontrolnej, choé w zadnej z grup wartosci SAC nie
rosng po podaniu dobutaminy. O ile w grupie kontrolnej wysoka dawka dobutaminy
uwidocznita wzrost warto$ci powierzchniowej zmiany rzutu serca, to zardwno w grupie
apoE/LDLR_/_S, jak iw grupie apoE/LDLR_/_LCHP brak bylo zmiany niezaleznie
od podanej dawki dobutaminy (Ryc. 22 A). Stymulacja B-adrenergiczna uwidocznita
rezerw¢ chronotropowa w grupie myszy kontrolnych oraz w grupie myszy
apoE/LDLR'/'S, podczas gdy w grupie myszy apoE/LDLR'/'LCHP rytm serca juz
w warunkach podstawowych byt istotnie zwigkszony i po stymulacji B-adrenergicznej
nie obserwowano zadnych istotnych dalszych zmian (Ryc. 22 B). Kinetyka wyrzutu
istotnie zwiekszyla si¢ w odpowiedzi na wysoka dawke dobutaminy w grupie
apoE/LDLR_/ 'S oraz apoE/LDLR_/ "LCHP, lecz nie uwidoczniono zmian na stymulacje

dobutaming w grupie kontrolnej w tym parametrze (Ryc. 23 A). Kinetyka napetiania

natomiast wzrosta istotnie statystycznie jedynie w grupie kontrolnej (Ryc. 23 B).
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Rycina 20. Wartosci powierzchni koncowo-skurczowej (ESA) oraz koncowo-rozkurczowej (EDA)
postymulacji dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) oraz w dawce wysokiej (5 mg/kg) w grupie
kontrolnej myszy C57BL/6, oraz w grupie rozwijajacej miazdzyce: myszy apoE/LDLR™S oraz
apoE/LDLRLCHP. W kazdej z badanych grup obserwowano istotny spadek ESA i nieznaczny spadek
EDA w odpowiedzi na stymulacj¢ dobutaming. Grupa myszy na diecie LCHP (apoE/LDLR™LCHP)
miata dodatkowo istotnie mniejsze EDA i ESA juz w warunkach podstawowych. Oznaczenia grup: (1)
myszy badane stymulacja w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich
(doktadny opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 w stosunku do wartosci dla czynno$ci w warunkach
podstawowych; # oznacza p<0,05 dla wartosci w stosunku do wartoSci w warunkach podstawowych

w grupie kontrolnej.
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Rycina 21. Warto$ci powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej (FAC) oraz wyrzutowej zmiany

powierzchni (SAC) po stymulacji dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) oraz w dawce wysokiej

(5 mg/kg) w grupie kontrolnej myszy C57BL/6, oraz w grupie myszy z miazdzycg na diecie standardowe;j
(apoE/LDLR-/-S) oraz LCHP (apoE/LDLR-/-LCHP). W kazdej z badanych grup obserwowano

nieznaczny wzrost FAC i brak zmian SAC w odpowiedzi na stymulacj¢ dobutaming. Zaréwno myszy

apoE/LDLR-/-S, jak i apoE/LDLR-/-LCHP miaty znacznie obnizong wyrzutowa zmiang powierzchni

w warunkach podstawowych w stosunku do wartoéci w grupie kontrolnej. Oznaczenia grup: (1) myszy

badane stymulacjg w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie dawek wysokich (doktadny

opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 w stosunku do warto$ci dla czynnos$ci w warunkach podstawowych.

# oznacza p<0,05 dla wartosci w stosunku do wartosci w warunkach podstawowych w grupie kontrolne;j.
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Rycina 22. Wartosci powierzchniowej zmiany rzutu serca (SCO) oraz rytmu serca (HR) po stymulacji
dobutaming w dawce niskiej (0,5 mg/kg) oraz w dawce wysokiej (5 mg/kg) w grupie kontrolnej myszy
C57BL/6, oraz w grupie myszy z miazdzyca na diecie standardowej (apoE/LDLR-/-S) oraz na diecie
LCHP (apoE/LDLR-/-LCHP). Istotny wzrost SCO obserwowano jedynie po stymulacji wysoka dawka
dobutaminy w grupie myszy kontrolnych, podczas gdy w grupie myszy apoE/LDLR-/-S oraz
apoE/LDLR-/-LCHP nie obserwowano zadnych zmian po podaniu dobutaminy (A). Rytm serca
przyspieszyl w grupie kontrolnej oraz w grupie apoE/LDLR-/-S w odpowiedzi na wysoka dawke
dobutaminy i nie zmienit si¢ w grupie myszy apoE/LDLR-/-LCHP (B). Zaréwno jednak w grupie
apoE/LDLR-/-S, jak i apoE/LDLR-/-LCHP rytm serca w warunkach podstawowych byt przyspieszony.
Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacja w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie
dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 w stosunku do wartosci dla czynno$ci
w warunkach podstawowych. # oznacza p<0,05 dla wartosci w stosunku do wartosci w warunkach

podstawowych w grupie kontrolnej
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Rycina 23. Wartosci kinetyki wyrzutu (ER) oraz kinetyki napetniania (FR) po stymulacji dobutaming
w dawce niskiej (0,5 mg/kg) oraz w dawce wysokiej (5 mg/kg) u myszy C57BL/6, oraz u myszy
z miazdzyca na diecie standardowej (apoE/LDLR-/-S) oraz diecie LCHP (apoE/LDLR-/-LCHP). Wzrost
ER w odpowiedzi na dobutaming obserwowano jedynie w grupie apoE/LDLR-/-S i w grupie
apoE/LDLR-/-LCHP (A), podczas gdy wzrost FR obserwowano jedynie w grupie kontrolnej (B).
Oznaczenia grup: (1) myszy badane stymulacja w zakresie dawek niskich i (2) myszy badane w zakresie
dawek wysokich (doktadny opis w Metodyce). * oznacza p<0,05 w stosunku do wartosci dla czynnosci
w warunkach podstawowych. # oznacza p<0,05 dla wartoSci w stosunku do warto§ci w warunkach

podstawowych w grupie kontrolnej.
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5. Dyskusja

Przedstawiona rozprawa doktorska opisuje metodyke oceny rezerwy czynnosci
mieg$nia sercowego myszy z wykorzystaniem stymulacji niskg oraz wysoka dawka
dobutaminy przy uzyciu techniki obrazowania MR.

Za pomocg opracowanej metodyki opisano progresj¢ niewydolno$ci serca
w mysim modelu kardiomiopatii rozstrzeniowej (myszy Tgoq*44), a uzyskane wyniki
wniosly szereg dodatkowych informacji dotyczacych wyczerpywania si¢ rezerwy
czynno$ci w tym modelu. Uwidoczniono zmiany wyprzedzajace ectap jawnej
dekompensacji czynnosci serca u myszy Tgoq*44: poczatkowo spadek rezerwy
chronotropowej, a w kolejnym etapie spadek rezerwy inotropowej i lusitropowej oraz
w koncu réwniez objawy niedokrwienia.

Z kolei badania u myszy apoE/LDLR™ rozwijajacych miazdzyce i karmionych
dieta standardowa lub aterogenng (LCHP) wykazaly wczesne zaburzenia czynnos$ci
mig$nia sercowego z kluczowa rolg przyspieszonego rytmu serca oraz uposledzenie
napetniania lewej komory. Wyniki takie sugeruja rozw6j niewydolnosci serca
z zachowang frakcja wyrzutowa (HFpEF).

Obie badane patologie u myszy wydaja si¢ dobrze odzwierciedla¢ analogiczne
patologie niewydolnos$ci serca obserwowane U ludzi. Dlatego tez, opisana w niniejsze;j
rozprawie doktorskiej metodyka oraz charakterystyka zaburzen czynno$ci serca
w wybranych modelach moze sta¢ si¢ punktem wyjscia do dalszych badan nad
mechanizmami 1 nowymi sposobami farmakoterapii niewydolnosci serca.

Otrzymane warto$ci parametréw czynno$ci migsnia sercowego w grupach
kontrolnych (szczepu FVB oraz C57BL/6) potwierdzaja wartosci otrzymywane przez
innych badaczy [26], jednak nieco rdznig si¢ migdzy soba (np. obserwowano istotny
efekt chronotropowy w grupie C57BL/6 w odpowiedzi na dobutaming podczas gdy
w grupie FVB efekt ten byt mniej klarowny). Moze to by¢ wynikiem rdznic
W czynnos$ci serca samic w stosunku do samcoéw myszy [33]. Wyniki takie mogg takze
odzwierciedla¢ drobne roznice pomiedzy waskimi, wyselekcjonowanymi liniami
genetycznymi myszy laboratoryjnych i ich stwierdzenie nie ma znaczenia dla konkluzji

niniejszej rozprawy doktorskiej.
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5.1. Opracowanie metodyki stymulacji p-adrenergicznej do badania czynnosci

miesnia sercowego myszy in vivo technika obrazowania MR

Wytyczne Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC, European Society
of Cardiology) wskazuja na istotne korzysci diagnostyczne wynikajace
Z przeprowadzenia testow wysitkowych badz ich zamiennikow — testow ze stymulacja
B-adrenergiczng [3]. Wyniki powyzszych testow sg niezwykle pomocne np. w ocenie
stopnia niedokrwienia mig$nia sercowego 1 jego zywotnosci [34] lub w ocenie
izolowanych zaburzen rozkurczu migénia sercowego [35]. Okreslana za ich pomocg
wielko$§¢ rezerwy czynno$ciowej jest parametrem prognostycznym przysziej
zachorowalnosci 1 $miertelnosci z powodu chorob serca [36]. Z wyzej wymienionych
powodow testy stymulacji [-adrenergicznej znalazty swoje zastosowanie takze
w badaniach doswiadczalnych na zwierzetach [27, 37-41]. W odréznieniu od badan
klinicznych, badania na zwierzetach nie maja jednak ustalonej metodyki, a w literaturze
znalez¢ mozna zréznicowane opisy stosowanych protokotéw. Podawane sa rozne dawki
dobutaminy zaréwno we wlewie dozylnym (na wzoér protokotu klinicznego), jak
i w podaniu dootrzewnowym [41-45]. Podanie dootrzewnowe znacznie upraszcza
I skraca przebieg doswiadczenia, pozwalajgc ograniczy¢ czas ekspozycji na anestezje,
co w przypadku zwierzat w zaawansowanych stadiach choroby ma ogromne znaczenie.
Pozwala to bowiem ograniczy¢ $miertelno$§¢ zwierzat zwigzang z samym badaniem.
Co prawda, po podaniu dootrzewnowym reakcja mig¢énia sercowego jest opdzniona
w stosunku do podania dozylnego, a czas wchianiania dobutaminy (potencjalnie r6zny)
determinuje czas reakcji. Zwigzana z tym faktem zmienno$¢ wynikow nie wydaje si¢
jednak mie¢ charakteru systematycznego, a raczej losowy, co moze jedynie wplynaé
na konieczno§¢ zwigkszenia liczebnosci grupy potrzebnej do uzyskania istotnosci
statystycznej porownan.

Zalecany przez Amerykanskie Towarzystwo Kardiologiczne (American Heart
Association, AHA) 1 akceptowany przez ESC protokot testu obcigzeniowego opiera si¢
na wyraznej zalezno$ci odpowiedzi czynnosciowej migsnia sercowego na rosnaca
stymulacj¢ dobutaming w zalezno$ci od rodzaju i stopnia niewydolnos$ci serca [46, 47].
Sugeruje to wyzszo$¢ diagnostyczng testu opartego na niskiej oraz wysokiej dawce
dobutaminy (w stosunku do testu opartego jedynie na pojedynczej dawce) rowniez
w badaniach zwierzgcych. Bioragc pod uwage przytoczone argumenty oraz fakt,

ze dootrzewnowe podanie dobutaminy znajduje swoje zastosowanie w badaniach
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modeli zwierzgcych niewydolno$ci serca, poddano badaniu odpowiedZz czynno$ciowa
migénia serca myszy na rosngce dawki dobutaminy podawane dootrzewnowo.
Dodatkowg motywacja dla opisanych badan byl spory rozrzut odpowiedzi na podanie
pojedynczej dawki dobutaminy (1,5 mg/kg) u myszy Tgaq*44, uzyskany w badaniach
pilotowych.

Metodyke opracowywano badajac zmiany czynnosci serca w odpowiedzi
na szeroki zakres dawek dobutaminy: od 0,15 mg/kg do 20 mg/kg w grupie myszy
Tgaq*44 z zaawansowang niewydolnoscig krazenia oraz w grupie myszy kontrolnych.
Ze wzgledu konieczno$¢ podania pigciu réznych dawek eksperyment podzielono
nadwie czeSci wykonywane rownolegle: badania dla niskich dawek lezacych
w zakresie od 0,15 mg/kg do 1,5 mg/kg oraz wysokich dawek lezacych w zakresie
od 1,5 mg/kg do 20 mg/kg.

W obu zakresach powtorzona zostala dawka 1,5 mg/kg w celu okreslenia efektu
dziatania, w zaleznos$ci od kolejnosci jej podania wsrod innych dawek. Wykazano,
1z Zzmiana czynno$ci serca w odpowiedzi na t¢ dawke nie byla powtarzalna.
Obserwowano istotng statystycznie zmiang parametru lub jej brak (np. FAC, ESA
w grupie myszy Tgoaq*44) w zaleznosci od tego, czy podawano jg jako pierwsza
czy ostatnig w kolejnosci. Uzyskane wyniki moga by¢ skutkiem rdéznej wrazliwosci
migsnia sercowego na dobutamine (co obserwuje si¢ takze u ludzi). Nie sa jednak
skutkiem réznego czasu wchianiania si¢ dobutaminy, poniewaz najsilniejsza reakcje
chronotropowa i inotropowag kazdorazowo obserwowano poczawszy od 8 minuty,
atrwala ona przez kolejnych kilka minut. Stad, by uwidoczni¢ najsilniejszg reakcje
analizowano 2 wyniki (rejestrowane w 8 i 12 minucie), a do analiz brano wynik
0 najsilniejszej zmianie inotropowej (zmianie parametru ESA).

Sposrod dawek dobutaminy w niskim zakresie, dawka 0,5 mg/kg najczesciej
uwidaczniata zmiany czynno$ci mig¢$nia sercowego, przy czym zmiany te obserwowano
jedynie w grupie myszy Tgaq*44 na péznym etapie niewydolnosci serca. Nie byly one
jednak widoczne w grupie myszy kontrolnych. W zakresie dawek wysokich
obserwowane zmiany dotyczyly jedynie grupy kontrolnej, tj. dawka 5 mg/kg oraz
dawka (20 mg/kg) uwidacznialy wyrazne, cho¢ nieistotne statystycznie roznice
w kluczowych parametrach pracy mie$nia sercowego myszy FVB (spadek parametru
ESA, wzrost parametru FAC). Ujawniajaca si¢ odmienna reakcja myszy FVB oraz
Tgagq*44 w zaleznosci od podawanej dawki wydawata si¢ calkowicie uzasadniona

ze wzgledu na zdecydowane uposledzenie czynnosci serca w grupie myszy Tgaq*44.
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W $wietle otrzymanych wynikéw ustalono, ze dawka 20 mg/kg byta zbyt wysoka,
by moéc ja bezpiecznie wlaczy¢ do protokotu badania myszy z niewydolnoscig serca
(w grupiec Tgaq*44 powodowata =znaczny spadek EDA bez spadku ESA).
Do przygotowywanego protokotu wilaczono wigc dawke dobutaminy 5 mg/kg.
Ograniczenie podawanej dobutaminy do dwoch dawek byto kompromisem pomiedzy
iloscig informacji otrzymang w pojedynczym eksperymencie a stopniem jego

komplikacji, co zatym idzie, rowniez czasem trwania eksperymentu.

5.2. Zmiany czynnoS$ci mi¢$nia sercowego W grupie kontrolnej FVB w zaleznoSci

od wieku

Wyniki przeprowadzonych badan grup kontrolnych pozwolity okresli¢ zarowno
warto$ci prawidtowej czynnosci serca myszy, jak i zmiany czynno$ci serca zalezne
od wieku, niezalezne jednak od czynnikow ryzyka (jak np. nieodpowiednia dieta)
czy zmian genetycznych. Badania czynnosci calej lewej komory (zsumowanie
czynno$ci wszystkich mierzonych warstw w przekroju osi krétkiej) potwierdzity
prawidlowo zachowana zaro6wno globalng czynno$¢ serca: brak zmian frakcji
wyrzutowej (EF) irzutu serca (CO), jak i czynno$¢ skurczowg: brak zmian objetosci
koncowo-skurczowej (ESV) i kinetyki wyrzutu (ER) u myszy w wieku 15 miesiecy
W poréwnaniu z myszami mtodymi, 4 miesiecznymi (Tabela 2, str. 32). Niezmieniona
podstawowa czynno$¢ skurczowa, jak rowniez dostgpna rezerwa czynno$ci u myszy
FVB w wieku 15 miesigcy (FAC, ER, ESA, plus zmiany tych parametrow
w odpowiedzi na stymulacj¢ P-adrenergiczng, Ryc.9-10, str. 34-35) pozwalaja
stwierdzi¢, ze kondycja serca jest na tym etapie rozwoju dobrze zachowana i nie
obserwuje si¢ typowych p6znych zmian spadku kurczliwosci zwigzanych ze starzeniem.
Niemniej, pojawiaja si¢ juz wczesne zmiany charakterystyczne dla zaawansowanego
wieku, tj. zmiany czynno$ci rozkurczowej, za jakie mozna uzna¢ zmiany kinetyki
napelniania manifestujace si¢ wyraznym spadkiem FR w podstawowym badaniu
czynno$ciowym calej komory serca (Tabela 2, str. 32). Spadek kinetyki napelniania
komory, obserwowany w zaawansowanym wieku, moze by¢ potencjalne ttumaczony
przez zmiany geometrii i moze wynika¢é ze znacznie zmniejszonej Kkinetyki
odksztalcenia si¢ $cian komory w trakcie rozkurczu w warstwach przykoniuszkowych
I przypodstawnych. Spadek ten jednak nie pocigga za sobg uposledzenia rezerwy

czynno$ciowej migsnia sercowego.
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Ocena czynno$ci pojedynczej warstwy w przekroju osi krétkiej uwidocznita
natomiast wzrost powierzchni lewej komory w koncowej fazie rozkurczu (EDA), czego
nie obserwowano w badaniu objetosci catej komory (jako zmiang EDV). Taka
obserwacja z kolei sugeruje zmian¢ geometrii lewej komory w kierunku rozstrzeni,
kolejnego objawu wczesnych zmian starzenia lewej komory. W konsekwencji dochodzi
do wzrostu objetosci wyrzutowej (wyrazny, cho¢ nieistotny statystycznie wzrost SV dla
myszy w wieku 15 miesigcy), co takze obserwuje si¢ u ludzi w podesztlym wieku
i ttumaczy si¢ jako proces adaptacyjny starzejagcego si¢ serca, majgcy ha celu
kompensacj¢ ostabionej kinetyki napelniania w stosunku do sztywniejacych S$cian
naczyn [27, 48].

Brak zmian rytmu serca u myszy starszych (15 miesigcznych) w stosunku do
grupy myszy 4 miesigcznych potwierdza wczesniejsze doniesienia dla innego
popularnie uzywanego w badaniach eksperymentalnych szczepu: myszy C57BL/6 [49].
Sugeruje to, ze rytm serca pomimo zmiennosci zaleznej od szczepu myszy, nie odgrywa
istotnej roli w procesie starzenia si¢ systemu naczZyniowo-sercowego na badanych
etapach rozwoju. Istotnie, przyspieszenie akcji serca w odpowiedzi na stymulacj¢ -
adrenergiczng wynika z mniejszej rezerwy chronotropowej, ktéra u myszy wynosi tylko
ok. 25 % podstawowej rytmiki, podczas gdy u ludzi warto$¢ ta osiagga nawet do 300 %
[49]. Stad tez, w badaniach eksperymentalnych z wykorzystaniem myszy nie wydaje si¢
konieczne osiaganie tak wysokich progéw rezerwy chronotropowej do oceny
kurczliwosci serca, jak w badaniach klinicznych u ludzi. Podsumowujac, obserwowane
zmiany czynnosci serca w grupie myszy zdrowych w réznym wieku, nie obcigzonych
zadnymi czynnikami ryzyka, jak hiperlipidemia, cukrzyca czy otylos¢, okazuja si¢
zgodne z wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi wczesnych etapow starzenia si¢
serca ludzi.

Seria opisanych badan dla myszy kontrolnych stanowita wazny punkt odniesienia
dla badan po6znych zaburzen pracy migs$nia sercowego u myszy Tgaq*44. Wyniki
te takze wskazuja na to, ze zaburzenia czynnosci obserwowane u starszych myszy
Tgaq*44 sa wynikiem glownie niewydolnosci serca, a zmiany wywolane przez
starzenie si¢ sg jedynie niewielkiego stopnia i obejmujg lekkie powigkszenie si¢ lewe;j
komory, bez innych zmian czynnoSci podstawowej 1 bez zmian rezerwy
chronotropowej, inotropowej i lusitropowe;.

Tym samym, opisane ponizej nasilajace si¢ zmiany obserwowane u myszy

Tgogq*44 sa skutkiem progresji choroby, a nie procesu starzenia ukladu sercowo-
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naczyniowego per se. Starzenie si¢ moze oczywiscie zmiany te nasila¢. To zagadnienie
mogtoby stanowi¢ osobny temat badawczy, ktory jednak nie byt przedmiotem niniejsze;j

rozprawy doktorskiej.

5.3. Zmiany czynno$ci lewej komory w toku rozwoju niewydolnosci serca

W mysim modelu kardiomiopatii rozstrzeniowej (myszy Tgoq*44)

W celu oceny zmian czynnosci serca, zaleznych od wieku i rozwijajacej si¢
patologii, zbadano i poréwnano czynno$¢ lewej komory w wybranych grupach myszy
FVB i Tgaq*44 (w wieku 4 i 15 miesiecy), zarowno dla warto$ci catej komory, jak i dla
warto$ci parametréw z pojedynczej warstwy Srodkowej, na poziomie migsni
brodawkowatych. Badania objetosci lewej komory serca nie przeprowadzano u myszy
Tgoaq*44 starszych niz 15 miesigcy, ze wzgledu na dlugo$¢ wymaganego czasu badania
1 w zwigzku z tym ryzyka $miertelno$ci wynikajacego z narazenia na dtuzszy czas
anestezji. Niemniej, porownanie to pozwolito na ocen¢ nie tylko stopnia uposledzenia
czynnos$ci serca w modelu Tgaq*44, ale takze na ocen¢ zmian objetosci lewej komory
ze wzgledu na potencjalng zmiang geometrii serca. Ponadto, poréwnanie czynnosci
catej komory z czynno$cia warstwy bylo niezbedne do prawidlowej interpretacji
wynikow, poniewaz kluczowe parametry (obj¢to$¢ koncowo-skurczowa czy objetosc
koncowo-rozkurczowa komory) sg podstawa wyznaczania standardowych parametrow
0 znaczeniu prognostycznym (frakcja wyrzutowa) lub istotnym dla oceny ogélnej
kondycji serca (objetos¢ wyrzutowa czy rzut serca). Otrzymane wyniki wskazujg
na wyraznie mniejszg objetos¢ koncowo-rozkurczowa lewej komory serca u myszy
Tgaq*44 w wieku 4 miesigcy w stosunku do myszy FVB w jednakowym wieku, przy
czym uwidocznienie tej roznicy wymaga badania objetosci catej komory. Brak zmiany
powierzchni koncowo-rozkurczowej (przy mniejszej objetosci z calej komory) sugeruje
zmiang geometrii w stron¢ przerostu odsrodkowego lewej komory (wzrost dlugosci
promienia komory na przekroju migsni brodawkowatych).

U myszy transgenicznych Tgaq*44 w wieku 4 miesigcy zaobserwowano obnizone
w stosunku do myszy kontrolnych (FVB) warto$ci frakcji 1 objgtosci wyrzutowej przy
niezmienionej objetosci koncowo-skurczowej (Tabela 3, str. 45) bedace wynikiem
przede wszystkim zmniejszonej objetosci koncowo-rozkurczowej lewej komory.
Obnizone w stosunku do grupy kontrolnej warto$ci parametrow globalnych (jak EF
czy SV) moga sugerowac uposledzenie kurczliwosci serca. Biorac jednak pod uwage

dobrze zachowang rezerwe czynno$ci skurczowej w grupach myszy Tgoq*44 w wieku
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4 miesigcy (a nawet 1 8 miesigcy) wydaje si¢, Zze mniejsze wartosci objetosci koncowo-
rozkurczowej u myszy Tgaq*44 w wieku 4 miesigcy moga wynika¢ ze zmian
zwioknieniowych w  migsniu  sercowym, ktore nie doprowadzily jeszcze
do kompensacyjnie zwickszonej kurczliwosci (spadku koncowo-skurczowej objetosci
lewej komory). Za hipoteza ta przemawia rowniez fakt, ze w §wietle wczesniejszych
badan mozna wykluczy¢ istnienie réznic w wielkosci serca migdzy myszami FVB4
I TG4, ktore moglyby thumaczy¢ istnienie r6znic w rozmiarze koncowo-rozkurczowym.
Istotnie, wczesniejsze badania u myszy Tgaq*44 nie wskazujg na to, by serca myszy
Tgaq*44 wyjsciowo byly mniejsze niz serca myszy FVB [10, 12, 14]. Co interesujace,
Zroznicami w parametrach objetosciowych nie ida w parze rdznice w warto$ciach
podstawowych parametrow obliczanych na podstawie pomiarow warstwy srodkowe;.
Mozna podejrzewaé, ze wczesne zmiany ostabionej czynno$ci serca myszy Tgoq*44
sg bardzo nieznaczne i dotycza fragmentow przypodstawnych i przykoniuszkowych
(0 cienszej Scianie, fragmentow z natury o stabszej czynnosci).

Roznice warto$ci parametrow analizowanych z pojedynczej warstwy wykazano
na pdzniejszym etapie rozwoju niewydolnosci serca u myszy Tgaq*44, tj. pomiedzy
grupami Tgaq*44 i FVB w wieku 15 miesiecy. Dotyczyty one parametrow FAC, EDA,
SAC, ER i FR. Réwniez w tym przypadku zachowana zostala powierzchnia koficowo-
skurczowa, €0 sugeruje, ze zmiana parametru EDA odgrywa kluczows rolg
W uposledzeniu globalnej czynno$ci migsnia sercowego ocenianej przy pomocy takich
parametréw jak SAC i FAC. Jak wcze$niej opisano, pomiary objgtosciowe w stanie
podstawowym dla myszy na tak znacznym stopniu zaawansowania niewydolno$ci serca
nie byly mozliwe. Spontaniczny rozwdj patologii serca w modelu myszy Tgoaq*44
nawczesnych etapach rozwoju, tj. w wieku 4 miesigcy, Skutkuje powolnym
zwloknieniem lewej komory [14] i zwigkszong aktywnoscia mitochondriow
w kardiomiocytach [12], a uposledzenie czynno$ci lewej komory na tym etapie wydaje
si¢ manifestowa¢ jedynie obnizong objetoscig koncowo-rozkurczowg lewej komory.
O dobrze zachowanej kondycji serca na etapie 4 miesigca zycia, pomimo zmian
strukturalnych  miokardium (przerost, wioknienie, zmiany zapalne), s$wiadczy
prawidlowa rezerwa czynno$ci w badaniu ze stymulacjg B-adrenergiczng. Kolejne etapy
progresji niewydolnosci serca w swietle zmian parametréw podstawowych w modelu
Tgaq*44 objawiaja si¢ nietypowym wzrostem Kinetyki napetniania lewej komory (FR)
uwidaczniajagcym si¢ w wieku 6 miesi¢gcy. Zmiana taka na stosunkowo wczesnym etapie

patologii moze by¢ proba kompensacji uposledzonej relaksacji izowolumetrycznej
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(wydtuzonej fazy IVRT), badZz wydtuzonego czasu skurczu przy zachowanym rytmie
serca. Proby analiz tych parametrow nie wykazaly jednak istotno$ci statystycznej,
ze wzgledu na stosunkowo duzy rozrzut wynikajacy by¢é moze z niewystarczajgcej
rozdzielczosci czasowej obrazow MR. Wzrost kinetyki napeiniania lewej komory moze
takze by¢ wymuszony skréceniem czasu wczesnej fazy napetniania, ze wzgledu na
szybsze wyroOwnanie si¢ cis$nien (pomigdzy komora i przedsionkiem), wynikajace
Z istotnych zmian zwldknieniowych tkanki mig$nia obserwowanych juz w wieku
4 miesi¢cy. Na kolejnym etapie niewydolnosci serca w modelu Tgoaq*44 obserwowane
jest uposledzenie rezerwy rzutu serca, najprawdopodobniej z powodu uposledzenia
rezerwy chronotropowej, tj. braku zmian rytmu serca w odpowiedzi na stymulacje
dobutaming tak w niskiej, jak i w wysokiej dawce. W kolejnym etapie rozwoju
niewydolno$ci krazenia, tj. w 12-stym miesigcu zycia, obserwowane jest uposledzenie
podstawowej Kinetyki wyrzutu (ER) i napelniania (FR) lewej komory. Znaczny spadek
frakcji wyrzutowej oraz objetosci wyrzutowej lewej komory obserwowany jest dopiero
umyszy Tgoq*44 15-sto miesigecznych, co oznacza nie tylko dalsze ostabienie
czynno$ci serca, ale przede wszystkim upos$ledzenie (zalamanie) dotychczasowych
mechanizméw kompensacyjnych, niezbgdnych do zapewnienia odpowiedniej ilosci
krwi w obiegu przy ostabionej czynnosci lewej komory. Znaczne uposledzenie
kurczliwosci lewej komory (obserwowane na tym etapie niewydolnosci u myszy
Tgaq*44), obrzek ptuc, tacznie ze spadkiem frakcji wyrzutowej [14] thumacza wysoka
$miertelno$¢ obserwowang w grupach myszy w wieku ok 15 miesiecy. Wyrazne
zwolnienie akcji serca widoczne w grupie 12 miesigcznej sugeruje natomiast
wystapienie bloku przedsionkowo komorowego. Wystepowanie arytmii jest jedna
Z najczgstszych przyczyn naglych zgonéw sercowych, co bez watpienia jest
dodatkowym silnym czynnikiem $miertelnosci na tym etapie niewydolnosci serca.
Szersza charakterystyka kondycji serca na po6znym etapie niewydolnosci byta
mozliwa dzigki ocenie odpowiedzi czynnosciowej na rozne dawki dobutaminy w grupie
myszy Tgoq*44 w wieku 16-18 miesigcy. Wyczerpanie rezerwy kurczliwosci
na wczesniejszym etapie patologii (tj. brak zmian czynno$ci serca w odpowiedzi
na stymulacje dobutaming w parametrze FAC 1 ESA w wieku 12 miesigcy) 1 stabsza
czynno$¢ w badaniu podstawowym u myszy Tgoaq*44 w wieku 16-18 miesiecy
przemawiaja za hipoteza o niedokrwiennym podiozu odpowiedzi na stymulacje niska
dawka dobutaminy na pdéznym etapie patologii. Wzrost warto$ci parametrow FAC,

SAC, ER i FR oraz spadek parametru ESA w tej grupie myszy wynikatby zatem
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ze stymulacji dobutaming fragmentow lewej komory, bedacych prawdopodobnie
w stanie hibernacji badZz ogluszenia. Cho¢, wynikajacy z uposledzenia perfuzji naczyn
wiencowych, stan niedokrwienia migsnia sercowego typowy jest raczej dla pierwotne;j
choroby niedokrwiennej, obserwuje si¢ go takze w grupie pacjentow rozwijajacych
réznego rodzaju kardiomiopatie o ,nie niedokrwiennym podtozu”, w tym takze
W grupie pacjentow w zaawansowanych stadiach kardiomiopatii rozstrzeniowej [50].

Podsumowujac, opracowana w niniejszej rozprawie metodyka badawcza pozwala
wykry¢ wezesne zmiany w progresji niewydolnosci serca, jak rowniez uposledzenie
rezerwy czynnosci na pdznym etapie patologii serca u myszy Tgoaq*44. Wczesne
zmiany (u myszy w wieku 6 i 8 miesigcy) obejmowaly zaskakujgacy wzrost kinetyki
napetniania lewej komory i upos$ledzenie rezerwy chronotropowej przy caltkowicie
zachowane] rezerwie inotropowej. Z kolei poézne zmiany (u myszy w wieku 12
miesigcy) dotyczyly rezerwy inotropowej, ktéra wyprzedza zaawansowane
uposledzenie podstawowej czynnosci skurczowo-rozkurczowej oraz zaskakujacej
dwufazowej odpowiedzi na stymulacje dobutaming o charakterze niedokrwiennym.
Zaburzeniom tym, w koncowej fazie niewydolnos$ci serca, towarzyszyt catkowity brak
rezerwy inotropowej i lusitropowej w odpowiedzi na wysoka dawke dobutaminy oraz
przyspieszona akcja serca.

Interesujacy jest brak zmian powierzchni koncowo-rozkurczowej lewej komory
w kolejnych etapach rozwoju kardiomiopatii. Fakt ten mozna jednak ttumaczy¢ tym,
ze uzyskane wyniki s3 wartosciami Srednimi dla osobnych grup myszy (tzn. nie
pokazuja zmian dla kazdej myszy w czasie jej zycia, ale obrazujg aktualny stan lewej
komory dla osobnych myszy). Takie podejscie, tzn. pomiar réznych grup myszy, skupia
si¢ na charakterystyce czynnos$ci serca tylko tych grup, jakie przezyty do okreslonego
etapu patologii, pomijajac catkowicie ocen¢ czynno$ci myszy padlych w trakcie
rozwoju kardiomiopatii. Brak oczekiwanych zmian powierzchni koncowo-rozkurczowej
w kolejnych etapach patologii moze takze bezposrednio wynika¢ z procesu wtdknienia
I przez to sztywnienia S$cian lewej komory, co wydaje si¢ by¢ bezposrednim
nastepstwem nadekspresji podjednostki o biatka G w receptorach dla angiotensyny I,
endoteliny | oraz aldosteronu w kardiomiocytach myszy Tgaq*44. Tym bardziej,
ze istotne zmiany zwloknieniowe lewej komory serca zostaty opisane juz w grupach
myszy 4 miesi¢cznych, u ktérych zardbwno podstawowa czynnos$¢ serca, jak i rezerwa

czynnosci w odpowiedzi na stymulacj¢ PB-adrenergiczng jest prawidlowa [10, 14].
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Co interesujagce, zmiany te nie s3 wigc nastgpstwem aktywacji systemu RAA,

lecz nasladuja skutki takiej aktywacji.

5.4. Poréwnanie czynnosci miesnia sercowego w analizie pojedynczej warstwy

oraz w analizie sumy warstw tworzacych cala komore

Przedstawione wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze zmiany podstawowej czynno$ci
oceniane w badaniu calej komory znacznie wyrazniej uwidaczniajg czynnos¢ lewej
komory anizeli analogiczne zmiany obserwowane w badaniu pojedynczej warstwy
Z poziomu migsni brodawkowatych (mniejsze wartosci EF wzgledem FAC, a SV
wzgledem SAC juz na etapie 4 miesiecy niewidoczne w analizie analogicznych
warto$ci z pojedynczej warstwy u myszy Tgoaq*44 w poréwnaniu do myszy FVB,
Ryc. 24). Z kolei jednak, wyniki badania catej komory nie opisuja tak doktadnie jej
realnego stanu (czynnosci wraz z jej dostepng rezerwg w warunkach wzmozonej pracy)
jak testy przeprowadzane w warunkach indukowanego farmakologicznie stresu
B-adrenergicznego, ktory z przyczyn metodycznych mogl by¢é wykonywany tylko
na pojedynczej warstwie. Ztego wzgledu, aby mozliwe bylo uzyskanie mozliwie
pelnego opisu, wykonywano pomiary zaré6wno objetosciowe w  warunkach
podstawowych, jak 1 pomiary na jednej warstwie z dodatkowym testem
dobutaminowym. Jedynie w przypadku grupy myszy Tgoaq*44 w wieku 15 miesiecy
ograniczono si¢ do wykonania pomiaru podstawowego (komory, bez testu
z dobutaming), ze wzgledu na zaawansowang dekompensacj¢ lewej komory
| obserwowane silne zaburzenia rytmu serca. Do badan rezerwy wykorzystano kolejne
grupy myszy Tgaq*44 (w wieku 16-18 miesigey zycia), ktore z kolei nie zostaty

poddane pomiarowi objetosci catych komor.
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Rycina 24. Zmiana objetosci komory oraz warstwy w ocenie objetosci badz warstwy koncowo-
rozkurczowej lewej komory (EDV wzgledem EDA). Wczesne zmiany wielkosci lewej komory
(powickszenia $wiatta komory) pomigdzy myszami FVB i TGaq*44 (w wieku 4 miesiecy) uwidaczniaja
si¢ jedynie w badaniu objetosci catej komory (k). P6Zzne zmiany natomiast, wskazujace na remodelling

komory tatwiej uwidoczni¢ w badaniu pojedynczej warstwy na przekroju migsni brodawkowatych (w).
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Rycina 25. Zmiana objeto$ci komory i warstwy w ocenie objetosci badz warstwy koncowo-skurczowej
lewej komory (ESV wzgledem ESA). Istotne zmiany $wiatla jamy wskazujace na remodelling komory
uwidaczniaja si¢ jedynie w badaniu calej komory (K) na stosunkowo pdéznym etapie zaawansowania
rozwoju niewydolno$ci. Badanie pojedynczej warstwy (W) na przekroju migéni brodawkowatych

nie uwidacznia tak wyraznie zmian ze wzgledu na ostabiong kurczliwosé.
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Podsumowujac, otrzymane wyniki pozwalaja oceni¢ stan migsnia sercowego
zarowno ze wzgledu na mozliwe zmiany wynikajace z przebudowy (tzw. remodellingu)
lewej komory, jak i1 ze wzgledu na stopniowe uposledzenie czynno$ci zwigzane
Z wyczerpywaniem si¢ rezerw (inotropowej czy chronotropowej), $wiadczacych
0 stopniu zaawansowania niewydolno$ci serca. Bioragc pod uwage aktywacje roznego
rodzaju mechanizméw kompensacyjnych (stymulujacych przerost mig¢$nia sercowego
czy zwigkszajacych jego kurczliwos$¢) - wiarygodna ocena stopnia zaawansowania
niewydolnosci serca wymaga informacji zard6wno o czynno$ci podstawowe]
wynikajacej ze zmian objetosci catej komory, jak i 0 zmianach czynnosci wynikajacych

z dostgpnych rezerw.

55. Zmiany czynnosci mig¢$nia sercowego W mysim modelu miazdzycy

(myszy apoE/LDLR'/')

Badanie czynno$ci serca u myszy apoE/LDLR'/' pozwolito oceni¢ wptyw istotnie
rozwini¢te] miazdzycy tetnic na czynno$¢ lewej komory serca. Oprocz myszy
spontanicznie rozwijajacych chorobe, zbadano takze grupe karmiong dieta
przyspieszajacg zmiany miazdzycowe, co pozwolito uwidocznié¢ stosunkowo niewielkie
zmiany obrazujace kolejny etap uposledzonej pracy serca. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen wskazuja na ostabiong czynno$¢ podstawowa obu grup myszy
apoE/LDLR'/'. Ostlabienie to uwidacznia si¢ jako znacznie zmniejszona objetos¢
wyrzutowa lewej komory (SV), co w przypadku grupy apoE/LDLR”'S wynika przede
wszystkim z istotnie zmniejszonej objetosci koncowo-rozkurczowej lewej komory
(EDV), podczas gdy w przypadku grupy apoE/LDLRLCHP spadek objetosci
wyrzutowej wynika zarowno z obnizonej wartosci EDV, jak i z koncowo-skurczowej
objetosci (ESV) lewej komory. Dodatkowy (poza EDV) spadek wartosci parametru
ESV dla grupy apoE/LDLR™LCHP w stosunku do wartosci w grupie kontrolnej,
sugeruje wtornie (do zmian napetniania komory) wzmozong kurczliwo$¢. Zmniejszona
objeto$¢ wyrzutowa moze znacznie ogranicza¢ doptyw odpowiedniej ilosci tlenu
do tkanek obwodowych, moze takze thumaczy¢ brak nadcisnienia w mysich modelach
rozwijajacych miazdzyce pomimo spadku podatno$ci naczyn 1 wzrostu oporu
obwodowego [51].

Znacznie przyspieszony podstawowy rytm serca (HR) w obu grupach

myszy apOE/LDLR'/' sugeruje kompensacyjng aktywacje autonomicznego uktadu
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sympatycznego, badz tez zaburzenie rownowagi uktadu sympatycznego w stosunku
do uktadu parasympatycznego z nieprawidtowo zawyzong aktywacja tego pierwszego
[52]. Istotna odpowiedz inotropowa na matg dawke dobutaminy dla grupy apoE/LDLR"
rs (spadek wartosci ESA), jak 1 istotnie mniejsza podstawowa warto$¢ koncowo-
skurczowa dla grupy apoE/LDLR"LCHP (ESV, ESA) wydaja si¢ potwierdzaé hipoteze
o wzmozonej aktywnosci uktadu sympatycznego. O ile jednak w przypadku rozwinigtej
niewydolnos$ci serca wzrost rytmu nie powoduje wzrostu kurczliwosci (zaburzona
relacja czestotliwo$ci i kurczliwosci) [53], o tyle w przypadku zaburzen czynno$ci
serca, obserwowanych w badanych grupach myszy apoE/LDLR™, wartosci
powierzchniowej zmiany frakcji wyrzutowej (FAC) rosng w odpowiedzi na stymulacje
B-adrenergiczna, podobnie jak w grupie kontrolnej. Mozna zatem wnioskowac o bardzo
wczesnych lecz istotnych zaburzeniach czynnosci serca w mysim modelu miazdzycy
apOE/LDLR'/'. Zaburzenia te, jak si¢ wydaje wynikajg nie tylko z obcigzenia serca
naskutek miazdzycy, ale takze sa rezultatem aktywacji mechanizméw
kompensacyjnych, typowych w przebiegu niewydolnosci serca u ludzi.

Istotnie obnizona warto$¢ koncowo-rozkurczowej objetosci komory u myszy
apOE/LDLR'/'LCHP wskazuje na znacznie zwigkszone ci$nienie napeiniania oraz
sugeruje przerost $cian i wczesne objawy zwigzane z zaburzeniami napetniania lewej
komory. Doniesienia na temat czynno$ci serca u myszy apoE/LDLR'/' [20]
sg ograniczone. W badaniu echokardiograficznym wykazano jedynie zmniejszenie
wartosci SV 1 EDV u myszy w wieku okoto 16 miesigcy.

Tak p6zno uwidocznione zmiany mogg by¢ efektem uzytej przez Gronrosa 1 Wsp.
techniki echokardiografii, ktéra w poréwnaniu do techniki obrazowania MR
charakteryzuje si¢ mniejszag doktadnoscia, zwlaszcza w odniesieniu do zmian objgtosci
komory. Niemniej, obserwowane zwigkszenie kurczliwo$ci (w wynikach przytaczanej
pracy Gronrosa i wsp. oraz w wynikach niniejszej rozprawy doktorskiej) ma zapewne
zwigzek z konieczno$cig utrzymania przez serce prawidlowej frakcji wyrzutowej
(zmniejszenie objetosci koncowo-skurczowej lewej komory, widoczne w grupie
0 najbardziej zaawansowanej patologii naczyn, apoE/LDLR'/'LCHP). Wzrost
kurczliwosci natomiast stymulowany jest M.in. poprzez przyspieszong akcje serca,
wyraznie obserwowang u wszystkich myszy apoE/LDLR'/’. Jest to mechanizm
obserwowany w przebiegu niewydolnosci serca, a takze w uposledzeniu funkcji naczyn
obwodowych, zwigzany ze wspomniang aktywacja uktadu sympatycznego i wzrostem

wydzielania katecholamin. Moze by¢ takze skutkiem neuropatii  uktadu
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autonomicznego, jak ma to miejsce u pacjentow z cukrzycg, I tego nie mozna
wykluczy¢.

Niemniej, skrocony cykl pracy serca wptywa przede wszystkim na dtugos¢ czasu
fazy napelniania komory, skracajgc przy tym czas perfuzji lewej komory [54],
co wtornie moze doprowadzaé¢ do zwigkszonego zapotrzebowania mig¢snia sercowego
na tlen, a w rezultacie do przewlektego niedokrwienia. W wyniku dlugotrwatej
aktywacji uktadu sympatycznego, ktorej towarzyszy przyspieszona akcja serca,
zwigksza si¢ stezenie noradrenaliny we krwi, co moze z kolei wzmoc procesy apoptozy
i wtornie doprowadzi¢ do przebudowy $cian naczyn, a w konsekwencji do aktywacji
mechanizmow proaterogennych [55]. Jako, ze wzrost rytmu serca sprzyja dysfunkcji
srédblonka i rozwoju miazdzycy, mozna podejrzewac, ze zaburzenia czynno$ci naczyn
wiencowych obserwowane u myszy apoE/LDLR”" na badanym etapie rozwoju,
wynikaja nie tylko z mutacji genetycznej, ale takze wtornie z chronicznej wzmozone;j
aktywacji uktadu sympatycznego. W sporej grupie pacjentow, badanych po przebytym
zawale mig$nia sercowego, takze odnotowano istotnie zwigkszony rytm serca [56].
Sugeruje to z kolei szczegdlng rolg przyspieszonej akcji serca w przypadku
niewydolnosci serca o etiologii niedokrwiennej. O ile jednak w przypadku grupy
apoE/LDLR™'S stymulacja dobutaming uwidacznia niewielka rezerwe chronotropowa,
otyle w grupie apoE/LDLRLCHP rezerwa chronotropowa wydaje si¢ wyczerpana
calkowicie. W badaniach czynnosci serca u myszy apoE™ nie wykazano zmiany ani
rzutu serca, ani przyspieszonej akcji serca (w wieku 7 miesiecy) [51]. U starszych
myszy (apOE'/' w wieku 13 miesiecy) odnotowano z kolei istotny wzrost rzutu serca
oraz objetosci minutowej przy stale niezmienionym rytmie serca [51, 57, 58], a u myszy
16 miesigcznych wykazano ponadto znacznie upo$ledzong rezerwg czynnosci [19].
Przeciwnie jednak do badan czynno$ci serca u myszy apoE'/' w wieku 13 miesigcy
| Z zaawansowang miazdzyca [57], przedstawione powyzej wyniki badan u myszy
apoE/LDLR™ nie potwierdzaja zwickszonego rzutu serca, widoczny jest jednak brak
rezerwy w tym parametrze. W kolejnym badaniu Cole i wsp. [59] wykazali, ze u myszy
apoE™, rozwoj rozstrzeni lewej komory zistotnym upo$ledzeniem kurczliwosci
widoczny jest juz u myszy 10 miesigcznych. Dodatkowo, kontrowersyjne wydaje
sie istnienie nadcisnienia tetniczego u myszy apoE”. Co ciekawe, umyszy apoE™
nie obserwowano przyspieszenia rytmu serca [19], jakie obserwowano w niniejszej

pracy. Mozna wigc sadzi¢, ze te dwa mysie modele miazdzycy (apoE'/' oraz
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apoE/LDLR™) rozwijaja niewydolno$¢ krazenia odmiennie lub opisywane rdznice
wynikaja nierdwnocennego nasilenia miazdzycy w tych modelach..

Podsumowujac, charakterystyka czynnosci serca w warunkach indukowanego
dobutaming stresu w obu modelach rozszerzyla znaczaco wiedz¢ o fenotypach
badanych patologii. Wyniki te sa wstgpnym krokiem do lepszego zrozumienia
mechanizméw odgrywajacych istotne role w progresji niewydolnosci krazenia oraz
do oceny skutecznosci nowych sposobow farmakoterapii niewydolno$ci serca
rozwijajacej si¢ na skutek aktywacji neurohormonalnej oraz na skutek postepujacego
niedokrwienia.

Pomimo uderzajacych rdéznic pomiedzy badanymi modelami w charakterze
zaburzen czynno$ci migs$nia sercowego, obie badane patologie ostatecznie prowadza
do zaburzen krazenia wiencowego jednak ich nasilenie i rozwdj typowej dysfunkcji
naczyn wiencowych nastepuje u myszy Tgoq*44 w wieku 16-18 miesigey,
a nie u myszy apoE/LDLR_/_ w wieku 6 miesiecy (praca doktorska Pawet Gwoézdz,
wyniki nieopublikowane). Nasuwa si¢ przypuszczenie, ze te réznice moga wynikac
z rébznego czasu trwania patologii (6 miesiecy u myszy apoE/LDLR_/_ i ponad rok

Tgog*44). Mozna jednak rowniez sadzi¢, ze u myszy apOE/LDLR_/_ rozwijajacych
miazdzyce, pomimo odkladania si¢ blaszek miazdzycowych, aktywowane
sg mechanizmy kompensacyjne utrzymujace prawidtowg czynno$¢ naczyn oporowych
| krgzenia wiencowego 1 to one utrzymujg stosunkowo dobrg czynno$¢ migsnia

sercowego. Istotnie, zalezne od $rodbtonka odpowiedzi krazenia wiencowego
sg potegowane u myszy apOE/LDLR_/_ (praca doktorska Pawet Gwoézdz, wyniki

nieopublikowane). Z kolei prawdopodobne zmiany niedokrwienne u myszy Tgoaq*44
moga wynika¢ z niekorzystnych skutkow dlugotrwale dzialajacych mechanizmow
kompensacyjnych aktywowanych w toku rozwoju niewydolnosci serca i niewydolnos$ci
srodbtonkowych mechanizméw kompensacyjnych [9].

Reasumujac, skuteczna farmakoterapia niewydolnosci krazenia, bez wzgledu
na jej pierwotng przyczyng, by¢ moze powinna obejmowac roéwniez korekte dysfunkcji
naczyn wiencowych i nasladowa¢ mechanizmy kompensacyjne naczyn wiencowych
uruchamiane przez niedokrwienie. Mozna przypuszczaé, ze takie podej$cie mogloby
przynie$s¢ wigksza korzys¢, anizeli przyjete obecnie podejScie oparte na hamowaniu

skutkow nadmiernej aktywacji uktadow neurohormonalnych. Lepsze poznanie
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mechanizméw kompensacyjnych krazenia wiencowego scharakteryzowanych modeli
do$wiadczalnych opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej wydaje si¢ by¢
nieodzownym elementem aby opracowa¢ nowe, skuteczne sposoby farmakoterapii

niewydolnosci serca oparte o0 mechanizmy $roédblonka wiencowego.
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6. Whioski

1.

2.

3.

4.

Opracowana w niniejszej rozprawie doktorskiej metodyka oceny czynnosci
miegs$nia sercowego w warunkach obcigzenia farmakologicznego niska 1 wysoka
dawka dobutaminy w badaniu obrazowania MR pracy serca myszy pozwala
na badanie rezerwy skurczowej, rozkurczowej i chronotropowej mig$nia
sercowego myszy in vivo, i lepsza oceng¢ stanu czynno$ciowego migsnia
sercowego niz jedynie ocena parametrow podstawowych mig$nia sercowego
badz ocena zmian po stymulacji pojedynczg dawkg. Zastosowana metodyka
pozwolita na opis zaburzen czynno$ci mi¢snia sercowego u myszy Tgoaq*44
oraz ApoE/LDLR™.

Wykazano, ze u myszy Tgaq*44 u ktorych rozwija si¢ kardiomiopatia
rozstrzeniowa nastepuje nietypowy wzrost kinetyki napetniania lewej komory
na wczesnym etapie niewydolnosci serca, a w kolejnych etapach:
wyczerpywanie si¢ rezerwy chronotropowej, inotropowej i lusitropowej
(pomiedzy 8 a 12 miesigcem). Pozny etap rozwoju niewydolno$ci serca u myszy
Tgaq*44 (z istotng dekompensacjg krazenia) obejmuje cechy niedokrwienia
migs$nia sercowego.

Wykazano, ze u myszy apoE/LDLR/ rozwijajacych miazdzyce frakcja
wyrzutowa oraz rezerwa inotropowa jest zachowana, natomiast uposledzona jest
objetos¢ wyrzutowa, co sugeruje to zaburzone napeinianie lewej komory.
U myszy apoE/LDLR/ przyspieszony jest rowniez rytm serca i zwigkszona
kurczliwo$¢ w warunkach podstawowych co wskazuje na aktywacje
mechanizmow kompensacyjnych, ktore towarzysza zaawansowanej miazdzycy.
Wykazano, ze u myszy apoE/LDLR’/" karmionych dieta proaterogenng LCHP,
u ktorych stopien miazdzycy byl bardziej zaawansowany niz u myszy
apoE/LDLR’/" karmionych dietg standardowsg, zaburzenia czynnos$ci serca byty
bardziej zaawansowane w stosunku do czynnosci u myszy apoE/LDLR/
karmionych dieta standardowa. Zmiany obejmowaly upos$ledzenie rezerwy
chronotropowej i zmniejszenie objetosci koncowo-rozkurczowej, co sugeruje
uposledzenie napetniania lewej komory. Myszy apoE/LDLR’/" karmionych dietg
proaterogenng LCHP moga wiec stanowi¢ przydatny model do badan
niewydolnosci serca zzachowana frakcja wyrzutowa, tzw. niewydolnos$ci

rozkurczowej serca.
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5. W sumie opisane w tej rozprawie zaburzenia podstawowej czynno$ci mig¢$nia
sercowego oraz uposledzona rezerwa czynnosciowa u myszy Tgoq*44,
jak i umyszy apoE/LDLR dobrze odzwierciedla zmiany obserwowane w toku
rozwoju niewydolnosci serca u ludzi. Zastosowanie opracowanej metodyki
badawczej oraz mysich modeli niewydolno$ci krazenia (myszy Tgoq*44
i apoE/LDLR™) mogloby by¢ przydatne w badaniu mechanizméw
odgrywajacych role w progresji niewydolnosci serca u ludzi 1 skuteczno$ci

nowych terapii niewydolnosci serca.
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7. Streszczenie

Uposledzenie czynnosci serca, w zaleznosci od podtoza patologii, moze wynikaé
Z bezposrednich zaburzen struktury badz czynnosci lub tez moze posrednio by¢
skutkiem choréb predysponujagcych do uposledzenia pracy serca, szczegolnie
zwigzanych uposledzong perfuzja naczyn wiencowych. W obu przypadkach dochodzi
do stopniowych zaburzen czynnosci skurczowej i rozkurczowej, a powoli postepujace
zmiany aktywujag mechanizmy, ktorych doktadne zbadanie na wczesnych etapach
patologii niewydolnosci serca u ludzi sprawia duza trudno$¢ ze wzgledu na brak
objawow. Niemniej, wczesne zaburzenia czynno$ci lewej komory mozna badaé
wykorzystujac modele zwierzece.

Celem badan byto opracowanie metodyki oceny rezerwy czynno$ci migs$nia
sercowego u myszy w badaniu obrazowania magnetyczno rezonansowego oraz
zastosowanie go do oceny czynnos$ci serca w dwoch mysich modelach niewydolnosci
krazenia o odmiennej etiologii choroby. W pierwszym modelu (myszy Tgoaq*44
rozwijajace kardiomiopati¢ rozstrzeniowa) oceniano zmiany czynnos$ci i1 wielko$¢

dostepnych rezerw czynnosciowych lewej komory na roznych etapach rozwoju

patologii, natomiast w przypadku drugiego modelu (myszy 6-8 miesicczne apoE/LDLR

rozwijajagce miazdzyce) analogiczne zmiany badano u myszy karmionych dietg

standardowg badz dietg proaterogenng (LCHP — low carbohydrate high protein).

Na podstawie otrzymanych obrazow MR oceniano zmiang powierzchni lewej
komory w czasie, co pozwalato wyznaczy¢ tzw. krzywa cyklu serca, na podstawie
ktoérej wyznaczano nastgpnie: frakcje wyrzutowa, objeto$¢ wyrzutowa, rzut serca,
objetos¢ koncowo-skurczowg 1 koncowo-rozkurczowg oraz kinetyke wyrzutu 1 kinetyke
napetniania komory. Po wykonaniu serii pomiaréw dla czynnos$ci serca w warunkach
podstawowych, wykonywano test stymulacji dobutaming w zakresie dawek niskich oraz
wysokich. Powtarzano pomiar czynno$ci serca w trakcie najsilniejszej odpowiedzi
chronotropowej, a z uzyskanych danych do analiz wybierano krzywe cyklu serca
wskazujace na najsilniejszag odpowiedz inotropowa. Uzyskane wyniki pozwolity: (1)
okresli¢ protokot stymulacji dobutaming w zakresie dawki niskiej oraz wysokiej
w iniekcji  dootrzewnowej podczas obrazowania MR czynno$ci serca myszy (2)
scharakteryzowac postep kardiomiopatii rozstrzeniowej U myszy Tgaq*44 na réznym

etapie patologii ze wzgledu na zmiany podstawowe] czynnos$ci serca oraz czynnosci
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serca w warunkach narastajgcej stymulacji B-adrenergicznej (3) oceni¢ zmiany
czynno$ci serca w mysim modelu miazdzycy rozwijajacej si¢ spontanicznie oraz
przyspieszonej przez diet¢ LCHP. Zmiany czynnos$ci serca w modelu Tgoq*44 ujawnity
wczesny wzrost kinetyki rozkurczowej u myszy 6 miesiecznych, uposledzenie rezerwy
rzutu serca w wieku 8 miesigcy oraz uposledzenie kinetyki skurczowo rozkurczowej
na kolejnych etapach rozwoju niewydolno$ci serca w wieku 12 miesigcy. P6zne zmiany
upos$ledzenia czynnosci serca U myszy Tgaq*44 dotycza uposledzenia frakcji 1 objetosci
wyrzutowej w wieku 15 miesiecy, a w kolejnym etapic zdekompensowanej juz
niewydolnosci serca uwidoczniono istnienie paradoksalnie niedokrwionych fragmentow
lewej komory i silne zaburzenia globalnej czynnosci w odpowiedzi na wysoka dawke
dobutaminy. Obserwowane zmiany czynno$ci serca w grupie kontrolnej wskazywaty
natomiast na charakterystyczne cechy rozstrzeni 1 zaburzen napetniania dla
zaawansowanego wieku. Zmiany czynnosci podstawowej serca obserwowane w modelu
myszy rozwijajacych miazdzyc¢ dotyczyly istotnie zwigkszonego rytmu serca oraz

spadku objetosci p6zno rozkurczowej i objetosci wyrzutowej w obu badanych grupach

apOE/LDLR_/_, Z jednoczesnym istotnym spadkiem objetosci koncowo-skurczowej

jedynie w grupie myszy apoE/LDLR_/_ karmionych diety LCHP. Stymulacja
dobutaming pozwolita wykluczy¢ stany istotnego niedokrwienia w sercu,

a jednoczes$nie wykazata silng rezerwe inotropowa proporcjonalng do uzytej dawki
dobutaminy, wskazujacg na prawidlo zachowang czynnos$¢ skurczowa lewej komory.
Catkowity brak rezerwy chronotropowej w grupie myszy apoE/LDLR_/_ karmionych
dieta LCHP sugeruje wyrazne upo$ledzenie perfuzji naczyn wiencowych i wzmozong
aktywacje¢ sympatycznego ukladu nerwowego (wzrost st¢zenia katecholamin we krwi).
Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolity:

- opracowac protokot badania in vivo czynnosci serca myszy na réoznych etapach
niewydolnos$ci serca z wykorzystaniem testu stymulacji f-adrenergicznej

- oceni¢ zmiany czynnosci podstawowej oraz rezerwy chronotropowej,
rozkurczowej i skurczowej serca w unikatowym modelu niewydolno$ci serca u myszy
Tgog*44 w trakcie progresji niewydolnosci serca

- oceni¢ zmiany czynnosci podstawowej oraz  rezerwy chronotropowej

rozkurczowej 1 skurczowej u myszy apoE/LDLR'/' rozwijajacych miazdzyce
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spontanicznie badz dodatkowo z przyspieszonym rozwojem patologii poprzez diete
LCHP.

W sumie opisane w tej rozprawie zaburzenia podstawowej czynno$ci mig¢$nia
sercowego oraz uposledzona rezerwa czynnos$ciowa zaréwno u myszy Tgoaq*44, jak
i umyszy apoE/LDLR™ dobrze odzwierciedla zmiany obserwowane w toku rozwoju
niewydolno$ci serca u ludzi. Zastosowanie opracowanej metodyki badawczej oraz
mysich modeli niewydolnosci krazenia (myszy Tgaq*44 1 apoE/LDLR'/‘) mogloby by¢
przydatne w badaniu mechanizméw odgrywajacych role w progresji niewydolnosci

serca u ludzi i w badaniach skutecznosci nowych terapii niewydolnosci serca.
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Abstract

Heart Failure development may be a direct effect of pathological changes in the
heart structure or cardiac function or may be an indirect effect of systemic pathological
processes that influence the heart and lead to cardiac remodelling with the subsequent
development of the heart failure. In both cases there is a progressive impairment of
systolic and diastolic cardiac function and activation of mechanisms that allow the heart
to adapt for pathological condition and maintain its function preserved as long as
possible. Slowly progressive changes in the cardiac function at early stages of the heart
failure are difficult to assess in patients due to lack of symptoms. Detailed studies on
the heart failure and its mechanisms are possible however with the use of murine
models of various pathologies.

The aim of this work was to develop a dobutamine stress test protocol for cardiac
magnetic resonance imaging (MRI) in mice in vivo and its application to the
characterization of two different murine models of heart failure: Tgag*44 mice that
develop dilated cardiomyopathy and apoE/LDLR” mice at the advanced stage
of atherosclerosis when fed standard (apoE/LDLR-/-S) or Low Carbohydrate High
Protein diet (apoE/LDLR”LCHP).

Cardiac function of the control and Tgag*44 mice at the advanced stage of heart
failure was measured in vivo using cine FLASH MRI (Bruker 4,7 T) at rest and under
B-adrenergic test (dobutamine). Based on cardiac cycle curve fallowing parameters were
obtained Ejection Fraction, Cardiac Output, Stroke Volume, End Systolic Volume and
End Diastolic Volume. For determination of appropriate doses of dobutamine in the i.p.
injection during MRI protocol, 5 different doses were injected i.p. in the range from
0,15 mg/kg to 20 mg/kg.

Low and high dobutamine doses that uncovered cardiac inotropic changes and
gave reproducible results, were: 0,5 and 5 mg/kg. These doses were applied to the
characterization of cardiac changes in Tgag*44 mice (at 4, 8 and 12 months of age) and
in apoE/LDLR” mice at the advanced stage of atherosclerosis (when fed standard
or after two months of LCHP diet).

Results presented in this work confirmed previous data about resting cardiac
function in Tgag*44 mice and extended them. There was: increased filling rate
in Tgag*44 mice at the age of 6 months and decreased ejection rate, filing rate and

ejection fraction at the age of 16 months and uncovered lack of cardiac chronotropic
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reserve at the age of 8 months, then cardiac systolic and diastolic kinetic deterioration
at the age of 12 months of age. Further changes involved decreased ejection fraction
and stroke volume (at the age of 15 months of age), and then, at the decompensation
stage of disease (16-18 months of age): low and high dose of dobutamine uncovered
cardiac ischemic response. Obtained results suggest profound influence of diastolic
function at early stage in Tgag*44 mice that proceed contractility impairment
and cardiac decompensation in course of the development of dilated cardiomyopathy
and successive exhaustion of cardiac chronotropic and inotropic reserve, with secondary
impairment of coronary perfusion that leads to a typical ischemic dobutamine response.

Changes in cardiac function as regards apoE/LDLR” mice were as follows:
accelerated heart rate, decreased end diastolic volume and decreased stroke volume.
ApoE/LDLR™ mice on LCHP diet had additionally decreased end systolic volume.
Dobutamine stress test confirmed preserved contractility (as decreased end systolic area
and increased fractional area change) and uncovered lack of slice cardiac output
in apoE/LDLR™S and apoE/LDLR”'LCHP mice with lack of chronotropic reserve only
in the latter group.

In conclusion, MRI based methodology for the assessment of cardiac function
using i.p. low and high dobutamine dose stress test allowed for better characterization
of cardiac function in heart failure in Tgag*44 mice developing dilated cardiomyopathy
and apoE/LDLR™ with advanced atherosclerosis then basal cardiac assessment neither
assessment based on one dose. This experience may be well used in future experimental
studies to explore cardioprotective therapies and mechanism of heart failure

progression.
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