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Streszczenie

Doswiadczenia przedkliniczne na zwierzetach eksperymen-
talnych sa nieodzownym elementem badania skutecznosci
i bezpieczenstwa zardéwno nowych technologii medycznych
i farmakologicznych, jak i procedur leczniczych. Model niedo-
krwienia miesnia sercowego u myszy, ktérego istotg jest selek-
tywne, chirurgiczne zamkniecie gatezi zstepujacej lewej tetni-
cy wiehcowej, jest modelem znanym, jednakze w dostepnym
pismiennictwie metoda ta nie jest opisywana na tyle doktad-
nie, aby podczas pierwszych doswiadczen uzyskaé¢ zamierzo-
ny efekt. Techniczne aspekty s3 czesto pomijane lub opisane
bardzo enigmatycznie, uniemozliwiajac osiggniecie powtarzal-
nego wyniku. Dlatego tez celem niniejszego opracowania jest
opisanie technicznych zagadniefi przeprowadzenia zabiegu
podwigzania LAD u myszy wraz ze wskazaniem btedéw, powi-
ktan oraz trudnosci chirurgicznych.

Stowa kluczowe: zawat miesnia sercowego, zwierzecy model
doswiadczalny.

Wstep

Doswiadczenia przedkliniczne na zwierzetach ekspery-
mentalnych s3 nieodzownym elementem badania skutecz-
nosci i bezpieczefstwa zaréwno nowych technologii me-
dycznych i farmakologicznych, jak i procedur leczniczych.
Na przestrzeni lat opracowano wiele modeli zwierzecych
imitujacych patologie cztowieka po to, by méc sprawnie
i wiarygodnie oceni¢ efekt nowo wprowadzanej terapii.
W chorobach serca i naczyh wykorzystywane sg zaréwno

Abstract

Cardiovascular research on myocardial physiology is often ba-
sed on animal models of heart ischaemia. The model of left
anterior descending (LAD) ligation in the mouse has been wi-
dely used to test various experimental hypotheses. However,
there are significant discrepancies among studies not only in
terms of technical aspects of the model, but more importantly,
in early and late outcomes. Moreover, there is no step-by-step
guide on how to create the model, avoid difficulties, pitfalls
and technical hazards, and thus minimize early and late mor-
tality. This paper is intended to serve as a reference for cardio-
vascular laboratories wishing to successfully start and main-
tain a reliable and reproducible model of LAD ligation in mice.
Key words: myocardial infarct, research animal model.

duze zwierzeta doswiadczalne (Swinia, owca), szczegdlnie
przydatne w modelach stworzonych na potrzeby testowania
nowych technologii medycznych (urzadzenia wspomagaja-
ce prace lewej komory, zastawki serca), jak i mate zwierzeta
doswiadczalne (szczury, myszy). Mate zwierzeta doswiad-
czalne oferujg niezwykle szerokie mozliwosci badawcze,
poczawszy od doswiadczen z farmakoterapii poprzez mo-
dele cukrzycy, hipercholesterolemii az od genetycznie mo-
dyfikowanych zwierzat pozwalajacych na zaawansowane
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transgeniczne przeszczepy tkanek i narzadéw. Ponadto
oczywista zaleta pozostanie nieskomplikowana i relatyw-
nie niskokosztowa hodowla, a takze krétki okres rozrodczy
(10 tygodni) oraz tylko 19-dniowy czas rozrodu.

Na potrzeby doswiadczen zwigzanych z naprawa i od-
budowa niedokrwionego miesnia sercowego materiatem
biologicznym pochodzacym od cztowieka, konieczne jest
zastosowanie skutecznego i powtarzalnego modelu za-
watu serca u zwierzecia genetycznie zmodyfikowanego.
Model mysi, ktorego istotg jest selektywne, chirurgiczne
zamkniecie gatezi zstepujacej lewej tetnicy wieficowej, jest
modelem uznanym, o potwierdzanej wielokrotnie efek-
tywnosci [2-15]. Jednakze w dostepnym pismiennictwie
metoda ta nie jest opisywana na tyle doktadnie, aby pod-
czas pierwszych doswiadczeh uzyska¢ zamierzony efekt.
Techniczne aspekty sa czesto pomijane lub opisane bardzo
enigmatycznie, uniemozliwiajac osiagniecie powtarzalnego
wyniku. Dlatego tez celem niniejszego opracowania jest
opisanie technicznych zagadnien przeprowadzenia zabiegu
podwiazania LAD u myszy wraz ze wskazaniem btedéw, po-
wiktan oraz trudnosci chirurgicznych. Uwagi o szczegélnym
znaczeniu oznaczono graficznie (UWAGA -), wskazujac
jednoczesnie spos6b rozwigzania problemu.

Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie z Ustawg o do-
Swiadczeniach na zwierzetach z dnia 21 stycznia 2005 r.
i za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej Slgskiego Uniwersyte-
tu Medycznego w Katowicach. W doswiadczeniach wyko-
rzystano samce myszy szczepu C57BL/6 (masa ciata Sred-
nio 21,5 g). Wstepnie zwierzeta znieczulano wziewnie przy
uzyciu izofluranu w stezeniu 3,5% w komorze do znieczulen
(VevoAnesthesia System — VAS). Komora VAS jest prostym
urzadzeniem, zbudowanym z przezroczystego materiatu
z podajnikiem gazu anestezjologicznego. VevoAnesthesia
System jako element systemu Vevo jest wygodnym w za-
stosowaniu udogodnieniem umozliwiajagcym bezstresowe
dla zwierzecia, szybkie wprowadzenie w stan znieczulenia.
Jednakze w przypadku ograniczonego budzetu mozliwe jest
wykonanie podobnego urzadzenia samodzielnie.

Intubacja

Intubacja myszy nie nastrecza trudnosci, gdy opanowa-
ne zostana jej podstawy. Konieczna jest mata, zakrzywiona
peseta (jako laryngoskop) oraz wenflon o rozmiarze 20G,
najlepiej przyciety do dtugosci ok. 2,5 cm (rurka intuba-
cyjna). Dobrze mie¢ takze stepiong igte do tegoz wenflonu
(20G), ktoéra stuzyc bedzie jako prowadnica rurki intubacyj-
nej. Rurke intubacyjna naktadano na prowadnice tak, aby
kohcoéwka igty nieznacznie wystawata.

Znieczulong mysz uktadano na grzbiecie, opierajac jej
potylice na zwinietym gaziku celem odgiecia gtowy. Roz-
wierano jame gebowg palcami i utrzymywano ja w tej
pozycji, zaktadajac za gérne siekacze umocowang do sto-
tu operacyjnego gumke. Skierowywano Swiatto lampy na
szyje myszy. Uwidocznienie wejscia do krtani uzyskiwano
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poprzez odsuniecie jezyka na bok pesetg anatomiczna trzy-
mana w jednej dtoni. Jednoczesnie stosowano lekki ucisk
szyi palcem tej samej dtoni. W momencie rozwarcia szpary
gtosni wprowadzano do tchawicy trzymang w drugiej dtoni
prowadnice z rurka intubacyjna. Koniec rurki powinien sie
znajdowac ok. 0,5 cm ponizej wejscia do krtani.

Kolejnym krokiem byto podtaczenie do rurki intubacyj-
nej zestawu do wentylacji i sprawdzenie, poprzez obser-
wacje ruchéw klatki piersiowej, czy jej potozenie jest pra-
widtowe. UWAGA > Ze wzgledu na krétki czas dziatania
izofluranu istotne jest wczesniejsze skompletowanie zesta-
wu intubacyjnego i odpowiednie jego utozenie — laryngo-
skop po jednej, a prowadnica z rurka intubacyjna po drugiej
stronie stolika operacyjnego. Takie ustawienie narzedzi po-
zwala operatorowi na swobodne ich pobieranie i odktada-
nie bez koniecznosci odrywania wzroku od myszy. UWAGA
-> Zaraz po weryfikacji potozenia rurki intubacyjnej trzeba
ja zabezpieczy¢, przyklejajac do stotu operacyjnego, by nie
ulegta przypadkowemu przesunieciu podczas zabiegu chi-
rurgicznego.

Wentylacja

Sztuczna wentylacje prowadzono przy uzyciu systemu
MiniVent Model 845 (Harvard Apparatus, USA), z standar-
dowymi parametrami czestosci oddechéw 120/min i obje-
tosci oddechowej 200-250 pl, z zastosowaniem wziewnego
znieczulenia izofluranem w stezeniu 1,5%. Aparat MiniVent
pozwala na prowadzenie mechanicznej wentylacji matych
zwierzat (mysz, szczur) z objetoscig wdechowg 30-350 pl
z czestoscig 60-400 oddechéw/min.

Tak przygotowane zwierze spoczywa na stoliku opera-
cyjnym, najlepiej podgrzewanym, by utrzymac temperatu-
re ciata na poziomie 37 +1°C. Stoty operacyjne dla matych
zwierzat doswiadczalnych znajduja sie w ofercie wielu
znanych producentéw (Harvard Apparatus, Holliston, USA).
Jednakze ze wzgledéw ekonomicznych postanowilismy zle-
ci¢ wykonanie takiego urzadzenia firmie polskiej na pod-
stawie opracowanych przez nasz zespét specyfikacji. Tak
powstaty produkt w zupetnosci spetnia oczekiwania, ponie-
waz umozliwia przeprowadzanie operacji na matych zwie-
rzetach (mysz, szczur) z mozliwoscig regulacji temperatury
w zakresie 20-80°C oraz regulacji pochylenia platformy ro-
boczej we wszystkich kierunkach.

Zabieg chirurgiczny

Po wczesniejszym wygoleniu lewej strony klatki piersio-
wej w odlegtosci ok. 2 mm od mostka wykonywano skosne
ciecie o dt. 8 mm w kierunku lewego barku na wysokosci
3. lub 4. przestrzeni miedzyzebrowej (ryc. 1.) Po uwidocz-
nieniu duzego, powierzchownego naczynia zylnego prze-
biegajgcego rownolegle do mostka, ok. 3 mm od jego lewej
krawedzi, a takze powiezi (przezroczystej, cienkiej btonki)
wraz z miesniem piersiowym wiekszym, preparowano oko-
lice, oddzielajac tenze miesieh w kierunku bocznym, nie
nacinajac go, co pozwalato na mato traumatyczne dotar-
cie do gtebszej warstwy miesni klatki piersiowej. Kolejno,
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Ryc. 1. Zaintubowana mysz przygotowana do zabiegu chirurgicz-
nego podwigzania LAD (miejsce naciecia skory)

delikatnymi ruchami pesetg anatomiczna, nad gérnym
brzegiem 3. lub 4. Zzebra docierano do optucnej sciennej,
ktéra nozyczkami chirurgicznymi przecinano, wchodzac
bezposrednio do lewej jamy optucnej. Optucng nacinano
na odcinku ok. 5 mm, kierujac sie przysrodkowo do lewego
brzegu mostka (uwaga na tetnice piersiowa wewnetrzna
lewq). Do odsuwania zeber i dobrego wgladu w jame klat-
ki piersiowej uzywano rozwieracza do naczyh wieficowych
stosowanego u ludzi (Coronary Artery Retraction Clip, Sur-
ge Cardiovascular, USA). Po odnalezieniu i odsunieciu do
dotu lewego ptuca, lekko z zewnatrz uciskajac klatke pier-
siowa, uwidaczniano przednio-boczna sciane lewej komory
otoczong cienkim, przezroczystym workiem osierdziowym.
W celu doktadnej lokalizacji gatezi zstepujacej przedniej
(ang. left anterior descending — LAD) istotne byto odnale-
zienie uszka lewego przedsionka, spod ktérego wyraznie
widoczny byt proksymalny odcinek LAD. Gataz zstepujaca
przednig uwidaczniano na przedniej powierzchni serca jako
pulsujaca jasna smuge, biegnaca posrodkowo w kierunku
koniuszka serca. W kolejnym etapie, po wzglednym ustabi-

Ryc. 2. Serce myszy po podwigzaniu LAD, kontrolne podanie kon-
trastu in vivo; RA — prawy przedsionek, LA — lewy przedsionek,
LV — lewa komora
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lizowaniu serca pomiedzy palcami operatora, podktuwano
i podwigzywano LAD 1-2 mm ponizej uszka lewego przed-
sionka przy uzyciu nici polipropylenowej (Prolene 8-0, Ethi-
con). Potwierdzeniem catkowitego zamkniecia naczynia
byta natychmiastowa zmiana koloru (zbledniecie) obszaru
lewej komory zaopatrywanego przez LAD (ryc. 2.). Jame klat-
ki piersiowej doktadnie osuszano z krwi gazikami, odme
niwelowano, uciskajac klatke piersiowa i niejako ,,wyciska-
jac” powietrze w niej zawarte. Zaniechanie tych czynnosci
skutkowato pojawianiem sie duzych artefaktéw w pdzniej-
szym kontrolnym badaniu echokardiograficznym. Sciane
klatki piersiowej zamykano poprzez zblizenie 3. i 4. ze-
bra dwoma szwami (Prolene 5-0, Ethicon). Warstwe mies-
ni zamykano standardowo przy uzyciu polipropylenowego
szwu (Prolene 8-0, Ethicon). Miejscowo znieczulano mies-
nie i tkanke podskérna 1-procentowym roztworem ligno-
kainy (ok. 1-2 krople). Skére zszywano pojedynczymi, 5 lub
6 szwami tego samego rozmiaru. Zwierze wybudzano i po
uzyskaniu pewnosci powrotu wtasnego oddechu ekstubo-
wano. Sredni czas trwania zabiegu wynosit 20 min.

Okres pooperacyjny

W okresie pooperacyjnym umieszczano zwierze w 0sob-
nej klatce z petnym dostepem do pokarmu i wody do czasu
powrotu petnej ruchomosci zwierzecia.

Ocena ultrasonokardiograficzna

Zwierzeta poddawano 21-dniowej obserwacji, w czasie
ktérej wykonywano przezklatkowe badanie echokardiogra-
ficzne wg schematu: 7, 14 i 21 dniu po zabiegu.

Niestety, wykonanie badania echokardiograficznego
u przytomnego zwierzecia jest niemozliwe, dlatego tez
przed jego wykonaniem zwierzeta znieczulano izofluranem
o stezeniu 3% w komorze do znieczulen (VevoAnesthe-
sia System), a nastepnie umieszczano na platformie VAS
z mozliwoscig odczytu EKG i kontynuowano wziewne znie-
czulenie izofluranem w stezeniu 1,5% (ryc. 3.). Platforma
VAS jest integralnym elementem systemu VAS i pozwala
na bezpieczne wykonanie badania echokardiograficznego
u matych zwierzat doswiadczalnych (nalezy uwazaé przy
zakupie — s3 dwie wersje w zaleznosci od gatunku zwie-
rzat). Platforma jest podgrzewana i wyposazona w elektro-
dy do odczytu EKG. Jest ona réwniez zespolona z ramie-
niem podtrzymujacym gtowice echokardiograficzna, co
umozliwia odpowiednie ustawienie zwierzecia, wykonanie
precyzyjnych pomiaréw podczas badania ultrasonograficz-
nego oraz eliminuje efekt drzenia reki badacza. Podczas ba-
dania monitorowana jest réwniez temperatura zwierzecia
przy uzyciu sondy doodbytniczej.

Badanie echokardiograficzne wykonywano za pomoca
aparatu Vevo® 2100 Imaging System (VisualSonics, Toron-
to, Kanada) wyposazonego w gtowice MS400 o rozdzielczo-
$ci 30 MHz. Klatke piersiowg oczyszczano z siersci, aby zmi-
nimalizowac¢ zaktocenia sygnatu. Po 15-minutowym okresie
adaptacji uktadu krazenia wykonywano badanie echokar-
diograficzne. Z uwagi na charakter doswiadczenia wyko-
nywano konwencjonalne (B-mode oraz M-mode) pomiary
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Ryc. 3. Platforma do wykonywania badania UKG z mozliwoscia
odczytu EKG z odprowadzen koficzynowych

funkcji i wymiaréw lewej komory serca (ang. left ventricle -
LV) w projekcji przymostkowej w osi dtugiej (ang. paraster-
nal long axis view — PLAX) i oznaczono wymiar wewnetrzny
lewej komory w skurczu (ang. left ventricle internal diameter
in systole — LVIDs) oraz w rozkurczu (ang. left ventricle inter-
nal diameter in diastole — LVIDd). W osi krotkiej (ang. para-
sternal short axis view — PSAX) oznaczono LVIDd, LVIDs oraz
dodatkowo grubos¢ sciany przedniej LV w skurczu (ang. left
ventricle anterior wall in systole — LVAWSs) oraz w rozkurczu
(ang. left ventricle anterior wall in diastole — LVAWd). Za po-
moca specjalistycznego oprogramowania VevoStrain oce-
niano réwniez predkosé (ang. velocity), odksztatcenie (ang.
strain), przemieszczenie (ang. displacement) oraz tempo
odksztatcenia (ang. strainrate) w trzech kierunkach defor-
macji miesnia sercowego: w przekroju podtuznym wzdtuz
osi dtugiej (ang. longitudinal) oraz wzdtuz promienia (ang.
radial) (ryc. 4A), a w przekroju poprzecznym wzdtuz promie-
nia (ang. radial) oraz wzdtuz obwodu (ang. circumferential)
(ryc. 4B). Dla kazdej wielkosci zapisywano wynik w postaci
obrazu, pliku wideo oraz wykresu (ryc. 5).

Wykorzystujac funkcje oprogramowania time to peak
(z ang. czas potrzebny do uzyskania maksymalnej warto-
5ci), oceniano synchroniczng zmiane dtugosci, Srednicy
oraz grubosci sciany miokardium w 6 réznych segmentach
w przekroju poprzecznym (1 — $ciana przednia, 2 — Sciana
boczna, 3 — sciana tylna, 4 — sciana dolna, 5 — tylna czesé
przegrody miedzykomorowej, 6 — przednia czes¢ przegrody
miedzykomorowej) i podtuznym lewej komory (Sciana tyl-
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Ryc. 4A-B. Kierunki deformacji miesnia sercowego. A. Przekréj po-
dtuzny LV. B. Przekréj poprzeczny LV

na: 1 — czes¢ przypodstawna, 2 — czes¢ srodkowa, 3 — czesé
koniuszkowa; sciana przednia: 4 — cze5¢ przypodstawna, 5
— czes¢ srodkowa, 6 — czesé koniuszkowa) (ryc. 6A-B). Dla
kazdego segmentu oceniano 4 parametry: predkos¢ (ang.
velocity), przemieszczenie (ang. displacement), odksztatce-
nie (ang. strain) oraz tempo odksztatcenia (ang. strainrate)
i zapisywano w formie tabeli, diagramu i wykresu (ryc. 7).

Ocena histopatologiczna

W 28. dobie zwierzeta poddawano eutanazji i eks-
plantowano serca. Przed pobraniem serca wstepnie per-
fundowano 1-procentowym roztworem formaliny poprzez
wsteczne bezposrednie podanie do aorty piersiowej przy
uzyciu dozylnego cewnika o rozmiarze 24G. Wykonane pre-
paraty wybarwiano standardowo hematoksyling i eozyna
(H+E) oraz wykonywano barwienie tréjbarwne zrebu tacz-
notkankowego wg Massona.

Wyniki

Wykonano tacznie 77 zabiegdw podwigzania LAD u my-
szy. Poczatkowo wysoka $miertelnos¢ (90%) w ciagu pierw-
szych 3 miesiecy wigzano z brakiem doswiadczenia w wy-
konywaniu intubacji oraz procedur mikrochirurgicznych.
W kolejnych miesigcach smiertelnos¢ spadta do 40%.

Ocena ultrasonokardiograficzna

W badaniu UKG potwierdzono uposledzenie kurczli-
wosci miesnia lewej komory w regionie dystrybucji gatezi
zstepujacej przedniej zarowno w przekroju podtuznym, jak
i poprzecznym. Obserwowano obnizanie frakcji wyrzutowej
lewej komory (ang. left ventricular ejection fraction — LVEF)
7 47% do 33% (> 10% wyjsciowe] wartosci) i Sciefczenie
przedniej Sciany oraz okolicy koniuszka lewej komory.
W projekcji B-mode w przekroju podtuznym obserwowano
poszerzanie jamy LV i powstawanie tetniaka okolicy ko-
niuszka LV zalezne od czasu obserwacji (ryc. 8.) oraz obni-
zanie grubosci wolnej Sciany LV z towarzyszacym kompen-
sacyjnym przerostem miokardium nieobjetego zawatem
w przekroju poprzecznym LV. W analizie odksztatcen wyka-
zano zmiany stopnia odksztatcenia, tempa odksztatcenia,
predkosci i przemieszczenia segmentéw przykoniuszko-
wych w osi podtuznej LV, co Swiadczy o asynchronii skurczu
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Ryc. 5. Odksztatcenie dla poszczegélnych segmentéw LV w przekroju podtuznym

A B
Ryc. 6A-B. Podziat LV na segmenty. A. Przekrdj podtuzny LV. B.
Przekréj poprzeczny LV

segmentéw komory objetych niedokrwieniem. Analiza time
to peak réwniez potwierdzita zmiany zachodzace w seg-
mentach przykoniuszkowych i wolnej sciany lewej komory.

Ocena histopatologiczna

Przebadano histopatologicznie 25 serc mysich. Po 28
dniach od chirurgicznej okluzji tetnicy wiehcowej uwi-
doczniono cechy przebytego zawatu, zapalenia miesnia
sercowego oraz wczesnej kardiomiopatii niedokrwiennej.
W interpretacji brano pod uwage obecnos¢ blizny taczno-
tkankowej (ryc. 9. i 10.), waskularyzacji, naciekéw zapal-
nych (ryc. 11.) oraz przerostu kardiomiocytéw. W 14 przy-
padkach potwierdzono przebyty zawat, w 6 nie znaleziono
cech zawatu. W 5 przypadkach wtéknienie powierzchowne
i naciek zapalny nasierdzia moga swiadczy¢ o podwiazaniu
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jednej z mniejszych gatezi tetnicy przedniej zstepujacej.
Skutecznos¢ wywotania zawatu potwierdzona w badaniu
histopatologicznym wynosita 56%.

Dyskusja

Koncepcja modelu pozawatowej niewydolnosci serca
u myszy powstata juz w latach 70. ubiegtego wieku [18]
i byta doskonalona indywidualnie przez réznych badaczy
przez lata. Obecnie brakuje kurséw doskonalgcych dla
chirurgbw wykonujacych doswiadczenia na zwierzetach,
a w obszernym pismiennictwie [2, 3, 5, 6, 9-12, 14-16, 18] nie
podano opisu kazdego kolejnego etapu wykonywania pro-
cedury zamkniecia LAD na tyle doktadnego, aby pierwsze
préby wykonania eksperymentu zakofczyty sie sukcesem.

Ze wzgledu na mate rozmiary, tatwos¢ hodowli, krot-
ki okres rozrodczy i krétki okres ciazy w doswiadczeniach
dtugoterminowych najczesciej wykorzystywane sa szczury
i myszy. Istotna przewaga myszy nad szczurami jest wiek-
sza mozliwos¢ pozyskiwania szczepdw transgenicznych
[16]. Obecnie dostepnych jest wiele szczepéw tych labora-
toryjnych zwierzat, a chéw wsobny pozwala unikna¢ réznic
wynikajacych z naturalnej zmiennosci pomiedzy osobnika-
mi, co zapewnia powtarzalnos¢ i wiarygodnos¢ wynikéw.
Szczep C57BL/6 jest najbardziej rozpowszechnionym szcze-
pem wsobnym. Myszy tego szczepu wykorzystywane sa
do celéw doswiadczalnych w pracach badawczych doty-
czacych rozwoju, zmian sercowo-naczyniowych, cukrzycy,
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Ryc. 7. Funkcja time to peak dla odksztatcenia LV w przekroju poprzecznym

e
- -

Ryc. 9. Obraz histopatologiczny przekroju poprzecznego LV; petno-  Ryc. 10. Obraz histopatologiczny przekroju poprzecznego LV; blizna
Scienna blizna tacznotkankowa; pow. 10x, Masson tacznotkankowa z wytworzeniem tetniaka LV; pow. 20x, Masson
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Ryc. 11. Obraz histopatologiczny przekroju poprzecznego LV; na-
ciek zapalny; pow. 40x, H+E

otytosci, genetyki, immunologii, neurobiologii oraz zabu-
rzen czuciowo-nerwowych, poniewaz majg podobny do
ludzkiego uktad rozrodczy, nerwowy, sercowo-naczyniowy
i cierpia z powodu takich samych choréb, np. nowotwo-
row czy cukrzycy. Hodowla tego odpornego na powstawa-
nie guzéw nowotworowych szczepu nie jest wymagajaca,
charakteryzuje sie réwniez niskimi kosztami utrzymania
w poréwnaniu z innymi gatunkami. Ponadto opisywana
dtugos¢ zycia tych zwierzat przekracza przecietna dla obu
ptci (> 600 dni w standardowych warunkach). Jest to szczep
wykorzystywany takze jako baza do pozyskiwania innych
szczepdw zardwno z wyindukowanymi, jak i spontaniczny-
mi mutacjami [17]. Mysz stanowi dobry model proceséw
chorobowych ludzi réwniez ze wzgledu na bardzo podobng
budowe DNA i podobna ekspresje genéw, gdyz 98% gendw
obecnych u ludzi ma swoje odpowiedniki u myszy.

Juz na etapie przygotowania zwierzecia do zabiegu
chirurgicznego nalezy zwréci¢ uwage na kilka elementéw.
Jednym z bardziej istotnych jest utrzymanie statej tempe-
ratury ciata na poziomie 36 +1°C, gdyz myszy Zle toleruja
temperatury < 35°C (bradykardia), zwtaszcza ze podczas
procedury pozbawiamy zwierzeta ich naturalnego izolatora
na ok. 20% powierzchni ciata.

Kolejnym etapem jest znieczulenie. Nalezy rozréznic
znieczulenie dootrzewnowe i wziewne. Tutaj rodzaj i dawki
lekéw powinny by¢ optymalizowane dla danego laborato-
rium badawczego, poniewaz w dostepnym pismiennictwie
nie ma ustalonej jednej, powtarzalnej dawki dla ketaminy,
ksylazyny i pentobarbitalu (najczesciej uzywanych lekéw po-
dawanych dootrzewnowo), a rozpietosé dawki leku w mg na
kg m.c. jest na tyle duza (dla ketaminy 50-150 mg/kg m.c.,
dla ksylazyny 5-20 mg/kg m.c. [19], a dla pentobarbitalu
33-100 mg/kg m.c. [2, 5, 6, 20, 21]), ze na etapie wyboru,
przed jakim staje badacz, decyzja moze by¢ trudna. W przy-
padku znieczulenia wziewnego dawka izofluranu zostata
ustalona na 3,5-4% w komorze do znieczuleh oraz 1-2%
po intubacji dotchawiczej [3, 7, 9, 16, 22]. Rozpietos¢ dawek
lekéw wynika nie tylko z rodzaju procedury diagnostycz-
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nej lub chirurgicznej i przewidywanego czasu jej trwania
(np. krotkie ok. 10-minutowe znieczulenie do badania echo-
kardiograficznego i dtuzsze, trwajace 20-30 min, do zabie-
gow na otwartej klatce piersiowej), ale jest takze uzaleznio-
na od réznej wrazliwosci na leki poszczegélnych szczepéw
myszy i wywotanego efektu znieczulenia badZ jedynie
unieruchomienia. W naszym laboratorium w poczatkowym
etapie podawano ketamine i ksylazyne w dawce odpowied-
nio 80 mg/kg m.c. i 5 mg/kg m.c., obserwowano jednak
ich silne dziatanie kardiodepresyjne (spadek akcji serca
z 350-400/min nawet do 150/min), dlatego w kolejnych do-
Swiadczeniach leki te podawane byty dopiero po wykona-
niu badania echokardiograficznego, chronigc w ten sposéb
serce przed ich negatywnym dziataniem. Po zaintubowaniu
dodatkowo podawano wziewnie izofluran o stezeniu 1,5%,
uzyskujac zaréwno unieruchomienie, jak i brak reakcji na
bodZce bélowe. Ze wzgledu na efekt kardiodepresyjny w ko-
lejnych doswiadczeniach zrezygnowano z podawania keta-
miny z ksylazyna, pozostajac podczas catej procedury tylko
przy znieczuleniu wziewnym z zadawalajacym efektem.

Metoda intubacji wczedniej opisywana przez Tarnav-
skiego [2] i Browna [23], mimo Ze zawierata doktadny opis,
nie uchronita nas od btedéw. Najczesciej dochodzito do
powstawania odmy optucnowej przez zbyt gtebokie poto-
zenie rurki lub intubacji przetyku. Doswiadczenie wynika-
jace z wielu préb, w potgczeniu z dobrze przygotowanym
zestawem narzedzi, pozwalato na sprawne i skuteczne
przeprowadzanie intubacji. Sposéb intubacji tchawicy
pod kontrola wzroku opisywany przez Kido [7] wymagat
wykonania krétkiego naciecia skoéry szyi i uwidocznienia
tchawicy, co wigzato sie z przedtuzeniem procedury i wpro-
wadzeniem kolejnego miejsca potencjalnej infekcji oraz
mozliwosci uszkodzenia struktur anatomicznych tej okolicy
ciata. Metoda intubacji przy uzyciu narzedzi imitujacych la-
ryngoskop (peseta, szpatutka) wydaje sie bezpieczniejsza,
a przede wszystkim szybsza [23].

Otwarcie klatki piersiowej w 4. przestrzeni miedzyzebro-
we] przeprowadzano w spos6b opisywany wczesniej [2], na-
tomiast kluczowe okazato sie unikanie przecinania migsnia
piersiowego wiekszego, dzieki ktéremu podczas zamykania
klatki piersiowej mozliwe jest utrzymanie jej stabilnosci
i szczelnosci.

Model indukowanej niedokrwieniem przewlektej niewy-
dolnosci serca poprzez podwigzanie LAD jest szeroko stoso-
wany w pracach dotyczacych nie tylko poznania mechani-
zmow powstawania [24]i zapobiegania przebudowie miesnia
sercowego [4, 7, 25], lecz takze préb jej odwrécenia [22]. Inne
metody, wykorzystujace niskie temperatury [9] do wywo-
tywania krétkotrwatego niedokrwienia miesnia sercowego,
stosuje sie raczej do badania nie tyle przewlektej przebudo-
wy miesnia, ile jego reakcji na czasowe niedokrwienie i tzw.
proces uszkodzenia poreperfuzyjnego [2, 5, 9]. Podwiazanie
LAD powoduje trwate, postepujace i nieodwracalne zmiany
funkcjonalne (obnizenie frakcji wyrzutowej, powiekszenie
jamy LV) oraz strukturalne (Scienczenie Sciany LV, powstawa-
nie tacznotkankowej blizny) bedace nastepstwem remode-
lingu. Nalezy pamieta¢, ze naczynia wiehcowe u myszy po-
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toZzone s3 gtebiej w miesnidwce LV, z tego powodu wyznacza
sie na sercu tzw. markery, czyli punkty bedace wskaznikiem
potozenia LAD. W modelu mysim markerem potozenia LAD
jest uszko lewego przedsionka. Ze wzgledu na brak standa-
ryzacji nazw gatezi tetnicy wiencowej lewej Ahn i wsp. [10]
ujednolicili nazewnictwo i ustalili 3 typy zmiennosci anato-
micznej: | typ — trzy niezalezne (L1, L2, L3) gatezie lewoko-
morowe (41,5%) , Il typ — pierwsze dwie (L1-L2, L3) gatezie
odchodzace wspdlnym pniem (35,8%) oraz Il typ — druga
i trzecia (L1, L2-L3) gataz odchodza wspélnym pniem (15,1%)
oraz odlegtosci L1 ok. 2 mm od ujscia LTW (ryc. 12A-C.).
W przypadku 47,2% myszy obserwowano réwniez obecnos¢
gatezi prawokomorowej odchodzacej od LTW. Poznanie
zmiennosci anatomicznej lewej tetnicy wieficowej pozwoli-
to ustali¢ optymalne miejsce podktucia LAD, ktére z jednej
strony spowoduje ostre, ograniczone niedokrwienie miesnia
sercowego, a z drugiej nie przyczyni sie do wstrzasu kardio-
gennego i natychmiastowej smierci zwierzecia. Ustalono, ze
podwigzanie LAD w odlegtosci ok. 2 mm od uszka lewego
przedsionka powinno wywota¢ zawat obejmujacy 40-50%
miesniowki lewej komory [2]. Niepowodzenie procedury
i/lub wysoka smiertelnos¢ okotooperacyjng mozna wigzac
zaréwno ze zbyt wysokim podwigzaniem LAD i wywotaniem
zawatu obejmujacego ponad 50% masy lewej komory, jak
i zbyt dystalnym podwigzaniem skutkujacym z kolei powsta-
niem zawatu o matej powierzchni (< 30% powierzchni LV)
badZ podwigzaniem tylko drobnych odgatezien LAD w miej-
scu mylnie utozsamianym z przebiegiem LTW. Odsetek wy-
wotanych zawatéw w naszym materiale na poziomie 56%
wynikat najpewniej z krzywej uczenia, czego potwierdzeniem
jest wieksza skutecznos¢ wywotania zawatu i przezywalnosé
zwierzat w ostatnich 2 miesigcach wykonywania procedur.
Najczestszym obserwowanym powiktaniem okotooperacyj-
nym pozostawaty zaburzenia rytmu i kurczliwosci. Dwie my-
szy, ktére po zabiegu podwiazania LAD wybudzono i umiesz-
czono w klatkach, znaleziono martwe w 2. dobie po zabiegu,
najprawdopodobniej doznaty rozlegtego zawatu. Oceniono,
Ze juz po 24 godzinach od podwigzania LAD w miesniéwce
LV dochodzi do widocznych w badaniu histopatologicznym
zmian morfologicznych (Scieficzenia wolnej $ciany lewej
komory), po tygodniu mozna za$ wykaza¢ obecnos¢ pet-
nosciennej blizny z obecnoscig widkien kolagenowych [11].
Powodzenie eksperymentu uzaleznione jest nie tylko od
znajomosci anatomii i teoretycznego przygotowania, ale
takze od cierpliwosci i doSwiadczenia operatora, poniewaz
ze wzgledu na rozmiary zwierzecia zabieg chirurgiczny musi
by¢ przeprowadzany w krotkim czasie, delikatnie, ale precy-
zyjnie, bez zbednych, nerwowych ruchéw.

Istotnym postepowaniem w trakcie zamykania klatki
piersiowej okazato sie staranne oczyszczanie jamy optuc-
nej z nagromadzonej krwi i powietrza, ktére moga stac sie
przyczyng powstawania artefaktow podczas pooperacyjne-
go badania echokardiograficznego.

Po zamknieciu klatki piersiowej wazna pozostaje ciagta
obserwacja zwierzecia az do powrotu wtasnego oddechu
i czesto spontanicznej ekstubacji. Ze wzgledu na wystepo-
wanie wsrdd gryzoni zjawiska kanibalizmu nalezy pamietac
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Ryc. 12A-C. Zmiennos¢ anatomiczna przebiegu i odgatezien lewej
tetnicy wiencowej. A. Typ I. B. Typ Il. C. Typ Il

0 umieszczeniu myszy w osobnej klatce do czasu powrotu
petnej Swiadomosci.

W okresie przed- i pooperacyjnym, nieinwazyjnym i tatwo
dostepnym badaniem monitorujagcym zmiany zachodzace
w uszkodzonym miesniu sercowym pozostaje echokardio-
grafia przezklatkowa. Mimo Ze jest to ogélnie dostepna me-
toda oceniajaca funkcje miesnia sercowego, konwencjonalne
pomiary nie wykrywaja wczesnych zmian funkcjonalnych le-
wej komory. Istotna zmiana struktury i funkcji lewej komory
oceniana na podstawie UKG jest manifestacja p6znych zmian
chorobowych. Pomiary LVEF w modelu niewydolnosci serca
czesto bywaja w granicach normy. Dostepne konwencjonalne
techniki (echokardiografia dwu- i tréjwymiarowa, dopplerow-
ska i tkankowa) pozwalajg ocenic funkcje i morfologie uszko-
dzonego niedokrwieniem serca. Natomiast wprowadzona
nowatorska technika obrazowania (ang. strain analysis),
u podstawy ktérej lezy analiza odksztatcen, znaczaco popra-
wita ocene funkgji LV, poniewaz umozliwia wykrycie zmian
wczesniej niz analiza konwencjonalna [1, 26]. Oprogramo-
wanie VevoStrain Software pozwala monitorowa¢ dyskretne
zmiany funkgcji serca i postep remodelingu w modelu niedo-
krwiennej niewydolnosci serca, umozliwiajgc ocene zaréwno
globalnego, jak i regionalnego ruchu wykonywanego przez
Sciane LV. Ocena odksztatcenia moze dotyczy¢ wyznaczone-
go, pojedynczego punktu wsierdzia lub nasierdzia, pojedyn-
czego segmentu badz lewej komory jako catosci.

Nalezy pamigetad, ze istnieje wiele czynnikow, ktére moga
istotnie wptywac na jakos¢ badania echokardiograficznego.
Pierwszy i zarazem najistotniejszy czynnik to sprzet, ktéry po-
winien by¢ przystosowany do pracy z matymi zwierzetami la-
boratoryjnymi. Serce myszy wielkosci ziarenka kawy wazy ok.
2-3 g, bije z czestoscig 480-720 uderzeh/min i cho¢ te warto-
scirozne sa dla ptci, wielkosci czy nawet szczepu, wskazuja, ze
rozdzielczoé¢ aparatu musi by¢ na tyle wysoka, aby umozliwic
doktadne zbadanie zmian morfologicznych i czynnosci serca
tych matych zwierzat. Zgodnie z zasada wieksza czestotli-
wos¢ to takze wieksza rozdzielczos¢, do badania serc mysich
zastosowano gtowice MS400 o rozdzielczosci 30 MHz, ktéra
jest integralng czescig aparatu Vevo® 2100 Imaging System
(VisualSonics, Toronto, Kanada) (dla poréwnania u ludzi wy-
korzystuje sie gtowice o czestotliwosciach 5-15 MHz).

Podobnie jak w przypadku wykonywania procedur chi-
rurgicznych ocena echokardiograficzna wymaga od bada-
cza doswiadczenia. Syed i wsp. [27] podaja, ze wykonanie
co najmniej 75-100 badan pozwala uzyskac obrazy powta-
rzalne pod wzgledem jakosciowym. Pomocne wydaje sie
szkolenie nie tylko w pracowni echokardiograficznej, lecz
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takZe udziat w szkoleniach praktycznych i teoretycznych or-
ganizowanych przez producenta sprzetu.

Metoda obrazowania, ktéra jakoscia, obiektywnoscia, do-
ktadnoscig oceny budowy i funkcji serca oraz powtarzalnoscia
przewyzsza badanie echokardiograficzne, pozostajacg nadal
Lztotym standardem”, jest rezonans magnetyczny (ang. nuc-
lear magnetic resonance — NMR) [1]. Wykonanie tego badania
nie jest obarczone wysokim ryzykiem powiktan, cho¢ wymaga
dostepu do zyty, znieczulenia zwierzecia i jest czasochtonne
(15-30 min). [15] Wysoki koszt, koniecznos¢ posiadania wiel-
kogabarytowej aparatury oraz ztozonos¢ procedury powoduja,
ze badanie to jest trudno dostepne dla wiekszosci badaczy.

Whnioski

Zaprezentowany model zawatu mieénia sercowego po-
zwala uzyska¢ pewny, ograniczony obszar martwicy przy
stosunkowo niskim ryzyku niepowodzenia. Sukces ekspe-
rymentu w duzym stopniu uzalezniony jest od doswiad-
czenia operatora i rzetelnego teoretycznego przygotowania
nie tylko chirurgicznego, lecz takze w dziedzinie opieki ane-
stezjologicznej $r6d- i pooperacyjnej.

Wdrozenie metody oraz wprowadzenie nowoczesnych
metod monitorowania zmian zachodzacych w niedokrwio-
nym miesniu umozliwi opracowanie skutecznej i bezpiecz-
nej metody naprawy niewydolnego, uszkodzonego niedo-
krwieniem serca z wykorzystaniem nowych, optymalnych
i zindywidualizowanych rozwigzah terapeutycznych maja-
cych wptyw na zmniejszenie sie wskaznika Smiertelnosci
z powodu choréb serca i uktadu krazenia.
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