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STRESZCZENIE

W ostatnich latach myszy staty si¢ najczgsciej wykorzystywanymi zwierzgtami laboratoryjnymi w badaniach przedkli-
nicznych. Wraz z rosngcym ich wykorzystaniem takze w badaniach uktadu krazenia (zar6wno w terapiach komorko-
wych regenerujagcych migsien sercowy po zawale, leczeniu niewydolnos$ci serca, jak i w ocenie kardiotoksycznos$ci
lekow) konieczne stato si¢ opracowanie doktadnej metody oceny funkcji serca, ktora rzetelnie mogtaby okresli¢ sku-
teczno$¢ i bezpieczenstwo badanych terapii. Przeniesienie techniki §ledzenia markeréw akustycznych (speckle trac-
king echocardiography — STE) do warunkéw echokardiografii doswiadczalnej pozwala na bardziej rzetelng i wiary-
godng oceng ich skutecznosci i bezpieczenstwa. Pomiary regionalnej deformacji serca uzyskiwane ta metoda sa duzo
bardziej czute i specyficzne niz parametry klasycznej echokardiografii.

Technika STE wydaje si¢ bardzo atrakcyjna metoda, nie jest jednak pozbawiona wad i ograniczen. Analiza obrazow
2D technika STE jest bardzo wrazliwa na artefakty, ktore zacierajac granice wsierdzia, Uniemozliwiaja prawidtowe
$ledzenie markeréw akustycznych. Uzyskanie powtarzalnych obrazéw o dobrej jakosci jest weiaz duzym wyzwaniem,
szczegdlnie w warunkach echokardiografii do§wiadczalnej. W dostepnym piSmiennictwie techniczne i praktyczne
aspekty tego badania sg czgsto pomijane lub opisane bardzo enigmatycznie, a nierzadko to wlasnie one sa podstawa do
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uzyskania zadowalajacych nas obrazow. Dlatego tez celem niniejszego opracowania jest zarowno ocena przydatnosci
nowoczesnych technik echokardiograficznych w warunkach pracowni doswiadczalnej, jak i opisanie technicznych
oraz praktycznych zagadnien przeprowadzenia badania echokardiograficznego u myszy.

SLOWA KLUCZOWE
echokardiografia, technika $ledzenia markerow akustycznych, zwierzgcy model doswiadczalny

ABSTRACT

In recent years, mice have become the most commonly used laboratory animals in preclinical studies. With the
increase in their use also in the study of the cardiovascular system (in heart muscle cell regenerating therapies after
a heart attack, heart failure or assessing the cardiotoxicity of drugs), there was a need to develop accurate methods for
assessing cardiac function, which could reliably determine the efficacy and safety of the studied treatments. The
transfer of speckle tracking technology to echocardiography experimental conditions, allows a more reliable and
credible assessment of the effectiveness of the studied treatments. Measurements of regional deformation of the heart
obtained by this method are much more sensitive and specific than the parameters of classical echocardiography.

Speckle tracking echocardiography (STE) seems to be a very attractive method but it is not devoid of drawbacks and
limitations. Analysis of the 2D STE technique is very sensitive to artifacts, blurring the boundaries that prevent proper
endocarditis tracking speckle. Therefore, obtaining reproducible images of good quality is still a major challenge,
particularly in experimental echocardiography. In the available literature, the technical and practical aspects of this
study are often overlooked or described very enigmatically, and often it is those aspects that are essential to achieve
satisfactory images. Therefore, the aim of this study is to evaluate the usefulness of both modern echocardiographic
techniques in experimental conditions in the laboratory and to describe the technical and practical issues of conducting

echocardiography in mice.
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WSTEP

Postep w medycynie dokonany w ciagu ostatnich lat
zawdzigczamy szczegélnie eksperymentom przepro-
wadzanym na zwierzetach. Dzieki dynamicznemu
rozwojowi szeroko rozumianych nauk biologicznych
wiele chordb udato si¢ wyindukowaé u zwierzat labo-
ratoryjnych, otrzymujgc odpowiednie modele zwie-
rzgee, a wieloletnie badania nad patofizjologia, obja-
wami, naturalnym przebiegiem choroby czy wreszcie
leczeniem przyczynily si¢ do lepszego zrozumienia
istoty wielu schorzen i staly sie¢ fundamentem aktual-
nego stanu wiedzy. Zwierz¢ce modele poszczegolnych
chorob, ktorych celem jest symulacja patologii wyste-
pujacych u cztowieka, staty si¢ wigc podstawa badan
przedklinicznych. Prowadzac badania nad nowymi
metodami naprawy i odbudowy niedokrwionego mie-
$nia sercowego, pracowaliSmy na dobrze funkcjonuja-
cym, powtarzalnym, mysim modelu choroby niedo-
krwiennej serca, polegajacym na chirurgicznym za-
mknigciu galezi przedniej zstepujacej (GPZ) przez
dostep z torakotomii bocznej. Jest to tani i stosunkowo
prosty w wykonaniu model, ktérego efektywnos¢
potwierdzono juz wielokrotnie [1,2,3].

Korzystanie z mysiego modelu wiaze si¢ oczywiscie
Z pewnymi ograniczeniami i trudno$ciami (o ktérych
bedzie mowa w dalszej czeSci artykutu), wynikajacy-
mi m.in. z matych rozmiaré6w myszy oraz ich odmien-
nos$ci anatomicznych i fizjologicznych. Nalezy jednak
pamigta¢, ze modele zwierzece wykorzystywane sa
W badaniach nie dlatego, ze idealnie odzwierciedlajg
procesy fizjologiczne i patofizjologiczne, lecz ze
wzgledu na tatwos¢ ich uzycia — myszy laboratoryjne
sg relatywnie tanie i nieskomplikowane w hodowli,
maja krotki czas rozrodu (16-22 dni) i liczne potom-
stwo (6-12), ich genom jest bardzo podobny do ludz-
kiego, a procesy biologiczne u myszy i cztowieka sa
na tyle podobne, Ze mozna je porownywac.

Dzigki rozwojowi biologii molekularnej, ktéra pozwo-
lita na ingerencj¢ w mysi genom, powstaty szczepy
transgeniczne, oferujace niezwykle szerokie mozliwo-
$ci badawcze. Doskonale nadaja si¢ do badan choréb
metabolicznych, biologii nowotworéw, farmakoterapii
czy terapii komoérkowych odbudowujacych migsniow-
ke serca. Dlatego myszy staly si¢ najczgsciej wyko-
rzystywanymi zwierzetami laboratoryjnymi w bada-
niach przedklinicznych [4]. Wraz z rosnagcym wyko-
rzystaniem myszy transgenicznych takze w badaniach
uktadu krgzenia (zarowno w terapiach komoérkowych
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regenerujacych migsien sercowy po zawale, leczeniu
niewydolnosci serca, jak i ocenie kardiotoksycznosci
lekow) powstata koniecznos¢ opracowania doktadne;j
i wiarygodnej metody oceny funkcji serca, ktora rze-
telnie moglaby okresli¢ skutecznos$¢ i bezpieczenstwo
badanych terapii.

W badaniu histopatologicznym mozemy, co prawda,
monitorowaé postepujacy remodeling serca po induk-
cji niedokrwienia (obserwowany jako strukturalne
zmiany lewej komory, tj. rozstrzen komory czy $cien-
czenie $ciany w obszarze niedokrwienia [5,6]), ale
ocena kurczliwo$ci serca opiera si¢ tylko na silnej,
dodatniej korelacji miedzy wielkoécig zawatu (mie-
rzong zaré6wno polem powierzchni blizny, jak i dtugo-
Scig blizny) a ciezkoscig dysfunkcji skurczowej [7]
(im wigksza dtugosé/pole powierzchni blizny, tym
dysfunkcja skurczowa wigksza). Badanie histopatolo-
giczne wcigz pozostaje cennym narzgdziem oceny
morfologicznej serca, umozliwiajacym dodatkowa
ocene np. gestosci kapilar czy stopnia zwidknienia,
trzeba jednak pamictaé, ze nie jest to badanie przezy-
ciowe, co uniemozliwia poréwnywanie tego samego
serca przed i po terapii.

Badanie echokardiograficzne jest obecnie podstawowa
metodg obrazowania ukladu sercowo-naczyniowego.
Szerokie zastosowanie tego badania wynika przede
wszystkim z jego nieinwazyjnego charakteru (niejoni-
zacyjny charakter fali ultradzwickowej, brak koniecz-
nosci podawania kontrastu), tatwosci dostepu, olbrzy-
miego potencjatu czy relatywnie niskiej ceny. Ponadto
badanie to bardzo dynamicznie si¢ rozwija, wcigz
powstaja nowe aparaty i glowice z coraz lepsza zdol-
noscig rozdzielcza i czuloscia w wykrywaniu poszcze-
golnych patologii. W ostatnich latach powstaty takze
nowe techniki obrazowania, takie jak obrazowanie za
pomoca dopplera tkankowego (color doppler myocar-
dial imaging — CDMI) czy techniki $ledzenia marke-
roéw akustycznych (speckle tracking echocardiography
— STE), ktére umozliwiajg bardzo doktadng oceng
kurczliwosci serca.

Technika STE jest nowa, nicinwazyjng metodg obra-
zowania ultrasonograficznego (USG), umozliwiajaca
obiektywna ocen¢ globalnej i regionalnej funkcji ser-
ca. Opiera si¢ na analizie przemieszczenia przestrzen-
nego ($ledzeniu) markerow, pikseli (speckles), ktore
powstaja na ekranie w wyniku interakcji fali ultraso-
nograficznej z widknami migénia sercowego w ruty-
nowym dwuwymiarowym (2D) badaniu USG. Za po-
mocg skomplikowanych algorytmow oprogramowanie
analizuje odksztatcenie (strain), predkos¢ (velocity)
i przemieszczenie (displacement) tych markerow
w trzech kierunkach deformacji migs$nia sercowego,
dajac obiektywne, ilosciowe informacje o regionalnej
kurczliwoséci serca [8,9,10].

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wykorzy-
staniem techniki STE we wczesnej diagnostyce cho-
roéb uktadu sercowo-naczyniowego, gdyz zaobserwo-
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wano, ze czg¢sto pierwszymi manifestacjami tych cho-
rob sa subkliniczne, regionalne zaburzenia kurczliwo-
$ci serca, wykrywane m.in. za pomoca STE. Zaintere-
sowanie to ma odzwierciedlenie w rosnacej liczbie
publikacji opisujacych kliniczne wykorzystanie tej
nowej metody we wczesnej diagnostyce zaburzen
kurczliwosci serca w przebiegu nadci$nienia tgtnicze-
go, cukrzycy czy choroby wiencowej [11,12,13].
Przed wprowadzeniem nowoczesnych technik echo-
kardiograficznych tylko badanie serca w rezonansie
magnetycznym (magnetic resonance imaging — MRI)
umozliwialo tak doktadng analiz¢ parametréw defor-
macji charakteryzujacych dynamike mieénia sercowe-
go. Badanie MRI jest wprawdzie uznane za ,,ztoty
standard” w tej dziedzinie, jednak rutynowe stosowa-
nie go w badaniach przedklinicznych jest ograniczone
ze wzgledu na wysokie koszty, staba dostgpnosc,
konieczno$¢ stosowania u zwierzat silnej sedacji,
a takze wzgledng ztozono$¢ i czasochtonno$¢ anali-
zowania obrazow [14,15]. Ciagly rozwoj techniki STE
polegajacy na tworzeniu coraz lepszych, doktadniej-
szych algorytméw, spowodowal, ze czutos¢ techniki
STE w wykrywaniu zmian kurczliwo$ci serca jest
obecnie poréwnywalna z czutoscig MRI [16,17].
Dzigki wielu zaletom badanie echokardiograficzne
stalo si¢ podstawowym narzgdziem oceny uktadu
sercowo-naczyniowego w badaniach doswiadczalnych
na modelach matych zwierzat [18]. Naukowcy wyko-
rzystujac je w doswiadczeniach przedklinicznych,
czesto ograniczaja si¢ tylko do oceny zmian struktu-
ralnych (wielkosci komory, grubosci migsniowki)
i globalnych zaburzen kurczliwosci serca (frakcji
wyrzutowej — ejection fraction, EF; frakcji skracania —
fractional shortening, FS).

Nalezy pamigtac, ze te parametry ,,klasycznej” echo-
kardiografii odzwierciedlaja remodeling serca i raczej
nie sg obserwowane we wczesnych okresach choroby
[19], a ocena kurczliwos$ci serca za pomocg tych pa-
rametrow jest subiektywna, globalna i poélilosciowa,
stad potrzeba, a nawet konieczno$¢ wykorzystania
nowych technik obrazowania echokardiografii w ba-
daniach sercowo-naczyniowych u matych zwierzat.
Przeniesienie techniki STE do warunkow echokardio-
grafii doswiadczalnej pozwala na bardziej rzetelng
i wiarygodng ocen¢ skuteczno$ci terapii. Pomiary
regionalnej deformacji serca uzyskiwane za pomoca
tej metody sa duzo bardziej czule i specyficzne niz
parametry klasycznej echokardiografii (EF, FS) [20].
Technika STE wydaje si¢ bardzo atrakcyjng metoda,
nie jest jednak pozbawiona wad i ograniczefn. Analiza
obrazow 2D technika STE jest bardzo wrazliwa na
artefakty, ktére zacierajac granice wsierdzia, uniemoz-
liwiajg prawidlowe $ledzenie markerow akustycznych.
Zdaniem niektorych autorow, od 6% do nawet 21%
badanych segmentow lewej komory (left ventricular —
LV) nie nadaje si¢ do analizy [21,22,23]. Dlatego
uzyskanie powtarzalnych obrazow o dobrej jakosci
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jest wcigz duzym wyzwaniem, szczegdlnie w warun-
kach echokardiografii do§wiadczalnej. W dostgpnym
pismiennictwie techniczne i praktyczne aspekty tego
badania sg czgsto pomijane lub opisane bardzo enig-
matycznie, a nierzadko to wtasnie one sa kluczowe do
uzyskania zadowalajacych nas obrazow.

Celem niniejszego opracowania jest zarOwno ocena
przydatnosci nowoczesnych technik echokardiogra-
ficznych w warunkach pracowni doswiadczalnej, jak
i opisanie technicznych oraz praktycznych zagad-
nien przeprowadzenia badania echokardiograficznego
u myszy.

MATERIAL | METODY

Wszystkie doswiadczenia na zwierzetach opisywane
w niniejszym artykule zostaly przeprowadzone za
zgoda Lokalnej Komisji Etycznej SUM w Katowicach
(uchwata nr 68/2013 z dnia 14.10.2013 r.) i zgodnie
z zasadami zawartymi w Interdisciplinary Principles
and Guidelines for the Use of Animals in Research,
Testing and Education, wydanymi przez New York
Academy of Sciences’ Ad hoc Committee on Animal
Research.

Model choroby niedokrwiennej serca u myszy

Myszy wstepnie sedowano wziewnie, z uzyciem iz0-
fluranu w stezeniu 3,5% w komorze do znieczulen
(VevoAnesthesia System — VAS), nastepnie przeno-
szono na podgrzewang platforme¢ zabiegowg i intubo-
wano wenflonem o rozmiarze 20G. Sztuczng wentyla-
cje prowadzono przy uzyciu systemu MiniVent Mo-
del 845 (Harvard Apparatus, USA), ze standardowymi
parametrami czg¢stosci oddechow 120/min i objetosci
oddechowej 200250 pl, z zastosowaniem ciggltego
wziewnego znieczulenia izofluranem w stgzeniu 2%.
Po ogoleniu klatki piersiowej, zdezynfekowaniu pola
operacyjnego i obtozeniu myszy sterylnym materiatem,
z torakotomii bocznej uwidaczniano serce (ryc. 1A),
podktuwano i podwigzywano galgz miedzykomorows
przednig lewej tetnicy wiencowej (GPZ; left anterior
descending — LAD)", uzywajac nici polipropylenowej
(ryc. 1B). Srédoperacyjnym potwierdzeniem zamknie-
cia naczynia bylto natychmiastowe zblednigcie obszaru
lewej komory zaopatrywanego przez podwigzane
naczynie, ktéremu czgsto towarzyszyly zaburzenia
rytmu serca.

Sciang klatki piersiowej zamykano warstwowo, znie-
czulajac miejscowo migsénie i tkanke podskorna 1%
roztworem lignokainy. Zwierz¢ wybudzano i po po-
wrocie wlasnego oddechu ekstubowano. Po zabiegu
umieszczano je w osobnej klatce, w ostonie lekow
przeciwbolowych, z pelnym dostgpem do pokarmu
oraz wody i poddawano 7-dniowemu okresowi obser-
wacji. Wskazowki, zagadnienia techniczne i szczego-
lowy opis, jak stworzy¢ dobrze funkcjonujacy model
doswiadczalny, znajduja si¢ w naszej wczesniejszej
publikacji [3].

Ocena echokardiograficzna

Badania echokardiograficzne wykonano aparatem do
ultrasonografii do$wiadczalnej Vevo®2100 Imaging
System, wyposazonym w gltowicg MS400 30-MHz.
Badanie USG przeprowadzano przed zabiegiem pod-
wigzania GPZ i w 7 dobie po zabiegu.

Zwierzeta po zakonczonej indukcji znieczulenia (izo-
fluranem w stezeniu 3,5% w komorze do znieczulen
VAS) przenoszono na podgrzewang platform¢ do
badania (wyposazong w elektrody do zapisu EKG),
gdzie stezenie izofluranu regulowano w taki sposob,
aby uzyska¢ odpowiednia gtebokos¢ sedacji z czesto-
Scig akcji serca (heart rate — HR) 400-500/min. Z pro-
jekcji przymostkowej obrazowano serce w osi dtugiej
(parasternal long axis — PLAX), monitorujgc jedno-
cze$nie parametry fizjologiczne (EKG i czgstos¢ od-
dechow). Klasycznymi metodami echokardiograficz-
nymi (B-mode oraz M-mode) mierzono objeto$é, wy-
miar wewnetrzny, frakcje skracania i frakcje wyrzu-
towa lewej komory serca oraz dlugos¢ blizny pozawa-
towej. Analize frakcji wyrzutowej lewej komory (left
ventricular ejection fraction — LVEF) przeprowadzo-
no na objetosciowym pakiecie obliczeniowym LV-
-Trace systemu Vevo®2100 (ryc. 2A). Wyniki przed-
stawiono na wykresie (ryc. 5).

Technikg §ledzenia markerow akustycznych oceniano
regionalng kurczliwo$¢ migénia sercowego za pomoca
parametrow: odksztatcenia (strain), predkosci (veloci-
ty) i przemieszczenia (displacement), analizowanych
w dwoch kierunkach deformacji migénia sercowego:
w przekroju podtuznym wzdtuz osi dhugiej (longitudi-
nal) oraz wzdluz promienia (radial) (ryc. 3A i 3B).
Analize kurczliwosci regionalnej technika $ledzenia
markerow akustycznych wykonano uzywajac opro-
gramowania VEVO Strain®. Wyniki przedstawiono
w tabelach i na wykresach (ryc. 6 i 7).

! U myszy odpowiednikiem gatezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wiencowej (GPZ) jest gataz miedzykomorowa przy-
stozkowa (ramus interventricularis paraconalis), ktora jest przedluzeniem lewej tetnicy wieficowej, a jaj przebieg i zakres
unaczynienia jest podobny do GPZ, dlatego dla zachowania przejrzystosci w dalszej czg¢séci jest ona nazywana GPZ.
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Ryc. 1. A - UtoZenie myszy do zabiegu i uwidocznienie serca z dostepu z torakotomii bocznej; B — podkiucie i podwigzanie tetnicy GPZ szwem 8-0.
Fig. 1. A — Placement of mouse for surgery and exposure of heart from lateral thoracotomy access; B — underpinning and ligation of LAD artery with 8-0
suture.

Ryc. 2. A — Echokardiogramy przedstawiajace pomiar LVEF za pomoca pakietu LV-Trace systemu VEVO®; B — schematyczny podziat migsniowki lewej
komory na segmenty z numeracja jak w programie VEVO®. 1 - seg. podstawny tylny, 2 — seg. srodkowy tylny, 3 — seg. koniuszkowy tylny, 4 — seg. pod-
stawny przedni, 5 - seg. $rodkowy przedni, 6 — seg. koniuszkowy przedni.

Fig. 2. A - Echocardiograms depicting measurement of LVEF using LV-Trace package of VEVO® B system; B — Schematic division of left ventricular
muscles into segments with numbering as in VEVO® program. 1 - seg. basal inferior, 2 — seg. mid inferior, 3 — seg. apical inferior, 4 — seg. basal anterior,
5 — seg. mid anterior, 6 — seg. apical anterior.

Ryc. 3. Analiza regionalnej kurczliwo$ci technikg $ledzenia markeréw akustycznych.
Fig. 3. Regional contractility analysis using speckle tracking technique.
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Ocena funkcji skurczowej lewej komory metoda
klasyczna i STE

W klasycznym badaniu echokardiograficznym najbar-
dziej popularnym parametrem uzywanym do oceny
funkcji lewej komory jest LVEF. Z definicji jest to
odsetek objetosci koncoworozkurczowej, wyrzucany
na obwdod w czasie skurczu lewej komory (jest to
w zasadzie parametr hemodynamiczny).

Aby klasycznym badaniem echokardiograficznym 2D
obliczy¢ objeto$¢ komory, ktora jest strukturg troj-
wymiarowg, korzystamy z roéznych metod (metoda
Teichholza czy zmodyfikowana metoda Simpsona),
poniewaz ksztattu lewej komory nie da si¢ opisaé za
pomocg wzordw opisujgcych powszechnie znane figu-
ry geometryczne. Wymienione metody roznig si¢ pew-
nymi geometrycznymi zatozeniami i uproszczeniami
(z tego powodu mozliwe sa spore btedy w przypadku
powigkszonej czy znieksztalconej w trakcie remode-
lingu LV).

Parametr ten daje informacje jedynie o globalnej czyn-
nosci skurczowej lewej komory i ma niewielkg czu-
lo$¢ w wykrywaniu regionalnych zaburzen kurczliwo-
sci. W klasycznej echokardiografii ocena kurczliwos$ci
regionalnej jest trudna do analizy i opiera si¢ na wzro-
kowej obserwacji ruchu mi¢$nia lewej komory w kie-
runku prostopadtym do osi dlugiej komory (w osi dtu-
giej), jest to jednak metoda jakosciowa i subiektywna
z duza zmienno$cig miedzy wynikami réznych obser-
watorow [24,25]. Dodatkowo potrzebne jest spore do-
$wiadczenie echokardiograficzne, aby zauwazy¢ nie-
prawidlowosci w kurczliwo$ci regionalnej, a mimo to
matle subtelne zmiany sg praktycznie niewykrywalne
nawet dla doswiadczonego badacza.

Warto zauwazy¢, ze wizualna ocena ruchu S$ciany
w klasycznej 2D echokardiografii ocenia tylko pro-
mieniowe odksztalcenie mig$nia sercowego (pogru-

il

A

Ryc. 4. Schemat serca: A —w osi krotkiej (SAX); B — w osi dtugiej (PLAX).
Fig. 4. Heart diagram: A — short axis (SAX); B — parastemal long axis (PLAX).
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bienie), a wiadomo, ze serce kurczy si¢ w 3 wymia-
rach: na skurcz sktada si¢ zarowno skrocenie (1), po-
grubienie (2), jak i skrecenie (3) mig$nia [8] (ryc. 4).
Technika STE pozwala $ledzi¢ potozenie markerow
akustycznych podczas trwania calego cyklu sercowe-
go STE (klatka po klatce), umozliwiajac ocen¢ defor-
macji i ruchu myocardium w trzech r6éznych kierun-
kach: podtuznym, promieniowym i okr¢znym (ryc. 4).
Pétautomatyczny charakter tej analizy gwarantuje
dobrg powtarzalno$¢ [26].

WYNIKI

W badaniu przeanalizowano echokardiogramy 28 sam-
cow myszy szczepu C57BI/6NCrl (8—10-tygodniowe)
przed i po zabiegu podwigzania tetnicy wiencowej
n = 28; z analizowanych 336 segmentow serca odrzu-
cono 26 z powodu artefaktow zaburzajacych popraw-
ng ich analize (7,7%). Wyniki przedstawiono na ryci-
nach5,61i7.

W naszym badaniu duza czuto$¢ techniki STE obser-
wowaliSmy u myszy z wyidukowanym niedokrwie-
niem o bardzo matym zasiegu (dlugos¢ blizny poza-
watowej ok. 1 mm, ryc. 8B). Wartos¢ frakcji wyrzu-
towej mierzonej 7 dni po podwigzaniu GPZ praktycz-
nie nie ulegta u nich zmianie (mechanizmy kompensa-
cyjne, takie jak zmiana geometrii komory czy posze-
rzenie komory, mogg utrzyma¢ EF w granicach normy
nawet w przypadku widocznej w obrazie echokardio-
graficznym niewielkiej blizny pozawalowej). U tych
samych myszy analiza regionalnej deformacji serca
technikg STE (ryc. 8C) wykazala istotny spadek war-
tosci odksztalcenia w obszarze objetym niedokrwie-
niem.
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Ryc. 5. Wykres wartosci frakcji wyrzutowej lewej komory (EF).
Fig. 5. Graph depicts left ventricular ejection fraction value (EF).
Odksztatcenie promieniowe [%]
60
50 |
T Nr segmentu 1 2 3 4 5 6
- T = T
40 | | | Odksztalcenie
30 4 ] 1 T p":::f;i;;“e' 311 | 389 | 32 | 326 | 36 | 296
| wyjsciowe
20 T | | :'V_ | | — Odksztalcenie
promieniowe-
10 41— ] _— _—— — _— L 7 dni po 37 | 29,3 | 141 | 289 | 239 | 9.2
indukcji
0 niedokrwienia

1 2 3 4 5 6
numer segmentu

Ryc. 6. Wykres odksztatcenia promieniowego (radial strain) poszczegolnych segmentéw serca (opis ryc. 3B): kolor szary — myszy zdrowe
n = 28 (baseline), kolor czerwony — myszy w 7 dni po indukcji niedokrwienia n = 28. W tabeli przedstawiono Srednie warto$ci odksztatcenia promieniowe-
go dla danego segmentu.

Fig. 6. Graph presents radial strain of individual heart segments (description in Figure 3B): gray — healthy mice n = 28 (baseline), red — mice 7 days after
induction of ischaemia n = 28. Table shows mean radial strain values for a given segment.

Odksztatcenie podiuzne [%5]

30
25 —I— Nr segmentu 1 2 3 4 5 6
20 T — —[ Odksztatcenie
T ‘ T e 125 | 163 | 220 | 147 | 148 | 188
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| ‘ ‘ -|' “' wyjsciowe
10 4 | | Odksztatcenie
podiuine -7 dni
10,6 11,3 7,9 9,9 8,6 4,5
5 1+ — — — — — ——L po indukgji " : 2 2 s =
niedokrwienia
0 T T T T T

1 2 3 4 3 6

numer segmentu

Ryc. 7. Wykres odksztatcenia podiuznego (longitudinal strain) poszczegdlnych segmentéw serca (opis ryc. 3B): kolor szary — myszy zdrowe n = 28 (base-
line), kolor czerwony — myszy w 7 dni po indukcji niedokrwienia n = 28. W tabeli przedstawiono $rednie wartosci odksztatcenia podtuznego dla danego

segmentu.
Fig. 7. Graph depicts longitudinal strain of individual heart segments (description in Figure 3B): gray — healthy mice n = 28 (baseline), red — mice 7 days
after induction of ischaemia n = 28. Table shows mean values of longitudinal strain for a given segment.
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Ryc. 8. Obrazy echokardiograficzne: A — serca zdrowego (przed podwigzaniem GPZ); B — serca w 7 dobie po zabiegu podwigzania GPZ (zaznaczono
linia matg blizne pozawatowa o dt. 1 mm); C - tego samego serca po analizie technika STE, wartos¢ odksztatcenia przedstawiono graficznie za pomocg

wektorow.

Fig. 8. Figure depicts echocardiographic images of: A - healthy heart (before LAD ligation); B — heart on 7th day after LAD ligation (marked with small
post-infarction 1 mm length line); C — same heart after STE analysis, deformation value graphically represented by vectors.

WNIOSKI

Badanie echokardiograficzne jest podstawowym i bar-
dzo przydatnym narzedziem oceny uktadu sercowo-
-naczyniowego w badaniach dos$wiadczalnych na
modelach matych zwierzat. Umozliwia ono nieinwa-
zyjng ocene morfologii i funkcji serca, a dodatkowo —
dzicki zastosowaniu techniki STE — takze ilo$ciows,
doktadng ocen¢ regionalnej kurczliwosci serca. Po-
miary regionalnej deformacji serca uzyskiwane dzieki
technice STE sg duzo bardziej czule niz parametry
klasycznej echokardiografii (jak podaje wielu auto-
row, czulo$¢ badania STE jest porownywalna z bada-
niem MRI), co istotnie podnosi wiarygodnos¢ uzyska-
nych danych i pozwala w sposob bardziej rzetelny
ocenia¢ wptyw terapii na kurczliwo$¢ serca.

Ocena deformacji myocardium technika STE wymaga
obrazow echokardiograficznych bardzo dobrej jakosci.
W warunkach pracowni do$wiadczalnej dobre i po-
wtarzalne obrazowanie serca jest zadaniem nielatwym
i wymaga echokardiograficznego doswiadczenia.
Badanie echokardiograficzne okazato si¢ takze bardzo
przydatne przy doborze zwierzat do badania. Wyko-
nane po zabiegu indukcji niedokrwienia, bylo nie
tylko bezposrednim dowodem na dokonane niedo-
krwienie, ale takze podstawa do zréznicowania ci¢z-
kos$ci uszkodzenia serca, dajac unikatowa mozliwo$é
stworzenia jednorodnej grupy badanej.

DYSKUSJA

Wykorzystujac myszy w modelu choroby niedo-
krwiennej serca, nalezy pamietaé, ze anatomia naczyn

wiencowych mysiego serca jest inna niz u cztowieka.
System naczyn, ktéory widzimy po otwarciu klatki
piersiowej myszy, to zylne naczynia wiencowe. Tetni-
ce wiencowe sg znacznie trudniejsze do zaobserwowa-
nia nawet przy mocnym $wietle i powigkszeniu, dlate-
go nierzadko tetnica przednia zstgpujaca podwiazy-
wana jest ,na S$lepo”. Lewa tetnica wiencowa jest
tetnica dominujaca, a galaz okalajaca lewej tetnicy
wiencowej (GO), ktora u czlowieka jest duza galezia
lewej tetnicy wiencowej, u myszy jest niewielkim na-
czyniem i pojawia si¢ raczej jako zanikowe, co podno-
si role GPZ w unaczynieniu lewej komory. Skutkuje
to tym, ze w grupie myszy z podwigzang GPZ znajdu-
ja si¢ zardbwno myszy z malym jednosegmentowym
zawalem, jak i z bardzo rozlegltym zawatem obejmu-
jacym 4-5 segmentow (ryc. 9) w zaleznosci od tego,
jak wysoko podwigzana zostata GPZ [1,27]. Oczywi-
Scie w tej juz niejednolitej grupie znajduja si¢ rowniez
myszy, u ktorych nie udato si¢ wywotac¢ zawatu z po-
wodu ,.nietrafienia” w GPZ podczas operacji, w na-
szym badaniu to okoto 20%. Inna wazna cecha w una-
czynieniu serca myszy jest bardzo duza osobnicza
zmiennos$¢ przebiegu i uktadu naczyn wiencowych
[1,27], co takze utrudnia stworzenie jednorodnej gru-
py badanej.

Z tego wzgledu w prowadzonych przez nas badaniach
na mysim modelu choroby niedokrwiennej echokar-
diografia okazata si¢ takze bardzo przydatna przy
doborze myszy do badania. Badanie echokardiogra-
ficzne wykonane w 7 dobie po zabiegu byto nie tylko
bezposrednim dowodem na dokonane niedokrwienie
(uwidocznienie blizny pozawatowej, akineza niedo-
krwionych segmentdéw, spadek EF), ale takze podsta-
wa kwalifikacji myszy zaleznie od np. cigzkosci
uszkodzenia serca (EF) czy dlugosci blizny, dajac
mozliwo$¢ stworzenia bardziej jednorodnej grupy ba-
danej.
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Ryc. 9. Obrazy mysich serc w 7 dniu po zabiegu podwigzania GPZ na réznych poziomach: A — obraz serca z matym ograniczonym koniuszkowym zawa-
tem (dtugos¢ blizny 3,1 mm), spadek frakcji wyrzutowej z 64% do 43%; B — obraz serca z rozlegtym zawatem obejmujacym wiele segmentow (dtugosé

blizny 10,4 mm), spadek frakcji wyrzutowej z 57% do 23%.

Fig. 9. Pictures above depict images of mouse hearts on 7th day after LAD ligation but at different levels: A — image of heart with small limited apical
myocardial infarction (scar length 3.1 mm) decreases ejection fraction from 64% to 43%; B — image of heart with large infarction covering many segments

(scar length 10.4 mm) decrease in ejection fraction from 57% up to 23%.

Echokardiografia doswiadczalna

Najwigkszym problemem w naszym doswiadczeniu
bylo uzyskanie powtarzalnych obrazéw o bardzo do-
brej jakosci, ktore sa niezbgdne do poprawnej analizy
parametrow regionalnej kurczliwo$ci metodg STE.
Wykorzystujac to badanie do oceny serca matych
zwierzat w warunkach pracowni do$wiadczalnej, na-
lezy pamieta¢ o kilku zagadnieniach, ktore istotnie
wplywaja na jako$¢ obrazéw echokardiograficznych.

1. Sprzet

Mysie serce wielkoscia odpowiada ziarenku kawy,
dlatego aby je dobrze zobrazowaé, potrzebna jest
glowica o duzej rozdzielczos$ci, duzo wigkszej niz glo-
wice uzywane w klinice do badan ludzi. Zdolnos¢
rozdzielcza, czyli minimalna wielko$¢ patologicznej
zmiany zauwazalnej przez aparat, zalezy dodatnio od
czestotliwosei ultradzwigkdéw uzywanych do badania.
Zalezno$¢ taka rodzi pytanie, czy mozna w nieskon-
czono$¢ zwigkszaé czestotliwos¢ fali, uzyskujac coraz
to wigksza zdolnos$¢ rozdzielcza? Obecnie gtéwnym
ograniczeniem zdolnosci rozdzielczej w USG sa wia-
sciwosci fizyczne samej fali ultradzwigkowej. Nie
mozna do woli zwigkszac jej czgstotliwosci, poniewaz
przenikliwo$¢, a wigc glebokos¢ docierania (penetra-
cji) wiazki ultradzwigkowej, jest do czgstotliwosci
odwrotnie proporcjonalna.
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1 czestotliwosci fali = 1 rozdzielczoS$ci obrazu
1 czestotliwosci fali = | przenikliwosci fali

W naszym badaniu wykorzystaliSmy glowice MS400
o czestotliwosci 18-38 MHz (w badaniu u ludzi stosu-
je sie glowice o czestotliwosci 2,5-3,5 MHz).
Niezmiernie waznym parametrem podczas badania
myszy jest szybko$¢ odwzorowania ultrasonograficz-
nego, czyli czgsto§¢ powtarzania obrazow (frame rate
— FR). Innymi stowy, jak duzo klatek na sekunde za-
pisuje aparat USG w postaci filmu. Mysie serce obser-
wowane w USG jest strukturg ruchoma, bije z czgsto-
$cig okoto 500 uderzen/min. W technice STE analiza
parametréw deformacji jest mozliwa dzigki $ledzeniu
pikseli klatka po klatce, dlatego aby poprawnie zanali-
zowac caly cykl serca, konieczna jest czgstos¢ powta-
rzania min. rzedu 300FR (300 klatek na sekundg).

2. Projekcje i obrazowanie serca

Oceniajac mysie serca w badaniu echokardiograficz-
nym, najczesciej korzysta si¢ z dwoch projekceji: w osi
dlugiej serca — PLAX (ryc. 10A) i w osi krotkiej
(short axis — SAX; ryc. 10B). Mozliwe jest takze
zobrazowanie serca w innych projekcjach (np. projek-
cja koniuszkowa czterojamowa, projekcja nadmost-
kowa czy projekcja obrazujaca tuk aorty), jednak jest
to trudne i rzadko przydatne.
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Ryc. 10. Przygotowana do badania mysz (ufiksowane na elektrodach do EKG koriczyny, inhalacja izofluranem) i ustawienie gtowicy USG w celu uzyska-

nia odpowiednich projekcji.

Fig. 10. Mouse prepared for examination (ECG electrodes fixed on limbs, inhalation with isoflurane) is presented and ultrasound transducer is set up to

obtain appropriate projections.

3. Znieczulenie myszy do badania

Znieczulenie myszy do badania, konieczne do zapew-
nienia spokoju i bezruchu zwierzecia, jest zawsze
kompromisem miedzy gtebokoscig sedacji a depresja
uktadu krazenia. Zbyt ptytka sedacja uniemozliwia
wykonanie badania i wywotuje u myszy niepotrzebny
stres (wzrasta HR), natomiast zbyt gleboka sedacja
powoduje depresje ukladu krazenia (spadek HR), co
moze istotnie zaburzy¢ nasze wyniki. W naszych
badaniach stosowali§my izofluran, wziewny $rodek do
znieczulenia ogo6lnego najczesciej stosowany w bada-
niu echokardiograficznym myszy [28]. Charakteryzuje
si¢ on szybkim poczatkiem dzialania i krotkim czasem
eliminacji, a gleboko$¢ znieczulenia zwierzgcia zmie-
nia sie¢ szybko w zaleznosci od stezenia izofluranu

W mieszaninie gazowej (dzieki tym wlasciwosciom,
regulujac stezenie izofluranu, mozemy w prosty spo-
sob ustali¢ staty poziom sedacji przy minimalnej de-
presji uktadu krazenia).

4. Ruchy oddechowe

Analiza ruchu i odksztalcenia myocardium w technice
STE moze zosta¢ zaburzona przez dodatkowe ruchy
klatki piersiowej spowodowane oddychaniem (ryc. 11),
co moze przetozy¢ si¢ na nieprawidlowe wyniki. Dla-
tego tez technika STE nalezy analizowaé tylko te
cykle pracy serca, na ktore nie naktada si¢ oddech.
Mozna to zrobi¢ automatycznie za pomocg oprogra-
mowania (bramkowanie oddechoéw) albo usuwac je
recznie przed kazda analizg.
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Ryc. 11. M-mode przekrdj poprzeczny przez miesnidwke lewej komory; linia zielona - zapis EKG; linia zoita — zapis czynno$ci oddechowej; strzatkq
zaznaczono zaburzenie (artefakt) w obrazie USG spowodowane oddechem myszy.
Fig. 11. M-mode cross section through left ventricular muscles; green line — ECG recording; yellow line — respiratory function recording; arrow indicates

disorder (artifact) in ultrasound image caused by breathing of mouse.

5. Umiejetnosci, praktyka

Jako$¢ i powtarzalno$¢ uzyskiwanych obrazéw echo-
kardiograficznych wzrasta wraz z doswiadczeniem
osoby badajacej. Wedtug naszych obserwacji, dopiero
okoto 50-80 badan wykonanych samodzielnie (ale
pod nadzorem osoby doswiadczonej) gwarantuje po-
wtarzalno$¢ dobrej jako$ci obrazow.

6. Wychlodzenie
Myszy maja niekorzystny stosunek powierzchni ciata

do objetosci, dlatego sa bardzo podatne na wychto-
dzenie. Podczas badania konieczne jest monitorowa-

nie temperatury ciata zwierzecia (np. sonda doodbyt-
nicza), aby nie spadla ponizej 35°C. Gléwnymi czyn-
nikami powodujacymi wychlodzenie sg: brak siersci
na Kklatce piersiowej myszy i uzywanie zimnego zelu
do USG. Aby temu zapobiec, korzystamy z podgrze-
wanej platformy, na ktorej znajduje si¢ badana mysz,
podgrzewacza do zelu USG, a w razie koniecznosci
dogrzewamy mysz lampa grzejng z zaré6wka emitujaca
podczerwien.

Praca powstata dzieki grantowi Slaskiego Uniwersyte-
tu Medycznego nr KNW-1-169/N/3/0.
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