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ABSTRAKT

Diky technologickému pokroku a dostupnosti vypocetnich kapacit prochdzi biomedicinsky vyzkum v
poslednich deseti letech rapidnim rozvojem. PrestoZe matematické modely nabizeji nové perspektivy,
experimenty s vyuZitim pokusnych zvirat ziustdvaji nezastupitelnymi ndstroji pro zkoumdni komplexnich
biologickych jevil. Tato prdce se zaméruje na model remodelace srdce u potkana pomoci tlakové-
objemového pretizeni s mineralokortikoidni stimulaci (DOCA/salt model). Klicovym aspektem tohoto
modelu je jeho robustnost a spolehlivost, avsak i dynamika progresivnich zmén je ddleZitd. Prdce se
zaméruje na dva cile: popis elektrokardiografickych zmén u potkani s indukovanou srdecni remodelaci
a analyzu vlivu mnoZstvi soli na remodelaci v DOCA/salt modelu. Prdce prezentuje pouze dil¢i vysledky,
nebot studie stdle probihd. Vysledky naznacuji, Ze remodelace srdce je spojena s prodlouZenim vedeni
elektrické depolarizace na komordch. Modifikace modelu sniZenim mnoZstvi soli nevede k plné
uniformnim zméndm, avsak naznacuje cestu k omezeni nepriznivych efektu. Tato prdce poukazuje na
duleZitost animdlnich experimentt pro lepsi pochopeni komplexnich biologickych procesii. Zdroven
zduraznuje potfebu optimalizace animdlnich modeli s ohledem na cil experimentdlni prdce.
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Uvop

V poslednich deseti letech prochazi biomedicinsky vyzkum obdobim nevidaného rozmachu.
Technologicky pokrok piinesl nejenom vykonnéjsi a citlivéjsi méfici pfistroje, ale diky dostupnosti
vypocetni kapacity, nastroji strojového uceni a umél¢ inteligence také moznost rychlého zpracovani
obrovskych objemii dat. Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze matematické modely budou rychle
nahrazovat praci v laboratofi a experimenty budou probihat pfedevs§im virtualn€ na pocitaci. Avsak
dosavadni poznatky naznacuji, ze ptes veskery pokrok stale nedokazeme matematickymi modely plné
popsat biologickou komplexitu mnohobunéénych organismu. [1] Pravé zde vstupuji do hry pokusy s
vyuzitim pokusnych zvifat, které i nadale hraji nezastupitelnou roli v experimentalnim vyzkumu.
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Tato prace se zamétuje na model remodelace srdce u potkana. Byl zvolen model DOCA/salt, ktery
kombinuje tlakové-objemové pretizeni s mineralokortikoidni stimulaci. [2] Klicovym ptinosem tohoto
modelu je jeho robustnost a spolehlivost. OvSem je také tfeba zdtraznit jeho dynamiku — ptiznaky
srdeéniho selhani se vyvinou jiz za 21-28 dni od zasahu. Velka rychlost rozvoje regresivnich zmén
myokardu miize byt v nékterych aplikacich nevyhodna, zejména pokud jde o studium inicialnich zmén
struktury a funkce srdce. Dalsi nevyhodou se zda byt vyrazny sklon k otokiim souvisejici s akumulaci
tekutin a rychlym nartstem krevniho tlaku.

V ramci neustale se rozvijejicich technologii je nezbytné vést diskuzi o vyznamu, komplexnosti a
optimalizaci animalnich experimentl. Tyto experimenty zistavaji kliCovym prvkem v naSem usili
porozumét biologickym jeviim a 1épe se pfiblizit k jejich celistvému pochopeni. Na pozadi této diskuse
se prezentovana prace zamé&fuje na dva konkrétni cile: (1) popis zmén elektrokardiogramu (EKG) u
potkant s indukovanou srde¢ni remodelaci se zvlastnim dirazem na $itku QRS komplexu; (2) popis
zavislosti nezadoucich projevt srde¢ni remodelace na mnozstvi soli v pitné vodé u DOCA/salt modelu.
Uvedené cile vychazi z hypotéz: (1) remodelace myokardu komor prodlouzi dobu vedeni elektrické
depolarizace, co se projevi jako rozsifeni QRS komplexu na EKG; (2) sniZzeni mnozstvi soli ptidavané
V pitné vodé bude vést k mensi akumulaci tekutin v organismu pokusnych zvitat, ¢imz se snizi riziko
tkanového otoku, soucasné se snizi Groven pretizeni myokardu a zpomali se tak progres myokardialni
remodelace.

Nasledujici odstavce popisuji metody a vysledky experimentu, ktery tvoti jeden blok probihajici studie
S blokovym designem. Uvedené pocty zvitat ve skupinach neptedstavuji konecné pocty zvirat pro celou
studii. Tento fakt rovnéz limituje statistické zpracovani a interpretaci vysledki.

METODY

Pokusy na zvitatech byly provadény podle schvaleného projektu pokusti v souladu se zakonem ¢.
246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozdé¢jsich piedpist, a v souladu s platnymi
standardy péc¢e o pokusna zvifata

Do studie bylo zahrnuto celkem 14 samct potkana kmene Sprague-Dawley ve véku 7 tydnd. Zvifata
byla wustajend ve skupinach v standardnich chovnych nadobach s obohacenym prostfedim
v akreditované mistnosti Fyziologického tustavu LF MU. V mistnosti byla kontrolovana teplota a
vlhkost vzduchu, byl monitorovany atmosféricky tlak a svételny rezimem byl nastaven na 12 hodin
svétla (6:00 — 18:00) a 12 hodin tmy (18:00 — 6:00). Zvitata byla krmena standardni krmnou smési pro
potkany. Krmeni i vodu méli zvifata piistupnou ad libitum. Po odbéru z chovného zatizeni Lékaiské
fakulty MU byla zvifata adaptovana na nové prosttedi a denni manipulaci po dobu 7 dni.

Tab. 1 Mnozstvi soli NaCl a KCl ptidané na 1 litr pitné vody a pocCet zvifat, kterym byla takto
upravena voda podavana.

Hmotnost Pocet zvitat (n)
NaCl + KClI [g]
pridané na 1 litr
vody
9+3 6
3+1 2
0+0 2
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Nasledné byla u 10 zvifat indukovana remodelace srdce pomoci DOCA/salt modelu (skupina FIB). [2]
V celkové anestezii (isofluran, 5 % indukce, 2,5 — 3,5 % udrzovani) byla u zvifat provedena jednostranna
nefrektomie. Jednou tydné po dobu nasledujicich tfi tydni byl zvifatim subkutdnné aplikovan
deoxykortikosteron acetat (DOCA; 20 mg) rozpustény v arasSidovém oleji (0,2 ml). U nékterych zvitat
byla navic pfidavana do pitné vody sil (Tab. 1).

Zbyla 4 zvitata slouzila jako kontrolni. U nich byla v celkové isofluranové anestezii provedena sham
operace — inspekce dutiny biisni bez nefrektomie. Nasledné byl zvifatim jednou tydné po dobu 3 tydnti
subkutanné aplikovan arasidovy olej (0,2 ml). Témto zvifatim nebyla do pitné vody ptfidavana zadna
sul.

Tti tydny po nefrektomii (resp. sham operaci) byla zvifata uvedena do celkové anestezie (isofluran, 5 %
indukce, 2,5 % udrZovani) a bylo u nich zaznamenano EKG v jednom svodu. Pro snimani byly pouzity
vpichové elektrody zavedené pod kizi (Obr. 1a). Zaznam byl pofizen akvizi¢nim systémem PowerLab
16/35 se zesilovacem Bio Amp (AD Instruments, USA). Celkem patnactiminutovy zaznam byl potizen
Vv softwarovém prostiedi LabChart 8 Pro (AD Instruments, USA).

Obr. 1 (a) Schéma zapojeni elektrod u anestezovaného potkana. Cernd predstavuje negativni elektrodu,
¢ervena pozitivni elektrodu a zelena zemnici elektrodu. (b) QRS komplex vznikly primérovanim
celkem 100 po sob¢ nasledujicich komplexl ze zaznamu EKG u potkana s indikovanou remodeleci
srdce. Vertikalni linie oznacuji zacatek a konec QRS komplexu a vrchol R kmitu.

Po ukonceni snimani EKG bylo zvife usmrceno predavkovanim anestetika. Srdce zvifete bylo rychle
vyjmuto z hrudniku, promyto od krve a vloZzeno do fixa¢niho roztoku neutralniho formalinu. Po
24hodivové fixaci byly pomoci fezu kolmého k dlouhé ose srdce odd€leny srde¢ni komory a tyto dale
zpracovany standardnimi postupy do parafinovych blokia (tzv. FFPE). Histopatologické vySetieni
myokardu bylo provedeno na fezech barvenych hematoxylinem a eosinem a specidlnim barvenim
Goldnerovou zeleni. Remodelace srdce byla hodnocena podle doporuéeni Evropské kardiologické
spolecnosti. [3] Rozsah fibrézy myokardu byl kvantifikovan manuélni anotaci, které provadél zkuSeny

patolog v softwarovém prostiedi QuPath. [4]
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Zaznam EKG byl hodnocen off-line v prostfedi softwaru LabChart 8 Pro (AD Instruments, USA).
K analyze byly vyuzity nastroje plug-in nastroji ECG Analysis (AD Instruments, USA). Pro analyzu
byl zvolen Sminutovy tsek zaznamu, ve kterém mélo zvife stabilni télesnou teplotu a nebyly detekovany
z4dné poruchy srde¢niho rytmu. Byla provedena automatickd detekce vrchold R kmiti. Dale bylo
vyuzito prumérovani, pro které se pouzilo vzdy 100 po sob&é nasledujicich komplext. Takto bylo
vytvoieno pro kazdy hodnoceny Gsek zaznamu 11-19 zprimérovanych QRS komplext (Obr. 1b). V nich
byl automaticky detekovan zacatek a konec QRS komplexu, ktery byl nasledné zkontrolovan a piipadné
upraven manualng. Z takto rozmeétenych komplexti byla uréena primérnd Sitka QRS komplexu pro
vSechny zdznamy.

Statisticka analyza vysledkl byla provedena v programu GraphPad Prism 9 (GraphPad Software).
Rozlozeni dat bylo testovano Shapiro-Wilk testem. Pro porovnani rozdili ve sledovanych parametrech
mezi skupinami byl pouZit neparovy t-test. Jako statisticky vyznamny byl hodnocen rozdil pfi hodnoté
p<0,05.
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Obr. 2 (a) Zpramérované Sitky QRS komplext u potkanti s indukovanou remodelaci myokardu (FIB;
n=6) a kontrolnich zvifat (CON; n=4). Hranice krabicového grafu znazornuji 25. resp. 75. percentil,
horizontalni ¢ara piedstavuje median, fousy pak pfedstavuji minimalni a maximalni hodnotu. Symbol
* znaci p<0,05. (b) Primérna sitka QRS komplexu u potkanti s indukovanou remodelaci myokardu
(n=6) v zavislosti na koncentraci soli podavanych v pitné vodé. Na grafu je vynesena pouze
koncentrace NaCl, do vody byl ale pfidan i KCl1 v odpovidajici koncentraci (viz Tab. 1).

VYSLEDKY

U potkant s indukovanou remodelaci (skupina FIB; QRS 18,93+0,67 ms) byl detekovan signifikantné
Sirsi QRS komplex nez u kontrolnich zvifat (skupina CON; 14,58+2,28 ms; p=0,0107). Zprimérované
sitky QRS komplexil u zvifat obou skupinu znazoriiuje Obr. 2a. Nebyla zjisténa zavislost Sitky QRS na
koncentraci soli, které byly pfidavany zvitatim ze skupiny FIB do pitné vody (Obr. 2b).

Histologické vySetieni srde¢niho svalu prokazalo regresivni a reparativni zmény myokardu u vSech
zvitat skupiny FIB. Histologické zmény byly vesmés fokalni a zahrnovaly loZiska nekroézy a fibrozni
zmeény ruzného stadia rozvoje.
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ZAVER

Tlakové-objemové pietizeni s mineralokortikoidni stimulaci (DOCA/salt model) u potkant spolehlivé
vyvolava histologicky detekovatelné zmény v myokardu. Tyto zmény jsou fokalni a nerovnomérné
rozmistény. Remodelace se projevi prodlouzenim vedeni elektrické depolarizace na komorach.

V ramci této studie byla rovnéz provedena modifikace modelu s redukci mnozstvi soli ve vod¢€. Zajimalo
nas, zda tato modifikace povede ke zvySeni uniformity funkéniho dopadu srdeéni remodelace. Zde je
dilezité zdaraznit, ze predkladané vysledky jsou pouze dil¢i. Studie, ve které byl tento experiment
zaclenén, stale pokracuje.

Na zéklad¢€ hypotézy, Ze riznd mnozstvi soli mohou vyznamné ovlivnit rozsah a rychlost vyvoje
remodelace myokardu, zaméfime se v budouci fazi studie na identifikaci optimalnich podminek pro
provadéni tohoto modelu. Klicovym cilem bude nalezeni zptsobi, jak minimalizovat neptiznivé
dopady, jako jsou tkanové otoky, a soucasné maximalizovat reprodukovatelnost vysledku. Vétime, Ze
tato ¢ast naSeho vyzkumu prispéje k lepSimu chapani faktorti ovliviujicich srde¢ni remodelaci a
poskytne podnéty pro dalsi zlepSeni experimentalnich postupti.
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