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VPLYV POHLAVIAA CYKLU SVETLO/TMA NA SRDCOVU FREKVENCIU
WISTAR POTKANA V TILETAMIN-ZOLAZEPAMOVEJ ANESTEZII POCAS
APNOE A REOXYGENACIE

Novotna V.2, Gresova S.%, Petrasova D.2, Svorc P.!

YUstav lekarskej fyziolégie UPJS LE, Kosice
2Laboratérium vyskumnych biomodelov UPJS LF, KoSice

Uvod Poruchy plicnej ventildcie prispievajii k rozvoju kardiovaskuldrnych ochoreni. Animdlne Stidie aviak casto opomi-
naju mnohé faktory ovplyviujuce validitu ziskanych vysledkov.

Ciel’ Cielom prace bolo preskumat vplyv pohlavia a cyklu svetlo/tma na srdcovu frekvenciu Wistar potkanov v tiletamin-
zolazepamovej anestézii pocas apnoe a reoxygendcie.

Material a metodika Wistar potkany boli rozdelené do Styroch skupin (n = 20/skupina) podla pohlavia a periody cyklu
svetlo/tma. Po podani Zoletilu 50 (30 mg/kg; i.p.) sa monitorovala srdcova frekvencia: u spontinne dychajiicich zvierat,
po tracheotomii, pocas umelej pliicnej ventilacie, po 120 s apnoe a po 20 min. reoxygendcie.

Vysledky Zavislost srdcovej frekvencie na cykle svetlo/tma sa po 60 s apnoe eliminovala a po reoxygendcii ciastocne ob-
novila (u samcov po 10 min., u samic po 15 min.). Apnoe vyvolalo pokles srdcovej frekvencie vo vsetkych skupindch s vy-
raznou individudlnou variabilitou. Reoxygendcia neviedla vo vsetkych skupindch k navratu srdcovej frekvencie na vycho-
diskové hodnoty.
Zaver Pohlavie a cyklus svetlo/tma su vyznamné faktory, ktoré je potrebné zohladnit v in vivo Studiach s potkanmi v tile-

tamin-zolazepamovej anestézii.
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Uvod

Vychodiskové hodnoty srdcovej frekvencie (SF) asto
koreluju s vyskytom arytmii, ¢o ma v diagnostike vy-
znamnt prognosticki hodnotu [27]. Rada experimental-
nych s§tadii na potkanoch av$ak casto prehliada mnohé
biologické faktory, co médze viest’ k nespravnej interpreta-
cii ziskanych vysledkov. V sucasnosti je uz pritom dobre
zname, ze viaceré kardiovaskularne parametre vykazuju
priblizne 24-hodinové oscilacie. Z chronobiologického
hladiska sa u normotenznych Wistar-Kyoto (WKY) aj
spontanne hypertenznych (SHR) potkanov preukazala
signifikantnd diurnalna variabilita SF a tlaku krvi (TK)
[13]. Tieto diurnalne rytmy elektrofyziologickych para-
metrov, vratane SF, ovplyviuji schopnost myokardu
odolavat’ arytmogénnym podnetom v zavislosti od dennej
doby [2], a st vyrazne modulované cirkadiannymi vstup-
mi pochadzajicimi mimo samotného srdca, najmi z cen-
tralnych hodin lokalizovanych v suprachiazmatickych
jadrach hypotalamu a z autonomneho nervového systému
(ANS) [4, 24].

Vyznamnou, avSak casto prehliadanou premennou
vin vivo $tudiach je aj pohlavie. Ked’ze vicsina experi-
mentov na potkanoch sa realizuje vyluéne na samcoch,
mnohé kardiovaskularne mechanizmy suvisiace s pohlav-
nymi rozdielmi st doposial’ nedostatocne objasnené. Bolo
vSak pozorované, ze WKY samice vykazuju vyssSiu SF nez
WKY samce a SHR potkany oboch pohlavi, zatial ¢o
WKY samce maji mierne vyssi systolicky TK nez WKY
samice [13]. Pohlavné rozdiely sa preukazali aj u potka-
nov Dahl salt-sensitive, u ktorych samce vykazuju horsie
prezivanie a vysSie riziko nahlej smrti v porovnani so
samicami [3]. Pohlavny dimorfizmus v elektrofyziologic-
kych parametroch myokardu je potrebné zohl'adnit aj
u ludi [18].

Dalsim délezitym faktorom je podanie celkovej anes-
tézie, ktora na jednej strane zniZuje stres, bolest’ a pohyby
zvierata v stlade so zasadami ,3R“, no zaroven moze
nartsat’ cirkadianne rytmy niektorych kardiovaskularnych
parametrov, vratane SF a TK [16]. Rozne anestetika a ich
kombinacie navySe pdsobia na SF odlisne [9], preto je
kla¢ové zvolit’ taku, ktora ovplyvni monitorované biosig-
naly ¢o najmenej. Anestézia zoletil (kombinacia tiletami-
nu-zolazepamu) nie je u potkanov vyuZzivana casto. Aj
napriek tomu sa povazuje za vhodnu alternativu pre svoj
minimalny vplyv na vitalne funkcie [19], rychly nastup
uc¢inku, relativne nizku mortalitu potkanov [12] a, ¢o je
dolezité pre chronobiologické Stidie, v porovnani s inymi
anestetikami ako pentobarbital a ketamin/xylazin ma len
minimalny vplyv na rytmicitu elektrokardiografickych
parametrov [22]. KedZze sa zoletil vyuziva CastejSie u
domacich a volne zijucich zvierat, mechanizmy jeho
ucinkov u malych hlodavcov, najmi v kontexte kardio-
vaskularnej patofyziologie, zostavajii nedostatocne objas-
nené.

Elektromechanické vlastnosti srdca ovplyviuji okrem
vysSie uvedenych faktorov aj poruchy plticnej ventilacie,
ktoré sa Casto objavuju pocas spanku a su intenzivnejSie
Studované u 'udi nez u potkanov. Z klinického hl'adiska sa
typicky prejavuji epizdédami hypopnoe alebo apnoe (zni-
zenie alebo uplné prerusenie prietoku vzduchu trvajuce
najmenej 10 sekund), sprevadzanymi poklesom saturacie
krvi kyslikom a prebudzacou reakciou s rychlou reoxyge-
naciou [21]. V¢asna diagnostika a primerana terapia, vra-
tane redukcie hmotnosti [5], chirurgického rozsirenia
hornych dychacich ciest, ¢i kontinualneho pozitivneho
tlaku v dychacich cestach [6, 17], mozu prispiet’ k znize-
niu kardiovaskuldrnej morbidity a mortality pacientov
[14]. Aj napriek dobre znamej klinickej symptomatoldgii
spankového apnoe u I'udi je otvorenou otazkou, do akej
miery sa poCas apnoickej epizody a naslednej reoxygena-
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cie menia elektrokardiografické parametre, vratane SF, pri
suasnom zohladneni pohlavia, anestézie a cirkadiannej
variability. Na experimentdlne $tidium tychto mechaniz-
mov v kontrolovanych podmienkach st vhodnejsie potka-
ny, ktorych izolovana 'ava komora srdca po hypoxii a 30-
minutovej reoxygenacii vykazuje len ¢iastocné obnovenie
svojej funkcie [7]. Ciel'om tejto prace bolo preto overit,
do akej miery je SF Wistar potkana v zoletilovej anestézii
pocas apnoe a naslednej reoxygenacie modulovana pohla-
vim a cyklom svetlo/tma (LD cyklom).

Material a metody
Etické aspekty prace a chov zvierat

Protokol $tudie bol schvaleny Etickou komisiou UPJS
LF v Kosiciach (povolenie ¢. 1A/2024) a bol navrhnuty s
dbérazom na minimalizaciu stresu a utrpenia zvierat. Chov
a manipuldciu so zvieratami zabezpecoval kvalifikovany
personal Laboratoria vyskumnych biomodelov UPJS LF
v Kosiciach.

Ako animalny model boli pouzité Wistar potkany
oboch pohlavi (hmotnost’ 340 + 40 g, vek 3—4 mesiace),
ktoré boli po privoze do zverinca v 2-tyzdnovej karanténe.
Relativna vlhkost’” vzduchu vo zverinci bola 40-60 %,
teplota v klietkach sa udrziavala na 24 °C a intenzita
osvetlenia pocas svetlej periddy dosahovala 80 1x. V kaz-
dej klietke boli dve zvieratd s neobmedzenym pristupom k
vode a Standardnej peletovanej potrave.

Experimentalny dizajn

Wistar potkany boli rozdelené do Styroch skupin (n =
20/skupina) podl'a pohlavia a svetelnej periddy a nasledne
4 tyzdne adaptované na LD cyklus 12 h svetlo/12 h tma.
Vplyv svetlej periédy sa sledoval v skupinich ,.samice-
svetlo® a ,,samce-svetlo® so svetlom medzi 6:00-18:00,
zatial' ¢o vplyv tmavej periddy sa hodnotil v skupinach
»samice-tma“ a ,samce-tma“ s obratenym svetelnym
rezimom (svetlo medzi 18:00-6:00). Experimenty sa us-
kutoénili 0 9:00 (n = 7/skupina), 12:00 (n = 7/skupina) a
15:00 (n = 6/skupina).

V adaptacnej miestnosti bolo zviera zvazené, zmerala
sa mu rektalna teplota a podala sa mu anestézia (Zoletil
50; 30 mg/Kkg; i.p; Virbac; Francuzsko). Uginnost’ anesté-
zie bola overena stratou vzpriamovacieho reflexu a reak-
ciou na bolestivy podnet. Nasledne bolo zviera presunuté
do operacnej miestnosti, fixované v dorzalnej polohe a
subkutanne mu boli zavedené ihlové elektrody na zdznam
biosignalov. Opidtovne sa kontrolovala a infralampou
upravovala rektdlna teplota na povodné hodnoty
z adaptaénej miestnosti. Hibka anestézie bola znovu ove-
rena podla motorickych a kardiovaskularnych reakcii na
bolestivy podnet. Pomocou softvéru LabChart 8 (ADIn-
struments Ltd., CO, USA) bola SF kontinualne monitoro-
vana a analyzovana v Il. zvode: 1. u intaktnych spontanne
dychajucich zvierat v anestézii; 2. po tracheotomii; 3. po
5-minutovej stabilizacii v umelej pltacnej ventilacii (dy-
chovy objem 1 ml/100 g telesnej hmotnosti; dychova
frekvencia 50 dychov/min.); 4. po¢as 2-mintitovej apnoic-
kej epizody simulovanej vypnutim dychacej pumpy, ktora
bola hodnotend kazdych 30 sekind; 5. po 20-minttove;j
reoxygenacii (obnovenie umelej plicnej ventilacie) hod-

notenej kazdych 5 minut. Po ukonceni experimentu bolo
zviera usmrtené aplikaciou letalnej davky pentobarbitalu
intrakardialne.

Statisticka analyza

Namerané biosignaly boli spriemerované pre svetla a
tmav( periodu LD cyklu. Vplyv sezénnych rytmov sa
nezohl'adnoval, ked’ze vSetky merania prebiehali v januari
a februari. U samic nebol zohladneny estralny cyklus.
Vzhl'adom na variabilitu dat boli pouzité neparametrické
Statistické testy. Existencia vyznamnych rozdielov v SF
pocas jednotlivych experimentalnych krokov bola hodno-
tena Kruskal-Wallisovym testom s naslednym Dunnovym
post hoc testom pre identifikaciu rozdielov medzi kon-
krétnymi skupinami. Reakcia SF na apnoe a reoxygenaciu
sa porovnavala s intaktnymi potkanmi pomocou Friedma-
novho testu s Dunnovym post hoc testom. Za Statisticky
vyznamné sa povazovali hodnoty p < 0,05. Statisticka
analyza a grafické spracovanie dat boli vykonané v softvé-
ri Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Vysledky
Vplyv pohlavia a LD cyklu na SF

Celkovy priebeh zmien SF pocas jednotlivych expe-
rimentalnych krokov, hodnoteny Kruskal-Wallisovym
testom, poukazuje na vyznamné rozdiely najmé na zaciat-
ku experimentu a na konci pocas reoxygenacie (Obr. 1).
Zoletil mal u intaktnych potkanov oboch pohlavi tachy-
kardicky ucinok. Pocas apnoe sa SF znizila vo vSetkych
skupinach s vyraznej$im rozptylom nameranych hodnot,
pricom reoxygenacia viedla k navratu SF na hodnoty
takmer blizke intaktnych potkanov. Vyssie hodnoty SF
u oboch pohlavi poc¢as tmavej periody zodpovedaju fyzio-
logickej aktivite potkanov v tejto Casti rezimového dna.
Priemerné hodnoty SF v jednotlivych experimentalnych
krokoch st uvedené v Tabulke 1.

Pri porovnani konkrétnych skupin pomocou Dunnovho
post hoc testu (Obr. 2) bola zachovana zavislost’ SF od LD
cyklu u intaktnych samcov aj samic, pricom hodnoty SF
boli vysSie pocas tmavej, teda aktivnej periddy potkanov,
v ktorej intaktné samice vykazovali vyssiu SF nez intaktné
samce. Tato zavislost’ pretrvavala u oboch pohlavi pocas
umelej plucnej ventilacie, po 30-sekundovom apnoe, po
15-minatovej reoxygenacii a po 20-minttovej reoxygena-
cii. Po 10-minatovej reoxygenacii bola u samic zavislost’
na LD cykle eliminovana a zachovana len u samcov.

Reakcia SF na apnoe a reoxygenaciu

Apnoe viedlo k poklesu SF vo vsetkych experimental-
nych skupinach v porovnani so spontdnne dychajicimi
intaktnymi potkanmi (vo vSetkych skupindch podla
Friedmanovho testu p < 0,001), pricom odpoved’ jedincov
vykazovala vyraznl variabilitu. Po 2-minatovej apnoicke;j
epizode doslo k poklesu SF pod 300 uderov/min u 55 %
samic a 68 % samcov v svetlej peridde a u 70 % samic a
47 % samcov V tmavej peridde.

Analyza zmien SF pocas reoxygenacie v porovnani s
intaktnymi potkanmi naznaCuje, Ze reoxygenacia po
apnoickej epizéde nemusi automaticky viest' k uplnému
navratu SF na vychodiskové hodnoty (vo vsetkych skupi-
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nach podla Friedmanovho testu p < 0,001). Podl'a Dun-
novho post hoc testu bola SF aj napriek 20-minttovej

potkanov u samic v svetlej a u samcov v tmavej peridde.
Graficky priebeh zmien SF pocas apnoe a naslednej re-

reoxygenacii signifikantne odliSnd od hodndt intaktnych

Figure 1 Dynamics of heart rate changes in Wistar rats during the experimental procedure.
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oxygenacie je znadzorneny na Obrazku 3.

Data are presented as mean + standard deviation. Asterisks indicate the level of statistical significance according to the
nonparametric Kruskal-Wallis test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Table 1 Mean heart rate of Wistar rats at each step during the experimental procedure.

. Heart rate in beats/min. (mean * standard deviation)
Experimental step _ h

Females-light Males-light Females-dark Males-dark
Intact rats 480.2 +48.4 425.8 + 56.8 549.9+27.0 513.0+ 285
Tracheotomy 462.0 +47.7 418.0 £ 69.4 464.3 £ 50.1 457.9+49.6
Avrtificial ventilation 4572 £37.7 434.1 +£44.9 495.7 £ 36.9 475.7 £ 38.9
5 30s 441.8+ 354 405.1 + 58.6 4943 +33.4 4674 £37.7
g 3 60 s 335.9+119.5 325.5+98.3 340.6 = 108.5 375.3+104.2
qg_ 3 9N0s 282.6 £137.6 243.6 +121.1 260.5+123.2 315.2 +158.2
< 120 s 253.8 £155.0 2145+ 122.0 236.4 + 148.9 296.1 +£172.2
é 5 min. 402.9 +59.0 405.4 + 62.0 404.0 +£79.0 441.6 + 63.0
‘é S 10 min. 436.0 £42.9 429.6 +46.4 468.0 +48.7 471.8 £53.7
5¥F 15 min. 436.3+47.0 438.2 +£46.6 496.3+37.9 478.6 = 54.8
2 20 min. 434.7 £ 47.36 444.6 £44.4 500.2 +£53.1 479.3+54.4

Figure 2 Significant effects of sex and the light/dark cycle on the heart rate of Wistar rats.
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Data are presented as bars representing the mean =+ standard deviation. Asterisks indicate the level of statistical signi-
ficance according to Dunn's post hoc test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Figure 3 Heart rate of Wistar rats during apnea and reoxygenation compared with intact rats.
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Diskusia

Ziskané vysledky poukazuju na to, ze pohlavie a LD
cyklus predstavuju kIaGové faktory, ktoré je potrebné
zohladnit’ pri interpretacii vysledkov in vivo stadii s pot-
kanmi v celkovej zoletilovej anestézii. Apnoicka epizoda
viedla vo vsetkych skupinach k poklesu SF s velkou indi-
vidualnou variabilitou, ¢o naznacuje rozdielnu toleranciu
potkanov voc¢i hypoxii. Jednym z pravdepodobnych vy-
svetleni je odlisna aktivita ANS. Hypoxia u potkanov
podporuje dominanciu vagového tonusu a vyvolava u nich
fylogeneticky konzervovanu bradykardicku odpoved'.
Individualna odpoved’ na hypoxiu méze byt ovplyvnena
experimentalnymi podmienkami, ako je pooperacny stres,
podanie anestézie, ¢i rozdielny bazalny sympatikovy tonus
[26], ked’Ze ANS potkanov je mimoriadne citlivy na via-
ceré vnutorné aj vonkajsie faktory [23]. Okrem moznych
pohlavnych rozdielov je potrebné zohladnit' aj vplyv
samotného estralneho cyklu a hormonalneho profilu sa-
mic, nakol’ko estrogény vyznamne ovplyviuji kardiovas-
kularnu regulaciu aj variabilitu vagového tonusu pocas
jednotlivych faz estralneho cyklu [10]. Na monitorované
biosignaly mozu mat’ vplyv aj d’alSie faktory, ako sezénna
rytmicita ANS [1], kmen [9], vek, resp. hmotnost’ zvierat
[15], anestézia, telesna teplota, ¢i stres zvierat [20,11].

Nasledné obnovenie umelej pltcnej ventilacie sice
viedlo k postupnému narastu SF, avsak jej hodnoty sa ani
po 20 minutach nevratili na Groven intaktnych zvierat vo
vsetkych skupinach. Experimentalne vysledky na izolova-
nych srdciach potkana naznaCuju, Ze reoxygenacia po
hypoxii nemusi automaticky viest k uplnej obnove funk-
cie lavej komory [7]. Vo vSeobecnosti maju organy a
tkaniva cicavcov len obmedzent schopnost’ vyrovnat’ sa s
anoxiou a naslednou reoxygenaciou, ktora pre ne predsta-
vuje patologicky stav [8]. Z mechanistického hl'adiska
hypoxia a naslednd reoxygenacia v potkanich kardiomyo-
cytoch linie H9C2 aktivuje glykolyzu a podporuje laktyla-
ciu, atym destabilizaciu kIi¢ového antioxidaéného
enzymu glutationperoxidazy 4, ¢o modze facilitovat’

Heart rate (beats/min.)

(=]

Heart rate (beats/min.)
3
E=)

Int'act ED's Eols sds 1st Int'acl 30'5 EL';s sds 12'09

ferroptézu kardiomyocytov a tym potencovat samotné
poskodenie srdca [25]. Konkrétne biologické mechanizmy
zodpovedné za rozdiely v SF po reoxygenacii medzi sa-
micami a samcami v rdznych peridodach dna vsak zostava-
ju neobjasnené a vyzaduju d’alsi vyskum.

Hoci tato praca ma viacero limitov, ako je nezohl'ad-
nenie estralneho cyklu samic, sezonnych rytmov, ¢i simu-
lacia iba jednorazovej apnoickej epizody bez opakova-
nych cyklov apnoe—-reoxygenacia, ziskané poznatky mozu
byt vyuzit¢ v budicom s$tidiu kardiovaskularnych rizik
spojenych s apnoickymi epizodami a reoxygenaciou.
Uplatnenie mozu najst’ aj pri hodnoteni bezpecnostného
profilu anestetik u potkanov a pri optimalizacii nacasova-
nia experimentov s cielom minimalizovat' kardiovasku-
larne rizika.

Zaver

Zaverom mozno konstatovat’, ze pohlavie a LD cyklus
vyznamne ovplyviuji SF Wistar potkanov v zoletilovej
anestézii, pricom rozsah a charakter tychto zmien sa lisia
v zavislosti od experimentalnych podmienok a naznacuju
existenciu dvoch populacii potkanov s rozdielnou toleran-
ciou voc¢i hypoxii pocas apnoe. Nasledna 20-minttova
reoxygenacia nemusi viest' k uplnému navratu SF na hod-
noty spontanne dychajucich zvierat.

Zoznam skratiek

ANS — autonémny nervovy systém

LD cyklus — cyklus svetlo/tma

SF — srdcova frekvencia

SHR potkany — spontanne hypertenzné potkany
TK —tlak krvi

WKY potkany — Wistar-Kyoto potkany
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THE EFFECT OF SEX AND THE LIGHT/DARK CYCLE ON HEART RATE IN WISTAR RATS DURING APNEA

AND REOXYGENATION
Novotnd V., Gresova S., Petrdsova D., Svorc P,

Introduction Disorders of pulmonary ventilation contribute to the development of cardiovascular diseases. However, ani-
mal studies often overlook some factors that may affect the validity of the obtained results.
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Obijective The aim of the study was to investigate the influence of sex and the light/dark cycle on heart rate in Wistar rats
under tiletamine—zolazepam anesthesia during apnea and subsequent reoxygenation.

Material and Methods After a 4-week adaptation to a 12 h light/12 h dark cycle, Wistar rats were divided into four groups
(n = 20/group) according to sex and light/dark period. Following anesthesia administration (Zoletil 50; 30 mg/kg; i.p.),
heart rate was continuously recorded in lead Il: 1. in intact spontaneously breathing animals; 2. after tracheotomy; 3.
during artificial lung ventilation; 4. after 120-second apnea; and 5. after 20-minute reoxygenation.

Results The dependence of heart rate on the light/dark cycle was eliminated after 60 seconds of apnea and was restored
following reoxygenation (after 10 minutes in males and 15 minutes in females). Apnea induced a decrease in heart rate in
all groups with significant individual variability. The findings also indicate that reoxygenation does not necessarily restore
heart rate to the baseline values observed in intact rats.

Conclusion Sex and the light/dark cycle are important factors that should be considered in in vivo studies in rats under
tiletamine—zolazepam anesthesia.

Key words: apnea, reoxygenation, anesthesia, sex, chronobiology
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