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ABSTRACT
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cardiomyopathy
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Introduction: Takotsubo cardiomyopathy (TCM), also known as stress-induced
cardiomyopathy (SIC), is characterized by an acute onset of a reversible left ventricular
akinesia that cannot be explained by an occlusion of a coronary artery. The mechanisms
behind the pathogenesis of TCM are unknown but catecholamines are suggested to be
involved. One theory is that excess metabolic demand may play a role. Cardiac metabolic
demand is determined in part by body temperature, which is increased by catecholamines.

Aims: To study the effect of body temperature on catecholamine-induced takotsubo
cardiomyopathy and hemodynamics in rats.

Methods: 76 male Sprague Dawley rats were anaesthetized by an intraperitoneal (i.p)
administration of ketamine (50 mg/kg) and midazolam (5 mg/kg). They were placed on a
heating pad and rectal temperature was continuously monitored. I.p isoprenaline (50 mg/kg)
was administrated and the body temperature was controlled according to the experimental
protocol. In the first experimental setup, the body temperature was allowed to increase
spontaneously post isoprenaline (n=44). In the second set of experiments, 32 rats were
randomized to temperature control post isoprenaline at 37.5 + 0.5 C (normothermia, n=16) or
41.0 £ 0.5°C (hyperthermia, n=16). Invasive hemodynamics were measured in a subgroup of
rats that had been randomized to normothermia (n=8) or hyperthermia (n==8). Left ventricular
(LV) function was studied by echocardiography 90 minutes post isoprenaline administration.
TCM-like akinesia was expressed as percentage of total LV endocardial length.

Results: Peak body temperature was associated with the extent of isoprenaline-induced TCM-
like dysfunction (1*=0.19, p=0.006). Rats randomized to hyperthermia developed a
significantly greater degree of TCM-like dysfunction (median 19.62% (interquartile range
7.61%-25.82%) vs median 0% (interquartile range 0%-0%), p=0.00002) and a significantly
higher incidence of apical ballooning (8/16 (50%) vs 0/16 (0%), p=0.002). Rats randomized
to hyperthermia developed a higher mean heart rate (574 + 21 vs 522 + 7, p=0.002) and
maximum heart rate (620 + 14 vs 557 + 21, p=0.0004).

Conclusions: Body temperature appears to affect the development of isoprenaline-induced
TCM-like dysfunction in rats.

Key words: Takotsubo cardiomyopathy. Stress-induced cardiomyopathy. Body temperature.



INTRODUKTION

Takotsubo-kardiomyopati (TK) &r en hjartsjukdom som karaktariseras av en akut inséttande
regional dysfunktion av vinster kammare. Funktionsnedsittningen &r ofta omfattande och kan
leda till akut hjértsvikt och kardiogen chock. Om patienten §verlever den akuta fasen dr TK
dock ett reversibelt tillstdnd [1]. Olika delar av vénster kammare kan vara paverkade vid TK,
men 1 majoriteten av fallen dr det den apikala delen som é&r akinetisk. Hjértats morfologi under
systole paminner da om ett japansk krukformat fiskeredskap, med en rund botten och en smal
hals, som anvinds for att finga blackfiskar [2]. Denna blackfiskfangare heter tako-tsubo och
har gett namn at TK. TK bendmns ocksé takotsubo syndrom (TS), stressinducerad

kardiomyopati (SIC), broken heart syndrome och apical ballooning syndrome.

Sjukdomens historia
Ar 1990 publicerade Japanska forskare de forsta fallrapporterna avseende TK och myntade
termen takotsubo-kardiomyopati [2]. Fall som i efterhand skulle kunna tolkas som TK hade

ddremot beskrivits innan 1990 utan att definiera nagot specifikt tillstdnd.

I tva studier, fran 1967 respektive 1969, hade man foljt néra slidktingar till avlidna personer
och 1 bada studierna forelag ett 6kat antal dodsfall det forsta aret efter bortgangen [3, 4].
Majoriteten av dessa orsakades av kardiovaskuldra hiandelser och forfattarna diskuterade om
att emotionell stress kunde vara en bakomliggande orsak. En fallrapport fran 1986
presenterade en 44-drig kvinna som hade utvecklat en typisk klinisk bild for TK efter att ha
fatt besked om att hennes son hade begétt sjalvmord [5]. Héndelsen intréffade dock fyra ar

innan takotsubo-diagnosen definierades och ddrmed kunde inte en séker diagnos stillas.

Termen stressinducerad kardiomyopati beskrevs i en studie frin 1980 dér tvd amerikanska

patologer undersokte patienter som hade dott efter fysiska dverfall. Obduktionerna visade inte



ndgon egentlig skada av de inre organen, men de hittade histopatologiska fynd som
overensstimde med en stressinducerad kardiomyopati [6]. De tvéd patologerna foreslog att
katekolaminer och stress lag bakom dddsfallen men artikeln blev troligtvis inte tillrdckligt

uppmirksammad inom kardiologin.

Klinisk presentation

TK kan drabba alla etniska grupper och sjukdomen dr numera kdnd i hela vérlden [7]. Den
forsta svenska patienten diagnosticerades pa Sahlgrenska Universitetssjukhus ar 2005. Varje
ménad diagnosticeras 3-5 nya fall pd sjukhuset och érligen totalt cirka 2000 fall i hela Sverige
[8]. Minhas et al. [9] och Murugiah et al. [10] rapporterade att sjukdomens incidens och
antalet som sjukhusvérdades for sjukdomen signifikant 6kade i USA mellan 2006 respektive
2007 och 2012, vilket sannolikt beror pa dkad kinnedom om sjukdomen. Incidensen &r dock
mdjligtvis hogre dn vad som har rapporterats eftersom det inte dr ovanligt att tillstdndet

feldiagnosticeras eller inte uppmérksammas av olika anledningar [11].

Nyligen delades sjukdomen in i en primédr och sekundér takotsubo-kardiomyopati [1]. Vid
primdr TK soker patienterna vird med nytillkomna akuta symtom. Denna form &r oftast
orsakad av emotionella triggerfaktorer, som exempelvis dodsfall av en néra anhdrig,
mottagandet av svara besked eller ekonomiska forluster [7]. Detta dr bakgrunden till att
sjukdomen kallas for broken heart syndrome. Sekundér TK drabbar patienter sekundért till ett
annat sjukdomstillstand, t.ex. subaraknoidalblddning, ischemisk stroke, sepsis, multitrauma
eller stora blodningar. Denna form orsakas istéllet av fysiska triggerfaktorer [1]. I en studie
med 1750 TK-fall orsakades 36,0% av en fysisk triggerfaktor, 27,7% av en emotionell
triggerfaktor och 7,8% av béada. 28,5% av patienterna saknade en triggande faktor i

anamnesen [12].



Takotsubo-kardiomyopati dr en sjukdom som huvudsakligen drabbar postmenopausala
kvinnor. Flertal studier har rapporterat att ungefar 90% av alla TK-patienter &r kvinnor och att
medelaldern vid insjuknandet &r 68 £ 10 ar [12-15]. Aven personer under 40 ar kan drabbas
[16]. Bland kvinnor &r emotionella triggerfaktorer vanligast men bland mén é&r istéllet fysiska
triggerfaktorer vanligare [13]. Férekomsten av kardiovaskuléra riskfaktorer, s& som hypertoni,
hyperkolesterolemi, diabetes och rokning, ar vanligare bland TK-patienter jaimfort med den

generella befolkningen [17].

Den kliniska symtombilden &r oftast identiskt med bilden vid en hjartinfarkt [7]. De
vanligaste symtomen som patienterna soker med &r brostsméarta med utstralning mot hals,
axlar och armar, dyspné och palpitationer. Ejektionsfraktionen &r oftast paverkad och
patienten kan dérfor vara hemodynamiskt instabil [18]. I allvarligare fall forekommer
lungddem och synkopé till f6ljd av kardiogen chock, ventrikuléra arytmier eller ventrikulir
utflodesobstruktion [1]. En patient som soker for brostsmérta med en missténkt kardiell genes
ska handléggas enligt riktlinjerna for akuta koronara syndrom med bland annat

elektrokardiografi (EKG), koronarangiografi och laboratorieprover [1].

Det vanligaste fyndet pd ett 12-avlednings-EKG hos patienter med TK ar ST-hojningar [19].
ST-sénkningar, nytillkomna vénstergrenblock, T-vagsinversioner, en forlangd QT-tid och
patologiska Q-vagor forkommer ocksé [20], men reciprokala ST-fordndringar dr ddremot
ovanligare [21, 22]. En minoritet av patienterna har ett normalt EKG. EKG-forandringarna ar
oftast Overgdende och olika fordndringar kan ses beroende pa nir i sjukdomsforloppet som

EKG-registreringen sker [1].

Man uppskattar att 1-2% av patienterna som genomgér en akut koronarangiografi for en
misstankt hjartinfarkt istéllet har TK [18, 23]. Vid TK ses oftast normala epikardiella

kranskaérl till skillnad fran vid en hjartinfarkt da det foreligger ocklusioner i dessa [1, 7].



Cirka 15% av TK-patienterna har dock en aterosklerotisk kranskirlssjukdom sedan tidigare
med delvis obstruerade kranskérl [12, 23]. Hos dessa blir utmaningen att virdera om dessa

fortrangningar kan forklara den aktuella vinsterkammar-dysfunktionen.

Efter att koronarangiografin har uteslutit en hjértinfarkt bér man ga vidare med en
vénstersidig ventrikulografi eller ekokardiografi (UCG/ TTE) for att bekrifta diagnosen. Vid
TK ser man ett dyskinetiskt omrade som oftast &r mer utbrett &n vad som kan forklaras av ett
kranskérls forsorjningsomrade [1]. Vanligtvis drabbas den anteriora, laterala och inferiora
viaggen. Hos 75-80% av patienterna ser man den klassiska varianten, med en apikal akinesi
och en kompensatorisk basal hyperkinesi, som har givit sjukdomen dess namn. I resterande
fall ses en midventrikulér eller basal variant, vilka bendmns som atypisk TK [7]. I en tredjedel

av fallen dr 4ven hoger kammare drabbad, d.v.s. en biventrikulér variant [18].

Vid TK kan flera biomarkorer avvika [1]. Troponin T och I samt kreatininkinas &r proteiner
som finns 1 hjdrtmuskulaturen och en stegring av dessa i blodet kan indikera skada av
hjartmuskelceller. De anvénds dérfor som hjartskademarkdrer. Hos >90% av TK-patienterna
foreligger forh6jda nivaer av troponin och kreatininkinas, men dessa nivéer dr relativt 1aga 1
jamforelse med akinesins utbredning [24]. Om motsvarande akinesi istillet skulle ha orsakats
av en hjartinfarkt hade nivaerna varit betydligt hogre. Hjartsviktsmarkorerna BNP och NT-
proBNP ir i princip alltid férhdjda vid den akuta fasen av TK och till skillnad fran
hjértskademarkorerna korrelerar dessa nivaer bittre till graden av akinesi [25]. Andra forhéjda
laboratorieprover kan innefatta serumnivéerna av katekolaminer (adrenalin, noradrenalin och
dopamin), neuropeptid Y och serotonin [26]. C-reaktivt protein (CRP) kan vara litt forhojt

men dven kraftigt forhojt om tillstandet foregés av en infektion [1].

Sedan Mayo Clinic presenterade sina diagnoskriterier &r 2004 har olika forskningsgrupper

foreslagit sina kriterier [27]. Heart Failure Association of the European Society of Cardiology



(HFA of the ESC) har granskat och reviderat samtliga diagnoskriterier och ar 2015

presenterade de nya [1].

HFA of the ESC’s diagnoskriterier: (6versatta av forfattaren)

1.

En 6vergdende regional dyskinesi av vinsterkammarens eller hdgerkammarens
myokardium som ofta, men inte alltid, féregds av en stressutlosande faktor (emotionell
eller fysisk).

Det dyskinetiska omrddet &r vanligtvis mer utbrett &n ett kranskarls forsdrjningsomrade
och resulterar ofta i en cirkumferent dysfunktion av de involverade kammarsegmenten.
Avsaknad av en bakomliggande aterosklerotisk kranskérlssjukdom, inkluderande akut
plackruptur, trombosbildning och kranskérlsdissektion, eller annat patologiskt tillstand
(t.ex. hypertrofisk kardiomyopati, viral myokardit) som mer dvertygande forklarar den
tillfalliga vansterkammar-dysfunktionen.

Nya och reversibla EKG-fordandringar (ST-hojningar, ST-sénkningar, vanstergrenblock,
T-vagsinversion och/eller en forlingd QT-tid) under den akuta fasen (3 méanader).
Signifikant forh6jda serumnivaer av BNP eller NT-proBNP under den akuta fasen.

Litt stegring av troponiner (d.v.s. diskrepans mellan troponinnivéer och dysfunktionens
utbredning).

Aterhiimtning av vinsterkammarfunktionen p4 kardiell bilddiagnostik vid

uppfoljningstillfillet (3—6 manader).

Diagnostiken och diagnoskriterierna syftar till stor del till att utesluta en hjartinfarkt. En

hjértinfarkt kan ddremot ge upphov till emotionell och fysisk stress, som bada kan ge bidra till

en takotsubo-kardiomyopati. Det finns till och med beskrivna fall dar TK har utvecklats

sekundart till en hjartinfarkt [28, 29].

Karaktériserande for sjukdomen ér en spontan forbéttring av vanster kammares rorlighet,

vilket vanligtvis sker inom 12 veckor [1]. Patienterna bor vardas inneliggande med

telemetridvervakning och dterhdmtningen bor foljas med upprepade UCG-undersdkningar.

Det saknas randomiserade kliniska studier och evidensbaserade riktlinjer for hur man ska

behandla tillstandet [30]. I det akuta stadiet syftar behandlingen till att stodja hjartats



kvarvarande funktion och att forhindra komplikationer [30]. Patienter med en sekundir TK
drabbas av komplikationer i hogre grad och har dirmed en sdmre prognos, vilket kan bero pa
att de har ett annat samtidigt sjukdomstillstdnd [12]. I dessa fall 4r det viktigt att optimera
behandlingen av det bakomliggande tillstdndet. Dodsfall under sjukhusvard drabbar 4-5%,
vilket motsvarar mortaliteten vid en hjértinfarkt [8, 23]. Detta sker oftast till f61jd av

kardiogen chock och ventrikuldra arytmier [1].

Experimentell takotsubo-kardiomyopati

Niér patienterna soker vird och diagnosticeras med en takotsubo-kardiomyopati har den
maximala graden av akinesi oftast redan uppnatts, vilket indikerar att de patofysiologiska
processerna troligtvis sker innan patienterna upplever symtom [1]. Eftersom det inte &r etiskt
rétt att stressa ménniskor till att utveckla TK behdvs djurmodeller for att klargéra de
bakomliggande mekanismerna och pé sé sitt kunna ta fram evidensbaserade

behandlingsriktlinjer.

Réttmodeller har sedan tidigare bevisats vara bra djurmodeller for att undersoka ménskliga
hjértsjukdomar och det finns flera rattmodeller beskrivna for att inducera experimentell TK.
En modell innefattar att binda fast dem tills de &r tillrackligt stressade [31]. I en annan modell
introduceras en ny ratta till en annan réttas bur for att initiera ett sympatikuspaslag till foljd av
att den nya rattan inkréktar pd den andras territorium [32]. Den vanligaste metoden &r att
administrera katekolaminer och att direfter virdera hjértats rorlighet med hjélp av

ekokardiografi. Den etiska fordelen med denna metod &r mgjligheten att sdva réttorna.

Den djurmodell som min forskningsgrupp anvénder sig av bygger pa att sévda rattor fir 50
mg/kg isoprenalin intraperitonealt (i.p) [33]. En anmirkning till modellen dr att unga hanréttor
anvénds for att studera ett tillstind som framforallt drabbar postmenopausala kvinnor.

Anledningen till att inte honrattor anvénds dr for att de har en storre spridning i deras normala



fysiologiska data till f61jd av fordndringar under menstruationscykeln. For att erhélla statistisk
power hade 1 sa fall ett storre antal rattor behovt anvéndas, vilket dr mindre etiskt samt bidrar
till hogre kostnader. En annan anmérkning ar anvindningen av isoprenalin, som ir en
syntetisk katekolamin som normalt inte forekommer i kroppen. Anledningen till att denna
dnd4d anvinds i1 djurmodellen &r att det var den enda katekolaminen som, vid jamforelse med
andra, gav upphov till en apikal akinesi [34]. Adrenalin, noradrenalin, fenylefrin och dopamin

inducerade istillet mestadels en basal akinesi.

Patofysiologi

Patofysiologin bakom takotsubo-kardiomyopati anses vara komplex, multifaktoriell och till
stor del fortfarande okdnd [1]. Eftersom det ar kéant att tillstandet foregés av stress antas
katekolaminer spela en central roll i patofysiologin [26]. Den akuta stressen aktiverar bade det
autonoma och centrala nervsystemet, inkluderande HPA-axeln (hypotalamus-hypofys-binjure-
axeln), vilket resulterar i 6kade nivéder av kortisol och katekolaminer [35]. Friséttningen av
adrenalin och noradrenalin till blodbanan sker frdn binjuremérgen medan noradrenalin dven
frisétts lokalt till hjdrtat frdn de sympatiska nervindarna [35]. Hur det kardiovaskulédra
systemet svarar pd katekolaminerna och hur de ger upphov till en 6vergaende vinsterkammar-
akinesi dr idag inte fullt klarlagt [11]. Det finns olika teorier om hur detta sker och

formodligen samverkar flera mekanismer [36].

En teori &r att katekolaminerna har en direkt kardiotoxisk effekt som histologiskt resulterar i
nekros av de kontraktila banden samt 6kning av extracelluldr matrix och fibrosbildning [26,

36].

En annan teori &r att akinesin uppkommer till f61jd av en tillfallig myokardiell ischemi orsakat
av vasospasm i de epikardiella och mikrovaskuldra kranskirlen [37] eller annan

mikrovaskuldr dysfunktion [38]. Det dr ként att ischemisk stunning, d.v.s. en 6vergéende



kontraktilitets-nedséttning, kan ske till f61jd av en tillfdllig myokardiell ischemi [39].
Vasospasmen tros orsakas av en endotelial dysfunktion som ger upphov till en obalans mellan
vasokonstrigerande och vasodilaterande faktorer [36, 40]. Under normala forhéllanden
kommer en sympatisk aktivering att leda till en vasodilatation av kranskirlen via stimulering
av fBo-receptorer, men om det ddremot foreligger en endoteldysfunktion kommer istéllet en
vasokonstriktion att ske som resultat av att a;- och ap-receptorerna istéllet stimuleras [41].
Endoteldysfunktion dr inte ovanligt bland TK-patienter [40] och det kan foreligga till f6ljd av
bland annat minskade Ostrogennivéder [36]. Minskade Ostrogennivéer leder dven till en 6kad
sympatisk aktivitet och detta skulle kunna forklara varfor TK huvudsakligen drabbar

postmenopausala kvinnor [42].

Den tredje teorin handlar om att katekolaminerna ger upphov till en obalans mellan hjértats
syrebehov och syretillforsel som resulterar i ischemisk stunning [36, 43]. Detta grundar sig i
att katekolaminer fysiologiskt stimulerar till en 6kad inotropi (kontraktionskraft) och
kronotropi (hjértfrekvens), vilket i sin tur 6kar hjértats syrebehov [35]. Vid ett akut koronart
syndrom uppstar motsvarande obalans men denna beror istéllet pa en minskad syretillforsel
till f61jd av en kranskérlsocklusion [44]. Hjértats kontraktila enheter forbrukar majoriteten av
hjértats syre och energi och genom att tillfélligt stinga av dessa, d.v.s. inducera ischemisk
stunning, kan syret istéllet anvindas for att bibehalla de basala cellfunktionerna [43].
Ischemisk stunning kommer att minska hjéirtats syrebehov och ddrmed jimna ut obalansen.
Denna teori ger underlag for att takotsubo-kardiomyopati ar ett protektivt tillstind som

skyddar hjértat mot omfattande ischemiska skador.

Det har dven foreslagits att hoga adrenalinnivaer stimulerar B,-receptorn till att dndra sina
intracelluldra signalkaskader frdn Gs (stimulerande) till Gi (inhiberande) [45]. Detta resulterar
1 att stimulering av B,-receptorn istéllet far en negativ inotropiskt effekt, vilket resulterar 1

akinesi. Att akinesin oftast ses apikalt kan forklaras av att densiteten av By-receptorer dr hogre

10



1 apex jamfort med basen [46]. Densiteten borde dock kunna variera mellan olika individer
och det skulle i s fall kunna forklara forekomsten av atypisk TK. Andringen till Gi tros ske
for att skydda myocyterna mot de hoga katekolaminnivéerna och ddrmed begrdnsa den

myokardiella skadan som redan har skett [36].

Den aktuella studien

Som tidigare ndmnts dkar hjértats kronotropi och inotropi som ett fysiologiskt svar till
cirkulerande katekolaminer och en dkad sympatisk nervaktivitet [35]. En 6kad
kroppstemperatur bidrar ocksa till en 6kad kronotropi genom att paverka hjértats sinusknuta,
vilket i sin tur 6kar hjértats metabola behov [35]. En 6kad kroppstemperatur fis bland annat
av infektioner och fysisk aktivitet, men &ven utav cirkulerande katekolaminer eftersom de
stimulerar cellerna till en 6kad metabolism [47]. Katekolaminer kan alltsé dka hjértats syre-
och energibehov dels direkt genom stimulering av hjértats betareceptorer men dven indirekt

genom att hdja kroppstemperaturen.

Virmeslag, dven kallat hypertemi, definieras som en kroppstemperatur 6ver 40°C som
orsakas av att temperaturregleringen i det centrala nervsystemet inte lyckas bibehalla en
normal kroppstemperatur nir kroppen utsdtts for mycket varmt vider eller hard fysisk
belastning [48]. Detta tillstdnd kan pdverka hjirtat och ge upphov till EKG-{f6réndringar, i
form av bl.a. ST-forédndringar, samt forh6jda nivier av hjartskademarkorer och patologiska

fynd pa ekokardiografin [49-51].

Etiologin bakom dessa avvikande undersokningsfynd &r inte alltid kdnd. Forhojda
serumnivéer av katekolaminer har rapporterats hos patienter drabbade av viarmeslag [52-54],
vilket kan indikera att kroppen upplever virmeslag som ett stressande tillstind. Hypertermi
kan alltsa orsakas av katekolaminer men dven bidra till 6kade katekolaminnivder. Varmeslag

borde ddrmed teoretiskt kunna ge upphov till en sekundér TK.

11



Chen et al. [55] och Tada et al. [56] har presenterat varsin patient som har drabbats av TK till
foljd av viarmeslag. Innan dessa rapporter hade tva liknande fallrapporter beskrivits som
handlade om tvé patienter som hade drabbats av kardiella komplikationer med ST-hdjningar,
forhojda hjartskademarkorer och en diffus dyskinesi till f61jd av varmeslag [57, 58]. I dessa
fallrapporter diskuterades att TK kunde vara en mgjlig diagnos men eftersom ingen

koronarangiografi utfordes var det svart att differentiera mellan en ST-hdjningsinfarkt.

Eftersom en 6kad kroppstemperatur kan 6ka nivéerna av katekolaminer samt 6ka hjértats
syrebehov borde det kunna bidra till den obalans som leder till ischemisk stunning, d.v.s.
akinesi. En hypotes dr ddrmed att katekolaminer i kombination med hypertermi ger en storre
grad av akinesi dn i kombination med normotermi. Det finns {4 studier gjorda om
kroppstemperaturens betydelse for utvecklingen av takotsubo-kardiomyopati och darfor

undersOks det 1 denna studie.

12



SYFTEN

Det primira syftet med studien var att undersdka huruvida en 6kad kroppstemperatur

paverkar utvecklingen av experimentell takotsubo-kardiomyopati.

Det sekundéra syftet var att undersdka hur hemodynamiken péverkas av en forhdjd

kroppstemperatur vid samtidig administrering av katekolaminer.
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MATERIAL OCH METODER

Forsoksdjur

De experimentella djurférsoken utfordes pd 10-veckors gamla hanrattor som vigde mellan

250-350 gram. Vi anvénde en albinoart som kallas for Sprague Dawley. Innan djurférsdken

dgde rum forvarades de i en kontrollerad miljo med 25°C, 12-timmars ljus/morker-cykler och

fri tillgéng till f6da och vatten. Forsoken utfordes pa Laboratoriet for Experimentell

Biomedicin vid Sahlgrenska akademin.

Réttorna sdvdes ner med en intraperitoneal (i.p) administrering av ketamin (50 mg/kg) och
midazolam (5 mg/kg) och holls nedsdvda under hela forsoket. De placerades pd en
virmeplatta och den rektala kroppstemperaturen maéttes kontinuerligt. Haret pa brostet togs
bort med en trimmer och harborttagningskram for att forbereda dem for ekokardiografin.

Djuren aterfick inte medvetandet under forsoket och avlivades vid forsokets slut.

Experimentellt protokoll
Upplédgget av experimentet, som bestér av tva delar, dr beskrivet i figur 1. Samtliga réttor

forbereddes enligt ovanstaende beskrivning och erhéll isoprenalin (50 mg/kg) i.p efter 30

minuters stabilisering. I den forsta delen (figur 1A) av experimentet observerades 44 réttor.

Virmeplattan var instilld pa 38°C och kroppstemperaturen tillidts 6ka spontant efter
isoprenalin-administreringen. I den andra delen (figur 1B) randomiserades 32 rattor till tva
grupper. Hos ena gruppen holls kroppstemperaturen pa 37,5 + 0,5°C (normotermi) och hos
den andra gruppen fick kroppstemperaturen 6ka spontant de forsta 15 minuterna efter

administreringen, varefter den bibehdlls pa 41,0 £ 0,5°C (hypertermi).

Hos en subgrupp av de rdttor som hade randomiserats till att hdllas normoterma (n=8)

respektive hyperterma (n=8) méttes hemodynamiken invasivt under hela forsoket. Detta
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mdjliggjordes genom dissektion och kanylering av den hdgra karotisartiren, vilket 4gde rum
strax efter nedsdvningen. Kanylen kopplades sedan till en tryckkateter som var ansluten till en
dator. De hemodynamiska védrdena och kroppstemperaturen registrerades kontinuerligt i

programvaran Pharmlab.

A
Stabiliseri Kroppstemperaturen tillats 6ka spontant a
tabilisering Varmeplattan stalldes in pd 38°C i
B
L Kroppstemperaturen hélls 37,5+ 0,5°C .
Stabilisering | varmeplattan stalldes in for att halla kroppstemperaturen til 37,5°'c | N=16  *n=8
w T~ Stabiliseri Kroppstemperaturen hélls 41,0 £ 0,5°C 16 *ned
tabilisering Virmeplattan stilldes in for att halla kroppstemperaturen till 41,0 °'C = i
I | | | |
I I I I I
-30 min 0 min 30 min 60 min 90 min
Ketamin/ Isoprenalin 50 Eko-
Midazolam mg/kgi.p kardiografi
50/5 mg/kgi.p
*Arteriell Avlivning
kanylering

Figur 1. Experimentellt protokoll. (A) I den forsta delen av experimentet placerades rattorna
pé en virmeplatta instilld pa 38.0 'C. Kroppstemperaturen tillits oka spontant efter i.p
administrering av isoprenalin (50 mg/kg). (B) I den andra delen randomiserades réttorna till
att hallas hyperterma (41,0 + 0,5°C) eller normoterma (37,5 + 0,5°C) efter i.p administrering
av isoprenalin (50 mg/kg). *Hos en subgrupp av rattorna i de randomiserade grupperna
utfordes arteriell kanylering och hemodynamisk métning.

1.p: intraperitoneal
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Ekokardiografi

90 minuter efter isoprenalin-administreringen utfordes ekokardiografi med hjélp av
VisualSonics 770 VEVO imaging station for att undersoka hjartfunktionen och graden av
akinesi. En speciell stéllning anvédndes for att positionera ultraljudsproben och bibehalla dess
position under undersokningen. En optimal vy av den parasternala langaxeln uppnaddes
genom att visualisera bade mitralklaffen och aortaklaffen, samtidigt som man fann det
maximala avstdndet mellan aortaklaffen och apex (figur 2). Genom att anvinda ECG-gated
kilohertz visualization technique erholls en hogupplost inspelning av hjértcykeln bestdende av
>1000 bilder, som sedan kunde anvindas for att berdkna hur stor del av vinster kammare som
var akinetisk. Personen som beddmde akinesigraden var blindad angdende rattans
grupptillhorighet. Den akinetiska utbredningen beskrevs som en procentuell andel av
vénsterkammarens totala endokardiella ldngd. Apikal ballonering definierades som en akinesi

med en utbredning >20 % av vénsterkammarens endokardiella ldngd.

Figur 2. Ekokardiografisk avbildning i slutsystolisk fas. (A) Normalt ratthjérta. (B) Apikal
akinesi 90 min efter intraperitoneal administrering av isoprenalin (50 mg/kg). AW: Anterior
vigg. PW: Posterior vigg. LV: Vinster kammare. LA: Vinster formak. Ao: Aorta.
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Statistiska metoder

Virdena frén Pharmlab och ekokardiografin analyserades statistiskt med STATA v13.1. Fréan
den forsta delen av forsoket erholls en enkel linjar regressionsmodell med den beroende
variabeln “akinesigrad” och prediktorvariabeln “maximalt uppnadda kroppstemperatur”. I den
andra delen av experimentet jimfordes grupperna med Mann-Whitney U-test (grad av
akinesi) samt Fishers exakta test (andel som utvecklade apikal ballonering, definierat som
akinesi 1 >20% av vinster kammare). Skillnaden pa medelhjértfrekvensen respektive den
maximalt uppnadda hjértfrekvensen mellan grupperna analyserades med hjélp av Students t-
test. Data dr uttryckt i medelvirde + SD och i samtliga analyser anségs p <0,05 vara

signifikant.
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ETIK

Innan experimentets start godkindes studieupplagget av Goteborgs Djurforsoksetiska Namnd.
All vér djurforskning foljer de riktlinjer som dr framtagna av USA:s hélsodepartement,
National Institutes of Health (NIH). Medicinsk forskning skall respektera forsoksdjurs
vélbefinnande, vilket noggrant regleras i lagar och regler. I var studiedesign forsokte vi dven
folja den sa kallade 3R-principen (Replace, Reduce, Refine). Malet med denna princip &r att
djurforsok ska planeras och genomforas med storsta mojliga omsorg. Att ersétta djur (replace)
med nagot annat dr for narvarande inte mojligt inom vart forskningsomride for denna typ av
studie. Genom att ha tydliga syften och fragestéllningar samt en noggrann planering av
studieupplédgget har vi forsokt att minska antalet djur i studien (reduce). For att minimera

djurens lidande (refine) holls de noggrant nedsovda under hela forsoket.
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RESULTAT

En hogre maximal kroppstemperatur ir associerad med en storre grad av TK-lik
dysfunktion

Relationen mellan den maximalt uppnadda kroppstemperaturen efter isoprenalin-
administrering och graden av apikal akinesi dr illustrerad i figur 3. Den maximala kropps-
temperaturen hade ett signifikant samband med den utvecklade graden av véinsterkammar-

akinesi (r’=0,19, p=0,006). Tva rattor avled under forsoket.
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Figur 3. Grad av TK-lik apikal akinesi 90 minuter efter intraperitoneal administrering av
isoprenalin (50 mg/kg) i korrelation till den maximalt uppnadda kroppstemperaturen (n=42).
Det fanns ett signifikant samband mellan den maximalt uppnadda kroppstemperaturen och
graden av TK-lik apikal akinesi (r’=0,19, p=0,006).
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Hypertermi resulterade i en storre grad av TK-lik dysfunktion jimfort med normotermi
Kroppstemperaturen holls inom det efterstravade intervallet hos alla rattor. Graden av
isoprenalin-inducerad vansterkammar-akinesi hos de tva grupperna ér illustrerad i figur 4.
Réttor som randomiserades till att hallas hyperterma (41,0 + 0,5°C) utvecklade en signifikant
storre grad av apikal akinesi jimfort med normoterma (37,5 + 0,5°C) réttor (median 19,62%
(kvartilavstdnd 7,61%-25,82%) vs median 0% (kvartilavstand 0%-0%), p=0,00002).
Incidensen av apikal ballonering, d.v.s. akinetisk utbredning >20% av vénster kammare, var

signifikant hogre 1 den hyperterma gruppen jamfort med den normoterma gruppen (8/16

(50%) vs 0/16 (0%), p=0,002).

40 -
30+ .
mg®
|
2 2- —l'—. =
X
[ |
10- . .
Em
0 -——eoococoopscssee -
37.5%£0.5°C 41.0%£0.5°C
Normotermi Hypertermi

Figur 4. Grad av TK-lik apikal akinesi 90 minuter efter intraperitoneal administrering av
isoprenalin (50 mg/kg). Hyperterma rattor (n=16) utvecklade en signifikant storre grad av
apikal akinesi jamfort med normoterma réttor (n=16) (median 19,62% (kvartilavstdnd 7,61%-
25,82%) vs median 0% (kvartilavstand 0%-0%), p=0,00002). Incidensen av apikal
ballonering, d.v.s. akinetisk utbredning >20%, var signifikant hogre i den hyperterma gruppen
(8/16 (50%) vs 0/16 (0%), p=0,002).
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Hypertermi resulterade i en hogre hjiartfrekvens

Efter administrering av isoprenalin 6kade hjértfrekvensen hos samtliga rittor som resultat av
dess positiva kronotropiska effekt. Till f61jd av métfel har hemodynamiska métvarden
exkluderats fran de bdda randomiseringsgrupperna (hypertermi, n=2 respektive normotermi,

n=4). Hjartfrekvensen har analyserats for 6 hyperterma rattor och 4 normoterma rattor.

Medelhjartfrekvensen under 90 minuter var signifikant hdgre i den hyperterma gruppen
jamfort med den normoterma (574 + 21 vs 522 + 7, p=0,002). Hyperterma rattor uppnédde en
signifikant hogre maximal hjértfrekvens jamfort med normoterma rattor (620 + 14 vs 557 +

21, p=0,0004).
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DISKUSSION

Fynden i denna studie antyder att kroppstemperaturen har en betydande roll i utvecklingen av
experimentell takotsubo-kardiomyopati i var djurmodell. Genom att hélla rattor hyperterma
(41,0 £ 0,5°C) snarare dn normoterma (37,5 = 0,5°C) efter administrering av katekolaminer
kan man utveckla en storre grad av TK-lik apikal akinesi. Dessutom kommer en hogre
kroppstemperatur efter administrering av katekolaminer att ge upphov till en hogre

hjértfrekvens &n en normal kroppstemperatur efter administreringen.

Hypertermins paverkan p4 utvecklingen av experimentell TK

Varfor hypertermi efter administrering av katekolaminer ger upphov till en signifikant storre
incidens av TK-lik vinsterkammar-dysfunktion dn normotermi &r inte helt uppenbart, vilket
beror pé att patofysiologin bakom utvecklingen av takotsubo-kardiomyopati én idag inte ar
fullstandigt klarlagd [1]. Det antas att stress och katekolaminer har en central roll [26].
Gemensamt for katekolaminer och hypertermi &r att de bdda okar hjdrtats syre- och
energibehov [35]. En av teorierna till uppkomsten av TK &r att katekolaminer orsakar en
obalans mellan hjértats syrebehov och syretillforsel [36, 43]. Hypertermi efter administrering
av katekolaminer borde ytterligare kunna 6ka denna obalans till skillnad frdn normotermi,
vilket skulle innebéra att resultaten i var studie stodjer denna teori. Hos normoterma réttor

uppstod det mojligtvis inte en tillrdckligt stor obalans for att utveckla dysfunktionen.

Hypertermi, utan foregdende administrering av katekolaminer, har beskrivit kunna ge upphov
till myokardiella skador hos manniskor [49-51, 55-58], rattor [59] och till och med hos hundar
[60]. En annan forklaring till resultatet i den aktuella studien kan vara att hypertermins
myokardiella paverkan méste finnas, samtidigt som katekolaminerna paverkar hjértat pa sitt

satt, for att utveckla experimentell TK.
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I véar studie utvecklade endast en minoritet av de normoterma rattorna en TK-lik akinesi till
skillnad frén de hyperterma réttorna (figur 4). Detta trots att samtliga erholl en lika stor dos av
katekolaminer (50 mg/kg). Dessa fynd skulle kunna indikera att en forhdjd kroppstemperatur
ar en bidragande faktor for att utveckla experimentell TK. En forh6jd kroppstemperatur fas
fysiologiskt till f6ljd av administrerade katekolaminer [47], men en allt for hog
kroppstemperatur kan ddremot upplevas som ett stressande tillstdnd och bidra till en
friséttning av endogena katekolaminer [52-54]. En tredje teori till resultatet dr att rdttorna i
den hyperterma gruppen utvecklade en TK-lik akinesi till f6ljd av en stérre mingd
cirkulerande katekolaminer (administrerade och endogena). For att undersdka denna teori bor

ett liknande experiment utforas med tilldgg utav métningar av katekolaminnivaer.

Hypertermins paverkan pa hjirtfrekvensen

Att katekolaminer i kombination med hypertermi ger upphov till en hogre hjartfrekvens én i
kombination med normotermi dr inte ovédntat med tanke pé att bade katekolaminer och
hypertermi stimulerar till detta [35]. Liknande fynd har beskrivits av Quinn et al. [61] som
undersokte hypertermins kardiovaskulédra paverkan hos rattor utan administrering av

katekolaminer. De sag att hjartfrekvensen var hogre ju varmare rittorna var.

Klinisk betydelse

I det aktuella experiment hade kroppstemperaturen en betydande roll for utvecklingen av
experimentell takotsubo-kardiomyopati. Nésta steg blir att undersdka huruvida liknande fynd
kan ses hos ménniskor. Bland patienter som har sokt vard for en primér TK skulle man
retrospektivt kunna undersoka hur kroppstemperaturen var vid ankomst till akutmottagningen,
men eftersom de patofysiologiska processerna troligtvis dger rum innan patienten utvecklar
symtom ger dessa vérden otillricklig information om hur kroppstemperaturen var under

sjukdomsutvecklingen. Detta dr ddremot littare att undersdka bland patienter som har
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utvecklat en sekundir TK pa intensivvardsavdelningar. Tack vare att vrdpersonalen frekvent
noterar vitalparametrarna kan man retrospektivt undersoka kroppstemperaturens utveckling
under vérdtillfdllet och studera om det foreldg nagon temperaturékning strax innan patienten
blev hemodynamiskt paverkad av en TK. Om temperaturen skulle ha en betydelse for
utvecklingen av sekundér TK skulle en noggrann temperaturkontroll kunna minska incidensen

av detta.

Styrkor och svagheter

Den experimentella metoden har ett flertal styrkor. Till att borja med delades rattorna in i de
tva grupperna med hjilp av randomisering. Under forsoket tilldt en kontinuerlig rektal
temperaturmitning att vi noggrant kunde halla temperaturen inom det bestdimda intervallet.
En kontinuerlig temperatur- och hemodynamisk méatning mdjliggjorde dven att vi kunde fa
fram exakta medel- och maximalvérden till vér statistiska analys. Personen som bedomde
akinesigraden pd de ekokardiologiska inspelningarna var blindad angaende rattans

grupptillhdrighet under forsoket. Bedomning paverkades dirfor inte.

Svagheten med studiemetoden dr ddremot att den inte gav ndgon patofysiologisk forklaring
till hur hypertermin bidrog till utvecklingen av experimentell takotsubo-kardiomyopati. En
annan svaghet ar att det foreldg tekniska problem vid den hemodynamiska métningen hos

bada grupperna som resulterade i bortfall av matvarden.
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KONKLUSION OCH BETYDELSE

Vi har visat att kroppstemperaturen spelar roll i utvecklingen av experimentell takotsubo-
kardiomyopati hos rattor i var djurmodell. Hyperterma rattor utvecklar en stérre TK-lik
dysfunktion dn normoterma réattor. Om liknande fynd kan ses hos kliniska patienter skulle en
noggrann temperaturkontroll kunna anvindas for att férhindra utvecklingen av TK hos kritiskt
sjuka patienter. Det behdvs dock mer forskning for att klarldgga den patofysiologiska

mekanismen bakom hur hypertermi bidrar till utvecklingen av experimentell TK.

Resultaten i denna studie har givit oss forstaelse for att kroppstemperaturen spelar roll i vér
aktuella djurmodell. Denna information kommer att anvéndas vid framtida experiment. Med
vetskap om temperaturens inverkan pa akinesigraden kan vi kontrollera denna variabel och
ddrmed fa en mindre spridning av data och béttre statistisk power, vilket i sin tur leder till att
ett mindre antal rattor behver anvidndas. Fynden har dven betydelse vid utveckling av nya

experimentella djurmodeller for andra nérliggande kardiologiska sjukdomar.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Kroppstemperaturens betydelse for utvecklingen av experimentell
Takotsubo-kardiomyopati

Ar 1990 definierades en hjirtsjukdom i Japan med namnet takotsubo-kardiomyopati (TK).
Sjukdomen kallas d@ven for broken heart syndrome eller brustet hjérta, eftersom den ér
kopplad till akut sorg, trauma och stress. Upp till 90% av de som drabbas &r kvinnor och
majoriteten av dessa efter klimakteriet. Drabbade patienter upplever liknande besvir som vid
en hjértinfarkt, d.v.s. brostsméarta som samtidigt kan kénnas 1 halsen, axlarna och armarna
samt andningssvéarigheter och hjirtklappningar. Vid en unders6kning av hjértats blodkérl kan
man se att dessa dr helt normala vid TK till skillnad fran vid en hjartinfarkt da det foreligger
fortrdngningar som stoppar blodflodet till hjartmuskulaturen. Utdver normala blodkérl kan
man dven se att hjirtat inte pumpar normalt och att en del av hjértat har antagit en
ballonglikande form. Hjértat kommer darmed att likna en japansk bliackfiskfangare som heter

tako-tsubo och det ér sa sjukdomen fick sitt namn.

An idag #r det inte fullt klarlagt hur sjukdomen utvecklas men man antar att hdga halter av
cirkulerande stresshormoner, bl.a. adrenalin och noradrenalin, spelar en central roll. Det
saknas dven kunskap och forskningsbaserade riktlinjer for hur tillstdndet ska behandlas pa
bista sitt. Dodsfall under sjukhusvistelsen drabbar 4-5%, vilket motsvarar dodligheten vid en
hjértinfarkt, men om patienten dverlever det akuta skedet kommer hjirtfunktionen spontant att
forbattras inom 12 veckor. Hjértat blir ddrmed oftast helt normalt igen, som om ingenting har

hént.

En teori &r att sjukdomen utvecklas till f6ljd av att hjértats syrebehov kraftigt 6kar, vilket bl.a.
kan ske av en forhdjd kroppstemperatur. I den aktuella studien har vi darfér undersokt

kroppstemperaturens betydelse for att utveckla ett brustet hjéarta hos rattor. For att undersoka
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detta behdvde vi forst framkalla sjukdomen hos sdvda rattor med en spruta innehallande
stresshormoner. Sedan fick de ha olika kroppstemperatur under experimentet beroende pa
vilken grupp de tillhorde. En naturlig effekt av stresshormoner ér att kroppstemperaturen
stiger, vilket den tillits gora okontrollerat hos en grupp réttor. En annan grupp lottades till att
antingen ha en normal (37,5 + 0,5°C) eller forhojd (41,0 + 0,5°C) kroppstemperatur under
experimentet. Hos en undergrupp matte vi dessutom hjartfrekvensen for att undersdka om
kroppstemperaturen paverkade denna. 90 minuter efter att sprutan var given var experimentet
slut och dé undersoktes hjartfunktionen med hjélp av ett ultraljud. Genom att avslutningsvis

analysera méatvérdena fick vi fram studiens resultat.

I den fOrsta gruppen, dér kroppstemperaturen fick 6ka spontant, var graden av hjartfunktions-
nedsdttning storre ju hogre kroppstemperatur som uppnaddes. Bland de réttor dér vi istéllet
aktivt kontrollerade kroppstemperaturen, till att antingen vara normal eller forhdjd,
utvecklades en storre funktionsnedséttning hos de varma rattorna. De hade dven en hogre
hjértfrekvens under experimentet. Hjéartfunktionen efter 90 minuter var normal hos

majoriteten av de rattor som hade en normal kroppstemperatur under forsoket.

Slutsatsen fran studien dr att kroppstemperaturen har en betydande roll i utvecklingen av TK 1
vér rattmodell. Det krévs dock mer forskning for att kartlagga den exakta mekanismen bakom
hur detta sker. Man bor dven undersdka om liknande fynd kan ses hos ménniskor och om en
noggrann temperaturkontroll kan forhindra att sjukdomen utvecklas hos kritiskt sjuka

patienter.
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