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Abstrakt

e Kiicova slova: Tx plic, EVLP, NHBD, IR poskozeni, ROS, hyperkapnie, genderové

rozdily

Tato disertacni prace se zabyva velmi aktualni otdzku nedostatku darcovskych organt
pro transplantace plic. Stejné jako u ostatnich organt i zde se neustdle zvySuje mnozstvi
pacientli v termindlnich stadiich onemocnéni na cekacich listindch, ale nedochazi
k adekvatnimu navySeni darcovskych organd.

V nasi experimentalni praci jsme se zamétili na rozvoj vyzkumu feSeni, které se
s nebijicim srdcem (NHBDs) v protokolu ex vivo transplantace plic (EVLP) na zvifecim
modelu (potkan kmene Wistar). Jedna se o metodu svétové klinicky jiz zavedenou (v CR jen

experimentalng), kterd je neustdle predmétem dalSiho vyzkumu.

Na podkladé diive provadénych studii jsme se v prvni experimentalni ¢asti prace zmefili
na mozny protektivni vliv hyperkapnické ventilace na ischemicko-reperfuzni (IR)
poskozeni plic pii EVLP. Studie prokdzala, Ze hyperkapnicka ventilace ma protektivni vliv na
vznik volnych kyslikovych radikalti (ROS) u IR poskozeni plic, ale pouze pokud je vyuzita

v obdobi reperfuze.

Ve druhé experimentalni studii jsme navazali na velmi aktualni téma vlivu pohlavi na
IR poskozeni plic pfi EVLP u dérce s nebijicim srdcem. I zde jsme naplnili predpokladané
hypotézy, ze plice samic jsou odolnéjsi vici IR poskozeni oproti plicim experimentalnich
samct.

Vysledky obou studii jsou vyznamné z hlediska dalSiho rozvoje metody EVLP a

klinické aplikace vysledkl. At uz se jedna o benefit pro pacienta ve smyslu navySeni mnozstvi

darcovskych organti, kratkodobého i dlouhodobého prospivani stépu ¢i volby vhodnych darct.



Abstract
e Keywords: Lung Tx, EVLP, NHBD, IR injury, ROS, hypercapnia, gender differences

This dissertation thesis deals with a very topical issue of the lack of donor organs for
lung transplants. As with other organs, the number of patients on waiting lists in terminal stages
of their diseases is also constantly rising but there is not an adequate increase in donor organs.

We focused our experimental work on the development of research concerning the
solution which is most successful in a long-term perspective, i.e. organ transplants from non-
heart-beating donors (NHBDs), in an ex vivo lung transplant protocol (EVLP) on an animal
model (Wistar rats). This is a method which is clinically established worldwide (in the Czech

Republic only experimentally) and is constantly subject to further research.

Based on earlier studies, we focused the first experimental part of this work on
the potential protective effect of hypercapnic ventilation on ischemia-reperfusion (IR) lung
injury in EVLP. The study proved that the hypercapnic ventilation has a protective effect on
the generation of reactive oxygen species (ROS) in IR lung injury, but only when used in the

period of reperfusion.

In the second experimental study, we followed up a very topical issue of the effect
of gender on IR lung injury in EVLP in non-heart-beating donors. Also, here the hypotheses
that female lungs are more resistant to IR lung injury than the lungs of experimental males were

confirmed.

The results of both studies are significant in terms of further development of EVLP
method and clinical application of results. Either it is a benefit for a patient in terms of the
increase in the number of donor organs or short- and long-term thriving of the graft or selection

of suitable donors.



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Historie a ivod do transplantace plic

Béhem poslednich 25 let se transplantace plic stala lécebnou metodou pro terminélni
fazi mnohych zavaznych plicnich onemocnéni. Prvni transplantace plic byla ale provedena jiz
v roce 1963, kdy piijemce organu podlehl 18 dni od operace rendlnimu selhani a malnutrici
(Hardy JD. et al., 1963). Béhem dalsich 15 let bylo provedeno mnoho pokusti o plicni
transplantaci, jez vedly k umrti pacientll nejCastéji pro komplikace bronchialnich anastomoéz.
Prvni GspéSnad transplantace bloku srdce-plice byla zaznamenana v roce 1981 pro idiopatickou
plicni hypertensi (Reitz BA. et al., 1982) a prvni oboustranna transplantace plic v roce 1986 pro

plicni emfyzém (Patterson, GA. et al, 1990).

Uspésnost transplantaci se zvySovala bdhem dalsich let na podkladé rozvoje
chirurgickych technik, uchovani orgénd, vyvoje diagnostiky i pooperacni péce véetné objeveni
imunosupresivni terapie. Celosvétove se vyrazné navySoval pocet transplantaci mezi lety 1988
a 1993, kdy z 89 transplantacnich operaci se pocet zvysil na 1160 ro¢n¢ a v roce 2012 se
celosvétové pocty transplantaci plic udavaly jiz okolo 3700 ro¢n¢ dle Registru mezinarodni
spole¢nosti pro transplantace srdce a plic — ISHLT (the International Society for Heart and Lung

Transplantation) (Yusen RD. et al., 2015).

Hlavnim limitujicim faktorem poctu transplantaci byl a je nedostatek darct.. Zatimco
pocet pacientii indikovanych k transplantaci plic rychle vzristd, mnozstvi darcti zlistava stejné
(Cypel M., 2009). Nejbezngjsi indikaci pro transplantaci plic jsou chronickéd obstrukéni plicni
nemoc (COPD), idiopatickd plicni fibréza (IPF), cysticka fibréza (CF), emfyzém pfi alfa-1
deficitu antitrypsinu a plicni arteridlni hypertenze (PAH) (Yusen RD. et al, 2015). Tyto

indikace tvofi asi 85 % vSech zakroki na celém svéte. Zbyvajicich 15 % jsou rizné diagnodzy
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v kone¢ném stadiu jako sarkoid6za, lymfangioleiomyomatdéza (LAM) nebo histiocytosa
Langerhansovych bun¢k (Shorr AF. et al., 2003; Pechet TT. et al., 2004; Dauriat G. et al., 2006)

—viz obr. 1.1.

Podle zpravy Registru ISHLT 2014, byl median pteziti pro vSechny dospélé piijemce
5,7 let. Ptijemci po bilateradlni transplantaci plic maji lepS§i medidn pfeziti nez piijemci po

jednostranné transplantaci plic (7 let oproti 4, 5 roku) (Yusen RD. et al., 2015).
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Obrizek 1. 1. : Celosvétovy vyvoj indikaci k transplantacim plic 1990-2006 ( Christie, JD. et al, 2008)
IPAH: idiopaticka plicni hypertense; AT Def: emfysen pri deficitu alpha-1 antitrypsin; COPD:
chronicka plicni obstrukéni nemoc; IPF: idiopaticka plicni fibrosa; CF: cysticka fibrosa.

V Ceské republice je jedinym transplantadnim centrem pro transplantace plic III.
chirurgickd klinika 1. LF University Karlovy a FN Motol. Zde byla prvni transplantace
provedena pod vedenim Prof. Pavla Pafka roku 1997. Do dne$niho dne bylo na klinice

transplantovano jiz vice nez 330 pacientl a byly provedeny i 2 transplantace bloku srdce-plice
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ve spolupraci s IKEM (Institut klinické a experimentalni mediciny). Soucasné je nutno zminit

i uspeéch v podobé provedeni jiz 2 plicnich retransplantaci.

1.2 Transplantace plic od darci s nebijicim srdcem, Ex vivo rekondice plic

Vzhledem k jiz zminénému nedostatku vhodnych organt k transplantaci je logickym
vyvojem hleddni alternativnich strategii, které by vedly k rozsiteni skupiny darcti. Oto T., 2008
udava, ze 70 az 85 % plic u multiorgdnovych darcli nespliiuje kritéria pro transplantaci. Inci I.
et al., 2007 uvadi, ze mortalita pacientl na ¢ekacich listinach je az 30%.

Strategie navySovani mnozstvi vhodnych darcl k transplantaci plic tak zahrnuji
naptiklad piibuzenské transplantace plicnich lalokd od Zivého darce, schvéleni tzv.
marginalnich darcti, kde parametry pro transplantaci jsou splnény zcela hrani¢né, nebo vyuziti

plic z jednoho darce pro vice vzristové mensich ptijemcti — lobarni transplantace apod.

Jednim z alternativnich zdroji feSeni je i pouZiti organii ziskanych po srde¢ni zastavé
od darct s nebijicim srdcem- NHBDs (non-heart-beating donors) (Oto T., 2008). V novéjsi
literatufe se dnes spise uziva vyrazu DCDs (death cadaveric donors), ale vzhledem k zachovani
terminologie pouzité v naSich publikacich, budeme nadale v této praci uzivat terminu NHBD.

Uvadi se, ze v zapadnim svété je az 1/3 vSech umrti zpiisobend ischemickou chorobou
srdecni a az 375 000 lidi umira jen v Evropé na infarkt myokardu (Inci L. et al., 2007). MySlenka
vyuziti téchto zemfelych jako potenciondlnich déarct pro transplantace plic by mohla vést

k vyraznému navySeni mnozstvi organii k transplantaci.

Rozhodujici rozdil mezi bézné pouzivanou transplantacni technikou a transplantaci od
darce s nebijicim srdcem je v trvani obdobi tzv. tepl¢ ischemie. To je doba od zéastavy ob&hu,

kdy v orgénu neprobiha perfuze okyslicenou krvi a je ponechén v pokojové teploté (Levey BJ.
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et al., 2008). Pfi standardnim transplantaénim postupu je obdobi teplé ischemie omezeno na
nékolik minut pii odbéru organu (nalozeni chirurgické svorky na organ) a ten je nasledné
zchlazen uloZzenim do chladného konzerva¢niho roztoku o teploté 4-8°C (oznaCovano jako
obdobi studené ischemie). Zde mohou byt plice uchovany ve funkéné dobrém stavu i n¢kolik
hodin, vzhledem k vyrazn¢ snizenym metabolickym déjim (Hodyc D. et al., 2008). Dostupné
studie ukazuji, ze akceptovatelnd doba teplé ischemie je 60-90minut a nasledna ex vivo
reperfuze plic mize mit vliv na vyrazné zlepseni funkci §tépu (De Vleeschauwer S. et al., 2009).
Vlastni doba teplé ischemie se odviji od kategorie darce s nebijicim srdcem. NHBDs jsou
klasifikovani jako nekontrolovani a kontrolovani darci. Nekontrolovani darci jsou zemfteli pti
ptijezdu do nemocni¢niho zatizeni (kategorie I.) nebo méli netispéSnou resuscitaci (kategorie
I1.). Doba teplé ischemie se tedy da ovlivnit minimalné. Kontrolovani darci maji ocekédvanou
srdecni zastavu (kategorie II1.) nebo dojde k srdecni zéastavé pifi ovéfovani mozkové smrti
(kategorie IV.). Délka obdobi tepl¢ ischemie je u téchto kategorii zna¢né ovlivnitelna. (De

Vleeschauwer S. et al., 2009).

Normoxicka ex vivo perfuze plic (ex vivo lung perfusion-EVLP) je jednou z nové¢jsich
strategii pro uchovani a posouzeni zivotaschopnosti plic primarné¢ kontraindikovanych
k transplantaci, nejcastéji u darci s nebijicim srdcem. Pfi této metodé je blok srdce-plice
perfundovan a ventilovan mimo télo darce i prijemce. Vyhodou oproti studené ischemii je
zachovani metabolické aktivity v organu a dale moZnost transplantace a zhodnoceni plic od

dérct s nebijicim srdcem kategorie I. a II.

Alexis Carrel a Charles Lindbergh prvni normoxickou ex vivo perfuzi organu
zdokumentovali jiz v roce 1935 a prokazali tak, ze organy zlstavaji zivotaschopné i po dobu

nékolika dnti. (Carrel A. et Lindbergh C. A., 1935).
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Konkrétni postup odbéru a transplantace plic po srdecni zastaveé byl navrzen a nasledné
i experimentalné proveden Thomasem Eganem v roce 1991. (Egan TM. et al., 1991%°; Egan

TM. et al., 1992)

Vlastni koncept EVLP byl popsan v klinickém experimentu profesorem Stingem
Steenem, ktery v roce 2001 transplantoval ve Svédsku lidskému pacientovi plice od pacienta
po srdecni zastave. (Steen S. et al., 2001) Tento jedinecny ptipad prokazal, ze plice mohou byt
uspésné transplantovany po vystaveni teplé ischemii a ex vivo perfuzi. Nasledna experimentalni
prace stimulovala a inspirovala mnoho vyzkumnych skupin na celém svété, véetné tymu na nasi
klinice a vedla k dalSim vyzkumiim potencidlni role EVLP jako metody zvySeni poctu
vhodnych plicnich §tépt, snizeni vyskytu primarni a pozdni dysfunkce $tépu a ke zlepSeni

celkovych vysledkil po plicni transplantaci. (Raemdonck D. et al., 2015)

Obrazek 1.2 : EVLP III. chirurgicka klinika 1. LF UK a FNM (9.2013), foto: H. Mrazkova
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Dnes je nejuzivanéjsi technikou acelularni EVLP, kterd mtze udrzovat plicni §té€p po
dobu az 12 hodin pfi teploté téla bez vyvolani poranéni. (Cypel M. et al, 2012) Pii této metode
se plice proplachnou studenym roztokem Perfadex k ptepravé a po piijezdu do transplantacniho
centra jsou umistény v EVLP komote. Po kanylaci plicni tepny a levé siné, je anterogradnim
tokem zahajena reperfize s perfuzatem odpovidajicim teploté okoli. Teplota se postupné
zvySuje na 37 © C. Pti dosazeni 32°C je zahdjena ventilace s dechovym objemem 7 ml/ kg a 7

decht / min — viz obr. 1. 2.

Nejvetsi retrospektivni dostupnd studie o této technice srovnava 63 pifjemctt EVLP
osetfenych §tépt s 340 piijemci konvenéné obhospodarovanych darcovskych stépt. (Tikkanen
JM. et al, 2015) Prezivani piijemcti po transplantaci $tépt po EVLP a konvenc¢nich dérct plic
bylo 79 ve srovnani s 85 procenty v prvnim roce, 71 proti 73 procenttim po ttech letech a 58

proti 57 procentlim na pét let.
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1.3 Ischemicko- reperfuzni poSkozeni plic

Béhem obdobi teplé ischemie, kdy organ neni ventilovan ani perfundovan a nasledné je

vystaven reperfuzi, dochazi k poskozeni plic zpisobenému riznymi mechanismy. Tyto

zahrnuji nasledky molekularni a buné¢né a mohou vést k akutni dysfunkci Stépu u piijemce.

K nejvyznamnéj$im pti¢indm poskozeni fadime:

e ZvySena exprese adhezivnich molekul, ktera mize ptispet k akutnimu plicnimu selhéni.

Dtikaz pro up-regulaci adheznich molekul pochazi z prospektivni studie 128 pacientli po

transplantaci plic. (Covarrubias M. et al., 2007)

e Protromboticky stav - hypoxie v pritbéhu ischemie indukuje endotelové bunky k rozvoji

prokoagula¢niho stavu, v€etné up-regulace inhibitoru-1 tkanového faktoru plasminogenu

(PAI-1), které ptispivaji k mikrovaskularni trombo6ze a brani pritoku mikrocirkulace krve

po reperfuzi. (Pinsky DJ. et al, 1998)

e Lipidy zprostfedkované bunécné zranéni - aktivace fosfolipdzy A2 indukuje produkci

faktoru aktivujiciho krevni desticky, coz je silny medidtor zanétu.

e Uvoliiovani prozanétlivych mediatora - ischemicko-reperfuzni posSkozeni indukuje

uvoliiovani prozanétlivych cytokind, véetné chemokinu IL-8, coz negativné koreluje s

funkci stépu. (De Perrot M. et al., 2002)

e Uvoliiovani markeri poskozujicich epitel alveolt - plazmatické hladiny téchto markert

jsou zvySeny na 6 az 24 hodin po transplantaci plic a zdaji se korelovat s poranénim bunék

alveolarni typu I. (Christie JD. et al., 2009)
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e Aktivace endothelinu — plsobi jako silny vasokonstriktor a soucasné endothelin-1 mize
stimulovat produkci cytokini monocyty a makrofagy. RovnéZz podporuje sdruzovéani

neutrofilii do plic. (Sato Y. et al., 2000)

e Aktivace komplementu — produkty aktivace komplementu zptisobi kontrakce hladkého
svalstva a tim zvySenou vaskularni permeabilitu. Kromé toho je aktivovan fragment C5a
zesilujici zanétlivou reakci prostfednictvim svych chemotakticky vlastnosti. (Ivey CL. et

al., 1995)

e Aktivace leukocytii — k ischemicko-reperfiznimu poskozeni dochdzi dvoufizové.
Darcovské makrofdgy jsou aktivovany b&hem ischemie a zprostiedkuji ranou fazi
reperfuzniho poSkozeni, zatimco neutrofily a lymfocyty pfijemce se podili na pozdni fazi

reperfuzniho poskozeni. (Fisher SM. et al., 2001; Eppinger MJ. et al., 1997)

Rozdil mezi ischemicko-reperfiuznim poskozeni u plic oproti jinym organim spociva
v moznosti udrzeni dostate¢né tkanové oxygenace a tak aerobniho metabolismu i urcitou dobu
po zastavé perfuze. (Binns OA. et al, 1996; Hodyc D. et al., 2008) Bylo publikovano nékolik
experimentalnich praci, které se zabyvaly umélou plicni ventilaci béhem obdobi teplé ischemie
jako moznosti dodavky kysliku butikdm plicniho parenchymu. Jejich vysledky prokazaly dobré
funkéni parametry takovychto plic. (Boglione MM. et al., 1999; Van Raemdonck, DE. et al.,
1997; Wittwer T. et al., 2004)

V plicich, které nebyly ventilovany, doslo po 4 hodinach k bunécné smrti u vice nez
50% pneumocytl (D'Armini, AM. et al., 1994). Naopak u ventilovanych kadaverosnich plic po
4 hodinach ptezivalo 90% pneumocytli a dokonce 70% po dobu 12 hodin. ( Alessandrini F. et

al., 1993)
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Na podkladé uvadénych studii by se tedy dalo pfedpokladat, ze na rozdil od jinych
parenchymatosnich organi miizeme ovlivnit u plic miru ischemicko-reperfuzniho poskozeni u
déarct s nebijicim srdcem ventilaci vzduchem ¢i smési plynd s vyS$§im obsahem kysliku.
V ur¢itém rozporu s popsanym pozitivnim efektem ventilace plic po cirkulaéni zastavé jsou
poznatky o vyznamu volnych kyslikovych radikalii pro tkédnové poSkozeni a bunéénou smrt.

(Hodyc D. et al., 2007)

1.3.1 Role volnych kyslikovych radikala

I kdyZ je podptlirna ventilace smési plynti s vy$§im obsahem kysliku cennou klinickou
lécebnou metodou, je prokazéano, ze prolongovana nebo nadmérné ventilace 100% kyslikem
mize byt Skodliva. (Gilbert DL et al., 1981). Dle studii na zviratech i klinickych studii mtize
takovato smes plynti (vice nez 21% z atmosférického tlaku- FiO2) zptisobit poSkozeni, jenz je
histologicky v podstaté nerozpoznatelné od ziskaného syndromu akutni respiracni tisné
(ARDS). (Jenkinson SG., 1993; Freeman BA. et al., 1981)

Plice jsou vystaveny nejvyssi koncentraci kysliku v téle a vzhledem k tomu jsou
buiiky dychacich cest a alveoll vystaveny nejvétSimu riziku hyperoxické toxicity. (Heffner JE.
et al.,, 1989) Pti zéstavé cirkulace dochdzi k expozici vysokému parcidlnimu tlaku kysliku
v alveolech a tim k vyraznému poskozeni alveolokapilarni membrany s nasledkem zvySené
propustnosti membrany a vzniku plicniho edému. (Kapanci I. et al., 1969; Bowden DH. et al.,
1968) Oproti tomu v perfundovanych plicich je vyznamnéjsi poskozeni patrné az po delsi dobé
expozice kysliku. (Crapo JD. et al., 1980; Newman JH. et al., 1983) Tyto rozdily v dobé¢
expozice nutné pro manifestaci toxickych ucinki kysliku ukazuji na rozdilnou miru toxicity

vysokych koncentraci O, u perfundovanych a neperfundovanych plic. (Hodyc D., 2008,
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disertacni prace) Takovéto vysledky studii maji vyznamny dopad na uvahy o moZnostech

hyperoxické ventilace pii reperfuzi plic po obdobi teplé ischemie u déarce s nebijicim srdcem.

Hyperoxie zplsobuje poskozeni prostiednictvim zvySené produkce vysoce
reaktivnich kyslikovych radikalt (reactive oxygen intermediates — ROI). (Winslow RM. et al.,
2013) Piti teplé ischemii u déarce s nebijicim srdcem ale dochazi nejprve k ischemii plicni tkdné
a naslednym zménam. Série udalosti v ischemickém orgéanu, které vedou nejprve k bunécnému
poskozeni a nasledné i smrti se nazyva akutni ischemické poSkozeni. Tyto procesy uzce

souvisi s vyrobou a vyuzitim energie v jednotlivych bunkéch a zahrnuji:

e Snizenou vyrobu energie s poklesem hladiny intracelularniho adenosintrifosfatu (ATP).
e Piechod od aerobniho k anaerobnimu vyuziti energie.
e Nahromadéni produktll anaerobniho metabolismu.

e Nahromadeéni intracelularniho sodiku a vapniku a pokles pH v buiikéch.

Vsechny tyto déje vedou k naruseni bunck ischemického organu, v tomto ptipadé
pneumocytil, jejich fyziologickych déji véetné funkci mitochondrii a sarkolem. A vedou
ke generovani reaktivnich forem kysliku (radical oxygen species- ROS). (Hausenloy DJ. et
Yellon DM., 2013; Lenborg, JT., 2015) Volné radikély se uvoliuji nasledné béhem nékolika
minut po reperfizi a mohou byt generovany i nékolik hodin po obnoveni pritoku krve do
ischemické tkan¢ (Bolli R. et al., 1989).

K nejzastoupenéjSim volnym kyslikovym radikaliim patri:

e superoxidovy anion (O>-) e oxid dusnaty (NO) a peroxynitrit

e peroxid vodiku (H203) e hydroxylovy radikal (OH)

e kyselina chlorna (HOCI)
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Nékolik studii zabyvajicich se mechanismy vzniku volnych kyslikovych radikalt uvadi
rizné cesty vzniku ROS zahrnujici naptiklad aktivaci neutrofilt a jejich akumulaci (Jordan JE.
et al, 1999), tnik elektronti z ischemickych mitochondrii, katecholaminovou oxidaci, ¢i aktivaci
enzymu jako cyklooxygendza a lipoxygenaza. (Verma S. et al, 2002) Relativni vyznam téchto
jednotlivych cest neni jasny, ale pravdépodobné navzajem souvisi a mohou se potencovat.

U ostatnich transplantovanych organti odpovida ischemicko-reperfuzni poskozeni
obdobi anoxie s naslednou reoxygenaci. U plic, jez obsahuji kyslik v alveolech pii zastave
perfuze, se jednd o oxida¢ni stres v disledku ischemie, nikoliv hypoxie. Alveolarni kyslik
udrzuje po urcitou dobu aerobni metabolismus a zabranuje hypoxii. (Matsumura A. et al, 1993;
Fisher AB. et al., 1991; Eckenhoff RG. et al., 1992) Hypoxie a v kone¢ném diisledku anoxie
ma za nasledek prudky pokles adenosintrifosfaitu (ATP) a odpovidajici zvySeni produktu
degradace ATP — hypoxanthinu. Hypoxantin generuje superoxid po dodani O; reperfuzi a /
nebo ventilaci. Tento jev miize nastat i v plicich, kdyz alveolarni tlak kysliku klesne pod 7

mmHg v pribéhu ischémie (Fisher AB. et al., 1981). (Obrazek 1.2)

Za jeden z hlavnich zdroji oxida¢nich ¢inidel pfi nonhypoxické plicni ischemii je
povazovan endotel (Al Mehdi AB et al., 1998). Endotelidlni buiiky jsou velmi citlivé na
fyzikalni podnéty vyplyvajicich z kolisani priitoku krve a jsou schopny transformovat tyto
mechanické sily na elektrické a biochemické signaly (mechanotransdukce) (Lansman JB.,
1988). Absence mechanického slozky proudu krve stimuluje membranovou depolarizaci
endotelovych bun¢k s aktivaci NADPH oxidazy (viz obr. 1.3), nuklearniho faktoru-kB, a

véapnik / kalmodulin-dependentni syntazy oxidu dusnatého (NOS). (De Perrot et al., 2003)

Opakované experimentalné¢ potvrzend hlavni cesta vzniku ROS je také dle studii
Steinberga H. 1983 katabolismus ATP s pfeménou na hypoxantin a soucasnou oxidaci xantin

dehydrogenizy na xantin oxidazu v obdobi ischemie. V prubéhu reperfiize, nahla dostupnost
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kysliku ptsobi jako kofaktor umoznujici xantin oxiddze pfevést purinovy substrat,
nahromadény béhem ischemie, na kyselinu mocovou s tvorbou peroxidovych anioni a
peroxidu vodiku jako vedlejsimi produkty (Kennedy TP. et al., 1989). Nasledn¢ hydroxylové
radikaly zptisobuji poranéni tkan¢ zahdjenim peroxidace lipidii bunéénych membran a oxidacni

deaktivaci kritickych bunéénych proteinti (Kennedy TP.et al., 1989; Cohen G. 1985).

ATP
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# Xanthine dehydrogenase

Inosine ¢

¢ Xanthine oxidase
v Hypoxanthine » | 0;- +H,0,
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NADP'
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Obrazek 1.3. Tvorba volnych kyslikovych radikadlii ischemie/anoxie, jejich interakce, schéma dle De

Perrota et al., 2003
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1.3.2 Vliv hyperkapnie na radikalové poskozeni

Oxid uhli¢ity (CO») je dilezitou slozkou biologickych acidobazickych reakci a ma vliv
na ruzné fyziologické déje. V poslednich letech byla pozorovana a zkoumana jeho nove zjisténa
role - interakce s nékterymi druhy ROS. V zavislosti na mnoho faktorech inhibuje nebo
potencuje reakce radikalovych fetézct.(Skoumalova A et al., 2008)

Laboratorni studie prokazaly, Ze hyperkapnie miiZze mit specifické ochranné u¢inky na
jednotlivé organové systémy vcéetné poskozeni pii infarktu myokardu (Nomura F. et al., 1994)
nebo ischemii centralniho nervového systému (Vannucci RC. et al., 1995) ¢i tlumivé uc¢inky na
aktivaci imunitniho systému (Kregenow DA. et Swenson ER., 2002). Moore TM. et al., 1995
dale uvadéji, ze hyperkapnicka acidéza ma ochranny vliv pri ischemicko- reperfiiznim
(IR) indukovaném poSkozeni plic a Shibata K. et al., 1998 a Laffey JG. et al., 1999 na
podkladé svych studii presentuji, ze zvySeni CO; ve vdechované smési plynii (hyperkapnicka

ventilace) ma ochranny vliv pfi ex vivo reperfiznim poSkozeni plic.

Jak je uvedeno v predchozi kapitole, hlavni pfi¢inou poskozeni vyskytujici se v
ischemické tkani plic je poranéni zprosttedkované po reperfizi volnymi kyslikovymi radikaly.
V soucasné dob¢ je mySlenka reperfuzniho poSkozeni zavisla na dvou kritickych udalostech,
které nastaly v prib&hu ischemie: degradace buné¢nych zasob ATP na puriny hypoxanthinu a
xanthinu a pfeména xanthindehydrogenazy na xanthinoxiddzu. (Kennedy TP. et al., 1989.
McCord JM. 1985. Hoidal JR. et al., 1998).

Proto, pokud jsou plice ventilované béhem reperfuze hyperkapnickou smési plynd,
dochazi k niz§imu pifivodu kysliku jako kofaktoru reakce zprostfedkované xanthinoxidazou. To
by mohla byt pfi¢ina ochranné role hyperkapnie proti poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly.

Alternativni vysvétleni uvedl Kregenow DA. a Swenson ER. 2002, kteti tvrdi, Ze

¢innost COz pfimo inhibuje xanthinoxidazu a tim snizuje tvorbu ROS.
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Curley GF et al, 2013 shrnuje, Ze mimo vlivu na tvorbu ROS pfti ischemicko-
reperfuznim poskozeni vede hyperkapnicka ventilace k vyvoji hyperkapnické acidosy, jez
potencidln€ zvySuje arteridlni parcidlni tlak Oz a okysliceni perifernich tkani. K tomu pfispiva

nékolika zpisoby:

J zlepSeni  ventilaéné-perfuzniho poméru na podkladé potenciace hypoxické
pulmondlni vasokonstrikce (Swenson ER. et al., 1994; Wang Z. et al., 2008) a vzestupu lokalni

alveolarni ventilace pfi inhibici konstrikce dychacich cest (Domino KB. et al., 1998).

J zvySena dodavka kysliku pri zvySeni srdec¢niho vydeje, na podklad¢ nejen sympato-

adrenergni modulace navyseni produkce katecholaminii (Akca O. et al., 2002).

J zvySena oxygenace perifernich tkani v disledku pravostranného posunu disocia¢ni

kiivky hemoglobinu a mikrovaskularni vazodilataci (Turek Z. et Kreuzer F., 1981).

o protizanétlivé ucinky - vétSina proteini ma pH optima svého fungovani blizké
fyziologickému rozmezi. Acidéza tak sniZzuje prozanétlivou produkce cytokinti a chemokintl,
snizuje neutrofilni chemotaxi a inhibuje mnohé proteazy, nukleazy a fosfolipazy aktivované v

poranénych bunkach ( Somero GN., 1986; Nishio K. et al., 2001).

Bylo také prokazéano, ze ventilacni hyperkapnie zeslabuje vyvoj chronické hypoxické
plicni hypertenze u potkant, vcetné typickych zmén vyvolanych hypoxii ve zméné struktury
prealveolarnich plicnich cév a pravou srde¢ni hypertrofii (Chovanec M. et al., 2009). Inhibi¢ni
ucinek je doprovazen snizenim plazmatické koncentrace peroxydusitanu, ktera je velmi aktivni
ROS indukujici plicni vazokonstrikei a transvaskularni Unik kapaliny. Autofi interpretovali
pozorovany inhibi¢ni G¢inek jako moZnou inhibici aktivity peroxinitritu ze strany hyperkapnie

(Lymar SV. et Hurst JK., 1996).
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1.3.3 Vliv pohlavi na radikalové poSkozeni

Stejné jako v jinych oblastech mediciny i u transplantace plic se nabizi otdzka moznosti
vlivu pohlavi na pfeziti a prosperovani $tépu, které se ¢asto odviji z perioperac¢niho prab¢hu a
pooperacniho stavu transplantovaného organu. Domnénka odlisné reakce tkané na ischemicko-
reperfuzni poskozeni u muzii a zen vznikla na zakladé predchozich studii u jinych organovych
systémil jako naptiklad: IR posSkozeni jater (Harada H. et al., 2001); IR poskozeni ledvin
(Miiller V. et al., 2002) nebo IR poskozeni srdce (Murphy E. et al., 2007; Ostadal B. et al,,
2009). Vychazi i z rozdilného priibéhu a reakci na terapii plicnich onemocnéni u muzi a Zen

jak uvadi Carey MA. et al., 2007

Vétsina dostupnych studii ukazuje, Ze Zeny jsou vici IR poskozeni riznych tkani
véetné plicni odolnéjsi. Zvysend odolnost proti ROS byla prokézdna v ne€kolika studiich na
laboratornich zvifatech a vychazi z Gdinku estrogeni (pro prehled viz Carrey MA et al,

2007%).

Estrogeny uplatiiuji vétSinu svych ucinkt pres receptory: ER-alfa nebo ER-beta. Oba
receptory jsou pfitomny v butikach plicni tkan€, kde ERP je hojnéjsi nez ERa (Couse JF. et al.,
1997). Jedna se o jaderné hormondlni receptory, které plisobi jako ligandem aktivované
transkripéni faktory s vazbou na DNA (Murphy E. a Steenbergen C., 2007). Krom¢ dobie
zavedené cytosolové (jaderné) lokalizace, byly estrogenové receptory také detekovany na
urovni plasmatické membrany a membrany mitochondrii (Chen JQ. et al., 2005), kde plisobi
tzv. non-genomickou cestou. Zkoumanim mysi ER-deficientnich bylo zjiSténo, Ze ERa 1 ERP
jsou nutné pro vytvoteni plného mnozstvi alveolti u samic mysi. ERa zprostfedkovava sexudlni
dimorfismus vymény plynti a velikosti alveol a absence ER snizuje compliance plicni tkané

(Massaro GD. et al., 20006).
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Carrey MA. et al., 2007° (viz obr. 1.4) shrnuje vliv pohlavnich hormonii na vyvoj a

chovani plicni tkdné€ na podkladé¢ mnoZzstvi dostupnych studii.
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h_;"
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HO

Testosterone Estrogen

) Lung development (4

(?) Fibrosis (-)
(+f ) Asthma (+/
-) AHR (+)

(?7) Lung cancer (7)

TRENDS in Endocrinclogy & Metabolism

Obrazek 1.4: Souhrn vlivu testosteronu a estrogenu na plicni tkdn, (-) negativni efekt, (+) pozitivni

efekt, (?) neznamy efekt (Carey MA et al., 2007°)

Ucinky estrogenii na plicni tkari:

Protektivni vliv na rozvoj plicniho edému: Carey MA. et al., 2007 ° se také zabyva
estrogeny jako vyznamnymi reguldtory transmembranové vodivosti chloridovych kandlt
cystické fibrozy (CFTR - chloride channel cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) a epitelidlnich sodikovych kanalii (ENaC - epithelial sodium channel). Ty hraji
diilezitou roli v rozvoji plic v aktivni reabsorpci alveolarni tekutiny nejen po narozeni, ale

také pfi plicnim edému. Autofi dospéli k zavéru, ze zvySena exprese ENaC v zenskych
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plicich mtize byt vyhodu pro zeny v lepSim clearance plicni kapaliny béhem plicniho edému

(Sweezey N. et al., 1998).

o Vliv na velikost alveoldrni plochy a vvménu plynii: Massaro GD. et al., 1995 zjistil, ze na
pocatku pohlavni dospélosti samice krys a mySi maji vy$si vyménu plynti na celkovy
povrch alveolil a mensi velikost alveold, ale celkové vétsi alveolarni plochu na hmotnost
téla nez samci stejného véku. Hypotéza pficiny byla evoluéni pfiprava samic ke splnéni
metabolickych a oxygenacnich ndrokl na reprodukci. Nasledné Massaro GD. et al., 1996
potvrdili tuto teorii zjiSténim, Ze estrogen je zodpovédny za sexudlni dimorfismus ve

vymeéné plyni a velikosti celkové alveolarni plochy na jednotku hmotnosti.

o Inhibice lipoperoxidace membrdn: Cetné studie in vitro prokazaly, Ze estrogeny maji
potencidl ovlivnit redoxni chemii pfechodnych kovili, zejména Zeleza a médi. Timto
mechanismem estrogeny velmi pravdépodobné inhibuji peroxidaci membranovych lipidd a

lipoproteinii (Lacort M. et al., 1995; Ruiz-Larrea B. et al., 1995).

® Ochrana pied pusobenim ROS: V praci Arnala JF. et al., 1996 a kolektivu autorti Barp
J. et al, 2002 jsou estrogenlim piipisovana ochranné uc¢inky jako antioxidantim. VSechny
estrogeny maji fenolické hydroxylové skupiny v poloze 3 a methylovou skupinu v poloze
13. Pritomnost této fenolové skupiny dava estrogentim jejich antioxida¢ni vlastnosti tim, Ze
pusobi jako scavengery ROS. Kromé toho, estrogeny mohou indukovat expresi
antioxidacnich enzymu a tim stimulovat antioxida¢ni obranny systém (Massafra C. et al.,

1998).

® Regulace NO syntazy: Estrogeny mohou mit také vliv na regulaci inducibilni NO syntazy
souvisejici se zvySenim plicni kapildrni permeability a zménou perfuzniho tlaku (Kawachi

S. et al, 2000;. Yu Z. et al., 2006). V endotelialnich bunkach cév nachazime endotelialni
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NO syntazy (eNOS) a inducibilni NO syntazy (iNOS). Estrogen zvySuje produkci NO
prostfednictvim zvySené exprese iNOS a eNOS (Nuedling S.etal., 1999). NO poskytuje

ochranu sniZzenim exprese adheznich molekul, zejména P selektinu, a snizuje akumulaci

neutrofili. NO rovnéz moduluje vapnikové kanaly a ovliviiuje kontraktilitu myokardu.

(Kher A. et al., 2005)
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2 EXPERIMENTALNI PRACE

2.1 Uvod a hypotézy

V teoretickém uvodu této prace se zabyvame ischemicko-reperfiznim poskozenim
plicni tkané pfi transplantaci plic od déarce s nebijicim srdcem. Tyto teoretické poznatky jsme
pfevedli v naSem experimentalnim zvifecim modelu na potkany a zaméfili jsme se na mozné
protektivni G€inky hyperkapnické ventilace a vyzkum vlivu pohlavi na IR poskozeni plicni

tkané.

1. V prvnim experimentu jsme se zabyvali moZnosti protektivniho vlivu hyperkapnické
ventilace béhem obdobi teplé ischemie a/nebo béhem obdobi reperfiize pfi EVLP na
zvifecim modelu. V nasi praci jsme navazali na pfedchozi poznatky vyzkumu nejen na
nasem pracovisti - Ustav fyziologie 2. LF UK (Skoumalova A. et al. 2008; Chovanec M.
et al. 2009), které potvrdili protektivni vliv hyperkapnie naptiklad na hypoxickou plicni

hypertensi nebo na funkce erytrocyta.

e Hypotéza: Hypekapnicka ventilace ma protektivni vliv na IR poskozeni plicni tkané pti

EVLP .

2. Vdruhém experimentu jsme posuzovali vliv pohlavi na ischemicko-reperfiizni
poskozeni plic pfi EVLP. Opét jsme vyuzili jiz zavedeny experimentalni zvifeci model.
Nas vyzkum vychdzel z diive uvadénych studii, jez potvrzovaly vyznamny protektivni vliv
samic¢iho pohlavi na IR poskozeni u plic i jinych organti: Harada H. et al., 2001; Miiller V.

et al., 2002; Murphy E. et al., 2007; Ostadal B. et al., 2009; Carey MA. et al., 2007%°.

e Hypotéza: Samic¢i pohlavi ma protektivni vliv na IR poskozeni plicni tkané pii EVLP.
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2.2 Protektivni vliv hyperkapnie na ischemicko-reperfuzni poskozeni plic

pri EVLP na zvifecim modelu

2.2.1 Cile studie

Jak je uvedeno jiz v teoretickém uvodu této prace, laboratorni studie prokazaly, ze
hyperkapnie mize mit specifické ochranné ucinky na jednotlivé organové systémy.
Hyperkapnickd acidéza a/nebo zvySeni CO> ve vdechované smési plynt (hyperkapnicka
ventilace) ma ochranny vliv pii ex vivo reperfuznim poskozeni plic (Nomura F et al., 1994;

Moore TM. et al., 1995; Laffey JG. et al., 1999).

Na podkladé¢ téchto a dalsich studii, jsme se rozhodli vytvofit experimentalni zvifeci
model IR poskozeni plic v rezimu EVLP transplantace a nasledného hodnoceni funkénich
vlastnosti plic. Na tomto modelu jsme ovétovali vliv hyperkapnické ventilace na vznik a
pusobeni ROS. Radikalové poskozeni jsme hodnotili na podklad¢ sledovanych funkcnich

parametru.

Cilem studie bylo zjistit:

1. Zda hyperkapnicka ventilace bude mit protektivni u¢inky na radikalové poSkozeni

plicni tkané i v pripadé EVLP modelu.

2. Dale bylo naSim zamérem potvrdit, zda ma hyperkapnicka ventilace stejny protektivni

ucinek pokud je pouZita jen v obdobi teplé ischemie nebo jen v obdobi reperfiize.

Vysledky studie byly uvetejnény v publikaci Mrazkova H. et al., 2015, ktera je soucasti

disertacni prace jako Ptiloha 1.
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2.2.2 Metodika a material

2.2.2.1 Protokol experimentu

K tomuto pokusu byl pievzat a upraven zvifeci experimentdlni protokol pro NHBD

vvvvvv

nasem pracovisti: Hodyc D. et al., 2008; Herget J. et al., 2010. (Obrazek 2.1)
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Obrazek 2.1.: Schematicky protokol experimentu vlivu hyperkapnické ventilace na IR

poskozeni plic (Mrazkova H. et al., 2015)

Zvitata byla na pocatku pokusu anestezovana intraperitonealnim podanim tiopentalu
sodného v davce 100mg/kg telesné hmotnosti. Nésledné¢ pod kontrolou zraku z drobné
laparotomie byl do jater podan injekéné heparin v davce 250 IU a po 5 minutéch bylo zvite
usmrceno letdlni davkou tiopentalu sodného intraperitonedlné (az 250 mg/kg télesné
hmotnosti). Po usmrceni byla vypreparovéana trachea se zavedenim tracheostomické kanyly.

Zvite jsme ponechali v laboratorni teploté po dobu 90 minut jako simulace obdobi teplé
ischemie. Po uplynuti tohoto obdobi jsme provedli sternotomii a otevieli hrudni dutinu se
zavedenim 2 perfuznich kanyl slouzicich k cirkulaci chladného solného roztoku s 5% Ficolem.

Kanyly byly fixovany k hrudni sténé tak, aby drénovaly volné hrudni dutinu. Nasledovalo 60
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minut obdobi studené ischemie, kdy bylo zviie umisténo do teplotné stabilni chladné komory
s promyvanim hrudni dutiny chladnym roztokem. Teplota preparatu byla udrzovana na 12°C.
V obdobi studené ischemie nebyla pokusna zvifata ventilovana.

Po uplynuti 60ti minut jsme zvifata presunuli do mista s béznou laboratorni teplotou a
odstranili jsme z hrudni dutiny perfizni kanyly. Nasledovala preparace a isolace organové
bloku srdce- plice dle diive popsanych postupti - Hodyc D. et al., 2008; Herget J. et al., 2010.
Tento blok byl pfipojen trachedlni kanylou k ventilatoru (Harvard Rodent Ventilator 683)
s nastavenim dechové frekvence 50 dechii/min, pozitivnim inspira¢nim tlakem 10 cm H>O,
pozitivnim tlakem na konci vydechu (PEEP) 2 cm H2O a ventilovan normoxickou (21% Oz +
5% CO; + 74% N2 ) nebo hyperkapnickou (21% O; + 10% CO; + 64% N ) smési plynti.

Poté jsme zavedli perfizni kanyly do arteria pulmonalis a levé srde¢ni sin€ a propojili
je s peristaltickou pumpou s nastavenym vypocitanym konstantnim pritokem 4ml na 100g
télesné hmotnosti/ min. K perfiizi jsme pouzili osvédceny perfuzni Solny roztok s 4% Ficolem

a Mecklofenaméatem (17x107). (Obrazek 2.2)

Obrazek 2.2.: Pozice trachedlni a perfuznich kanyl u izolovaného bloku srdce-plice v teplotné
stdle vlihké komorve, 1- kanyla v tr. pulmonalis (vtékdani perfuzdtu), 2- kanyla v levé sini srdecni

(odtok perfuzdatu), 3- trachedlni kanyla
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Blok srdce plice byl umistén do teplotné stabilni vlhké komory o teploté 38°C a
upevnén prostiednictvim trachey na siloméru. Pro odpusténi bunééného detritu a krevnich
elementi byl blok nejprve perfundovan 20ml perfazatu, ktery nebyl vracen do obéhu. Az
po tomto proc€isténi byla vytokova kanyla napojena do cirkula¢niho okruhu a preparat byl
za kontinualni perfuze s tlakem 2 mmHg a ventilaci ponechan 20 min ke stabilizaci.

Po stabilizaci preparatu jsme po dobu 120 minut sledovali a v ¢ase 30,60,90 a 120

minut zaznamenavali hodnoty:

1. perfiazniho tlaku (plicni vaskularni rezistence) p (torr)
2. zménu hmotnosti plic (rozvoj plicniho edému) Am
3. arterio-venosni diference parcialniho tlaku O> ApO2

(transportni schopnost plic pro pienos Oy)

Plicni perfiizni tlak jsme monitorovali pomoci tlakového snimace ptipojeného k vtokové

kanyle (Pressure transducer, PowerLab, ADI Instruments).

Ptirtistek hmotnosti plic byl méfen kontinudlné¢ pomoci siloméru na trachedIni kanyle a

ptevodniku (Force transducer, PowerLab, ADI Instruments).

Po 20 minutdch obdobi ekvilibrace, jsme provedli prvni méfeni arterio-venosni
diference parcialniho tlaku O, Tato méfeni byla nasledné opétovne provedena v Case 30, 60,
90 a 120 min od ekvilibrace preparatu. Ve stanovenych ¢asovych intervalech jsme odebrali
vzdy dva vzorky perfuzniho roztoku — ,,venosni* vzorek z vtokové kanyly v a. pulmonalis a
maretrialni* vzorek z vytokové kanyly v levé srdecni sini. Parcidlni tlak kysliku (pOz) byl méfen
okamzité po odebrani vzorku na radiometru (ABL™ 5, Radiometer Medical A / S, Kodan,
Dansko). Je nutno znovu zminit, Ze jsme pouzili model izolované¢ho bloku srdce a plic bez

jakychkoliv dalSich organd, které by spotiebovavaly Oz a do obéhu produkovaly COz. Proto
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jsme vzdy pied odbérem po dobu 5 minut perfizat desaturovali uméle, sycenim perfuzatu
v zasobniku smési plyni: 5% CO2+ 95% Na. To znamena, Ze zvySeni parcidlniho tlaku kysliku
mezi kanylami (ApO2) bylo spolehlivym métitkem schopnosti plic k pienosu kysliku z plicnich

sklipkti do perfuzatu.

2.2.2.2 Zhodnoceni funkcnosti prepardtu, statistickd analyza

VSechny preparaty kontrolnich i experimentdlnich skupin byly po celou dobu
experimentalniho protokolu funkéné hodnotitelné. Behem 120 minut méfeni nebyl u zddného
preparatu zaznamenan masivni plicni edém, vyrazné navyseni plicniho tlaku nebo poruSeni
transportni schopnosti plic.

Dvakrat béhem pokusu jsme soucasn¢ provadeéli test zivotaschopnosti plic (Herget J. a
Chovanec M., 2010). Posuzovali jsme reaktivitu perfizniho tlaku na angiotensin II (0,4 pg) a
na akutni hypoxickou vyzvu — ventilace hypoxickou smési plynti (0 % Oz + 5% CO2 + 74%

N2). Ve vSech ptipadech jsme sledovali signifikantni vasokonstrikéni odpoved'.

Pro statistické vyhodnoceni jsme pouzili metodu analyzy opakovanych méteni
(ANOVA) snaslednymi testy Fishera (Fisher PLSD post hoc) a Gamese/Howella.
K zhodnoceni byl pouzivan software StatView 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Vysledky jsou ¢iselné i graficky vyjadfovany jako stfedni hodnoty = SEM.

2.2.2.3 Experimentdlni skupiny

Experimenty byly provadény na Sesti skupinach dospélych samcti potkanii kmene
Wistar v souladu se smérnicemi Evropského spolecenstvi pro pokusna zvitata. V kazdé

skupiné bylo 7 pokusnych zvifat.
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Studie byla rozdélena do dvou experimentii:
e Experiment A- ucinek hypercapnické ventilace v obdobi reperfiize

e Experiment B- i¢inek hypercapnické ventilace v obdobi teplé ischemie

Tepla ischemie Studen4 ischemie Reperfuze
- 90min 60min protokol 120 min méfeni
é ? nﬂ nﬂ
=< » 3 =<
. I~ <9 <9 <9
5 S | £8 E i) EX
=y v/ = = . = =
> 7 2E s Bez ventilace g g %
E 5} £
= g9 S 5> g2
> @ Z >
= =
Cn X
kontroly
Ch X
An X X
A
Ah X X
Bh X X
B
B0 X X

Tabulka 2.1: Experimentdlni skupiny

Experiment A — vliv hyperkapnické ventilace na ischemicko-reperfiizni poSkozeni u

plic v obdobi reperfiize

K tomuto experimentu jsme pouzili 4 skupiny laboratornich zvitat, 2 pokusné (An, Ah)
a 2 kontrolni (Cn, Ch), viz tab. 2.1.

Pokusné skupiny jsme podrobili protokolu odpovidajicimu popisu v oddilu 2.2.2.1
(protokol experimentu). Kazdé zvife bylo anestezovano a po kanylaci trachey a aplikaci
heparinu usmrceno letdlni davkou tiopentalu. Zvitata byla ponechéna v obdobi teplé i studené
ischemie bez ventilace. Ventilace byla v souladu s uvadénym protokolem zahajena az ptred

reperfuzi izolovaného bloku srdce-plice v teplotné stabilni vlhké komofte a to u skupiny An (n-
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normoxickd) normoxickou smési plynii: 21% Oz + 5% COz + 74% Nz a u skupiny Ah (h-
hyperkapnickd) hyperkapnickou smési plynti: 21% Oz + 10% CO2 + 64% No.

U obou kontrolnich skupin nebyla zvifata vystavena obdobi teplé a studené ischemie.
Blok srdce-plice byl izolovan ihned po usmrceni tiopentalem. Kontroly se od sebe opét lisily
jen pouzitou smési plynti k ventilaci. Cn (n-normoxickd) byla ventilovana normoxickou smési
plyni: 21% Oz + 5% CO2 + 74% N a skupina Ch (h-hyperkapnicka) hyperkapnickou smési
plynti: 21% Oz + 10% CO> + 64% Ny, viz tab. 2.1. Postup a naslednd méteni zcela odpovidala

méfeni pii pokusech s experimentalnimi skupinami.

Experiment B — vliv hyperkapnické ventilace na ischemicko-reperfiizni poSkozeni u

plic v obdobi teplé ischemie

I v experimentu B jsme vyuzili 2 experimentalni skupiny (Bh, B0). Kontrolni skupiny
byly shodné s experimentem A (Cn, Ch), viz tab. 2.1.

Laboratorni potkany jsme pfipravili a usmrtili shodné dle protokolu jako pokusné
skupiny experimentu A, ale skupina Bh (h-hyperkapnickd) byla ventilovana hyperkapnickou
smési plynii: 21% Oz + 10% CO2 + 64% N> béhem obdobi 90 minut teplé ischemie. Naopak
skupina B0 (0-bez ventilace) nebyla béhem teplé ani studené ischemie ventilovana. V obdobi

reperfuze byly obé€ skupiny ventilovany normoxicky, viz tab 2.1.
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2.2.3 Vysledky

Jak bylo vySe uvedeno vSechny preparaty kontrolnich i experimentalnich skupin byly
po celou dobu experimentalniho protokolu funkéné hodnotitelné a ve vSech ptipadech jsme
pozorovali signifikantni vasokonstrikéni odpovédi na stimulaci angiotensinem II. a hypoxickou

smési plynti.

Experiment A — vliv hyperkapnické ventilace na ischemicko-reperfiuzni poSkozeni u
plic v obdobi reperfiize
e Perfiizni tlak (plicni vaskularni rezistence) p [mmHg]

Mezi experimentalnimi (An, Ah) a kontrolnimi skupinami (Cn, Ch) jsme

nezaznamenali signifikantni rozdil ve zménach perfizniho tlaku. (viz graf2.1.)

p [mmHg] @ == Kontrolni skupina ventilovana
12 -+ normoxicky (Cn)
O - « Kontrolni skupina ventilovana
hyperkapnicky (Ch)
11 - == A== Skupina ventilovana pfi reperflzi
normoxicky (An)
=== Skupina ventilovana pfi reperfuzi
hyperkapnicky (Ah)
10 A
9 -
8 T T T 1 t [min]
0 30 60 90 120

Graf 2. 1.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi reperfiize na perfuzni tlak
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e Zména hmotnosti plic (rozvoj plicniho edému) Am [g]

Mezi kontrolnimi skupinami (Cn, Ch) jsme nezaznamenali signifikantni rozdily
ve zméné¢ hmotnosti preparatl. Plicni edém b&hem experimentu u vétSiny preparatl
v malé mife vznikl, ale nebyl piekdzkou funkéniho hodnoceni.

Naopak jsme zjistili vyznamné niz$i pfirtistek hmotnosti plic (ukazujici na ptitomnost
plicniho edému) u preparatti experimentalni skupiny ventilované béhem obdobi reperfuze
hyperkapnickou smési plynt (Ah) ve srovnani s experimentalni skupinou ventilovanou pfi

reperfizi normoxicky (An) - * p <0,05. (viz graf2.2.)

0,8 -
! Am[g] @ <= Kontrolni skupina ventilovana
normoxicky (Cn)
0,6 - @« « Kontrolni skupina ventilovana
hyperkapnicky (Ch)
== pe== Skupina ventilovana pfi
0,4 - reperfdzi normoxicky (An)
e Skupina ventilovana pfi
reperfuzi hyperkapnicky (Ah)
0,2 -
t [min]
0
0

Graf 2. 2.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi reperfiize na zmény hmotnosti

prepardtu

e Arterio-venosni diference parcialniho tlaku O; (transportni schopnost plic pro pi‘enos O3)

ApO2

Me¢étenim transportni schopnosti kysliku pomoci rozdilu arterio-venosniho parcidlniho

tlaku kysliku jsme zjistili signifikantné vyssi pienos kysliku u plic ventilovanych béhem
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reperfuze hyperkapnickou smesi plyn (Ah) ve srovndni s plicemi ventilovanymi béhem

reperfiize normokapnickou smési plynii (An) - * p <0,05. (viz graf 2.3.)

Nejlepsi transportni schopnost O,, zejména na zacatku perfize, vykazovaly kontrolni

skupiny (Cn, Ch), které nebyly vystaveny poskozeni ROS v prubchu teplé ischemie (viz tab.

2

1).
ApO2 [mmHg] i3 == Kontrolni skupina ventilovana
normoxicky (Cn)
60 1 0 - » Kontrolni skupina ventilovana
hyperkapnicky (Ch)
=== Skupina ventilovana pfi
40 reperfuzi hyperkapnicky (Ah)
== A== Skupina ventilovana pfi
reperfizi normoxicky (An)
20 -
O T T T T .
0 30 60 90 120 t [min]

Graf 2. 3.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi reperfiize na transportni schopnost

plic pro pienos O,

Experiment B — vliv hyperkapnické ventilace na ischemicko-reperfiuzni poSkozeni u

plic v obdobi teplé ischemie

Perfuzni tlak (plicni vaskularni rezistence) p [mmHg]

Pfi méteni jsme zaznamenali signifikantni rozdil ve vzestupu perfuzniho tlaku u
experimentalni skupiny, kterd prosla obdobim teplé ischemie, ale nebyla ventilovana
(BO) ve srovnani s experimentalni skupinou, kterd byla hyperkapnicky ventilovana v
obdobi teplé ischemie (Bh) i ve srovnani se skupinou kontrolni (Cn) *, # p <0,05. (viz

graf2.4.)
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16p—[mmHg] 0 Kontrolni skupina ventilovana
* normoxicky (Cn)
-~ =~
-~ -~ g Sk. ventilovana béhem teplé
14 4 ;’ # ischemie hyperkapnicky (Bh)
7 == A== Skupina bez ventilace b&hem
12 - # teplé ischemie (B0)

10 +

8 T T T 1
0 30 60 90 120 t[min]

Graf 2. 4.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi teplé ischemie na perfuzni tlak

e Zména hmotnosti plic (rozvoj plicniho edému) Am [g]

Mezi experimentdlnimi skupinami (Bh, B0) jsme nezaznamenali signifikantni
rozdil ve zmén¢ hmotnosti béhem 120 minut experimentu. Ale rozdil mezi nartistem
hmotnosti u neventilované experimentalni skupiny béhem obdobi teplé¢ ischemie (B0) a

kontrolni skupinou (Cn) byl signifikantni - * p <0,005. (viz graf2.5.)

]_A [n [g] @ <= Kontrolni skupina ventilovana
normoxicky (Cn)
08 - emmgue Sk. ventilovand béhem teplé ischemie
’ hyperkapnicky (Bh)
06 - e= Aem Skupina bez ventilace béhem teplé
! ischemie (BO)
0,4 -
0,2 -
0 I t [min]
0 30 60 90 120

Graf 2. 5.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi teplé ischemie na zmény hmotnosti

prepardtu
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e Arterio-venosni diference parcialniho tlaku O; (transportni schopnost plic pro pi‘enos O3)

ApO2

U plic ventilovanych hyperkapnickou smési plynt v pribéhu tepl¢ ischemie (Bh) jsme
nezjistili po celou dobu experimentu zadny vyznamny rozdil v schopnosti ptenosu kysliku ve
srovnani s plicemi, které byly béhem teplé ischemie ponechany bez ventilace (B0). Nicméné
pfenosova schopnost Oz u experimentalni skupiny bez ventilace béhem teplé ischemie (BO)
byla signifikantné niz§i ve srovnani s kontrolni skupinou (Cn), kterd nebyla vystavena obdobi

teplé ischemie - * p <0,05. (viz graf2.6.)

70 - Ap02 [mmHg]

O« Kontrolni skupina ventilovana
normoxicky (Cn
60 - y (Cn)
50 e Sk. ventilovand béhem teplé
] ischemie hyperkapnicky (Bh)
40 - . . . .
em Amm Skupina bez ventilace béhem teplé
ischemie (BO)
30 -
20 -
10 -
O T T T 1
0 30 60 90 120 t[min]

Graf 2. 6.: Vliv hyperkapnické ventilace béhem obdobi teplé ischemie na transportni

schopnost plic pro prenos O;
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2.2.4 Diskuze

Z uvadénych vysledkt vyplivaji 3 hlavni zavéry studie, které jsou v souladu s dfive
publikovanymi ochrannymi ucinky hyperkapnické ventilace (Kavanagh BP. et Laffey JG.,
2006; Skoumalova A. et al., 2008; Chovanec M. et al., 2009) a napliiuji ndmi vytycené cile na

pocatku experimentu:

1. Ventilace hyperkapnickou smési plynit béhem obdobi reperfize omezuje rozvoj plicniho

edému po vystaveni plicni tkdné obdobi teplé ischemie. (viz graf2.2.)

2. Ventilace hyperkapnickou smési plynii béhem obdobi reperfiize ma ochranny uc¢inek na
transportni schopnost plicni tkdné pro Oz po vystaveni plicni tkdn€ obdobi teplé ischemie. (viz

graf2.3.)

3. Hyperkapnické ventilace nema ochranny ucinek pii ventilaci po dobu teplé ischemie.

Nase meéfeni tedy potvrdila, Ze ventilatni hyperkapnie pri reperflizi sniZuje
transvaskularni unik kapaliny p¥i IR poskozeni plicni tkané. Plice vystavené tepl¢ ischemii
a nasledné reperfuizi, béhem které byly ventilovany hyperkapnickou smési plynt (Ah), mély
graf2.2.

Tento vysledek lze interpretovat na podkladé pfedchozich studii jako ptfimé ptisobeni
COz na snizeni tvorby ROS nebo neptimé cesty pisobeni hyperkanické ventilace pies snizeni
dostupného O jako kofaktoru dalSich reakci. ROS jsou potom pficinou poskozeni bunék
plicniho parenchymu a endotelu cév a vedou tak k rozvoji plicniho edému.

Kennedy TP. et al., 1989 a Cohen G., 1985 zdlraziiuji jako pfi¢inu zranéni plicni tkané
hydroxylové radikaly. Tyto vznikaji pii IR poskozeni jako silné oxidanty, které zplisobuji

peroxidaci lipidi bunéénych membran a oxida¢ni deaktivaci kritickych bunécnych proteind.
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Snizeni jejich produkce tak vede k menSimu poskozeni a tedy ochrané pied vznikem plicniho
edému.

Neékteré zuvadénych procest, jak dochdzi ke snizeni produkce ROS vcetné
hydroxylovych radikalii, byly jiz uvadény v kapitole 1.3.2 (Vliv hyperkapnie na radikalové
poskozeni). Béhem ischemie dochdzi k degradaci bunénych zdsob ATP na puriny
hypoxanthinu a xanthinu a pfeméné¢ xanthindehydrogenazy na xanthinoxiddzu. (Kennedy TP.
et al., 1989; McCord JM. 1985; Hoidal JR. et al., 1998) Pti ventilaci hyperkapnickou smesi
plyni béhem reperfize je niz8i pfivodu kysliku jako kofaktoru reakce zprostiedkované
xanthinoxiddzou, coz mize byt povazovano za jednu z pti€in ochranné role hyperkapnie proti
poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly.

Kregenow DA. et Swenson ER. 2002 vysvétluji snizeni tvorby ROS na podkladé¢ piimé
inhibice xanthinoxidazy vlastni molekulou COs.

I Chovanec M. et al.,, 2009 poukazuje na nepfimou cestu plsobeni hyperkapnické
ventilace, jez zeslabuje vyvoj chronické hypoxické plicni hypertenze u potkand a snizuje

plazmatickou koncentraci peroxydusitanu jako velmi aktivniho ROS.

K prvnimu bodu vysledkt této studie je nutno jesté uvést uptesnéni, ze nartist hmotnosti
preparatli plic nelze interpretovat Cisté jen jako formovani plicniho edému. Hmotnost plic se
miiZze navysit 1 zvétSenim pouze intravaskularniho objemu pti vazodilataci cévniho feciste. Tim
lze vysvétlit mirny vzestup hmotnosti preparatt plic u kontrolnich skupin (Cn, Ch), které nebyly

vystaveny obdobi teplé a studené ischemie. (viz graf2.2.a2.5.)

Dalsi zavér studie vychdzi z namétenych hodnot rozdilu partialniho tlaku kysliku mezi

vtokovou a vytokovou kanylou a tedy z méfeni prenosové schopnosti plicni tkané pro Oz, V

grafu 2. 3. pozorujeme signifikantni rozdil mezi zvySenim hodnot partiilniho tlaku O; ve
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prospéch plic vystavenych hyperkapnické ventilaci (Ah) v obdobi reperfize oproti
normoxicky ventilovanym plicnim preparatim (An).

Uginky hyperkapnie na transportni schopnost plic pro Oz jsou vysoce komplexni.
Kregenow DA. et Swenson ER., 2002 a Kawanagh BP. et Laffey GJ. 2006 poukazuji na
harmonizaci poméru ventilace-perfize na podkladé hyperkapnické ventilace a tim celkové
zlepseni vymeény plynti.

Hyperkapnickd ventilace méa soucasné vliv pfes plisobeni acidosy na zlepSeni
povrchového napéti a tak zlepSeni compliance plicni tkdn€ u plic po reperfuzi. CO; ovliviiuje
tvorbu povrchové aktivnich latek surfaktantu. Existuje ptfedpoklad, Ze hyperkapnicka ventilace
mize ovlivnit dysfunkce povrchove aktivnich latek, které vznikly pti IR poskozeni (Kregenow
DA. et Swenson ER., 2002).

Laffey GJ. et al. 2000 popisuje vlastnosti hypercapnické aciddzy véetné jejiho vlivu na
ventilaéné-perfizni pomér: snizuje tkanovy metabolismus, zvySuje srde¢ni vydej a méni
disocia¢ni vlastnosti hemoglobinu. Nicméné, tyto mechanismy se vztahuji k in vivo procesim

a nemizeme je tedy aplikovat u izolovan¢ho bloku srdce plice pifi ex vivo experimentu.

Posledni vysledek studie, ze hyperkapnicka ventilace po obdobi teplé ischemie nema
protektivni vliv na IR poSkozeni vychazi z vysledki méfeni na grafech 2. 4. -2. 6. Ve vétSing
sledovanych parametrti jsme nezaznamenali signifikantni rozdil mezi experimentalnimi
skupinami (B0, Bh) ani mezi hyperkapnicky ventilovanou experimentalni skupinou v obdobi
teplé ischemie (Bh) a skupinou kontrolni, kterd nebyla vystavena obdobi ischemie a byla
ventilovana normoxicky (Cn).

Tento odlisSny Uc¢inek hyperkapnické ventilace v obdobi teplé ischemie oproti
hyperkapnické ventilaci v obdobi reperfize vysvétluje v kontextu dalSich autori Vesela A. et

Wilhelm J., 2000. V buiikach je produkovan jako primarni a vysoce reaktivni ROS superoxid,
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ktery je napiiklad produkt NADHoxiddzy nebo membrany mitochondridlniho dychaciho
fetézce. Tento reaktivni radikal je rychle metabolizovan na pomérné stabilni radikal — peroxid
vodiku enzymem SOD (superoxid dismutdza). Ve vodném prostiedi pisobi CO: jako
scavenger vici reaktivnim formam kysliku a dusiku, ¢imz zabratnuje oxidaénimu a nitraénimu
poskozeni.

V nepolarnim prosttedi membran (plic bez perfuze béhem teplé ischemie s
hyperkapnickou ventilaci) mize CO, naopak podporovat radikdlové reakce tvorbou
uhli¢itanovych radikald a tim zhorsit oxida¢ni poskozeni.

K uplnosti diskuze je tfeba uvést, Ze v experimentu B jsme zaznamenali signifikantni
rozdil mezi experimentalnimi skupinami (Bh, BO) pouze v rozvoji plicni vaskularni rezistence.
Signifikantné mensi rozvoj rezistence u ventilované experimentalni skupiny v obdobi teplé
ischemie (Bh) oproti neventilované experimentalni skupinou (B0) Ize interpretovat na podkladé
protektivniho vlivu vlastni ventilace bez zavislosti na sloZzeni smési plynt. Teorie protektivniho
ucinku ventilace, ktery se neli§il mezi skupinami ventilovanymi dusikem, atmosférickym
vzduchem a kyslikem byla pozorovana Van Raemdonckem DE. et al., 1997. Rovnéz byla
popsana signifikantn¢ lepsi funkce plic kadaverosniho darce po hodinové srdecni zastave,
pokud byly plice roztaZzeny jednim nddechem pied navozenim teplé ischemie. ( Loehe F. et al.,
2002).

Ulicny KS. et al., 1993 uvadi, ze bylo opakované experimentalné potvrzeno, ze pfi
vyS$im vaskuldrnim tlaku distenze alveoli plynem snizuje filtraci a naslednou tvorbu plicniho

edému.

Na zéavér je tfeba zdlraznit, Zze pfi experimentu byly preparaty perfundovany

aceluldirnim roztokem. Z tohoto divodu nebyly vysledky diskutovany na zékladé vlivu

44



hyperkapnie na krevni elementy. Zaméfili jsme se na zmény zpusobené¢ zménami pH,

enzymatickymi vlivy a zménami v buiikach plicniho parenchymu.

Celkove pti hodnoceni vysledkll studie vlivu hyperkapnické ventilace je vysledek
méfeni vyznamny pro zvazeni klinické aplikace po provedeni dalSich studii. Vliv CO2 na plicni
edém pouze béhem reperfiize po vystaveni obdobi teplé a studené ischemie a jeho ochranny
ucinek na pfenosovou schopnost plic pro kyslik by mohl byt vyuzivan pro protokol
transplantace NHBD a to zejména v ex vivo transplantaénim programu. Mohlo by se jednat o

zpuisob navyseni akceptovatelnych darcovskych plic.

45



2.3 Vliv pohlavi na ischemicko-reperfuzni poSkozeni plic pfi EVLP na

zvirecim modelu

2.3.1 Cile studie

Stejné jako v jinych oblastech mediciny vyvstava i v oblasti transplantace plic otazka
vlivu pohlavi na pfeziti a prosperitu $t€pu. Domnénka odlisné reakce plicni tkdné na IR
poskozeni u muzl a Zen vznikla na podkladé ptfedchozich publikovanych praci, které se
zabyvaly riznymi organovymi systémy a odliSnosti prokazaly: Harada H. et al., 2001 - IR
poskozeni jater; Miiller V. et al., 2002 - IR poskozeni ledvin nebo Murphy E. et al., 2007 a

Ostadal B. et al., 2009 - IR poskozeni srdce.

Je dobfe znamo, ze Cetné zdravotni problémy jsou ovlivnény pohlavim (Ost’adal et al.,
2009). Oc¢ekavané odlisnosti v chovani viici poskozeni ROS u plic tak vychazi i z rozdilného
pribéhu a reakci na terapii nékterych plicnich onemocnéni u muzi a Zen, jak uvadi Carey MA.

et al., 20072,

Vétsina dostupnych studii ukazuje, Ze Zeny jsou vii€i IR poskozeni riznych tkani véetné
plicni odoInéjsi.

Na podkladé¢ téchto a dalsich studii a v ndvaznosti na pfedchozi experiment, jsme se
rozhodli opétovné vyuzit jiz zavedeny experimentalni zvifeci model IR poSkozeni plic v rezimu
EVLP transplantace a nasledného hodnoceni funkénich vlastnosti plic. Tentokrat jsme na tomto

modelu ovéfovali vliv sam¢iho a sami¢iho pohlavi na vznik a plsobeni ROS. Radikélové

poskozeni jsme hodnotili na podkladé¢ sledovanych funkénich parametri.
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Cilem studie bylo zjistit, zda bude mit sam¢i ¢i samici pohlavi protektivni vliv na
radikalové poSkozeni plicni tkané v pripadé EVLP modelu. Predpoklad dle vyse

uvedenych zavéra byl, Ze namérime lepsi funkéni parametry u plic samic.

Vysledky studie budou uvetejnény v ptijaté publikaci Mrazkova H. et al., 2016, ktera je
soucasti disertatni prace jako Pfiloha 2 a vdobé odevzdani je k dispozici ve formé

internetového ¢lanku.

2.3.2 Metodika a material

2.3.2.1 Protokol experimentu

Stejné jako v nasi prvni studii o vlivu hyperkanické ventilace na IR poSkozeni plic
(Mrazkova H. et al, 2015) jsme i vtomto experimentu vyuzili zavedeného zvifeciho
experimentalniho modelu (potkani kmene Wistar) a protokolu pro NHBD (Hodyc D. et al.,
2008; Herget J. et al., 2010. (Obrazek 2.1)

Zvitata byla na pocatku pokusu shodnym zplisobem anestezovana a heparinizovana.
Po 5 minutach od heparinizace jsme podali letdlni davku tiopentalu sodného intraperitonealné
(az 250 mg/kg télesné hmotnosti) a po umrti jsme vypreparovali tracheu a zavedli
tracheostomickou kanylu.

Nasledoval protokol 90minut ponechdni pii laboratorni teploté (tepla ischémie) a
60minut v teplotné stabilni chladné komote s promyvanim dutiny hrudni chladnym perfaznim
solnym roztokem (studena ischemie, 12°C). Zadna z experimentalnich skupin nebyla b&hem
obdobi ischémie ventilovana. Po uplynuti studené ischémie jsme vypreparovali organovy blok
srdce-plice (podrobny popis viz - Hodyc D. et al., 2008; Herget J. et al., 2010) a vySe popsanym

zptuisobem (kapitola 2.2.2.1) jsme zapocali s ventilaci normoxickou smési plyni (21% Oz + 5%
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CO2 + 74% Nz ). Po kanylaci a. pulmonalis a levé srdeni siné jsme organovy blok
reperfundovali Solnym roztokem s 4% Ficolem a Mecklofenamatem (17x107°). (Obrazek 2.2)
I pfi tomto experimentu byl preparat upevnén pomoci trachey na siloméru v teplotné stabilni
vlhké komote a po prvotni reperfizi byl ponechdn 20 minut k ekvilibraci. Po stabilizaci
preparatu jsme sledovali 120minut a v pravidelnych intervalech (30,60,90 a 120 minut)
zaznamenavali hodnoty:

1. perfiazniho tlaku (plicni vaskularni rezistence) p (torr)

2. zménu hmotnosti plic (rozvoj plicniho edému) Am

3. arterio-venosni diference parcidlniho tlaku O> ApO2

(transportni schopnost plic pro pienos Oy)

Monitorace probihala na shodnych pfistrojich a stejnym zptisobem jako v predchozi

uvadéné studii.

Oproti pfedchozi studii jsme méfili u jednotlivych preparatt plic také pfimo koncentraci
ROS v perfuzatu po 90minutdch obdobi teplé ischémie prostfednictvim pfistroje PAT test
(FRA-II, Ttalie) (Bertuglia a Giusti 2005). Test vychazi z méteni antioxida¢niho potencialu

prostiednictvim chromatickych zmén thiokyanatanu amonného.

2.3.2.2 Zhodnoceni funkcnosti preparatu, statistickd analyza

Dvakrat béhem pokusu jsme u preparatii opét ovétovali reaktivitu perfizniho tlaku na
angiotensin II (0,4 pg) a na akutni hypoxickou vyzvu — ventilace hypoxickou smési plynti (0 %
02 + 5% CO7 + 74% N3). Ocekavanou odpovédi byla signifikantni vasokonstrikéni odpoveéd

jako prukaz zivotaschopnosti preparatu (Herget J. a Chovanec M., 2010).

48



Béhem celé studie byly zaznamenany 3 ptipady nedokonceni experimentu z diivodu
extrémniho naristu hmotnosti plicnich preparatii pfi rozvoji plicniho edému. Tyto preparaty
neprosly testem zivotaschopnosti plic, kdy nevykazaly vazokonstrikéni odpovéd’ na vyzvu
angiotensinem II ani na hypoxii. Jednalo se o 2 preparaty plic sam¢ich a 1 sami¢ich u
experimentalnich skupin. U obou saméich plic byla jako pfi¢ina edému identifikovana
technicka z4vada s nasledkem plynné embolizace do plic. U samicich plic nebyla pfic¢ina
objasnéna. VSechny nehodnotitelné preparaty byly ze studie vyrazeny.

VSechny preparaty kontrolnich skupin byly po celou dobu experimentélniho protokolu

funkéné hodnotitelé s adekvatni vazokonstrikéni odpovédi.

Pro statistické vyhodnoceni jsme pouzili metodu analyzy opakovanych méteni
(ANOVA) snaslednymi testy Fishera (Fisher PLSD post hoc) a Gamese/Howella.
K zhodnoceni byl pouzivan software StatView 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Vysledky jsou ¢iselné i graficky vyjadfovany jako stfedni hodnoty = SEM.

2.3.2.3 Experimentdlni skupiny

Studie byla provadéna na 4 skupindch potkanti kmene Wistar, hmotnosti 250 + 30 g a
staii 2-3 mésich, kazda se 6 pokusnymi zvifaty. Jednalo se o 2 skupiny pohlavné dospélych
samcl (skupina kontrolni-Cm a experimentalni-M) a 2 skupiny pohlavné dospélych samic
(skupina kontrolni-Cf a experimentalni- F), viz Tab 2.2.

Veskeré postupy byly v souladu se smérnicemi Evropského spolecenstvi pro pokusna
zvirata.

Pokusné skupiny samct (M) a samic (F) prosly experimentalnim protokolem vcetné

vystaveni teplé a studené ischémie dle vySe popsaného postupu (2.3.2.1. Protokol experimentu).
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Béhem teplé ani studené ischémie nebyly jejich plice ventilovany a b&hem reperfuze byla

zahajena ventilace normoxickou smési plynti (21% Oz + 5% COz + 74% N>).

. Tepla ischémie Studen4 ischémie Reperfiize
| 90min 60min protokol 120min mé¥eni
g
wn Bez ventilace Bez ventilace Normoxicka ventilace
Cf X
Kontrolni (samici)
skupiny Cm .
(samci)
. Yy s F o X X X
Experimentalni | (samici)
skupin
piny MV, X X X
(samci)

Tabulka 2.2: Experimentdlni skupiny

Zvitata kontrolnich skupin (Cf-samici, Cm-samci) nebyla vystavena obdobi teplé ani
studené ischemie. Blok srdce-plice byl izolovan ihned po usmrceni tiopentalem. Kontroly se
tak od sebe liSily jen pohlavim. Postup a nasledna méfeni zcela odpovidala métfeni pti pokusech

s experimentalnimi skupinami.
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2.3.3 Vysledky

Jak jsme uvedli vySe, méfené funkéni vlastnosti plic byly v tomto experimentu: perfizni
tlak, zména hmotnosti preparatu, arterio-venozni diference a koncentrace ROS v perfuzatu. Tti
preparaty experimentalnich skupin byly ze studie vyfazeny pro rozvoj plicnitho edému a
nahrazeny novymi preparaty, které byly stejné jako vSechny ostatni preparaty po celou dobu

experimentalniho protokolu funkéné hodnotitelé s adekvatni vazokonstrikéni odpovédi.

e Perfiizni tlak (plicni vaskularni rezistence) p [mmHg]

Pti konstantnim toku perfuzniho roztoku jsou zmény perfizniho tlaku vysledkem
plsobeni plicni vaskularni rezistence, kterd byla dle naSich méfeni signifikantné¢ vyssi u
experimentalni skupiny samct (M) * p <0,05 oproti experimentalni sami¢i skupiné (F) - viz
graf2.7.

Naopak jsme nezaznamenali vyznamny rozdil mezi kontrolnimi (Cf, Cm) a mezi

experimentalnimi (F, M) skupinami.

10,00 - . _
= === Samci -ischemie (M)
E 950 - Samice-ischemie (F)
[«
9,00 - = %= Samice kontrolni sk. (Cf)
== Samci kontrolni sk. (Cm)
8,50 - .
8,00 - R T,
T s o
7,50 - PPt _ -
& ——
7,00 - f’ | l J
6,50 -
6,00 T T T 1

30 60 90 120 t [min]

Graf 2. 7.: Vliv pohlavi na perfuzni tlak p¥i ischemicko-reperfiiznim poSkozeni
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e Zména hmotnosti plic (rozvoj plicniho edému) Am [g]

Pfi méfeni pfirtstkli hmotnosti preparatti nebyl zaznamenén signifikantni
rozdil mezi experimentdlnimi skupinami (F, M). Staticky vyznamny rozdil jsme
ale naméfili mezi samci experimentdlni skupinou (M), kterd byla vystavena
obdobi teplé a studené ischemie, a sam¢i kontrolni skupinou (Cm) - * p <0,05

(graf 2.8.).

1,00 - === Samci -ischemie (M)

Amg]

0,90 - Samice-ischemie (F)

0,80 - = ©=Samice kontrolni sk. (Cf)
0,70 - === Samci kontrolni sk. (Cm)
0,60 -
0,50 -

0,40 -

0,30 2
30 60 90 120 t [min]

Graf 2. 8.: Viiv pohlavi na zmény hmotnosti prepardtu pr¥i ischemicko-reperfiiznim poSkozenit

e Arterio-venosni diference parcialniho tlaku O; (transportni schopnost plic pro pi‘enos O3)

ApO2

Sledovanim rozdilu arterio-venosniho parcidlniho tlaku kysliku jsme zjistili,

ze

podstatné vyssi schopnost okysli¢eni maji plice experimentalni samic¢i skupiny (F) ve srovnani

se sam¢i experimentalni skupinou (M) - * p <0,05.

Nejvyssi schopnost okysli¢eni byla ale zaznamenana zejména na pocatku perfize u

kontrolni samici skupiny (Cf), kterd nebyla vystavena obdobi teplé a studené ischemie. Rozdil
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byl signifikantni oproti obéma experimentalnim skupinam (F, M) ale i vic¢i kontrolni samci

skuping, jez také neprosla obdobim ischemie - # p <0,05 (graf 2.9).

45,00

40,00

35,00

ApO2 [mmHg]

30,00
25,00
20,00

15,00

Graf 2. 9.:

e=fll=Samci -ischemie (M)
== Samice-ischemie (F)
= = Samice kontrolni sk. (Cf)

== Samci kontrolni sk. (Cm)

30 60 90 120 t [min]

Vliv pohlavi na transportni schopnost plic pro pienos O; p¥i ischemicko-

reperfuznim poSkozeni

e  Piima koncentrace ROS v perfuzatu

Hodnoty biologického antioxida¢niho potencidlu (PAT) ukazaly dle vysledki

méfeni vys§i oxidacni stres u vzorkil experimentdlnich samcich skupiny (M) nez u

experimentalni skupiny samici (F). Zkouska PAT v perfuzatu experimentalnich samic

potkant byla 350 + 30 a u experimentalnich samcti 225 + 35 [U Carr.
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2.3.4 Diskuze

Dle uvadénych hypotéz na pocatku nasSi prace, jsme potvrdili existujici genderové

rozdily u IR poskozeni plic v souladu s dfivéjSimi zavéry u IR poSkozeni jinych orgénii (Harada

H.etal., 2001; Miiller V. et al.; 2002 Murphy E. et al., 2007; Ostadal B. et al., 2009). I v souladu

s rozdilnym pribe¢hem a reakcemi u plicnich onemocnéni u muzii a zen (Carey MA. et al,

2007%).

Z nasi studie o vlivu rozdilu pohlavi na IR poranéni plic po vystaveni obdobi teplé a

studené ischemie u darcti s nebijicim srdcem vyplyvaji 4 hlavni zavéry:

1.

Meéteni potvrdila pohlavné vazany rozdil transportni schopnosti Oz po IR poskozeni u darcti
snebijicim srdcem. Prokazali jsme podstatné vyS§i schopnost okysliCeni u

experimentalnich samicich plic (F) oproti experimentalni skupiné samcti (M)- viz graf2.9.

Vyznamny ochranny uc¢inek sami¢iho pohlavi se projevil i ptirozvoji vaskularni rezistence.
Béhem experimentu stoupal perfizni tlak na podkladé vzestupu periferni rezistence

signifikantné vice u experimentalni skupiny samcti (M)- viz graf 2.7.

Nepotvrdili jsme vliv sexudlniho dimorfismu na vyvoji plicniho edému. Pfi méfeni jsme

mezi pohlavimi nezaznamenali signifikantni rozdily- graf 2.8.

Naopak jsme jasné prokdzali pfimym méfenim antioxida¢niho potencidlu vyssi oxidacni

stres u experimentalni skupiny samcli oproti experimentalni skupin€ samic.

Na pocatku diskuze musime zduraznit, ze méteni vychazela z Ex vivo experimentu v

izolovanych plicich perfundovanych roztokem bez krevnich elementli a vlastni plazmy.

Vysledky tedy podporuji moznost, ze ochranné ucinky pohlavnich hormonii (v tomto
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experimentu estrogentl) nemusi nutné vychazet z jejich aktudlni plazmatické koncentrace a

nejsou tak vazany pouze na In vivo probihajici méfeni.

V ptipadé prvniho zavéru - protektivniho vlivu na transportni schopnost O u samic
miizeme vychazet z prace Massara GD. et al., 1995. Jak bylo v teoretické ¢asti této prace
uvedeno (kapitola 1.3.3 — Vliv pohlavi na radikdlové poskozeni), dle Massary estrogeny na
pocatku pohlavni dospélosti samic krys a mysi pfipravuji evoluéné samice na metabolické a
oxygenacni naroky reprodukce. Proto fizené pies cytoplasmatické ER-receptory dojde k
vyvojovym zménam ve stavbé plic mezi samci a samicemi stejného druhu. Samice tak vykazuji
mensi velikost alveoll ale celkové vétsi alveolarni plochu na hmotnost téla a vy$§i vyménu
plyni na celkovy povrch alveolii nez samci stejného véku.

Pozdé&ji uptesnil ve svém prehledovém ¢lanku Carey MA. et al., 2007 °, Ze estrogeny
uplatiiuji vétSinu svych ucinkl cestou receptorit ERa a ERP, které jsou rizné zastoupeny
v burnikach alveolii. Oba receptory jsou dle autora nutné pro vytvoieni alveolli a spravnou
produkci surfaktantu. ERa zprostfedkovava sexualni dimorfismus v celkové plose alveoll a

vyméné plynt a ERB zodpovidaji za nizkou vaskuldrni plicni rezistenci.

Uvazujeme-li o pti¢inach protektivniho vlivu sami¢iho pohlavi na plicni vaskularni
rezistenci je nutno znovu poukazat na vyse uvadéné specifické receptory ERP ovlivityjici prave
vaskularni rezistenci v plicnim parenchymu. Patrone C. et al, 2003 zkoumali mysi
s navozenym deficitem ERP a zjistili sniZeni tvorby PDGF-A (Platelet Derived Growth Factor-
A) a GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) v plicich dospélych mysi.
Vzhledem k tomu, ze tyto faktory jsou kritické ve formaci alveolarniho uspofadani a tvorbé
povrchové aktivnich latek, mohou mit vliv na celkovou compliance plicni tkané. Jejich celkovy
vliv na IR poskozeni u samct a samic ale neni zcela objasnén. Murphy E. et Steenbergen C.,

2007 uvadi, ze nékteré studie podporuji v ptipadé IR srdce odpovédnost ERP za mensi
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ischemické poskozeni samciho srdce pti infarktu myokardu (Yu HP. et al., 2006; Hsieh YC. et
al., 2006). Naopak Booth EA. et al., 2005 uvadi, Ze podéani bolusu ERP agonisty nem¢lo na IR
poskozeni v ptipadé¢ srdecniho svalu vliv ani u samcti ani u samic.

Vaskularni rezistence je ale prokazatelné ovliviiovana estrogenni regulaci inducibilni
NO syntazy (iNOS) a endotelidlni NO syntazy (eNOS). Ty se podili na regulaci plicni kapilarni
permeability a tim i zmén perfuzniho tlaku (Kawachi S. et al, 2000;. Yu Z. et al., 20006).
Estrogeny ptes indukci iNOS a eNOS zvySuji dlouhodobé produkei oxidu dusnatého, ktery je
ucinnou signalni molekulou. NO snizuje expresi adheznich molekul, zejména P selektinu, a

snizuje akumulaci neutrofilti. (Kher A. et al., 2005)

Tteti zaveér nasich méfeni nepotvrdil predpokladané hypotézy. Pii experimentu jsme
oproti ocekavani nezaznamenali signifikantni rozdil v rozvoeji plicniho edému mezi
experimentalnimi skupinami samic (F) a samct (M).

Carey MA. et al, 2007 ° uvadi estrogeny jako vyznamné regulatory aktivity
chloridovych kanali cystické fibrézy (CFTR-chloride channel cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) a epitelidlnich sodikovych kandli (ENaC-epithelial sodium channel).
CFTR i ENaC hraji dtlezitou roli v aktivni reabsorpci alveolarni tekutiny pii plicnim edému.
Zvysena exprese ENaC v samicich plicich mize tak byt vyhodu lepSiho clearance plicni
kapaliny béhem plicniho edému (Sweezey N. et al, 1998). Vzhledem ktomu jsme
predpokladali signifikantné mensi rozvoj edému u experimentalnich plic samic (F).

Diskrepanci mezi zavéry této studie a nasimi vysledky lze vysvétlit ex Vivo prostiedim,
ve kterém nas experiment probihal a relativné kratkou dobou méteni. Soucasné stejné jako u
ptedchozi studie plati, Ze hmotnost plic se mlize navysit i zvétSenim pouze intravaskularniho

objemu pfi vazodilataci cévniho fecisté, nikoliv pouze rozvojem plicniho edému.

56



Pfi méfeni zmén hmotnosti (Am) bloku srdce-plice jsme ale zaznamenali signifikantni
rozdil mezi sam¢i experimentalni (M) a samci kontrolni skupinou (Cm), ¢imz jsme prokazali
nepiimo vyrazngj$i ROS poskozeni a zvysSeni propustnosti alveolokapildrni membrany u samct
vystavenych obdobi teplé a studené ischémie- viz graf 2.8. U samic nebyl rozdil mezi
experimentalni (F) a kontrolni skupinou (Cf) signifikantni a tedy lze neptimo piedpokladat, ze

ROS poskozeni bylo mensi nez u samct.

K ¢iselnému vyjadieni ROS v nasi studii jsme vyuzili relativné novou metodu ptimého
méteni tvorby ROS popisovanou Bertugliem S. a Giustim A., 2005. Vysledek méteni potvrdil
nizsi oxidacni stres u experimentalni skupiny samic (F) oproti experimentalni skupiné samcti
(M). Jak bylo popsano v kapitole 1.3.3 (Vliv pohlavi na radikélové poskozeni), protektivni vliv
estrogent na vznik ROS pfi IR poskozeni po obdobi teplé a studené ischemie byl jiz predmétem
nékolika ptedchozich studii.

Lacort M. et al., 1995 a Ruiz-Larrea B. et al., 1995 se zam¢tili na inhibici peroxidace
membranovych lipidi a lipoproteinti pfes ovlivnéni redoxnich reakci ptrechodnych kovil
estrogeny. Arnal JF. et al., 1996 a Barp J. et al, 2002 pfipisuji hlavni antioxida¢ni uc¢inek u
estrogenii fenolické hydroxylové skupiné v poloze 3, diky které pusobi jako scavengery.
Massafra C. et al., 1998 uvadi, Ze estrogeny mohou indukovat expresi antioxidac¢nich enzymi

a tim stimulovat antioxida¢ni obranny systém.

Celkové€ naSe experimentdlni méfeni ve studii vlivu pohlavi na ischemicko-reperfuzni
poskozeni pti EVLP vede k zavéru, ze plice samic jsou odolnéjsi vici IR poskozeni pod
vystaveni obdobi teplé a studené ischemie. Proto je tieba dale tento vyzkum rozvijet a uvazovat
1 o klinické aplikaci vysledkl. At uz se jednd o benefit pro pacienta ve smyslu kratkodobého 1
dlouhodobého prospivani §té€pu, volby vhodnych dérct pro protokol NHBD ex vivo reperfuze

plic anebo hledisko ekonomické naro¢nosti a investice do vhodnych darct.

57



3 ZAVER

Ve své disertacni praci jsem se zaméfila na otazku nedostatku darcti u transplantace plic.
Stejné jako u ostatnich organt i zde se neustdle zvySuje mnozstvi ¢ekajicich potencionalnich
ptijemct, ale nedochdzi k adekvatnimu navySeni darcovskych organti. Tato diskrepance je
dana neustdle se zlepSujici lékatfskou péci a védeckymi pokroky 1é€by onemocnéni
progredujicich k plicnimu selhani a nutnosti zafazeni na cekatelskou listinu. Toto téma je
aktualni jiz mnoho let a je feSeno rliznymi zpiisoby- viz kapitola 1.2. (Transplantace plic od
dérct s nebijicim srdcem, Ex vivo rekondice plic).

V nasi experimentalni praci jsme se zamétili na feSeni, které se z dlouhodobého hlediska
Protokol metody EVLP je neustale predmétem dalSich studii a do budoucna umoziiuje z naseho

pohledu velky potencial v navySeni poctu darcti o organy, které by diive k transplantaci nebyly
ptijaty.

Na podkladé diive provadénych studii na plicich i jinych orgdnech jsme se v prvni
experimentalni ¢asti prace soustiedili na ischemicko-reperfuzni poskozeni plicni tkané pti ex
vivo transplantaci plic od dérce s nebijicim srdcem na zvifecim modelu (potkan kmene Wistar).
V navaznosti studii probihajicich diive na nasem pracovisti (Ustav fyziologie 2. LF UK:
Skoumalova A. et al. 2008; Hodyc D. et al., 2008; Chovanec M. et al. 2009 nebo Herget J. et
al.,, 2010) jsme se zabyvali moZnosti ovlivnéni ischemicko-reperfiizniho radikalového
poskozeni hyperkapnickou ventilaci. M¢cteni jsme provadeli po hyperkapnické ventilaci
v obdobi reperfize — experiment A a po hyperkapnické ventilaci v obdobi teplé ischemie-
experiment B. Sledované parametry byly: perfuzni tlak, zména hmotnosti plic a arterio-venosni

diference parcialniho tlaku O».
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Studie prokazala ptfedpokladanou hypotézu, ze hyperkapnické ventilace mé protektivni
vliv na vznik ROS u IR poskozeni plic, ale jen v obdobi reperfiize. Vysledky v obdobi teplé
ischemie nebyly vyhodnoceny jako signifikantni.

Celkové€ jsme ziskali 3 hlavni zavéry prvni ¢asti experimentdlni studie, které byly
diskutovany v oddile 2.2.4 (Diskuze):
e Ventilace hyperkapnickou smési plynii béhem obdobi reperfiize omezuje rozvoj plicniho

edému po vystaveni plicni tkdné obdobi teplé ischemie. (viz graf2.2.)

e Ventilace hyperkapnickou smési plynii béhem obdobi reperfize ma ochranny uc¢inek na
transportni schopnost plicni tkdné pro Oz po vystaveni plicni tkdné¢ obdobi teplé ischemie.

(viz graf2.3.)

e Hyperkapnicka ventilace nema ochranny u¢inek pfi ventilaci po dobu teplé ischemie.

Vysledky méfeni prvni studie jsou vyznamné pro zvazeni klinické aplikace a pro
provedeni dalSich studii zabyvajicich se moznostmi hyperkapnické terapie plicni tkané. Vliv
COz na plicni edém a jeho ochranny G¢inek na pienosovou schopnost plic pro kyslik pouze
béhem reperfiize po vystaveni obdobi teplé a studené ischemie, by mohl byt vyuzivan pro
protokol transplantace NHBD a to zejména v ex vivo transplanta¢nim programu. To by mohlo

vést k vyuziti plicnich §tépt, které nebyly diive k transplantaci ptijimany.

Ve druhé experimentalni studii jsme navéazali na velmi aktualni téma vlivu pohlavi
na ischemicko-reperfizni poskozeni plic pfi EVLP u darce s nebijicim srdcem. Vychazeli
jsme z diive potvrzenych genderovych rozdili u IR poskozeni jinych organt (Harada H. et al.,
2001; Miiller V. et al.; 2002 Murphy E. et al., 2007; Ostadal B. et al., 2009). Nasi hypotézu
podporovaly i rozdily v priabéhu a odlisné reakce na terapii u plicnich onemocnéni u muzi a

zen (Carey MA. et al., 2007?).
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Provedena méteni sledovala stejné parametry jako v prvnim experimentu a navic nove
pfimo méfila oxidacni stres u samcl a samic experimentalnich zvifat. I zde jsme naplnili
predpokladané hypotézy a ziskali jsme 4 hlavni zavéry, jez jsou podrobné diskutovany
v kapitole 2.3.4 (Diskuze):

e Mc¢feni potvrdila pohlavné vazany rozdil transportni schopnosti O po IR poskozeni u
darct s nebijicim srdcem. Prokdzali jsme podstatné vyS$i schopnost okysli¢eni u

experimentalnich samicich plic (F) oproti experimentalni skupiné samcti (M)- viz graf2.9.

e Vyznamny ochranny u¢inek samiciho pohlavi se projevil i pfirozvoji vaskularni rezistence.
Béhem experimentu stoupal perfizni tlak na podkladé vzestupu periferni rezistence

signifikantné vice u experimentalni skupiny samcti (M)- viz graf 2.7.

e Nepotvrdili jsme vliv sexudlniho dimorfismu na vyvoji plicniho edému. Pfi métfeni jsme

mezi pohlavimi nezaznamenali signifikantni rozdily- viz graf 2.8.

e Naopak jsme jasn€ prokazali pfimym méfenim antioxida¢niho potencialu vyssi oxidacni

stres u experimentalni skupiny samcli oproti experimentalni skupiné samic.

Celkovy zavér nasi druhé experimentalni studie vlivu pohlavi na ischemicko-reperfuzni
poskozeni pii EVLP je potvrzeni, Ze plice samic jsou odolngjsi vii¢i IR poskozeni po vystaveni
obdobi teplé a studené ischemie. Tento vyzkum je jisté mozno dale rozvijet a uvazovat o
klinické aplikaci vysledkii. At uz se jedna o benefit pro pacienta ve smyslu kratkodobého i
dlouhodobého prospivani st€pu nebo volby vhodnych darcti pro protokol NHBD ex vivo

reperfuze plic, ptipadné hledisko ekonomické narocnosti a investice do vhodnych darci.
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4 SUMMARY

I focused in my dissertation thesis on the issue of the lack of donors for lung transplants.
As with other organs, the number of waiting potential receivers is constantly increasing, while
there is not an adequate increase in donor organs. This discrepancy is caused by constantly
improving healthcare and scientific progress in the therapy of the diseases with progression to
lung failure and necessity of being put on a waiting list. This topic has been an issue for many
years and is being resolved in various ways — see Chapter 1.2. (Lung transplant from non-heart-
beating donors, ex vivo lung reconditioning).

We focused our experimental work on the solution which seems to be most successful
from the long-term perspective: organ transplants from non-heart-beating donors (NHBDs).
The protocol of EVLP method is incessantly subject to further studies and, from our point of
view, has a great potential for future increase in the number of donors by means of organs which

would not have been accepted for transplants before.

On the base of the studies conducted before with lungs and other organs, we focused on
ischemia-reperfusion injury of lung tissue in ex vivo lung transplants from a non-heart-beating
donor on an animal model (Wistar rats) in the first experimental part of the work. Following
up the studies conducted at our workplace (Institute of Physiology, Second Faculty of Medicine,
Charles University: Skoumalova A. et al. 2008; Hodyc D. et al., 2008; Chovanec M. et al. 2009
or Herget J. et al., 2010) before, we investigated the possibility of influencing the ischemia-
reperfusion radical injury by hypercapnic ventilation. We performed the relevant
measurements after hypercapnic ventilation, in the periods of reperfusion and warm ischemia
— Experiments A and B, respectively. The parameters observed included: perfusion pressure,

change in lung weight and arterial-venous differentiation of partial O, pressure.
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The study demonstrated the assumed hypothesis that hypercapnic ventilation has
a protective effect on ROS development in IR lung injury, but only in the period of reperfusion.
The results of warm ischemia were not assessed as significant.
In total, we obtained three main conclusions of the first part of our experimental study,
which were discussed in Section 2.2.4 (Discussion):
e Ventilation by hypercapnic mixture of gases during the period of reperfusion reduces the
development of lung oedema after the exposure of the lung tissue to the period of warm

ischemia (see Graph 2.2.).

e Ventilation by hypercapnic mixture of gases during the period of reperfusion has
a protective effect on the transport abilities of the lung tissue for O» after its exposure to

the period of warm ischemia (see Graph 2.3.).

e Hypercapnic ventilation does not have a protective effect during ventilation in the period

of warm ischemia.

The results of the measurements of the first study are significant for consideration
of clinical application and for conducting further studies dealing with the possibilities
of hypercapnic ventilation of the lung tissue. The effect of CO2 on lung oedema and its
protective effect on the transport ability of lungs for oxygen only during reperfusion after the
exposure to the period of warm and cold ischemia could be used for the protocol of NHBD
transplant, mainly in ex vivo transplant programme. This could lead to the use of lung grafts

which would not have been accepted for transplants before.

In the second experimental study, we followed up a very topical issue of the effect
of gender on ischemia-reperfusion lung injury in EVLP in a non-heart-beating donor.

We laboured upon gender differences in IR injury of other organs confirmed before (Harada H.
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et al., 2001; Miiller V. et al.; 2002 Murphy E. et al., 2007; Ostadal B. et al., 2009). Our

hypothesis was also supported by the differences in the course of the therapy of lung diseases

in men and women and various reactions to it (Carey MA. et al., 2007?).

The performed measurements investigated the same parameters as in the first

experiment and, additionally, newly measured oxidation stress in male and female experimental

animals in a direct way. We confirmed the presumed hypotheses and obtained four main

conclusions, discussed in details in Chapter 2.3.4 (Discussion):

The measurements confirmed the gender-related difference of the transport ability of O
after IR injury in non-beating-heart donors. We demonstrated substantially higher
oxygenation ability in experimental female (F) lungs compared with an experimental group

of males (M) — see Graph 2.9.

The significant protective effect of the female gender was also manifested in the
development of vascular resistance. During the experiment, based on the increase in
peripheral resistance the perfusion pressure increased significantly more in the

experimental male (M) group — see Graph 2.7.

We did not confirm the effect of sexual dimorphism on the development of lung oedema.

We did not notice significant differences between genders — see Graph 2.8.

On the contrary, using a direct measurement of antioxidative potential, we clearly
demonstrated higher oxidative stress in an experimental group of males, compared to that

of females.

The general conclusion of our second experimental study of the effect of gender on

ischemia-reperfusion injury in EVLP is the confirmation that female lungs are more resistant

to IR injury after their exposure to the period of warm and cold ischemia. This research can be
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further developed and it is possible to consider clinical application of the results. Either it means
a benefit for a patient in terms of short- or long-term thriving of the graft or selection of suitable
donors for the NHBD protocol of ex vivo lung reperfusion or a perspective of economic

demands and investments in suitable donors.
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