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1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1  Glykokalyx jako subcelularni struktura

Glykokalyx je evolu¢né velmi stard oligosacharidova struktura (ndzev z feckého glykos
(YAoko6g) — cukrovy + kalyx (xahvg) — kryt), se kterou se setkdvame jiz u prokaryontnich
organismu. Je extrudovana na povrch bungk, kde tvoti tenky pericelularni obal a je téz nekdy
nazyvana pericelularni matrix (Obr. 1). Glykokalyx pfedstavuje kontaktni rozhrani mezi
extracelularnim prostfedim a buiikou. Funguje jako bunécnd ochrana, pifenasi mechanické
signaly z extracelularniho prostfedi na bunécny cytoskelet a slouzi ke komunikaci bunky
s okolnim prosttedi a s okolnimi buiikami [1]. Ve vy$Sich mnohobunéénych organizmech mize
pokryvat nejen jednotlivé bunky, ale i celé organy a cely organismus (kluzky povrch Supin ryb
je tvofen glykokalyx). Glykokalyx se skldda predevSim z glykoproteinii a proteoglykantl,
ovsem jeji detailni struktura se meéni dle bunécného typu a dle funkce, za které jsou dané buiiky
v organismu zodpovédné a dle druhu organismu [2,3]. Dobie znama je napt. glykokalyx
v travicim traktu, kde ma v sobé navazany travici enzymy, které S$té€pi oligomerni substraty,
jejichz produkty jsou ihned vstfebavany, a tim glykokalyx minimalizuje zvySovani
osmotického tlaku uvniti traviciho traktu [4]. Za podobné specifické funkce zodpovida
glykokalyx v cévnim systému, kde se vyskytuje na apikalnim (intralumindlnim) povrchu
endotelidlnich bun¢k [5]. Endotelidlni glykokalyx (EG) byl objeven transmisni elektronovou
mikroskopii v roce 1966 [6]. Od t¢€ doby se v literatufe mnozi diikazy o jeho velmi dalezité roli

ve fyziologii cévniho systému, zejména v jeho kapilarni ¢asti, tedy mikrocirkulaci [7-10].
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Obr.1: Schéma bunky s pritomnosti glykokalyx
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Schématické znazornéni pritomnosti glykokalyx lemujici cytoplazmatickou membranu na
vnéjS$im povre



1.2 Ultrastruktura a biochemie endotelialniho glykokalyx

EG se sklada z proteoglykant (PG), glykoproteini (GP) a glykosaminoglykani (GAG),

které tvoii slozitou trojrozmérnou sit” (Obr. 2). Jednotlivé slozky budou déle detailné rozebrany.

Obr. 2: Ultrastruktura endotelidlniho glykokalyx

Kresba znazorfiuje ultrastrukturu endotelialniho glykokalyx. Centralni proteoglykany jako
napt. syndekan—1 (Syn—1), prochazejici ptes cytoplazmatickou membranu do intraceluldrniho
prostoru (IC), kde se kotvi do bunééného cytoskeletu. Z cytoplazmatické membrany dale
vychazi glykoproteiny (GP) a kyselina hyaluronova (HA) do extracelularniho prostoru (EC).
Na centralni proteiny jsou navazany glykosaminoglykany, zde reprezentovany heparan
sulfatem (HS). Ve struktute glykokalyx jsou vazany plazmatické proteiny: lidsky sérovy
albumin (HSA), orosomukoid (OM). © MUDr. David Astapenko.
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1.2.1 Proteoglykany

PG jsou centralni strukturou EG tvotici podptirnou kostru, na které jsou navazany GAG.
V EG byly popsany: syndekany, glypikany, perlekany, versikany, decoriny, biglykany
a mimekany[5]. Nejvetsi vyznam maji syndekany, které jsou vazany ptes cytoplazmatickou
membranu na struktury cytoskeletu (tubulin, dynamin a a-actinin), ke kterému poutaji celou
strukturu  EG v pravidelnych ohniscich [11,12]. Ostatni PG jsou vazany pouze
na cytoplazmatickou membranu a déle jsou ve struktufe glykokalyx, kde tvofi rozpustné PG
interagujici s ostatnimi GAG. V EG jsou nejvice pritomny syndekan—1, 2 a 4, na které se vazou
z GAG zejména heparan sulfat (HS). Syndekan—1 je ze své rodiny nejvétsi (33 kDa) a v EG
nejhojné;si [13].

1.2.2 Glykosaminoglykany

GAG jsou heteropolysacharidy sloZzené z cyklickych disacharidi (kyselina uronova
a hexosamin), které jsou riiznou mirou substituovany sulfaty. Dle typu disacharidii a dle miry
sulfatace byly v EG popsany nasledujici typy GAG: HS, chondroitin sulfat (CS), dermatan
sulfat (DS), keratan sulfat a hyaluronan (HA, kyselina hyaluronovd). HS je v EG nejvice
zastoupen (50 — 90 %), dosahuje az 150 disacharidovych jednotek (cca 30 kDa). CS a DS jsou
dalsi nejvice zastoupené GAG. V DS je epimerizaci kyseliny glukuronové zastoupena kyselina
iduronova. HA je mezi GAG specificky v tom, ze jeho struktura je disacharidovy polymer
s raznou délkou (az 3500 kDa) (Obr. 3), ktery neni spojen s centralnim proteinem (syndekany).
Misto toho se vaze ptimo na receptor endotelialnich bun¢k CD44 [14]. Syntetizuje se jako
jediny GAG mimo Golgiho aparat, a to na cytosolové stran¢ cytoplazmatické membrany. Diky
svému negativnimu naboji na karboxylovych skupinich (bez sulfonizace) ma hydratacni
vlastnosti (podobn¢ jako v prostfedi extracelularni matrix) [12,15]. Struktura GAG
je ovliviiovana mimo jiné i pH a iontovymi silami (zejména interakce se sodnymi kationty) [16]
a dale interakcemi se sérovymi proteiny (zejména albumin a orosomukoid) [17]. Zminéné vlivy
mohou na EG pisobit jak protektivng, tak destruktivné [18]. Interakce s proteiny a sodnymi
kationty do jisté miry mize modulovat kapilarni permeabilitu a vazbu specifickych proteint,

pottebnych napf. pfirozvoji zanétu [5,12].
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Obr. 3: Kyselina hyaluronova
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Strukturni chemicky vzorec kyseliny hyaluronové, kterd se sklada z opakujicich se
disacharidovych  podjednotek: kyseliny D-glukuronové a  N-acetylglukosaminu.

© MUDr. David Astapenko.

1.2.3 Glykoproteiny

GP interagujici s EG jsou Sirokou Skalou plazmatickych proteinti zastdvajicich rizné
fyziologické a imunitni funkce. GP tvoii téz kotvici struktury EG, na které se vazi kyseliny
sialové. Jejich pocet a zastoupeni jednotlivych typl zavisi na aktivaci endotelidlnich bunék.
Mezi jednotlivé typy GP patii: adhezni a signalni molekuly, proteiny fluidokoagulacni
rovnovahy a antioxida¢ni enzymy. Z adheznich molekul jsou popsany selektiny (P—selektin
skladovany ve Weibel-Paladeho té€liscich endotelialnich bun¢k a E—selektin indukovany
pusobenim cytokini interleukinu—1 a TNFa), integriny (napt. aVPB3 duilezity pro interakci
s trombocyty) a proteiny z rodiny imunoglobulini (ICAM-1 a 2, VCAM-1 a PECAM-1, které¢
jsou dulezité pro interakce krevnich elementti, agregaci trombocytl a diapedézu leukocytit).
Z molekul s funkei ve fluidokoagulaéni rovnovaze je popsan komplex Ib—IX-V, fungujici jako

receptor vWT, ktery zprosttedkovava adhezi trombocytt [5].
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1.3 Fyzikalni vlastnosti endotelialniho glykokalyx

Na zakladé své ultrastruktury nabyva EG specifickych fyzikalnich vlastnosti, které

determinuji jeho chovani a fyziologické funkce v mikrocirkulaci.

1.3.1 Hustota

Hustota EG urcuje rychlost stladeni a zpétného nabyti ptirozeného tvaru po interakci
s krevnimi elementy — po stlaceni prichozimi erytrocyty a po diapedéze leukocytl. Tento d&j
je dale vyznamné ovliviilovan nabojem EG [12], ktery je dany interakci mezi sodnymi kationty
[19] a plazmatickymi proteiny (zejména albuminem) [20]. Jako povSechné v celé biologii 1 zde
muzeme pozorovat tendenci k neutralité. U EG je tato rovnovaha dynamickym procesem, ktery
je neustale vyrovnavan a optimalizovan dle aktudlnich potieb tkani v mikrocirkulaci (Groven
metabolizmu, zanét, hojeni, nadorovy rtst). Dlouhodobé narusena rovnovaha na rozhrani

plazma — EG milze mit neptiznivy dopad na organové funkce [21].

1.3.2 Permeabilita — fyzikalni pohled

EG hraje zcela zéasadni roli v permeabilité kapilarni membrany. Pivodné definovany
Starlingtiv princip polozil zékladni fyzikalni vztah vymény tekutiny na arteridlnim a venéznim
konci kapilary rozdilem hydraulickych a onkotickych tlakii (rozdilnd koncentrace
plazmatickych proteinii) [22]. Starlingliv princip byl ovSem na zakladé piitomnosti EG
revidovan a spiSe nez rozdil celkovych tlakli v kapilare a intersticiu pro pohyb tekutin se zda
byt dilezitéjsi kvalita EG, jakozto onkoticky aktivni bariéry, kterd absorbuje plazmatické
proteiny [23].

1.3.3 Deformabilita

EG pusobi na proudici krevni elementy repulznimi silami, které jsou dany dilem
elektrostatickym nabojem (kdy je dilezitd interakce se sodnymi kationty) [24] a dilem
mechanickou deformabilitou. Proudici krevni elementy mohou EG vyznamné komprimovat
(zejména leukocyty béhem diapedézy) podobné jako nahle vznikla iatrogenni hypervolémie
[25]. Mechanickd komponenta deformability dosud neni pIn€ objasnéna, piestoze je pomérné
dobfte popsana pti diapedéze leukocytii, kdy dochdzi ke kompresi az na 20 % plvodni tloustky
EG a zpétného rozepnuti do jedné vtetiny. Zatim byly popsédny 3 modely zpétného nabyti
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ptirozeného tvaru EG: onkoticky, elasticko—hydrodynamicky a mechanicko—elektrochemicky
[11,12,26,27]. Onkoticky model vychazi z ptedpokladu riizné koncentrace proteini ve struktuie
EG a v plazmé a v tenké vrstvé mezi EG a endotelialnimi buikami (tzv. vrstva subglykokalyx)
[12,28,29]. Elasticko—hydrodynamicky model bere v potaz vice mechanické zakiiveni
struktury EG a narovnani centrdlnich proteinli nejprve rovnobézné se smérem pusobeni
deformujici sily a poté vyrovnani do miizky, kterd rovnomérné rozlozi zatéz EG [12].
Mechanicko—elektrochemicky model zohlediiuje jiz zminénou interakci EG se sodnymi
kationty a proteiny. Pfi deformaci EG dojde k vychyleni rovnovdhy mezi koncentraci
makromolekul a hustotou ndboje kationtli a proteinii. Tato rovnovaha je navracena zpétnym

rozepnutim struktury EG, které se déje samovolné€ po koncentracnim gradientu [12].

1.3.4 Vyska vrstvy endotelidlniho glykokalyx

Vysku vrstvy EG determinuje mnoho vlivi, které s pouzivanymi technikami zobrazeni
nejsme dosud schopni pfesné zmapovat. Je to dano jednak faktem, Zze EG se skldda z ¢asti
pevné, kterou zobrazime pomérné¢ snadno a z ¢asti solubilni [12], kterd je v dynamické
rovnovaze s plazmou a je zavisla do jisté miry 1 na jejim sloZeni, které se mize (v klinice) rychle
ménit (napf. tekutinovou vyzvou krystaloidnim roztokem). Na piivodnich snimcich
z transmisni elektronové mikroskopie (TEM) dosahoval EG nékolika desitek nanometra [6],
nicméné pii pouziti jinych kontrastovacich technik byla zjiSténa vyska jeho vrstvy az nékolik
mikrometrt. Mezi vlivy urcujici vysku EG patti pritomnost pratoku [5] v céve, rychlost pritoku
cévou [12] a samotny typ cévy (arterioly, venuly, velka céva, ptitomnost fenestraci, sinusoidy)

[30]. Déle zalezi je—li provadéno méteni in vivo ¢iin vitro [31].

1.4  Fyziologie endotelidlniho glykokalyx

EG, jakoZto struktura fylogeneticky stard, zastdvd v mikrocirkulaci velmi dalezitou
ulohu, a sice zasadnim zptsobem ovliviluje jeji spravné fungovani. Funkce, které se doneddvna
ptipisovaly pouze endotelu (ktery byl také n€kdy oznacovan jako nejvetsi organ v téle), musime

dnes pfipsat EG, bez kterého endotel spravné fungovat nedokaze.
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1.4.1 Funkce ochranna

Pritomnost EG uzce souvisi s krevnim pritokem, ktery do jisté miry determinuje jeho
vysku [32]. Pokud jsou lidské endotelidlni buiiky umbilikéIni zily (HUVECSs) v Petriho misce,
EG je témét nedetekovatelny, ovsem pii pasobeni proudéni jsou HUVECs schopny velmi
rychle (v fadu hodin) funkéni vrstvu EG vytvoftit. Endotelidlni buiiky se vytvotrenim EG chrani
pted fyzikalnimi vlivy krevnich elementti a jejich ptisobeni EG na endotelidlni bunky pfenasi.
Navic EG svym nabojem poméha v interakci s erytrocytarnim glykokalyx snadnéj$imu pritoku

v mikrocirkulaci.

1.4.2 Mechanotransdukce

Mechanotransdukce navazuje na ochrannou funkci EG. Deformace struktury
glykokalyx je pfendSena pies centrdlni proteiny (syndekan—1) na endotelialni bunécny
cytoskelet a zahajuje bunéCnou signalizaci [33]. Dle sméru, rychlosti a typu proudéni
(laminarni, turbulentni) dochazi pfes EG ke zméndm rozloZeni a tvaru endotelidlnich bunék
vcévni sténé (vieténkovité pii rychlém lamindrnim proudu v arteriich, polygondlni
bez preference sméru rozlozeni v mistech turbulentniho proudéni zejména ve vétveni artérii)
a k organizaci aktinovych vlaken cytoskeletu soubézné s krevnim proudem [34]. Existuji tii
teorie mechanotransdukce EG. Prvni (centralizovand) predikuje specifické signalni molekuly
zodpovédné za biologickou odpovéd’. Druha (decentralizovand) bere vice v potaz fungovani
EG jako celku a pfenaseni smykového tfeni na vice mist v endotelialni burice a jejich spojeni
cytoskeletem a tieti teorie zohlednuje lokalni koncentracni gradienty spole¢né s transportem
iontl, aminokyselin a rustovych faktort. Cilové organely pienosu smykového tfeni jsou
schopny detekovat smykové tieni i bez ptitomnosti EG a jsou poté dilezité v signalizaci
k syntéze EG, kde jiz byla 1 experimentdln¢ zjiSténa prahova hodnota smykového tieni
[5,12,34,35]. Dalsi diilezitd funkce EG je zprostiedkovani uvolnéni oxidu dusnatého (NO),
jakozto relaxa¢niho faktoru na hladkou svalovinu cév. Neni dosud jasné, jestli je endotelidlni
NO-syntaza (eNOS) aktivovana ptimo EG, nebo prostifednictvim jiného druhého posla. Z GAG
nejvice zodpovédnych za tuto funkci je HS a HA [36]. Endotel na zakladé signalizace z EG
vylucuje dalsi parakrinni hormony a substance, jako napft. vazodilatacné ptisobici prostacyklin
a hyperpolarizacni endotelidlni faktor (EDHF), ktery zvySuje koncentraci drasliku
v mezibunééném prostoru [37]. Naproti témto relaxacné pisobicich substanci stoji

vazokonstrickni endoteliny a tromboxany [5].

20



1.4.3 Teorie intravaskularniho kompartmentu

Télesné tekutiny se tradicné dé€li pro potieby fyziologie a klinické mediciny (zejména
pro potieby kalkulace farmakokinetiky podavanych 1é€iv v Cele s intravendéznimi roztoky) do
télesnych oddilti — kompartmentti. Dvé tietiny objemu télesnych tekutin jsou v intracelularnim
prostoru a jedna tfetina v extracelularnim. Extracelularni kompartment se dale déli
na intravaskularni a intersticialni. Z divodu existence EG musime vSak rozliSit
v intravaskularnim kompartmentu jest¢ kompartment glykokalyx, jelikoz EG pro svoje
biochemické vlastnosti na sebe vaze nezanedbatelny objem plazmy (odhaduje se 1 — 1,7 litru,
pficemz hmotnost EG se odhaduje na 1,5 kg) [38]. EG miZeme v intravaskularnim
kompartmentu chéapat téZ jako intravaskularni intersticium [39]. EG se nejen podoba svoji
strukturou extracelularni matrix, ale téz zastava v cirkulaci obdobné funkce (signalizace,
mechanotransdukce, sekvestrace tekutiny, imunitni dohled atd.). EG tvofi pfechod mezi
makroskopicky tekutym prostiedi krevniho proudu a endotelidlnimi buiikami, coz umoziuje

jeho solubilni ¢ast.

1.4.4 Permeabilita — biologicky pohled

Jak jiz bylo popsano ve fyzikalnich vlastnostech, EG hraje dtlezitou roli v permeabilité
kapilarni membrany. Starlingiv princip byl zdsadné revidovan na zdkladé¢ nové zjiSténych
souvislosti filtrace pfes kapilarni membranu a byl zalozen na faktu, Ze mezi glykokalyx
a endotelidlnimi bunkami vznikd tenka vrstva (subglykokalyx), ktera je elektricky neuralni
s témét nulovym obsahem proteint (ty jsou odtud ,,vymyvany* filtraci pies pory endotelu). Tim
se vytvofi efektivni onkoticky aktivni bariéra branici filtraci. Naproti tomu subglykokalyx
s nizkym onkotickym tlakem oponuje tlakiim hydrostatickym z intersticia. Takto konstituovana
bariéra minimalizuje filtraci tekutiny do intersticia — tzv. filtrace tekutin 1. typu. Vzhledem
k ptitomnosti subglykokalyx bez proteini pfi vnéjSim povrchu endotelidlni buniky neni
onkoticky tlak mezi lumen kapilary a intersticium dostate¢ny k pfesunu tekutiny opaénym
smérem. K reabsorpci tekutiny do lumen kapilary fyziologicky tedy ve vétSin€ piipadi

nedochazi [40].

1.4.5 Dalsi funkce endotelidlniho glykokalyx

Interakci s plazmatickymi proteiny nabyva EG dulezitych fyziologickych funkeci.
Vazbou antitrombinu III (AT III) hraje EG dllezitou roli v udrZzovani fluidokoagulaéni

rovnovahy. Zde se nabizi vysvétleni, pro¢ je hlavnim GAG zastoupen HS. Pfi kritickych
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stavech, kdy dochazi k vyznamnému odluc¢ovani slozek EG, interaguje volny HS s AT III a tim

blokuje koagulaéni kaskadu (viz dale) [41].

Dalsi proteiny obsazené v EG ptisobi proti adhezi trombocytl, tedy antiagrega¢né [42]. EG
kryje dalezité adhezni molekuly nejen pro trombocyty (vWT, selektiny, integriny) [43], ¢ili jen
svoji pfitomnosti plisobi antiagregacné. Dale obsahuje ve své struktuie molekuly ptisobici proti

funkci trombocyta [44].

EG dale obsahuje adhezni molekuly z rodiny imunoglobulind [12], které se jiz stavaji dalSim
centrem zajmu ve vyzkumu EG. V imunitnim dohledu je dilezity i glykokalyx
na leukocytech, kde miize modulovat zanétovou odpoved’ [45]. V mezibunéénych interakcich
se zda byt zasadni jiz interakce sialovych kyselin na povrchu glykokalyx [46]. Signalni
molekuly na glykokalyx leukocytl jsou dulezité i ptfi rozvoji nddorového postizeni. Zména
sloZeni glykokalyx na nadorovych buiikdch jim dovoluje ,utéct* imunitnimu systému [47].
Modulace glykokalyx nadorovych bun€k miZe byt v budoucnu dal$i modalitou terapie
v onkologii [48]. Bakteridlni glykokalyx poméahd bakteriim tvofit biofilm, coz vyznamné
zvysuje obtiznost antibakterialni terapie [49]. Uinek né&kterych antibiotik je tizce spojen
s bakteridlni glykokalyx, které je podobna EG [50,51]. Pfes tento fakt je o interakci mezi

antibiotiky a EG znamo velmi malo [52].

EG je téz zodpovédny za antioxidaéni ochranu endotelu. Molekuly superoxid dismutazy jsou
vazany ptimo ve struktufe EG [5] a ten vyznamné zvySuje odolnost endotelu pii oxidaénim
stresu spojeném se sepsi [53]. V dlouhodobém méftitku pisobi oxidaéné Castice LDL, pied

kterymi se endotel upln¢ chranit nedovede [54].

1.4.6 Interakce krevnich elementii s endotelialnim glykokalyx

Krevni elementy interaguji skrze svlij vlastni glykokalyx s EG. Volnému pritoku
v mikrocirkulaci a deformaci erytrocytli napomahaji negativni naboje na glykokalyx (Obr. 4).
Volny pritok v mikrocirkulaci tedy vyznamné moduluje EG svoji elektrostatickou repulzi
a snizenim odporu [28,55]. Tento fenomén detekuji nekteré z vyzkumnych metod vizualizace
EG (viz dale). Pomalym proudénim v mikrocirkulaci déle vznikaji (vyzdvihovaci) vztlakové
sily odrédzejici erytrocyty ke sttedu kapilary, které jsou dany pritokem plazmy v siti EG [56].
Erytrocytarni glykokalyx mize sEG vyménovat nékteré své komponenty, z nichz
napt. sfingozin—1—fosfat (SIP) mé regenerac¢ni potencial [57]. Pfestoze je erytrocytarni
glykokalyx tisickrdt mens$i neZz EG, vzhledem celkovému poctu erytrocytii v cirkulaci

pfedstavuje vyznamny regeneracni rezervoar.
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Bilé krvinky se vazi pfes adhezni molekuly (L—selektin, P—selektin a E—selektin), ¢imz se
zpomaluje jejich proudéni v cirkulaci. Tento fenomén se nazyva rolovani. EG pfi tom
signalizuje zdravy endotel a rolovani moduluje [58]. Poskozeni EG rolovani umocnuje [59]

a nasledné dochazi k diapedeze a priniku leukocytl do intersticidlniho prostoru v misté zanétu

[60].

Obr. 4: Endotelidlni a erytrocytarni glykokalyx

@@)

GCX ERY

Znazornéni elektrostatické repulze erytrocytii za pritomnosti negativné nabitého glykokalyx,
ktery na sebe vaze sodné kationty a plazmatické proteiny (zndzornéno fadou pozitivnich
naboji). ERY —erytrocyt, GCX ERY — erytrocytarni glykokalyx, EG — endotelidIni glykokalyx,
EC — endotelidlni buiika. © MUDr. David Astapenko.

1.4.7 Funkce jednotlivych komponent glykokalyx

Fyziologie EG jako celku vychézi z vlastnosti jednotlivych komponent, které navic hraji
dilezitou roli v ontogenezi organizmu. Syndekan—1 se uplatfiuje v bunééné signalizaci,
proliferaci, interakci mezi bunkami a mezi buitkami a extracelularni matrix [61]. Pro svoji
centralni pozici v EG se oznacuje jako ukazatel miry poskozeni EG [62], pfestoZe pro existenci

struktury EG neni nezbytné nutnou komponentou [63]. Zménénd struktura syndekanu—1 byla
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asociovana s angiogennim fenotypem mnohocetného myelomu [64] a dokonce syndekan—1
muze slouzit jako onkomarker gliomu [65] a nddoru prsu [66]. Syndekan—1 je timto zapojen
do imunitniho systému a uplatiiuje se jako modulator ochrany proti autoimunité [67].
Syndekan—2 je v EG zastoupen minoritné a nachdzime ho pfedev§im na mezenchymalnich
buiikéach, fibroblastech a bunikdch hladké svaloviny. Mize se uplatiovat v angiogenezi [68].
Syndekan—3 je se rovnéz nachazi mimo EG, a to predev§im v nervové tkani a v embryogenezi
ve tkanich muskulo—skeletalniho systému [69]. Syndekan—4 se nachazi na riznych bunéénych
typech a v EG se uplatiuje pii vyrovnavani endotelidlnich bunék paraleln¢ s krevnim proudem
a ochrani proti ateroskler6ze [70]. OvSem jeho hlavni funkce se nachdzi opét mimo EG, a sice

reguluje strukturu extraceluldrni matrix a moduluje mezibunéénou adhezi [71].

HS je v EG zastoupen nejvice ze vSech GAG a zda se, Ze jeho struktura je pfiznacnd
pro jednotlivé bunécné typy, tedy i1 pro endotelidlni bunky [72]. Fyziologickd role HS je
pfedevsim interagovat s proteiny nevazebnymi silami a vazat se na centralni proteiny EG. Tyto
proteiny se oznacuji jako ,,heparin—binding proteins* a patii mezi n€ rizné enzymy, inhibitory
enzymu, cytokiny, ristové faktory, proteiny extracelularni matrix, lipoproteiny a proteiny

asociovang s riznymi chorobami [73].

HA je mezi GAG specificky jak svoji strukturou, tak svym zapojenim do struktury GAG
(popséno vyse). HA miize zasadnim zptisobem modulovat imunitni odpovéd’ podle délky svych
fetézci, a sice tak, ze kratké fragmenty HA plisobi prozanétlivé [74]. Mira exprese hyaluronidaz
(enzymy degradujici HA, popsany dosud 4 izotypy) se méni v zavislosti na tizi klinického
stavu, jak bylo popsano u plicnich chorob [75]. Co se tyka EG i1 zde miize dochdzet
k enzymatickému stépeni HA na kratké fragmenty, které signalizaci pies endotelialni cytoskelet
rozvolnuji mezibunécné spoje [76]. HA zastava dalsi dilezité funkce: hydratace, mezibunécné
interakce, interakce mezi bunkami a extracelularni matrix, bunénd migrace, angiogeneze
a hojeni [77]. HA je téz v bunécném jadru a reguluje transkripci DNA [78]. V EG se dale podili
na regulaci vaskuldrni bariéry, filtraci [79], pohybu bunck, tonusu bunc¢k hladké svaloviny

a hemokoagulaci [80].

1.5  Role endotelialniho glykokalyx v patofyziologii mikrocirkulace

EG zastava v mikrocirkulaci komplexni funkci, z ¢ehoz Ize velmi dobie predikovat, Ze
poskozeni této struktury bude mit na mikrocirkulaci zasadni vliv [15]. Poskozeni EG jakékoliv

etiologie vede k endotelidlni dysfunkci, kterd poskozeni EG dale potencuje a uzavira se circulus
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vitiosus. Dosud neni zcela jasné, zdali je prvni poskozena EG nebo je poSkozena az sekundarné
[81,82], ptestoze byly popsany pfimo pusobici noxy: degradacni enzymy specifické pro GAG
(heparanaza, hyaluroniddza, neuraminidaza), degradacni enzymy extracelularni matrix (matrix
metaloproteinazy, elastaza) a enzymy asociované se zanétovou odpoveédi (trombin,
proteinaza 3, plazminogen, katepsin B a TNFa) [83]. Sacharidova povaha slozeni ¢ini EG
nachylnou k degradaci, pficemz existuje dynamicka rovnovaha mezi kontinualni degradaci
a syntézou za fyziologickych okolnosti, kdy jsou endotelidlni buniky intaktni. Tato rovnovaha
je dlouhodobé neudrzitelnd napt. u chronické hyperglykémie [84], dyslipidémie [54],
¢1 aterosklerozy [85], kde je ovSem zachovana menSi mira syntézy EG a hovofime o poSkozeni
EG. Inzulty vice robustni, jako napt. septicky Sok, ischemie — reperfuze (a nasledny oxidacni
stres) nebo polytrauma, vedou k destrukci EG a poskozeni funkce endotelidlnich bunék
a kapilarni bariéry. Dochazi ke zvySené permeabilite, rozvolnéni mezibunécnych spoji, tiniku
jak plazmy, tak plazmatickych proteind, nefizené translokaci bunék imunitniho systému,
rozvoji intravaskuldrni nasténné trombodzy, intersticialniho edému a depleci napln€ cévniho
systému (Obr. 5). Degradované komponenty EG (syndekan—1, HS, HA, glypikany) [86] plisobi
samy o sobé& jako s poSkozenim asociované molekularni vzory (DAMPs), které déle potencuji
imunitni odpoveéd’ a které se ukazuji, ze do jisté miry koreluji s tizi stavu pacienta [87].
Poskozeni EG v kritickych stavech umocnuje rozvoj multiorgdnového selhani [88]. Organ,
na kterém se prednostné projevi tento stav jsou ledviny. V glomeruldrni membrané predstavuje
EG dtlezitou soucast filtracni membrany, zejména pro sviij negativni naboj a schopnost vazat
albumin [17]. Poskozeni EG v ledvinach vede ihned k albuminurii [89]. PoSkozeni koronarni
EG vede k rozvoji myokardialniho intersticialniho edému, jak bylo prokazano experimentalné

na srdci morcete [90,91].

Dalsi poskozujici vliv na EG ma hypernatrémie. Sodné kationty interaguji s negativnimi naboji
na EG, pficemz struktura glykokalyx do znacné miry funguje jako naraznik pro nahl¢ zmény
natrémie [16]. ZvySenym piijmem sodiku v potravé dochazi k nasyceni EG, cozZ ma za nasledek
zvySovani tuhosti EG, snizeni pfenosu smykového tfeni, nizkou produkci NO a v kone¢ném
disledku vznik arteridlni hypertenze. Stav nasyceni EG lze vySetfit sodikovym toleranénim
testem, ktery se ovSem v klinice nepouziva [19,92]. Pii poskozeni EG unika sodik do intersticia,
odkud se dostava vyrazné¢ pomaleji neZ z intravaskularniho prostoru i kvili poSkozeni

glykokalyx v ledvinnych glomerulech [18].
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Obr. 5: Disledky poskozeni endotelidlniho glykokalyx v mikrocirkulaci

Kresba znazoriiuje patofyziologii poskozeni EG (GCX) se vSemi disledky pro mikrocirkulaci.
Trombocyty (PLT) agreguji na obnazenych endotelidlnich bunikach (EC) za vzniku nasténnych
trombo6z. Albumin (HSA) a dalsi plazmatické proteiny unikaji do intersticia, kde zapiicinuji
vznik edému. Do intersticia dale vycestovavaji leukocyty (LEU) diapedézou. RBC — erytrocyty.
© MUDr. David Astapenko, PhDr. Josef Bavor.

1.6  Metody vizualizace a vyzkumu endotelidlniho glykokalyx

1.6.1 Metody primého zobrazeni

Povaha EG ho ¢ini ndchylnym k degradaci, coZ ho ¢ini obtiZzn¢ zobrazitelnym béZznymi
metodami zpracovani vzorku. Vibec prvni piimé zobrazeni EG bylo provedeno transmisni
elektronovou mikroskopii (TEM). Vzorek tkdné¢ nesmi byt dehydratovan ani fixovan b&Znymi
histologickymi postupy, jinak dochédzi k poskozeni EG [3,31]. Dale je dulezité pouZiti kontrastu

pro zobrazeni EG. Prvni byla pro tento ucel uspéSné pouzita ruteniova Cerveil. V takto
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upravenych preparatech byl EG vysky nékolika desitek nanometrti [6]. Dalsi metody pro TEM
vyuzivaji napt. alcidnovou modi 8GX [12], flouorokarbon — glutaraldehydovou fixaci [93],
lantan nitrat [94], uranyl acetat [95] ¢i vizualizaci pomoci vazby kationizovaného feritinu
(Obr. 6) [96]. TEM je velmi pfesnou metodou hodnotici ultrastrukturu, ovSem pouze ex vivo

z biopsie, piipadné in vitro.

Obr. 6: Vizualizace endotelialni glykokalyx v transmisni elektronové mikroskopii

Bily a €erny trojuhelnik vymezuji vrstvu endotelidlniho glykokalyx. Jednd se o buiky linie
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells). Glykokalyx byl vizualizovan pomoci

vazby kationizovaného feritinu. ZvétSeni 50 000x. Obrazek byl pofizen transmisnim
elektronovym mikroskopem JEOL JEM-1400Plus na Ustavu histologie Lékatské fakulty
v Hradci  Krélové,  Univerzity  Karlovy.  Publikovano s laskavym  svolenim

MUDr. Dany Cizkové, Ph.D. a Mgr. Alese Bezrouka, Ph.D.

Velmi ptesného zobrazeni EG lze docilit fluorescencni mikroskopii (FMI), zobrazenim
navazanych lektind, které maji vysokou afinitu k sacharidovym strukturdm, tedy k EG.
Primarni protilatky lze zacilit na jakoukoli komponentu z EG, nejcastéji HA, HS a kyselinu

sialovou (Obr. 7) [97]. FMI Ize dobie vizualizovat i erytrocytarni glykokalyx (Obr. 8). Metodu
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lze pouzit opét nejlépe ex vivo nebo in vitro. Flouorochromem znacené lektiny pro zobrazeni
EG mohou byt pouzity déale v laserové skenovaci konfokalni mikroskopii a dvoufotonové
laserové skenovaci mikroskopii. Tyto dvé velmi tézce dostupné metody mohou byt pouzity

i pro velké cévy (napf. vnitini krkavice) [98].

Metody piimého zobrazeni EG poskytuji pfesny morfologicky pohled, ktery nelze ovSem
presné kvantifikovat. Dosud neni znamo, zdali je vrstva EG kontinudln¢ neménné tloustky, tim
spis, ze existuje vice druhii typu endotelidlni bariéry (napt. fenestrovand, sinusoidalni). Dale
pti TEM nevime, zdali to, co vidime je intaktni in situ struktura EG ¢i artefakt vznikly interakci
kontrastnich ¢inidel s EG. V nékterych pracich se objevuji obrazky EG pfipominajici kartaCoveé
vybéZzky vychazejici z endotelidlnich bun€k pii pouziti flouorokarbon — glutaraldehydové
fixace [93]. Naproti tomu tvar EG pti pouziti metody kationizovaného feritinu (Obr. 6) se da
piirovnat k amorfnim shlukiim nepravidelné tloustky. Ktery s téchto dvou rozdilnych tvarti EG
z TEM se nejvice bliZi realit€¢ je pfedmétem diskuze. U FMI Ize pomoci specializovanych

programu hodnotit silu fluorescence a tim pomérné presné kvantifikovat tloustku EG [99].
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Obr. 7: Endotelialni glykokalyx ve fluorescencni mikroskopii

Glomerulus z ktiry lidské ledviny, na kterém je provedena histochemicka detekce
N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylneuraminové (sialové), jakozto soucasti
EG, pomoci lektinu WGA (wheat germ agglutinin) konjugovaného s fluorochromem Alexa
Fluor® 488, jadra jsou dobarvena DAPI. Métitko: 50 um. Publikovano s laskavym svolenim
MUDr. Dany Cizkové, Ph.D. z Ustavu histologie a embryologie Lékaiské fakulty v Hradci

Kralové, Univerzity Karlovy.
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Obr. 8: Erytrocytarni glykokalyx ve fluorescencni mikroskopii

Lidské erytrocyty s histochemickou detekci N-acetylglukosaminu a kyseliny
N-acetylneuraminové (sialové), jakozto soucasti EG, pomoci lektinu WGA (wheat germ
agglutinin) konjugovaného S fluorochromem Alexa Fluor® 488.
Meétitko: 50 pm. Publikovano s laskavym svolenim MUDr. Dany Cizkové, Ph.D. z Ustavu
histologie a embryologie Lékatské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.

1.6.2 Metody nepiimého zobrazeni a hodnoceni stavu endotelialni glykokalyx

EG zobrazena intravitalni svételnou mikroskopii predstavuje tzv. krevni exkluzivni zonu (blood
exclusion zone), tedy tenkou vrstvu mezi proudicim sloupcem erytrocytii a endotelidlnimi
buitkami. Takto lze vySetfit napt. mikrocirkulaci hlodavel v hibetni kozni fase nebo
kremasterovém svalu [100]. Samotné vypocitani tlouStky krevni exkluzivni zony je ovSem
zdlouhavé a musi byt pouZity specializované grafické programy (napi. Image J) s vloZenymi

dopliky (tzv. plugins) [101].

Vyvojem neinvazivni intravitalni mikroskopie vznikla koncepce ortogondlni polarizované
spektralni mikroskopie (OPS — Orthogonal Polarized Spectral), kterd vyuziva odraz

polarizovaného svétla v zeleném spektru od hemoglobinu proudicich erytrocytii
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v mikrocirkulaci. Svétlo je vysilano v pulzech, takze se jedna o odrazovou stroboskopickou
spektrometrii. Mikroskop se da drzet v ruce a jeho vysilaci a zaroven i pfijimaci hrot se vlozi
na pozadovanou plochu. Nejcastéji se takto vysetiuje mikrocirkulace v sublingvalni oblasti,
ale metoda se dd pouzit i na stfevni mikrocirkulaci [102], na povrch organid (jatra, ledviny,
mozek) nebo na kiizi novorozenct, ktefi maji tenkou vrstvu podkozniho tuku [103—105]. Vyvoj
OPS technologie pokracoval technologii SDF (Side-stream Dark Field imaging), kterd ma vyssi
rozliSitelnost a v poslednich letech technologii IDF (Incidental Dark Field imaging), jejiz
rozliSeni je zatim nejvyssi. Pro vyzkum EG byl ve spojeni s témito technologiemi vyvinut
automatizovany program GlykoCheck (GlykoCheck B.V., Maastricht, Nizozemi), ktery
nepiimo hodnoti jeho tlouStku parametrem PBR (Perfused Boundary Region) — perfundovana
hrani¢ni zéna. Zaznam sublingvalni mikrocirkulace je potizen pln¢ dle navigace programu.
Kvalitniho rozliSeni pIlné kompatibilniho se softwarem dosahuje KK kamera (Research
Technology Limited, Alliance Court, Honiton, Velka Britanie) (Obr. 9) fungujici na principu
SDF. Po stabilizaci obrazu, optimalni intenzit€ a zaostfeni, zane automaticky zadznam
(Obr. 10), ktery je ukoncen po ulozeni nejméné 3000 kapilarnich segmentii o délce 10 um
a priméru 5-25 um (Obr. 11). Program dale automaticky vypocitava pramér sttedniho proudu
erytrocytl v kapilarnich segmentech a jejich rozptyl odectenim priméru kapilary od primérné
hodnoty stiedového sloupce erytrocyti. Vysledny numericky tdaj v um piedstavuje PBR
audava miru penetrace erytrocytt do EG (Obr. 12). Cim je vyssi, tim vice se erytrocyty
piiblizuji endotelidlnim buitkdm, coz demonstruje ztenceni vrstvy EG. U zdravych jedincti jsou
hodnoty PBR niz§i nez 2 um. Hodnoty vys$$i nez 2,5 um jsou asociovany s tézkym

poskozenim EG.
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Obr. 9: KK kamera

KK kamera fungujici na principu technologie SDF (Side-stream Dark Field imaging). Télo
kamery tvofi valec (fixovan v ruce nebo ve stojanu), ktery je spojeny s hrotem zakoncenym
LED diodami. LED diody vysilaji zelené svétlo o dané frekvenci a mezi nimi je vstup pro piijem
svétla odraZzené¢ho. Hrot je uloZen v plastovém krytu a pfi své bazi je pfipojen k télu kamery

pies zaosttujici oto¢ny valec. © MUDr. David Astapenko.
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Obr. 10: Obraz sublingvalni mikrocirkulace ziskany KK kamerou

Sublingvalni mikrocirkulace ziskand mikroskopickou metodou SDF (Side-stream Dark Field
technology imaging). Zobrazena plocha sliznice: 915 x 686 pm. Zvétseni: 325x. Pozitivni signal

tvoii proudici erytrocyty. © MUDr. David Astapenko.
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Obr. 11: Zpracovani ziskaného obrazu sublingvalni mikrocirkulace programem GlycoCheck

Zpracovani obrazu sublingvalni mikrocirkulace metodou SDF (Side-stream Dark Field
technology imaging) programem GlycoCheck. Cervené linky sleduji kapilary vhodného
rozméru, zelené usecky oddeluji kapilarni segmenty vybrané k analyze, zluté usecky oddéluji

vyrtazené useky. © MUDr. David Astapenko.

Obr. 12: Grafické znazornéni parametru perfundované hrani¢ni zény (PBR)

Obrazek zndzornuje dvé cévy. Horni ma endotelidlni glykokalyx zachovaly a erytrocyty mayji
mensi rozptyl od stfedového proudiciho sloupce. Naopak je tomu u spodni cévy, kdy se PBR
zvySuje. PBR — perfused boundary region — perfundovand hrani¢ni zéna. © MUDr. David
Astapenko.

34



Stav EG je nejcastéji hodnocen sérovou (nékdy i mocovou) koncentraci svych jednotlivych
komponent. VEfi se, ze HS a HA pti svém uloZeni vyse v EG jsou vice nachylné k odstépeni a
hlubsi komponenty, zejména syndekan—1, jsou odluc¢ovany od endotelidlnich bun¢k az pii
tézkych inzultech (sepse, polytrauma). Tito tzv. biochemicti ukazatelé miry degradace EG se
v literatufe pouzivaji velmi ¢asto a jsou témef povazovany za zlaty standart. Jejich koncentrace

se urcuje metodou ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).

Byl predpovézen piimy vztah mezi poskozenim EG a erytrocytarni glykokalyx. Hodnocenim
stavu glykokalyx na erytrocytech tedy miizeme ziskat neptimo informace o EG. Pro tento ucel
je pouzitelnd metoda rozdilné¢ rychlosti sedimentace erytrocytii v roztocich o rozdilné
koncentraci sodiku. Cim rychleji erytrocyty sedimentuji, tim mensi nesou naboj a tim vétsi

poskozenti jejich glykokalyx u nich predpokladdme [92].
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2. CILE DISERTACNI PRACE

2.1 Cile

1) Popis endotelialni glykokalyx ve vybranych klinickych stavech a experimentalnich

modelech:
- Reakce EG na nahlou zastavu obéhu a bezprosttedné po navratu spontanni cirkulace.

- Vliv tekutinové terapie na EG, zejména nespravné vedené tekutinové resuscitace

a navozen¢ iatrogenni hypernatrémie.

- Vliv rozdilnych anesteziologickych technik na EG (celkova anestézie, neuraxialni

anestézie).

- Dynamika poskozeni EG u pacientl v intenzivni péci a vliv ndhrad organovych funkci

na EG.
- Vliv nitroZilniho podéni tukové emulze jako soucast parenteralni vyzivy na EG.
- Vliv poruch metabolizmu lipidt na EG.
- Stav EG u zdravych dobrovolnik.
2) Identifikace protektivnich postupu a latek pro zachovani a reparaci EG.

3) Kritické zhodnoceni metody perfundované hrani¢ni zony (perfused boundary region,

PBR).
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2.2 Pracovni hypotézy

1) Nahla zéastava ob¢hu vede k poskozeni EG.

2) Nadmérné rychlé tekutinova resuscitace a navozena iatrogenni hypernatrémie

poskozuje EG.
3) Celkova anestézie poskozuje EG vice nez neuraxialni anestézie.

4) Zavaznost stavu pacientll v intenzivni pé¢i a metody nahrady orgénovych funkci poskozuji

EG.
5) NitroZilni podani tukové emulze poSkozuje EG.

6) Porucha metabolizmu lipidd koreluje s poskozenim EG.
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3. METODY, MATERIAL A SOUBOR NEMOCNYCH

3.1 Experimentalni studie

3.1.1 Zmény vySky vrstvy endotelidlniho glykokalyx béhem nahlé zistavy obéhu

na experimentalnim modelu srde¢ni zastavy u prasete domaciho

3.1.1.1 Uvod a cile studie

Ptestoze degradace EG po ndhlé zéastavé obéhu (NZO) a uspé$né resuscitaci byla
prokazana v klinické studii méfenim koncentrace rozpadovych produkti EG (syndekan—1
a HS) [106], parametr PBR pro tento klinicky stav nebyl pouzit. Provedli jsme experimentalni
studii na modelu NZO u samic prasete domaciho (sus scrofa f. domestica), ve které jsme
predpokladali, ze EG bude poskozen pfti celotélové ischemii a reperfuzi pii NZO s uspéSnou

kardiopulmonalni resuscitaci KPR, pfi¢emz doba zastavy ob¢hu bude minimaln¢ 15 minut.

3.1.1.2 Metody, priprava zvirat, protokol experimentu a statisticka analyza

Experiment byl proveden ve vivariu Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity
obrany. Projekt pokusii byl schvalen Odbornou komisi pro vyzkum na zviratech Univerzity
obrany v Brn¢, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové (28. 7. 2015, ¢islo jednani
45-21/2015-6848). Vsem experimentalnim zviratim byla poskytnuta humanni péce v souladu
s instituciondlnimi pokyny a s doporucenymi postupy Mezinarodni asociace konsenzu

veterinarnich vydavateld o humanni etice a dobrych Zivotnich podminkach zvitat.

Zvirata byla premedikovana intramuskuldrni injekci azaperonu (2.0 mg/kg), atropinu (0.2
mg/kg) a ketaminu (20,0 mg/kg) 30 minut pfed zahijenim protokolu. Po pfivezeni zvifat
na operacni sal byl zaveden periferni zilni katetr velikosti 18G do us$ni Zily v supinaéni poloze
(Vasofix® Safety, BBraun, Melsungen, Némecko). Po tracheélni intubaci byla zahajena uméla
plicni ventilace anesteziologickym ptistrojem (Cirrus Trans2/Vent 2, Datex, Helsinki, Finsko),
pti dechové frekvenci 19 za minutu a inspirani koncentraci kysliku 40 %. Dechové objemy
byly upraveny pro vydechované rozmezi koncentrace oxidu uhli¢itého (EtCO) 35 — 45 mmHg.
Anestézie byla udrzovana kontinudlni infuzi fentanylu v davce 5 —20 pug/kg/h (Fentanyl
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Torrex, Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Vienna, Rakousko) a inhalacné inspira¢ni koncentraci
isofluranu 1,5 % (Forane, AbbVie Inc., Chicago, IL, USA). UdrZovaci tekutinova terapie byla
nastavena na kontinudlni infuzi balancovaného krystaloidu Plasmalyte (Baxter SA, Belgie) pfi
pokojové teploté arychlosti 50 ml/h. Fyziologické funkce, véetn¢ EKG, byly kontinualné
monitorovany. Hrudni aorta byla kanylovana cestou spole¢né krkavice vpravo pomoci 7 F
200 mm katetru Certofix Duo (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko) pro kontinualni
monitoring a zdznam aortalniho krevniho tlaku. 8,5 F perkutanni zavadé¢ (Intro-Flex, Edwards
Lifesciences LLC, Irvine, CA, USA) byl zaveden pies pravou vnitini jugularni zilu do horni
duté Zily pro usnadnéni zavedeni bipolarni stimula¢ni elektrody a pro kontinualni zdznam tlaku
v pravé srde¢ni sini. Byla provedena kraniotomie ndvrtem o priméru 5 mm v horni casti
frontalni kosti vlevo pro zavedeni intrakranidlniho tlakového ¢idla 20 mm do ¢elniho laloku

(Codman, Johnson & Johnson, Raynham, MA, USA).

Po pfipravé a stabilizaci byla celkem 11 zvifatim o primérné hmotnosti 33 + 2 kg po no¢nim
hladovéni navozena fibrilace komor stfidavym proudem o 5 — 10 za pouziti nitrosrde¢ni
bipolarni stimula¢ni elektrody, ktera byla zavedena do pravé komory. Srdecni zastava byla
potvrzena ve chvili, kdy pulz na femoralni 1 kréni tepné jiz nebyl hmatny. Zvifata byla po
indukci NZO ponechéna 2 minuty bez intervence, poté 3 minuty resuscitovana kontinualni
nepiimou srdec¢ni masazi pouzitim ptistroje pro neptimou srde¢ni masaz (Lucas 2 — Lund
University cardiopulmonary assist system, Physio—Control, Redmond, WA, USA), a poté 10
minut kombinaci 30 stla¢eni hrudniku a 2 vdechy pfes trachedlni rourku v souladu
s doporucenim Evropské resuscitacni rady z roku 2015 [107]. V patnacté minuté byla zvirata
defibrilovana a byl obnoven spontanni obéh (ROSC). Sublingvalni mikrocirkulace byla
vySetiena rucnim mikroskopem (KK kamera, Research Technology Limited, Alliance Court,
Honiton, Velka Britanie) a jeji nahravky nasledn¢ automaticky hodnoceny programem
GlycoCheck (GlykoCheck B.V., Maastricht, Nizozemi) s vyuzitim parametru PBR (dalsi popis
této metody viz kapitola 1.6.2). Mikrocirkulace byla vySettena ve tfech ¢asovych iidobich: pred
indukci (PBR_B), po navratu spontanni cirkulace (PBR_ROSC) a 20 minut po navratu
spontanni cirkulace (PBR_ROSC 20). Po skonceni experimentu byla zvifata utracena

nitrozilnim podanim preparatu T61 v davce dle vyrobce dle hmotnosti zvifete.

Pro statistické hodnoceni byla otestovana normalita dat D’ Agostino—Pearson omnibus testem a
pouzit test analyzy rozptylu (ANOVA) pro hodnoty s Gaussovym rozlozenim
a Kruskal — Wallisiv test pro hodnoty bez Gaussova rozlozeni. Pro porovnani dvou skupin byl
pouZit parovy Studentliv t-test, na hladin€ vyznamnosti p = 0,05. Data jsou prezentovana jako

primér a smérodatna odchylka, nebo medidn a kvartilové rozpéti.
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3.1.2 Efekt akutné vzniklé hypernatrémie podanim hypertonického roztoku chloridu

sodného na endotelialni glykokalyx u kralika

3.1.2.1 Uvod a cile studie

Hypernatrémie predstavuje Castou klinickou situaci, ktera je asociovana se zvysSenou
morbiditou a mortalitou [108,109]. Na druhou stranu existuji silné klinické i experimentalni
dikazy o tom, ze hypertonicky chlorid sodny (NaCl) v terapii intrakranidlni hypertenze,
tézkého poranéni mozku a krvaceni z aneuryzmatu, ¢i pfi subarachnoidalnim krvéaceni zlepSuje
vysledek 1écby [110,111]. EG mtize byt hypernatrémii poSkozovan [19] podobné jako ostatnimi
vySe uvedenymi vlivy [15]. Negativni vliv hypernatrémie byl jiz hodnocen v nckolika
klinickych 1 experimentalnich studiich [112—115], ale vliv nahle vzniklé hypernatrémie na EG
dosud popsan nebyl. EG by mohl byt poSkozen hyperosmolaritou séra a pfimym iontovym
pusobenim na strukturu EG. Studie si kladla za cil popsat vztah mezi akutné¢ navozenou
hypernatrémii hypertonickym roztokem 10 % NaCl a stavem EG popsanym intravitalni

mikroskopii v sublingvalni a pialni mozkové mikrocirkulaci.

3.1.2.2 Metody, priprava zvirat, protokol experimentu a statisticka analyza

Experiment byl proveden ve vivariu Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity
obrany. Projekt pokusii byl schvalen Odbornou komisi pro vyzkum na zvitatech Univerzity
obrany v Brn¢, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové (1. 6. 2016, Cislo jednani
50-37/2016—-6848). Experiment byl proveden na dvaceti kralicich (novozélandsky bily kralik,
10 samcti a 10 samic; vaha: 2,5-3,0 kg; VELAZ 34081/2008-10001, CZ 21906828, Unétice,
Ceské republika). Zvitata byla ustajena pii pokojové teploté 21 °C s 12-hodinovym dennim
cyklem s pfistupem ke krmivu a kohoutkové vodé ad libitum. Po tydenni aklimatizaci zvitat

byl zahajen experiment.

Po noc¢nim hladovéni byli krélici uvedeni do celkové anestézie intramuskularni injekci
ketaminu (40 mg/kg) a xylazinu (4 mg/kg). Zvitata byla instrumentovéna v supinacni poloze
na operacnim stole. Byla jim vyholena mista pro zamyslené zavedeni nitroZilnich vstupti, EKG
elektrod a tracheostomie. NitroZilni kanyly (24G, resp. 22G) (Vasofix® Safety, BBraun,
Melsungen, Némecko) byly zavedeny do marginalni usni Zily a pravé centralni usni tepny pro
kontinualni zdznam krevniho tlaku, moznost vySetfovani tepennych krevnich plynti a souvislou

infuzi balancovaného krystaloidniho roztoku (Plasmalyte, Baxter SA, Belgie, 3 ml/kg/h),
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anestetik a svalovych relaxancii. Stfedni arterialni tlak (sTK) byl udrzovan v hodnotach

< 55 mmHg infuzi noradrenalinu dle potieby.

Po hemodynamické stabilizaci po tvodu do celkové anestézie byla zvifatim provedena
tracheostomie a zavedena trachedlni kanyla o vnéj$im priiméru 2,5 mm bez té€sniciho balonku
mezi tfeti a Ctvrty trachedlni prstenec. Po kontrole spravné pozice trachedlni kanyly poslechem
byla zahdjena uméla plicni ventilace pouzitim anestetického pfistroje (Cirrus Trans2/Vent 2,
Datex, Helsinki, Finsko) s primarnim nastavenim tlakové kontrolované ventilace, pozitivniho
tlaku na konci vydechu 3 cm H>O (nulovd hodnota nebyla mozna pro technické nastaveni
ventilatoru), dechové frekvence 40 dechii/min a dechového tlaku 13 — 16 cm H>O dle hmotnosti
kralika, EtCO; a vysledkli analyzy krevnich plyna v tepenné krvi. Stedni arterialni tlak (sTK),
srdecni frekvence a teplota v koneCniku byly zaznamenavany v prubéhu experimentu
v pravidelnych intervalech po péti minutach. Teplota byla udrZzovéana v rozmezi 38,5 — 39,5 °C
pouzitim vyhtivané podlozky a izolacni ptikryvky. Balancovana anestézie byla udrZzovana
isofluranem 0,6 — 1,0 objemovych procent (Forane, AbbVie Inc., Chicago, IL, USA) v nosné
smesi 1 litr/min kysliku a 1,2 litru/min vzduchu, tedy inspira¢ni koncentraci kysliku 50 — 55 %,
souvislou intravendzni infuzi fentanylu v davce 0,4 pg/kg/min (Fentanyl Torrex, Chiesi
Pharmaceuticals GmbH, Vienna, Rakousko) a blokatorem svalového pfenosu pipecuronium

bromide v davce 0.6 mg/kg/h (Arduan, Gedeon Richter Plc., Budapest, Mad’arsko).

Kazdé¢ zvite bylo po uvedeni do celkové anestézie pietoceno do supina¢ni polohy a byla mu
oholena prava temporo—parieto—okcipitalni oblast hlavy. Byl proveden kozni fez a fez lebe¢nim
periostem. Krvaceni bylo oSetieno bipolarni elektrokoagulaci. Okraje odkryté oblasti byly
vymezeny medialni rovinou, bazi pravého boltce, protuberantia occipitalis externa a pravym
dolnim nado¢nicovym vybézkem. Byla vyvrtana 3 mm Siroka kraniotomie skrze exponovanou
lebku a dale rozsifena peanem typu moskito a Kerrisonovymi Stipacimi kleStémi. Krvaceni
z diploe bylo zastaveno pouzitim kostniho vosku. Dura mater byla vystiizena mikrontzkami.
Rozméry kranidlniho okénka byly ptiblizné 12 x 8 mm s neporusenou arachnoideou pii bazi
kraniotomie. Béhem 15 minutového stabilizaéniho obdobi po kontrole krvaceni byla
kraniotomie vyplachovdna fyziologickym roztokem o teploté¢ 37 °C, zaznamendvana
hemodynamické data, provedena analyza krevnich plynt z tepny (parcialni tlaky kysliku, oxidu
uhli¢itého, acidobazicka rovnovédha, natrémie, chloridémie, glykémie, hladina hemoglobinu,
hematokrit) a odbér na stanoveni syndekanu—1. Po skonceni experimentu byla zvifata utracena

letalni davkou thiopentalu (50 mg/kg, VUAB Pharma a.s., Roztoky, Ceska republika).

Dle naSeho protokolu byla zvifatim podéana intravendzni infuze roztoku 10 % NaCl (B. Braun
Melsungen AG, Némecko) linearnim davkovacem (BBraun Medical Inc., 824 Twelfth Avenue
Bethlehem, Pensylvédnie, USA) v davce 5 ml/kg béhem 20 minut.
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Hodnoty sublingvalni a pidlni mikrocirkulace mozku byly zméteny vzdy 2x. Prvni bylo pred
zahajenim infuze (T1) a druhé 20 minut po infuzi 10 % NaCl (T2). K zdznamu mikrocirkulace
byl pouzit videomikroskop (KK kamera, Research Technology Limited, Alliance Court,
Honiton, Velka Britanie) fungujici na principu SDF (Side-stream Dark Field imaging). Analyza
EG byla provedena automaticky programem GlycoCheck (GlycoCheck, Maastricht, Nizozemi)
poskytujicim parametr PBR (dalsi popis této metody viz kapitola 1.6.2).

Hladiny syndekanu—1 v plazmé a v mo¢i byly analyzovany metodou ELISA (Rb SDC1/CD138,
Blue gene, Cina) dle navodu vyrobce. Dale byl pouzit analyzator krevnich plyni (ABL
800FLEX, radiometer, Dansko) a osmometr (Arkray, Japonsko).

Pro statistické zhodnoceni byl proveden test pro normalitu dat D’ Agostino—Pearson omnibus
testem. Data jsou prezentovana jako prumér a smérodatna odchylka, nebo median
a interkvartilové rozpéti. Studentliv jednovybérovy t-test byl pouzit pro zhodnoceni bazalnich
dat a parovy Studentiiv t-test a Wilcoxonlv test byly pouzity pro porovnani mezi skupinami.
Pearsontiv korelaéni koeficient byl pouzit pro ozfejméni vztahu mezi méfenymi veliCinami.

Hodnota p = 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

3.2 Klinické studie

3.2.1 Vliv tekutinové vyzvy 500 ml fyziologického roztoku na endotelialni glykokalyx

v sublingvalni mikrocirkulaci u zdravych dobrovolnikii — pilotni studie

3.2.1.1 Uvod a cile studie

Na zékladé¢ literarnich udaji z poslednich let a z naSich ptedchozich praci je mozné se
domnivat, Ze jednim z vlivli potencidlné naruSujicich integritu EG mize byt intravendzni
podéani tekutin. To ma své nezddouci Ucinky, podobné jako podani jakychkoli jinych
farmak [116]. Otazka spravné indikace a vybéru infuzniho roztoku i s ohledem na interakci
s mikrocirkulaci je vysoce aktudlni. Zmény koncentrace sodiku v krevni plazmé
(hypernatrémie) vedou po navazani Na' iontd do struktury EG k naruseni makromolekul
heparansulfatu, a tim ke ztenceni a malfunkci EG po podéani takového roztoku [19]. V literatute
je popsano, ze rychlad intraven6zni infuze ndhradniho roztoku zpisobujici byt kratkodobou

hypervolémii vede k degradaci EG. Uvadénymi mechanizmy jsou ischemicko—reperfuzni
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poskozeni, mechanické naméahani endotelidlnich bunck kapildr a zvySena produkce atridlniho
natriuretického peptidu (ANP), ktery EG degraduje [117]. Vzhledem k vySe uvedenému by
mélo byt mozné po podani rychlé infuze fyziologického roztoku (F 1/1) zjistit a kvantifikovat

poskozeni EG témito mechanizmy.

Cilem nasi prace bylo zhodnotit vliv nitroziln€¢ podané infuze na EG. Hypotézou nasi prace

bylo, ze rychlé podani 500 ml F 1/1 povede ke zmén¢ hodnoty PBR zdravych dobrovolnikt.

3.2.1.2 Metody, kohorta pacientu a statisticka analyza

Prospektivni nerandomizovana studie probihala ve dvou fakultnich nemocnicich (FN):
FN Hradec Kralové a FN Plzen po souhlasném vyjadieni etické komise obou instituci (FN
Hradec Kralové: 17. 7. 2014, jednaci Cislo 201408 S15P; FN Plzen: 12. 8. 2014, jednaci ¢islo
nebylo vydéano). Kohortu tvofili zdravi dospéli dobrovolnici (muzi a Zeny), ktefi podepsali
informovany souhlas se studii. Vyfazovaci kritéria byla: pfitomnost syst¢émového nebo jiného
chronického onemocnéni, poziti jakékoli systémové medikace 72 hodin pied provedenim
studie, nadmérny fyzicky nebo psychicky stres nejméné 48 hodin pied provedenim studie,

koureni a akutni onemocnéni.

Dobrovolnikiim byla zavedena zilni kanyla o velikosti 20 G (BBraun, Melsungen, Némecko)
na predlokti (strana dle preference dobrovolnika) a maximalni rychlosti byla bolusové podana
infuze 500 ml F 1/1 (NaCl 0,9 %, BBraun, Melsungen, Némecko) o pokojové teploté€ za pouZiti
pretlakové manzety s tlakem 300 mmHg. Pied podanim infuze — ¢as T1, byla odebrana zakladni
demograficka data, neinvazivné¢ zméfen krevni tlak, pulz a nato¢en zaznam sublingvalni
mikrocirkulace pro automatizované stanoveni parametru PBR. Hodnota tlaku a pulzu a zaznam

mikrocirkulace byly provedeny v ¢ase T2 bezprostfedné po ukonceni podavani infuze.

Vyhodnoceni parametru PBR bylo automatické, pouzitim software GlykoCheck (GlykoCheck,
Maastricht, Nizozemi) bliz$i popis metodiky viz kapitola 1.6.2. Pro zhodnoceni PBR v kazdém

casovém bodé& byl pouzit primér vzdy dvou méfeni z kazdé¢ strany jazyka.

Pro statistické zhodnoceni dat byl pouzit program Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software,
Inc., CA, USA). Velikost souboru byla kalkulovana na 12 dobrovolniki (sila testu 0,9, rozdil
mezi méfenimi 0,5 jednotky, smeérodatnd odchylka 0,22, hladina vyznamnosti 0,05). Normalita
dat byla hodnocena D’Agostino—Pearsonovym omnibus testem. Vysledky po zprimérovani
hodnot obou méteni byly vyhodnoceny parovym Studentovym t-testem na hladiné vyznamnosti

p = 0,05.
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3.2.2 Neuraxidlni anestézie poSkozuje endotelidlni glykokalyx méné neZ celkova

anestézie u pacientii operovanych pro niahradu kycelniho nebo kolenniho kloubu

3.2.2.1 Uvod a cile studie

Zmény EG ve vztahu k anestézii a perioperacni mediciné zatim nebyly detailné
prozkoumany [118]. Vice informaci o ruznych strategiich periopera¢ni péce [119] muize
vyznamn¢ zménit nd§ pohled na anestézii a s ni spojené intervence a jejich dopad na EG
a mikrocirkulaci. Cilem nasSi prospektivni multicentrické nerandomizované studie bylo popsat
zmény PBR jako in vivo nepiimého ukazatele mohutnosti vrstvy EG u pacientli podstupujicich
nahradu kycelniho, nebo kolenniho kloubu v celkové anestézii (GA), nebo neuraxidlni anestézii
(NA). Predpokladali jsme, Ze NA poSkodi EG méné nez GA, jelikoZ postrada oxidacni stres

zpusobeny celkovymi anestetiky.

3.2.2.2 Metody, kohorty pacienti a statisticka analyza

Prospektivni observa¢ni studie byla schvédlena etickou komisi FN Hradec Kralové
(17.7. 2014, jednaci Cislo 201408 S15P) a FN Plzen (12. 8. 2014, jednaci ¢islo nebylo vydano)
a registrovina na webovém portalu ClinicalTrials.gov s identifikacnim oznacenim
NCT02783443. Studie probihala ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a Fakultni nemocnici
Plzen.

Do studie byli zafazeni dospé¢li pacienti podstupujici ndhradu kyc¢elniho, nebo kolenniho kloubu
v GA nebo NA. Pacienti byli do studie zafazovani konsekutivné béhem predanestetické vizity
v obdobi od fijna 2015 do prosince 2016. Zatazovaci kritéria byla: vék nad 18 let, klasifikace
fyzického stavu pacienta dle ASA (American Society of Anesthesiologists) 1 — 3 a anamnéza
negativni na onkologické onemocnéni. Vyrazovaci kritéria byla: pacientiiv nesouhlas, aktivni
koufeni cigaret, zruSeni operace nebo pacientiiv nesouhlas s druhym vySetfenim po operaci.
VSichni zafazeni pacienti podepsali informovany souhlas se studii. Pacienti byli vySetfovani
jednim lékafem povéfenym sbérem dat do studie. Skupina pacientii GA méla premedikaci
morfinem 0.1 mg/kg (Morphine, BB Pharma, Praha, Ceska republika) v intramuskularni
injekci. Indukce do celkové anestézie byla provedena intraven6znim podani propofolu v davce
2 mg/kg (Propofol, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Némecko), sufentanilu v davce 0,2 ng/kg
(Sufentanil Torrex, Chiesi CZ, Prague, Ceska republika) a atrakuria v davce 0,4 mg/kg
(Tracrium, Aspen Pharma, Dublin, Irsko). Dychaci cesty byly zajistény orotrachedIni intubaci.

Balancovand anestézie a analgezie byly udrZzovany sevofluranem v davce MAC 0,7 — 1
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(Sevorane, AbbVie, Praha, Ceska republika) v nosné smési kysliku se vzduchem
s vdechovanou koncentraci kysliku 40 objemovych procent a bolusy sufentanilu v davce
0,1 pg/kg. Pro peroperacni tekutinovou terapii byl pouzit roztok balancovaného krystaloidu
(Ringerfundin, BBraun, Melsungen, Némecko) v zakladni infuzi rychlosti 2 ml/kg/hod. Bolusy
tohoto roztoku byly dale podavany dle peroperacni krevni ztraty. Pacientim v NA skupiné byla
podana premedikace per os 1,5 mg bromazepamu (Lexaurin, Kabu Pharma, Praha, Ceska
republika). Subarachnoidealni anestézie byla provedena lumbalni punkci jehlou se skosenym
hrotem (Quinke needle, 25G, BBraun, Melsungen, Némecko) a intratekalnim podéani 2 ml 0,5
% levobupivakainu (Chirocaine, AbbVie, Praha, Ceska republika) a 2,5 pg sufentanilu (podani
mimo SPC). Tekutinova terapie byla vedena balancovanym krystaloidem se zakladni rychlosti
infuze 2ml/kg/hod s bolusovym podanim v prubéhu operace dle peroperacni krevni ztraty
a poklesu tlaku po indukci subarachnoidalni anestézie. Peroperacné byla pacientim podana
sedace midazolamem v nitroZilnich bolusovych davkadch 1 mg midazolamu (Midazolam,
Accord Healthcare, North Horrow, Velkd Britdnie) a 5 pg sufentanilu. Pfi poklesu saturace
kapilarni krve (méfeno pulznim oxymetrem) byl podavan kyslik obli¢ejovou maskou
s minutovym prutokem 2 — 5 litrG za minutu. V obou skupinach byl udrzovan stfedni arterialni
tlak v rozmezi £ 20 % dle zékladniho tlaku zméfeného pied operaci. Pti poklesu tlaku byl
podéavan bolusové efedrin (Ephedrin biotika, BB Pharma, Praha, Ceské republika). U pacienti
s nahradou kolenniho kloubu v NA skupiné¢ byl peropera¢né¢ pouzit turniket nalozeny na stehno

na tlak 220 mmHg. Kostni cement byl pouzit dle typu zvolené kloubni nahrady.

Primarni sledovany ukazatel byla hodnota PBR 2 hodiny po operaci. Dale byla zaznamenéana
demografickd data (v€k, pohlavi, vySka, vaha), anamnesticka data (onemocnéni
kardiovaskularniho systému, hypertenze na medikaci, diabetes mellitus na peroralnich
antidiabetickych 1écich, na inzulinu nebo na diet¢), 1ékova anamnéza (betablokatory, statiny,
ACE inhibitory, blokatory kalciovych kandlii a kortikosteroidy) a laboratorni vySetieni
pted operaci (krevni obraz, zakladni biochemie séra — natrémie, glykémie a kreatininémie).
Béhem operace byly monitorovany: tepova frekvence, krevni tlak, pulzni oxymetrie, télesné
teplota v axile, typ anestézie, typ a délka operacniho vykonu, peroperacni krevni ztréta,
mnozstvi a typ podanych ndhradnich nitrozilnich roztoki a transfuznich jednotek (podanych
do 2 hodin po operaci) a malé a velké periopera¢ni komplikace. Velké perioperacni komplikace
byla definovana jako neplanované pfijeti na jednotku intenzivni péce (JIP) béhem 48 hodin
po operaci a malou perioperac¢ni komplikaci definoval zapis do dekurzu pacienta bez nutnosti

piijeti na JIP.

EG byl vysetten pted operaci (T1) a dvé hodiny po operaci (T2). Pacienti si pied vySetienim

vyplachli  tGsta  vlaznou vodou. Sublingvalni mikrocirkulace byla  vySetfena
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videomikroskopickou metodou na principu SDF a vyska EG byla vyhodnocena automaticky
programem GlycoCheck udanim parametru PBR v pum. Detailni popis metodiky viz kapitola

1.6.2.

Velikost souboru byla vypoc¢itdna na 52 pacientli (dle rozdilu v PBR mezi skupinami pacientd,
chyby alfa I = 0,05 a sily studie 0,99). M¢li jsme cil zaradit 60 pacientd po 30 v obou skupinach
dle typu anestézie. Pro statistickou analyzu byl pouzit program Graph Pad Prism v6.0c
(GraphPad Software, Inc., CA, USA). Veskera data byla testovana na normalitu D’ Agostino—
Pearsonovym omnibus testem, prezentovana jako primér a smérodatna odchylka, nebo median
a kvartilové rozpéti. Pro analyzu dat v jednotlivych skupinach a mezi skupinami byly pouZzity
neparovy a parovy Studentiv t-test a Z-test pro proporciondlni analyzu dat mezi dvéma

populacemi. P hodnota < 0.05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

3.2.3 Analyza sublingvalniho mikrovaskularniho endotelialniho glykokalyx u pacienti

v intenzivni péci — prospektivni observacni studie

3.2.3.1 Uvod a cile studie

Klinické studie o dynamice zmén EG u pacientli v pribéhu intenzivni péce jsou
ojedin€lé [120,121]. Prace zabyvajici se vlivem postupil ptistrojové podpory orgdnovych funkci
jsme v dostupnych zdrojich nenalezli. Nejvice tidaji je z oblasti mimotélniho ob&éhu u srde¢nich
operaci [122]. S ohledem na soucasné poznatky o degradaci EG u kritickych stavli jsme

formulovali hypotézu, Ze existuje vztah mezi mirou degradace EG a tizi klinického stavu.

Cilem studie bylo sledovani dynamiky EG u pacientl pfijatych do intenzivni péce a posouzeni
vztahu mezi stavem EG, zavaZnosti klinického stavu a pfitomnosti vybranych intervenci

ptistrojové podpory ¢i modulace organovych funkeci.

3.2.3.2 Metody, kohorta pacientii a statisticka analyza

Prospektivni observaéni monocentrické studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (C.j. 201408 S15P). U vSech pacientii zatazenych do studie
byl ziskan informovany souhlas s Gcasti ve studii (u ventilovanych pacientii byl ziskan po

zlepSeni stavu a extubaci, ptipadné od rodinnych ptislusniki).
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Planovana doba pro zatazovani pacientd do studie byla 12 mésica (1. 1. 2016 — 31. 12. 2016),
realné zatazovani pacientii probihalo az do 31. 8. 2018. Studie probihala na lizkovém oddéleni
(déale uvadéno jako JIP) Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny Fakultni

nemocnice Hradec Kralové.

Do studie byli zafazeni dospéli pacienti s potfebou invazivni ventilaéni podpory pfi piijeti
a predpokladem doby pobytu na JIP delsi nez 7 dni. Sledované ukazatele byly: typ/kategorie
pacientli (trauma, pooperacni stav, nechirurgicky stav — tzv. interni profil, stav po KPR),
pritomnost vybranych komorbidit (diabetes mellitus 11. typu, arteridlni hypertenze, ischemicka
choroba srdecni, hyperlipidémie, hypotyre6za), APACHE II skore pii pfijeti, SOFA skore
pritomnost kontinualni elimina¢ni metody nahrady ledvin (CRRT), pfitomnost cilené regulace
télesné teploty (protokol fizené hypotermie u pacientti po KPR), kumulovana bilance tekutin
(korigovana na télesnou hmotnost) jednotlivé dny pobytu na JIP, vznik deliria v pribéhu
pobytu na JIP (definovano existenci zdznamu o rozvoji delirantniho stavu s pouzitim
farmakologické, nebo nefarmakologické intervence ve zdravotnické dokumentaci), klinicky
vysledek (pfeziti, nepieziti), PBR - parametr neptfimého posouzeni vysky vrstvy EG (popis
viz kapitola 1.6.2) byl méfen pti pfijmu na JIP (PBR-b), 1. den (PBR-1), 3. den (PBR-3),
5. den (PBR-5) a 7. den (PBR—7) pobytu na JIP (Obr. 13).

Obr. 13: Sledovani parametru PBR v Case

PBR-b PBR -1 PBR -3 PBR -5 PBR-7

Pii prijeti 24 hodin 3. den 5. den 7. den
0. den po piijeti pobytu na JIP pobytu na JIP pobytu na JIP

PBR — perfundovand hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region).

Kalkulace minimalniho poc¢tu souboru 30 pacienti vychazela z ptedpokladu rozdilu
v hodnotach PBR jako nepfimého indikatoru poSkozeni EG mezi zdravymi dobrovolniky
a pacienty v kritickém stavu, za pfedpokladu korelace mezi tiZi klinického stavu a mirou
poskozeni EG (odhad korela¢niho koeficientu 0,6), definovani chyby typu I = 0,05 a sily studie
=0,9.

47



Kontinuélni data jsou prezentovana jako priimér a smérodatna odchylka (SD), hodnoty PBR
jsou prezentovany jako medidn a interkvartilové rozpéti (IQR). Rozdily mezi skupinami byly
podle typu dat kalkulovany, srovndvany neparovym Studentovym t-testem, Mann
Whitneyovym potfadovym testem a analyzou rozptylu jednoduchého tfidéni (One—Way
ANOVA). K posouzeni korelace mezi hodnotou PBR a hodnotou APACHE II, SOFA
a tekutinové bilance byl pouzit Pearsoniv korelacni koeficient s intervalem spolehlivosti 95 %
(CI 95 %). K posouzeni schopnosti PBR (senzitivita a specificita) predikovat septicky Sok nebo
pozitivni tekutinovou bilanci byla kalkulovina ROC kiivka (Receiver Operating

Characteristic). Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily s hodnotou p <0,05.

3.2.4 Vliv podani tukové emulze v ramci parenteralni vyZivy na integritu endotelidlniho
glykokalyx u pacienti po chirurgickém vykonu — mikroskopicka a biochemicka

pilotni studie

3.2.4.1 Uvod a cile studie

Poskozeni EG hraje dilezitou roli pii vzniku aterosklerozy [123—125] a je zajimave,
ze terapie rosuvastatinem vedla k ¢aste¢né obnové poSkozené EG [126]. Mnozi se dukazy
o tom, Zze EG integruje signalizace riznych biologickych impulzi pro udrzeni své celistvosti,
napt. smykové tieni, pisobeni chemokini, cytokini a v neposledni tfadé¢ S1P [57,127].
Nitrozilni podani tukové emulze je esencialni soucasti parenteralni vyzivy (PN). Jeji podani
se zda byt bezpecné, pacienty dobie tolerované a bylo dokazano, ze snizuje zanétovou odpoveéd
u chirurgickych pacientii s tézkymi zanétlivymi stavy [128]. Nicméné dosud nebyla

publikovana zZadna prace popisujici vliv tukové emulze jako soucast PN na integritu EG.

Cilem studie bylo zhodnotit efekt podani tukové emulze v Sestihodinové infuzi pacientim
na JIP po chirurgickém vykonu pouzitim videomikroskopické metody a analyzou hladin

rozpadovych produktti EG v plazmé syndekanu—1 a syndekanu—4.

3.2.4.2 Metody, kohorta pacienti a statisticka analyza

Monocentrickd prospektivni observaéni studie byla provedena na lizkovém odd¢leni
ARO Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, JIP chirurgické kliniky a JIP

kardiochirurgické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové v obdobi od 1. 1. 2018

48



do 31. 3. 2018. Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas se studii, ktera byla schvalena
lokalni etickou komisi. Studie probihala v souladu s Helsinskou deklaraci lidskych prav,
aktualni verze spravné klinické praxe a nafizeni dle direktivy klinickych studii. Cislo registrace

databazi clinicaltrials.gov bylo NCT03216850.

Zatazujici kritéria do studie byla vék mezi 18 a 85 lety, neschopnost per oralniho ¢i enteralniho
pfijmu potravy po pfijeti na JIP dle aktualnich doporu¢eni ESPEN pro parenterdlni vyzivu
v chirurgii [129]. Vylucujici kritéria byla: pfedchozi PN pted vstupem do studie, klinické
¢i laboratorni znamky organové hypoperfuze, alergie na ryby, vejce, sdju, podzemnici olejnou
¢1 jakoukoli jinou aktivni ingredienci tukové emulze pouzité ve studii, hyperlipidémie
(cholesterol nad 5 mmol/l), hypertrigliceridémie (> 2 mmol/l), jaterni selhdvani, chronicka
pankreatitida, chronickd rendlni insuficience, chemoterapie v anamnéze do 1 meésice pied

zafazenim do studie a podani propofolu béhem 24 hodin pfed zafazenim do studie.

3

Pacientiim zafazenym do studie byla centralnim zilnim katetrem podavana PN z ,,all-in—one°
obsahujici SMOFlipid 20 % (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Némecko) po dobu 6 hodin.
Zbytek obsahu vaku (tedy aminokyseliny, glukéza, elektrolyty, vitaminy a stopové prvky)
byl podan az nasledné. Davka tuku v infuzi byla 1 g/kg télesné hmotnosti. Slozeni SMOFlipid
20 % uvadi tabulka 16 v kapitole 4.2.4.

U zarazenych pacientli byla zaznamenana demografickd data a osobni anamnéza. Fyziologickeé
funkce byly zaznamenavany kontinudlné: krevni tlak, tepovéa frekvence, pulzni oxymetrie.
Vybrané laboratorni hodnoty byly zaznamendny pied podanim tukové emulze (Cas TO) a
30 minut po Sestihodinové infuzi tukové emulze (as T6). Vzorky krve byly ziskdny pies
arterialni linku, pokud byla zavedena, jinak preferencné pies periferni Zilni vstup.
Z laboratornich hodnot byly vySetfovany sérové koncentrace: triacylglyceroly (TAG),
lipoproteiny s vysokou (HDL) a nizkou denzitou (LDL), cholesterol, elektrolyty a glykémie.
Dale byl odebran alikvot na urceni hladiny syndekanu—1 a syndekanu—4 metodou ELISA
(RayBiotech, Norcross, Georgia, USA, Human Syndecan ELISA kit) v ¢asech TO a Té.

Pouzita videomikroskopicka metoda nepiimého hodnoceni vysky vrstvy EG byla zaloZena na
principu SDF a ziskané nahravky byly vyhodnoceny automatickym programem GlycoCheck
urcujici parametr PBR (viz kapitola 1.6.2).

Bylo planovéano zatadit 15 pacientii dle kalkulované velikosti souboru pilotni studie. Vysledky
byly sumarizovany za pouziti deskriptivni statistiky a jsou prezentovany jako primer (SD) pro
kontinualni data, nebo medidn (IQR) pro data bez normalniho rozlozeni. Normalita dat byla
testovana Shapiro—Wilk testem. Pro zjiSténi rozdilu mezi skupinami méteni (TO a T6) byl pouzit

parovy Studentiiv t-test. Pearsontiv a Spearmantiv korela¢ni koeficient byly pouZity pro zjiSténi
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vztahu mezi hodnotami PBR a hladinami syndekanu—1 a syndekanu—4. Hladina vyznamnosti
testil byla p = 0,05. Byly pouzity statistické programy MedCalc verze 7.6.0 (MedCalc Software,
Ostend, Belgie) a Graph Pad Prism 6¢ pro iOS (GraphPad Software, San Diego, California,
USA).

3.2.5 Vliv poruch metabolizmu lipidi na endotelidlni glykokalyx — pilotni observaéni

studie

3.2.5.1 Uvod a cile studie

Vliv poruch lipidového metabolizmu jako proaterogenniho vlivu na EG dosud nebyl
prozkouman. Proto jsme provedli pilotni klinickou observacni studii u pacientli se dvéma typy
poruchy metabolizmu lipidl: pacienti s 1é€enou korigovanou dyslipoproteinémii a pacienti

s dlouhodobou doméci parenteralni vyzivou (DDPV).

Cilem nasi pilotni studie bylo popsat kvalitu EG u pacientti s dvéma typy poruchy lipidového
metabolizmu: pacienti s dyslipoproteinémii IéCenou statiny a pacienti na DDPV. Pro studii byla
pouzita kombinace neinvazivni videomikroskopie a detekce rozpadového produktu EG v séru,
syndekanu—1 a syndekanu—4. Déle bylo naSim cilem najit mozny vztah mezi poskozenim EG
a mirou poruchy lipidového metabolizmu, kterou jsme piedpokladali hlub$i u pacientt

na DDPV.

3.2.5.2 Metody, kohorty pacientu a statisticka analyza

Kohorty tvofili 2 skupiny pacientii: 10 pacienti z lipidologické poradny
s dyslipoproteinémii lécenou statiny (skupina dyslipidémie) a 10 pacientli z poradny pro DDPV

podévanou pfes Broviactv katetr (skupina DDPV), kteti méli zachovaly piijem per os.

Pilotni prospektivni observaéni studie byla provedena ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

po schvaleni lokéalni etickou komisi. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Vylu€ovaci kritéria byla ndsledujici: nesouhlas se studii, akutni onemocnéni, aktivni kurdk

(vice nez 5 cigaret tydn¢), aktivni onkologické onemocnéni, akutni infekéni onemocnéni.

EG byla vySetfena dvéma postupy, jejichz kombinace se ndm osveédc¢ila. K nepfimému

morfologickému zhodnoceni EG byla pouzita svételnad mikroskopie zaloZena na principu SDF,

50



kterou byla vySetfena mikrocirkulace sliznice pod jazykem. Vyska EG byla znahravek
mikrocirkulace vyhodnocena automaticky programem GlycoCheck udanim parametru PBR
(detailni popis metody viz kapitola 1.6.2). Koncentrace rozpadového produktu EG —
syndekanu-1 a syndekanu—4 byla stanovena pomoci metody ELISA (RayBiotech, Norcross,
Georgia, USA, Human Syndecan ELISA kit).

Statisticka analyza byla provedena programem GraphPad Prism verze 8.0.1 pro 10S (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Data byla testovana pro normalitu D’ Agostino-Pearson
omnibus testem (na hladiné vyznamnosti p = 0.05) a jsou prezentovana ve tvaru prumer
(smérodatna odchylka), nebo median (interkvartilovy rozptyl). Pro porovnani dat mezi dvéma
skupinami byl pouzit neparovy dvouvybérovy Studenttv t—test a Mann—Whitney test. Hodnoty

p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

3.2.6 Hodnoceni stavu endotelialni glykokalyx u zdravych dobrovolniki — observacni

studie

3.2.6.1 Uvod a cile studie

EG byl dosud pfedmétem studii zamétujicich se na patologické stavy (intenzivni péce,
velké chirurgické vykony, chronické poskozeni diabetes mellitus, ateroskleroticka choroba)
[44,130-132] a iatrogenni poSkozeni [117,133,134]. Data popisujici stav EG u zdravych
jedinct jsou vSak vzacna [135]. Vétsina studii je nastavena tak, Ze pouziva jejich tcastniky jako
kontroly sobé samym [136—139] a jen malo studii zahrnuje i kohortu zdravych jedincu jako
samostatnou kontrolni skupinu [140—142]. Proto jsme provedli prospektivni observacni studii
na skupiné mladych zdravych jedinci a popsali stav EG neptfimo mikroskopickou
(zhodnocenim parametru PBR) a biochemickou (hladiny syndekanu—1) metodou. NaSe
vysledky jsme srovnali s daty dostupnymi v literatute, abychom nasli reprezentativni hodnoty

zdravych jedinci, které by bylo mozZno pouzit ke srovnani v intervencnich studiich.

3.2.6.2 Metody, kohorta dobrovolniku a statisticka analyza

Kohortu dobrovolnik tvofilo 21 studentli druhého ro¢niku Lékatské fakulty v Hradci
Kralové Univerzity Karlovy. Studie byla schvélena etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec

Kralové a dekanem Ié€kaiské fakulty. Dobrovolnici nevykonavali den pfedem zvySenou
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fyzickou ndmahu a méli lehkou snidani (jeden kus peciva). Byli to nekufdci s negativni osobni
anamnézou a bez chronické medikace. VSichni dobrovolnici podepsali informovany souhlas se
studii. EG byl hodnocen nepiimo videomikroskopicky v sublingvalni mikrocirkulaci pouzitim
videomikroskopu na principu SDF a ziskané nahravky byly hodnoceny automaticky
programem GlycoCheck, ktery poskytl parametr PBR (detailni popis metody viz kapitola
1.6.2). Biochemickou analyzou séra byly ziskany hladiny rozpadového produktu EG
syndekanu—1 metodou ELISA (RayBiotech, Norcross, Georgia, USA, Human Syndecan
ELISA kit). Studenti si vzajemné odebrali vzorky krve (v ramci vyuky predmétu Fyziologie).

Ke statisticke analyze ziskanych dat byl pouzit program Graph Pad Prism verze 6.0c (GraphPad
Software, Inc., CA, USA). Vysledky byly testovany na normalitu D’Agostino-Pearsonovym
omnibus testem a jsou prezentovany jako prumér (SD), nebo median (IQR). Jednovybérovy
Studentiiv t—test a Wilcoxontiv test byly pouzity pro porovnani ziskanych dat s populacnimi
mediany (2,01um pro PBR a 17,0 ng/ml pro syndekan-1). Hodnota p < 0,05 byla povazovana

za statisticky vyznamnou.

3.3  Statistické zpracovani

K urceni poctu pacientli/zvitat k testovani hypotéz jednotlivych studii byly pouzity
on-line kalkulatory (www.statisticalcalculation.net, www.statstodo.com). Ziskana data byla
analyzovana pomoci statistického programu Graph Pad Prism verze 5, 6 a 8 pro operacni systém
10S (GraphPad Software, Inc., CA, USA) a MedCalc (verze 14.8.1). Podle povahy dat
a testované hypotézy byly pouzity odpovidajici statistické metody (viz popis u jednotlivych
studii). Ve vSech klinickych studiich byla po zatazeni prvnich 10 pacientl provedena predbézna
analyza vysledka pro pfipadnou upravu velikosti souboru s cilem dosazeni optimalniho poctu
pacientil k potvrzeni nebo vylouceni testované hypotézy. V zadné ze studii nebylo nutno pocet

pacientii dle pfedbézné analyzy upravovat.
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4, VYSLEDKY

4.1 Experimentalni studie

4.1.1 Zmény vySky vrstvy endotelidlniho glykokalyx béhem nahlé zistavy obéhu

na experimentalnim modelu srde¢ni zastavy u prasete domaciho

Primérnd hmotnost prasat byla 33 kg. Kardiopulmonalni resuscitace trvala v priméru
16 minut a 55 vtefin. Kompletni data parametru PBR byla ziskdna u 11 prasat a prosla testem
normality. ZvySeni PBR po navratu spontanni cirkulace, ani 20 minut poté, nebylo statisticky
vyznamné (ANOVA, p = 0,47). PBR pted navozenim NZO bylo 2,13 um (0,21) aPBR_ROSC
bylo 2.21 um (0,27). PBR_ROSC 20 bylo 2,18 um (0,19), data jsou prezentovana jako primeér
(smérodatnd odchylka). Hodnoty parametru PBR nekorelovaly s délkou NZO (Pearsonlv
korela¢ni koeficient r = -0,16. Data o stavu EG uvaditabulka 1 a Graf 1. Hodnoty

monitorovanych fyziologickych funkci v pribéhu experimentu uvadi tabulka 2.

Tab. 1: Vysledky stavu endotelidlniho glykokalyx po nahlé zastavé obehu

Smérodatna Interkvartilové 95% CI
PBR [um] Priamér Median
odchylka rozpéti priméru
PBR 2,13 0,21 2,11 1,97 - 2,27 2,05 -2.21
PBR_ROSC 2,21 0,27 2,19 2,03 -2,42 2,10-2,31
PBR ROSC 20 2,18 0,19 2,22 1,99 —2,31 2,10-2,27

PBR_B — zédkladni hodnota PBR, PBR_ ROSC — hodnota PBR po névratu spontanni cirkulace,
PBR_ROSC 20 —hodnota PBR ve 20. minuté po obnov€ spontdnni  cirkulace. =~PBR —
perfundovand hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region). 95 % CI — intervaly spolehlivosti.
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Tab. 2: Data monitorovanych fyziologickych funkci v pribéhu experimentu

Fyziologické Po obnové 20 minut po obnové
Ziakladni hodnoty p hodnota
funkce cirkulace cirkulace
DF 25,1 (8,67) 31,33 (14,35) 30,83 (11,65) 0,36
98,50 (94,50 —
SpO: 98,33 (2,43) 97,00 (3,41) 0,49
100,00)

EtCO» 5,95 (0,73) 5,55 (5,63 - 6,53) 5,41 (1,05) 0,26
TF 96 (88,25 - 108,5) 114,20 (25,6) 96,83 (24,73) 0,16
STK 95,25 (8,45) 85,50 (60,5 —105,3) 53,17 (10,15) <0,0001
DTK 57,42 (8,3) 44,83 (12,40) 34,50 (9,22) < 10,0001

58,83 (43,42 —
sTK 70,03 (8,16) 40,72 (9,08) < 0,0001
73,08)
CVPS 13,00 (4,37) 21,17 (3,71) 19,08 (4,52) 0,0001
CVPD 7,33 (3,28) 9,50 (6,00 -13,00) 11,00 (8,25 - 12,75) 0,08
10,00 (9,00 —
sCVP 13,75 (2,49) 14,00 (11,50 — 15,00) 0,004
11,75)
TT v jicnu 36,31 (0,47) 36,10 (0,64) 36,05 (0,73) 0,56
16,00 (13,50 —
ICP 15,08 (2,07) 17.75) 14,50 (13,00 — 17,00) 0,63

DF — dechovéa frekvence, SpO> — saturace periferni kapilarni krve kyslikem, EtCO, —
koncentrace oxidu uhli¢itého na konci vydechu, TF — tepova frekvence, STK — systolicky
krevni tlak, DTK — diastolicky krevni tlak, sSTK — stfedni arterialni krevni tlak, CVPS — centralni
zilni tlak v systole, CVPD — centrélni zilni tlak v diastole, SCVP — stfedni centralni Zilni tlak,
TT — télesna teplota, ICP — intrakranialni tlak. Vysledky jsou ve tvaru: primér (smérodatna

odchylka), nebo medidn (interkvartilové rozpéti). P hodnota nalezi testu variaci one-way
ANOVA.
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Graf 1: Vysledky stavu endotelidlniho glykokalyx hodnoceny parametrem PBR
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Krabicovy graf shrnujici vysledky stavu EG hodnoceného parametrem PBR. PBR B — zékladni
hodnota PBR, PBR_ROSC — hodnota PBR po navratu spontanni cirkulace, PBR_ ROSC 20 —
hodnota PBR ve 20. minuté po obnové spontanni cirkulace. Chybové usecky ptedstavuji
smérodatnou odchylku a useCky v krabicovych grafech median. PBR — perfundovand hrani¢ni

zona (Perfused Boundary Region).

4.1.2 Efekt akutné vzniklé hypernatrémie podanim hypertonického roztoku chloridu

sodného na endotelialni glykokalyx u kralika

Kompletni vysledky jsme =ziskali u 20 kraliki. Mezi zakladnimi hodnotami
hemodynamiky a laboratornimi hodnotami nebyl mezi zvifaty statisticky vyznamny rozdil
(Tab. 3). Taktéz nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi zvifaty co do krevni ztraty béhem
chirurgické pfipravy, ani vdavce noradrenalinu. V sérovych hladinach sodiku jsme
zaznamenali statisticky vyznamny vzestup po podani infuze 10 % NaCl: 140 (3,07) resp. 157
(2,57) mmol/l (p < 0,0001) (Tab. 4, Graf 2). Stejn¢ tak v parametru PBR sublingvalni
mikrocirkulace: 1,98 (0,3) resp. 2,17 (0,18) um (p = 0,05) (Tab. 5, Graf 3). Mezi natrémii
a hodnotami PBR v sublingvalni mikrocirkulaci byla velmi slabéd korelace (r = 0,35, 95 % CI
0,08 — 0,58, p=0,013). Hladina sérového syndekanu—1 se zvysila statisticky nevyznamné: 1,23
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(0,36) resp. 1,31 (0,33) ng/l (p = 0,3) (Tab. 6, Graf 4). PBR v pialni mikrocirkulaci nedoznalo
zmén po podani 10 % NaCl: 1,87 (0,33) resp. 1,85 (0,36) um (p = 0,55). Vybrana
hemodynamické a laboratorni data a vysledky analyzy stavu EG uvadi tabulky 4, 5 a 6.
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Tab. 3: Zékladni hemodynamické a laboratorni hodnoty

Ukazatel Primér/median SD/IQR p hodnota
Hmotnost [kg] 2,95 0,24 0,99
STK [mm Hg] 87 13,07 0,84
DTK [mmHg] 66 12,57 0,95
sTK [mmHg] 75 12,43 0,93

TF [/min] 196 31,19 0,98

SpO2 [%] 100 100-100 0,14
EtCO2 [mmHg] 56 6,1 0,95
Osmo [mmol/1] 297 6,37 0,96

Na [mmol/1] 140 3,07 0,65
CI [mmol/1] 103 4,6 0,8
Gly [mmol/1] 12,7 1,99 0,97
pH 7,44 0,06 0,98

pCO: [kPa] 5.4 0,61 0,95
pO2 [kPa] 23,5 2,6 0,98
BE [mmol/]] 3,3 3,27 0,98
HCO3™ [mmol/l] 27 2,96 0,59
Hb [g/1] 92 8,27 0,88
Htk [pomér] 0,29 0,03 0,68

Data jsou zobrazena jako primér (smérodatna odchylka), p — hodnoty naleZi parovému t-testu
a Wilcoxonovu testu. STK — systolicky krevni tlak, DTK — diastolicky krevni tlak,
sTK — stfedni arterialni krevni tlak, TF — tepova frekvence, SpO2 — saturace periferni kapilarni
krve kyslikem, EtCO, — koncentrace oxidu uhli¢itého na konci vydechu, Osmo — osmolalita,
Na — sérova koncentrace sodiku, Cl — sérova koncentrace chloridu, Gly — sérova glykémie,

pH — vodikovy exponent, pCO: — arteridlni parcidlni tlak oxidu uhli¢itého, pO2 — arteridlni
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parcidlni tlak kysliku, BE —pfebytek béazi (base excess), HCO3  — sérova koncentrace

bikarbonatu, Hb — koncentrace hemoglobinu, Htk — hematokrit.

Tab. 4: Vybrané laboratorni hodnoty pied (T1) a po podéani (T2) infuze 10 % NaCl

Ukazatel T1 T2 p hodnota

Osmo [mmol/] 297 (6,37) 329 (5,3)  <0,0001

Na[mmoll] 140 (3,07) 157(2,57) <0,0001

Cl[mmoll] 103 (4,6) 122(321) <0,0001

Gly [mmolI] 12,7 (1,99) 11,4 (2,5) 0,001

pH 7,44 (0,06) 7,37 (0,04) <0,0001

pCO, [kPa]  5,4(0,61) 5,.8(0,54)  0,0007

pO. [kPa]  23.5(2,6) 22,9 (2,43) 0,25

BE [mmol/l]  3,3(3,27) -025(2,63) <0,0001

HCOs [mmol/l] 27 (2,96)  25(2,42)  <0,0001

Hb [g/1] 92(8,27)  83(8,92) 0,01

Htk [pomér] 0,29 (0,03) 0,27 (0,027) 0,02

Data jsou zobrazena jako prumér (smerodatnd odchylka), p hodnoty nalezi parovému t—testu.
Osmo — osmolalita, Na — sérova koncentrace sodiku, Cl — sérova koncentrace chloridu,
Gly — sérova glykémie, pCO, — arterialni parcialni tlak oxidu uhli¢itého, pO, — arteridlni
parcialni tlak kysliku, BE — piebytek bazi (base excess), HCOs;™ — sérova koncentrace
bikarbonatu, Hb — koncentrace hemoglobinu, Htk — hematokrit.
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Tab. 5: Vysledky analyzy sublingvalni a pialni mikrocirkulace pied (T1) a po podani (T2)
infuze 10 % NaCl

Ukazatel T1 T2 p hodnota

PBR [pm] 1,98 (0,3) 2,17(0,18) 0,05

syndekan—1[ng/l] 1,23 (0,36) 1,31(0,33) 0,3

PBR mozek [um] 1,88 (0,33) 1,85(0,36) 0,55

Data jsou zobrazena jako primér (smérodatnd odchylka), p hodnoty nalezi parovému t-testu.
PBR — perfundovand hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region) v sublingvalni mikrocirkulaci,

PBR mozek — perfundovand hrani¢ni zéna v pidlni mikrocirkulaci.

Tab. 6: Monitorovana hemodynamicka data pied (T1) a po podéni (T2) infuze 10 % NaCl

Ukazatel T1 T2 p hodnota
STK [mmHg] 87 (13,07) 83 (8) 0,19
DTK [mmHg] 66 (12,57) 64 (10,35) 0,45
sTK [mmHg] 75 (12,43) 72 (9,74) 0,38

TF [min™'] 196 (31,19) 223 (20,55) 0,005

SpO2 [%] 100 (100-100) 100 (100-100) 0,75

EtCO, [mmHg] 56 (6,1) 58 (6) 0,01

Data jsou zobrazena jako primér (smérodatnd odchylka), medidn (kvartilové rozpéti),
p hodnoty nélezi parovému t—testu a Wilcoxonovu testu. STK — systolicky krevni tlak,
DTK - diastolicky krevni tlak, sTK — stfedni arterialni tlak, TF —tepova frekvence,
SpO> - saturace periferni kapildrni krve kyslikem, Et CO> — koncentrace oxidu uhli¢itého

na konci vydechu.
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Graf 2: Sérové koncentrace sodiku pted (T1) a po podéani (T2) infuze 10 % NaCl
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Graf3: Hodnoty perfundované hrani¢ni zony (PBR) pted (T1) a po podani (T2) infuze 10 %
NaCl
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Graf 4: Sérové koncentrace syndekanu—1 pted (T1) a po podani (T2) infuze 10 % NaCl
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4.2 Klinické studie

4.2.1 Vliv tekutinové vyzvy 500 ml fyziologického roztoku na endotelialni glykokalyx

v sublingvalni mikrocirkulaci u zdravych dobrovolnikii — pilotni studie

Do studie bylo zatazeno celkem dvanact dobrovolnikli spliujicich vstupni kritéria.
Primérny vék dobrovolniki byl 34 let (28 — 64), celkem bylo zastoupeno 9 muzi (75 %) a 3
zeny (25 %), nikdo z dobrovolnikli nebyl aktivni kutdk. Kazdému dobrovolnikovi byl podan
jeden tekutinovy bolus 500 ml F1/1 pokojové teploty pietlakovou infuzi do zilni kanyly
zavedené na pazi. Doba infuze nepfesahla v zadném =z piipadd 10 minut. Kazdému
dobrovolnikovi byla stanovena hodnota PBR dvakrat v kazdém ¢asovém bodé¢, vSechna méteni
byla uspésna. Podani bolusu F 1/1 vedlo ithned ke zvySeni PBR, ale rozdil nebyl statisticky
signifikantni: 2,00 (0,21) resp. 2,21 (0,36) um, p = 0,089 (Graf 5). Po podani tekutinového
bolusu se signifikantné snizila srde¢ni frekvence: 74 (10) resp. 68 (10) tepii za minutu,
p = 0,003. V piipadé méfeni neinvazivniho arteridlniho tlaku nebyl zaznamenan signifikantni

rozdil v hodnotach pifed a po podani tekutinového bolusu (Tab. 7).
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Tab. 7: Vysledky analyzy tloustky endotelidlni glykokalyx a vybrana hemodynamické data
pted (T0) a po podéni (T1) infuze F1/1

Ukazatel Pifed F1/1 (T0) Po (T1) p hodnota

PBR [um] 2,00 (021)  2,21(0,36) 0,089

STK [mmHg] 131 (14) 127 (13) 0,135
DTK [mmHg] 91 (15) 87 (13) 0,082
STK [mmHg] 78 (10) 74 (8) 0,133

TF [min’] 74 (10) 68 (10) 0,003

PBR — perfundovana hrani¢ni zéna (Perfused Boundary Region), STK — systolicky krevni tlak,
DTK — diastolicky krevni tlak, sTK — stfedni arterialni tlak, TF — tepova frekvence.

Graf 5: Perfundovana hrani¢ni zoéna (PBR) pted (T0) a po podani (T1) infuze F1/1
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PBR — perfundovand hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region), F1/1 — fyziologicky roztok
(0,9 % NaCl).
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4.2.2 Neuraxialni anestézie poSkozuje endotelidlni glykokalyx méné neZ celkova

anestézie u pacientii operovanych pro nahradu kycelniho, nebo kolenniho kloubu

Do studie bylo zatazeno 63 pacientli, operace jednoho pacienta musela byt zruSena pro
vznik akutniho infarktu myokardu a dva pacienti odmitli druhé vysetieni po operaci kvuli
nepiijemného pocitu v ustech z hrotu videomikroskopu. Ve studii tedy bylo ve skupiné
s celkovou anestézii (GA) 30 pacientil a ve skupiné s neuraxialni anestézii (NA) téz 30 pacientd.
Zakladni klinickd data jsou v Tab. 8. Mezi skupinami nebyl v zakladnich klinickych datech
statisticky vyznamny rozdil kromé télesné hmotnosti, ktera byla statisticky vyznamné vyssi u
pacientll ve skupiné¢ GA. Statisticky vyznamny rozdil nebyl ani ve vybranych laboratornich
hodnotach pted a po operaci (glykémie, natrémie, kreatininéme, koncentrace hemoglobinu),
krevni ztraté a tekutinové bilanci (Tab. 9). Osobni anamnéza pacienti je shrnuta v Tab. 10.
Béhem operace nahrady kolenniho kloubu byl pouzit turniket ve vysi stehna nafouknuty na tlak

0 2200 mmHg vyssi nez STK pacienta a kostni cement ve skupiné NA (9 pacientlt).

Mezi hodnotami PBR pied operaci nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami: 1,95 um
(0,24) ve skupiné¢ NA a 2,02 um (0,26) ve skupiné GA, p = 0,098. Dv¢ hodiny po operaci bylo
PBR statisticky vyznamné zvySeno oproti hodnoté¢ pied operaci: 2,09 um (0,19) ve skupiné¢ NA
a2,20 um (0,25) ve skupiné GA, p <0.001. Navic bylo PBR ve skupin¢ GA 2 hodiny po operaci
statisticky vyznamné vyssi oproti skupiné NA (p = 0,006) (Tab. 11, Graf 6). Ve skupin¢ NA
meéli tfi pacienti malou pooperacni komplikaci, ve skupiné GA to bylo 14 pacientii (Tab. 12).
Rozdil mezi skupinami byl statisticky vyznamny (p < 0,001). Velké pooperacni komplikace
byly: plicni embolie (jeden pacient ze skupiny NA), infarkt myokardu (jeden pacient ze skupiny
NA), hluboka zilni trombodza (jeden pacient ze skupiny GA) a supraventrikularni tachyarytmie

(jeden pacient ze skupiny GA).
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Tab. 8: Zakladni demograficka a klinické data

Ukazatel GA NA p hodnota
Vek [roky] 66,63 (7,08) 67,13 (9,81) 0,82
Pohlavi [%] F 53, M 47 F47,M 53 0,19

Hmotnost [kg] 91,46 (17,29) 81,30 (19,87) 0,04
Vyska [cm] 172,10 (8,42) 168,60 (10,92) 0,17
ASA

I 2 0 0,07
I 21 19 0,54
1 7 11 0,13

Typ chirurgického vykonu
Nahrada kycle 18 21 0,21
Nahrada kolene 12 9 0,21
Primoimplantace 27 24 0,14
Revizni operace 3 6 0,14

Zakladni klinicka charakteristika obou skupin pacienti. GA — celkova anestézie,
NA — neuraxialni anestézie, ASA — klasifikace American Society of Anesthesiologists fyzického

stavu pacienta, M — muz, F — Zena. Hodnoty jsou prezentovany jako primér (smérodatna

odchylka).
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Tab. 9: Vybrané laboratorni a perioperacni hodnoty

Ukazatel GA NA p hodnota
Gly [mmol/1] 54(5-06) 5,55 (4,88 — 6,43) 0,53
Na [mmol/1] 140 (2,42) 139,50 (2,35) 0,42
Krea [mmol/1] 73 (62,70 -77,00) 77 (67,50 — 86,50) 0,17
Hb [g/1] 140,90 (13,72) 139,30 (15,97) 0,68
Htk [%] 41,23 (3,72) 42,03 (4,46) 0,45
Krevni ztrata [ml] 400 (237,50 — 600) 300 (300 — 500) 0,68
Tekutinova bilance [ml] 1175 (909,80 — 1638) 1550 (975 —1800) 0,22

GA — celkové anestézie, NA — neuraxidlni anestézie. Hodnoty jsou ve tvaru primér (smérodatna
odchylka), nebo median (kvartilové rozpéti). Gly — glykémie, Na — natrémie, Krea —
kreatininémie, Hb — koncentrace hemoglobinu, Htk — hematokrit. P hodnoty nalezi parovému

Studentovu t—testu.

Tab. 10: Shrnuti osobni anamnézy pacienti

Ukazatel GA NA p hodnota
Hypertenze 21 18 0,42
Antihypertenziva 21 18 0,42
Diabetes mellitus 5 9 0,22
PAD/inzulin 3 7 0,16
Dyslipidémie 9 10 0,78
Statiny 9 10 0,78

GA — celkové anestézie, NA — neuraxialni anestézie, PAD — peroralni antidiabetika.
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Tab. 11: Vysledky analyzy endotelidlniho glykokalyx

PBR [pm] GA NA p hodnota
PBR 2,02 (0,26) 1,95 (0,24) 0,098
PBR 2 2,20 (0,25) 2,09 (0,19) 0,006

PBR - PBR 2 <0,001

PBR - PBR 2 <0,001

GA — celkova anestézie, NA — neuraxidlni anestézie. PBR — perfundovand hrani¢ni zona
(perfused boundary region) — hodnoty pied operaci, PBR 2 — hodnoty PBR 2 hodiny
po operaci. Vysledky jsou uvedeny jako prumér (smérodatna odchylka), nebo median

(kvartiloveé rozpéti). P hodnoty nalezi parovému Studentovu t—testu.

Tab. 12: Malé poopera¢ni komplikace

Ukazatel GA NA p hodnota
Anémie 2 0 0,07

Obstipace 0 1 0,15
PONV 8 0 0,001

Delirium 2 0 0,07
Celkem 12 1 < 0,001

PONYV — pooperacni nauzea a zvraceni.
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Graf 6: Grafické znazornéni vysledku analyzy endotelidlni glykokalyx
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PBR — perfundovana hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region). NA — neuraxialni anestézie,
GA — celkova anestézie. Vysledky jsou zndzornény jako pramér (sloupce) a smérodatna

odchylka (chybové usecky).

4.2.3 Analyza sublingvalni mikrovaskularni endotelidlni glykokalyx u pacienti

v intenzivni péci — prospektivni observacni studie

V pribehu sledovaného obdobi bylo provedeno screeningové vysetieni u 634 pacientd,

do studie bylo zahrnuto 45 pacientti, finalni analyza byla provedena u 40 pacientti (Obr. 14).
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Obr. 14: Prubeh zatazovani pacientt do studie
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Demografické udaje souboru uvadi tabulka 13. Hodnota PBR-b, uvadéna jako median (IQR),
celého souboru byla 1,97 um (1,75 — 1,12). V hodnot¢ PBR-b jsme nenalezli statisticky
vyznamny rozdil mezi muzi a zenami: 1,95 um (1,77 — 2,12) resp. 2,02 um (1,71 —2,15),
p = 0,75. Rovnéz jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi vstupnimi hodnotami PBR
v zavislosti na sledovanych komorbiditach. Pacienti s hyperlipidémii méli statisticky
nevyznamné vys$i hodnoty PBR-b ve srovndni s pacienty bez hyperlipidémie: 2,05 um

(1,8 —2,35) vs. 1,92 um (1,73 — 2,09), p = 0,07.

Mezi hodnotami PBR celého souboru v pribéhu pobytu na JIP jsme nenalezli statisticky
vyznamné rozdily (Tab. 14, Graf 7). Hodnota PBR-b nekorelovala s APACHE II (r = 0,2852,
95 % CI -0,0289 — 0,5480, p = 0.0745) ani se SOFA skore pfi pfijeti (r = 0,3083,
95 % CI -0,0035 — 0,5655, p = 0,0529). Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily
v hodnotach PBR—b mezi pacienty se sepsi a pacienty bez sepse: 2,02 um (1,92 — 2,20) vs.
1,93 um (1,69 —2,11), p = 0,37. Hodnoty PBR od pfijeti az k 5. dni vykazovaly vyssi trend
u pacientt se septickym Sokem ve srovnani s pacienty se sepsi bez Soku, rozdily nedosahovaly
statistické vyznamnosti. Schopnost vstupni hodnoty PBR predikovat septicky Sok byla nizka
(plocha pod ROC kiivkou = 0,650, 95 % CI 0,483 — 0,793), hodnota PBR > 1,82 um m¢la
100 % senzitivitu a 35 % specificitu (Obr. 15). Dodate¢na analyza kumulativnich hodnot PBR
vykazuje statisticky vyznamné vySs$i hodnoty PBR u pacientti se septickym Sokem ve srovnani
s pacienty se sepsi bez septického Soku: 2,10 um (2,00 — 2,20) vs. 1,94 um (1,76 — 2,10),
p = 0,01 (Graf 8).
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Tab. 13: Charakteristika souboru pacientli zahrnutych do studie (n= 40)

Ukazatel Hodnota
Vek [roky] 60,3 (17,9)
Pohlavi [M/F] 25/15
Té¢lesna hmotnost [kg] 81,3 (16,5)
Vyska [cm] 172,7 (9,8)
BMI 27,16 (1,65)
APACHE II skoére pfi piijeti [body] 21,9 (7,0)
SOFA skore den 1 [body] 8,8 (3,3)
Kumulativni bilance tekutin 1. den [ml] 2381 (1505)
Kumulativni bilance tekutin 3. den [ml] 3440 (2342)
Kumulativni bilance tekutin 5. den [ml] 4278 (3707)
Delirium, n/ % 16 /40
CRRT,n/ % 57125
TTM, n/ % 14 /35

Doba pobytu na JIP [dny] (minimum; maximum) 8 (6;11)

Preziti JIP, n/ % 33/83

Typ/profil pacientii, n/ %

e nechirurgicky 20/ 50
e nechirurgicky (po KPR) 7/17
e pooperacni 3/8
e trauma 8/20
e trauma (po KPR) 2/5
Sepse pfti piijeti, n/ % 13/33
e sepse bez septického Soku 7/17

70



e septicky Sok 6/16

Komorbidity, n/ %

e diabetes mellitus typ 2 5/13
e hypertenze 16 /40
e ischemické choroba srde¢ni 8/20
e dyslipidémie 16 /40
e hypotyredza 1/2
e revmatoidni artritis 3/8

Data jsou uvadéna jako primér (SD), nebo jako absolutni hodnoty (%). BMI — body mass index,
M — muzi, F — Zeny, APACHE II skére — Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
score, SOFA skore — Sequential Organ Failure Assessment score, CRRT — kontinualni
eliminacni metody nahrady ledvin, TTM — cilend regulace télesné teploty, JIP — jednotka

intenzivni péce, KPR — kardiopulmonalni resuscitace.

Tab. 14: Deskriptivni statické hodnoty perfundované hrani¢ni zony (PBR, Perfused
Boundary Region) ve sledovanych ¢asovych bodech

Ukazatel PBR-b | PBR-1 | PBR-3 | PBR-5 | PBR-7
Median 1,971 2 1,986 2,075 2,065
25% Percentil 1,751 1,791 1,808 1,825 1,815
75% Percentil 2,125 2,069 2,115 2,26 2,18
Primér 1,933 1,926 1,94 1,925 1,953
Smérodatna odchylka | 0,3934 | 0,3512 | 0,3932 | 0,4901 0,474

Hodnoty PBR jsou uvedeny v pm.
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Graf 7: Grafické znazornéni souhrnu vysledkii analyzy endotelidlniho glykokalyx

sublingvalni mikrocirkulace pacientl v intenzivni péci
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PBR — perfundovana hrani¢ni zéna (Perfused Boundary Region).

Obr. 15: ROC kiivka senzitivity a specificity PBR v predikci septického Soku
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Hodnota PBR > 1,82 um vykazuje 100 % senzitivitu (Sensitivity) a 35 % specificitu (/00 —
Specificity).
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Graf 8: Individudlni hodnoty PBR b&hem pobytu na JIP u pacientt se septickym Sokem

a bez septického Soku.

p=0.01
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Septicky Sok  Bez septického Soku

PBR — perfundovana hrani¢ni zéna (Perfused Boundary Region).

U pacientl s ndhlym vznikem kritického stavu (trauma, stav po KPR, n = 19) byly nalezeny
ve srovnani se skupinou pacienti bez nahlého vzniku kritického stavu (nechirurgicky typ,

n = 21) niz§i hodnoty PBR po celou dobu pobytu na JIP. Statisticky vyznamny rozdil v PBR
byl identifikovan pouze v Case piijeti na JIP: 1,77 um (1,63 —2,01) vs. 2,07 um (1,92 — 2,32),
p =0,0038 (Graf 9). Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v hodnotach PBR u pacientt

s deliriem a bez deliria.

Graf 9: Individuédlni hodnoty PBR béhem pobytu na JIP u pacientii s nahlym vznikem

kritického stavu (KPR, trauma) a pacientii bez nahlého vzniku kritického stavu

p = 0.0038
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PBR — perfundovana hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region).

73



Nebyl nalezen statisticky vyznamny vztah mezi hodnotou PBR-b a velikosti kumulativni
tekutinové bilance v den piijeti (r = 0,1401, 95 % CI: -0,1792 — 0,4327, p = 0,3886) a hodnotou
PBR-1 a tekutinovou bilanci za prvni den pobytu na JIP (r=0,0755, 95 % CI =-02417 - 0,378,
p = 0,6433). Prediktivita vstupni hodnoty PBR predikovat pozitivni tekutinovou bilanci
v pasmech 30, 40 a 50 ml/kg v den pfijeti na JIP byla nizka (plocha pod ROC ktivkou = 0,509,
95 % CI1 0,346 — 0,670, resp. 0,529, 95 % CI1 0,365 — 0,688, resp. 0,657, 95 % CI 0,490 — 0,800).

Dodate¢né srovnani kumulativnich hodnot PBR ukazalo statisticky vyznamné vyssi hodnoty
mezi pacienty s CRRT (n = 5) a bez CRRT (n = 35): 2,13 um (2,02 — 2.28) vs. 1,99 um
(1,79 - 2,12), p= 0,007 (Graf 10). U pacientli s protokolem fizené hypotermie nebyly nalezeny
rozdily v hodnotach PBR v Zadném ze sledovanych ¢asovych bodli ve srovnéni s pacienty

bez protokolu fizené hypotermie.

Graf 10: Individudlni hodnoty PBR b&hem pobytu na JIP u pacienti s CRRT a bez CRRT
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CRRT - kontinualni elimina¢ni metody nadhrady ledvin, PBR — perfundovand hrani¢ni zéna

(Perfused Boundary Region).
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4.2.4 Vliv podani tukové emulze v ramci parenteralni vyZivy na integritu endotelidlniho
glykokalyx u pacientli po chirurgickém vykonu — mikroskopicka a biochemicka

pilotni studie

Do studie bylo celkem zafazeno 15 pacientii, 8 Zzen a 7 muzi. Findlni analyza byla
provedena u 9 pacientti (Obr. 16). Zakladni demograficka a laboratorni data uvadi tabulka 15.
Tukova emulze SMOFlipid 20 % (Tab. 16) byla dobfe tolerovana v§emi pacienty. Pacientlim,
ktefi dokoncili studii byla podana cilova davka (1 g / kg) tuku dle ptfedpisu jejich PN.
Videomikroskopie sublingvalni mikrocirkulace byla provedena u 13 pacientli s dostatec¢nou
kvalitou, u dvou pacientll nebylo mozno kvality dosahnout (automaticka kontrola programem
GlycoCheck) a tito pacienti byly vyrazeni ze studie. Sérové koncentrace syndekanti byly
uspesné zmeéteny u 9 pacientii ze 13, ktefi postoupili dale do studie, nebot’ u ¢ty vzorka doslo
k preanalytické chyb&. Mezi casovymi body TO a T6 nebyl statisticky vyznamny rozdil
v hodnotéch krevniho tlaku, tepové frekvence a SpO.. Hodnoty TAG, HDL, LDL, cholesterolu
a glykémie uvadi tabulka 17. V ¢ase T6 doSlo ke statisticky vyznamnému nartstu sérovych

koncentraci TAG, LDL a glykémie.

Tab. 15: Zakladni demograficka a laboratorni data pacienti

Ukazatel Hodnota

Vék [roky] 64 (12)

Hmotnost [kg] 84 (13)

Vyika [cm] 168 (10)

BMI 29,76 (1,3)

Hb[g/l]  111,2(18,59)

Htk [%] 33 (5)

Na [mmol/1] 139,7 (3,2)

Krea [mmol/I] 88,15 (29,11)

Hodnoty jsou udany ve tvaru primér (smérodatnd odchylka). BMI — body mass index,

Hb — hemoglobin, Htk — hematokrit, Na — natrémie, Krea — kreatininémie.
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Tab. 16: SloZeni tukové emulze SMOFlipid 20 %

Ukazatel Hodnota
Soéjovy olej [g/1] 60
MCT [g/1] 60
Olivovy olej [g/1] 50
Rybi olej [g/1] 30
Vitamin E

[mg a-tokoferol/1] cca 200

Vajecné fosfolipidy [g/1] 12

Glycerol [g/]] 25

Celkova energie [kcal/l] 2000

pH 7,588

Osmolarity [mosmol/1] 273

MCT — mastné kyseliny se stiedn¢ dlouhym fetézcem (medium chain triglycerides).

Obr. 16: Pribeh casti pacientl ve studii
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PBR — perfundovand hrani¢ni zona (Perfused Boundary Region).
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Tab. 17: Vybrané laboratorni hodnoty v ¢asech TO a T6 po podéni infuze tukové emulze

SMOFlipid 20 %
Ukazatel TO T6 p hodnota
Cholesterol [mmol/I] 3,26 (0,79) 3,15 (0,89) 0,43
HDL [mmol/1] 1,1 (0,35) 1,01 (0,23) 0,21
LDL [mmol/1] 1,75 (0,88) 1,35 (0,9) 0,0007
TAG [mmol/1] 0,91 (0,34) 3,9(2,4) 0,006
Glykémie [mmol/1] 7,2 (2,0) 8,3 (1,4) 0,0003

HDL - lipoproteiny s vysokou denzitou, LDL — lipoproteiny s nizkou denzitou, TAG —
triacylglyceroly. Data jsou prezentovana jako pramér (smérodatna odchylka). P hodnota nalezi

dvou vybérovému neparovému Studentovu t—testu.

Mezi hodnotami PBR nebyl v ¢ase TO a T6 statisticky vyznamny rozdil: 2,10 (1,97 — 2,33)
vs. 2,28 (2,11 —2,45), p= 0,13 (hodnoty vyjadieny jako median (IQR) v um) V obou skupinach
byly statisticky vyznamné rozdilné vysledky v hodnotach PBR, syndekanu-1 a syndekanu—4
(p < 0,0001). Hladiny syndekanu—1 v plazmé byly statisticky signifikantné nizsi po podani
tukové emulze SMOFlipid 20 %: 2580 (1014) ng/l vs. 2366 (1077) ng/l, p = 0,02, stejné tak
jako hladiny syndekanu—4: 134 (29) ng/l vs. 123 (43) ng/l, p = 0,04 (data uvadéna ve tvaru
prumér (SD)) (Graf 11, 12). Nebyla pozorovana korelace mezi hodnotami PBR
a syndekanu—1, resp. syndekanu—4.
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Graf 11: Vysledky hodnot plazmatickych koncentraci syndekanu—1 pted (T0) a po podani (T6)
infuse tukové emulze
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Vysledky jsou prezentovany jako pramér (sloupce) a SD (chybové usecky).
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Graf 12: Vysledky hodnot plazmatickych koncentraci syndekanu—4 pted (T0) a po podani (T6)
infuse tukové emulze
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Vysledky jsou prezentovany jako pramér (sloupce) a SD (chybové tsecky).
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4.2.5 Vliv poruch metabolizmu lipidi na endotelialni glykokalyx — pilotni observaéni

studie

Do studie byly zatazeny dvé desetiClenné skupiny pacientli. Ve skupiné pacientli
s dyslipidémii jsme ziskali data od vSech deseti pacientd. Primérny vék byl 63 (11,2) let, BMI
27 (5,12) a ve skupiné bylo 8 muzi a 2 zeny. Dalsi demograficka data, fyziologické funkce
a zékladni relevantni laboratorni nalez jsou v tabulce 18. Primérnd hodnota PBR byla 1,88 um
(0,32), syndekanu—1 1,55 ng/ml (0,35) a syndekanu—4 0,18 ng/ml (0,05). Data analyzy EG jsou
v tabulce 19. Analyza lipidogramu pacientt s lécenou dyslipoproteinémii piinesla nasledujici
vysledky (Tab. 20): cholesterol 4,62 mmol/1 (4,43 — 5,28), HDL 1,48 mmol/1 (0,48), LDL 2,84
mmol/l (1,14) a TAG 2,03 mmol/l (1,52). Hodnota syndekanu—1 korelovala nejvice
s (Pearsoniv korelacni koeficient) LDL: -0,4 (95 % CI: -0.82 — 0.31) a HDL: 0,3 (95 %
CI: 0,41 — 0,78); PBR korelovalo nejvice s LDL: -0,51 (95 % CI: -0,86 — 0,18). Etiologie
dyslipidémie v této skupin¢ pacientli: metabolicky syndrom, familiarni hypercholesterolémie

a steatdza jater.

Ve skupiné pacientti s DDPV jsme ziskali kompletni data od 9 pacientii. Primérny vék byl
44 (16) let, BMI 23 (3,7) a ve skupiné¢ byly 3 muzi a 6 Zen. Dalsi demografickd data,
fyziologické funkce a zakladni relevantni laboratorni nalez jsou v tabulce 18. Primérnd hodnota
PBR byla 2,23 um (0,25), syndekanu—1 2,01 ng/ml (0,48) a syndekanu—4 0,17 ng/ml (0,14 —
0,19) (Tab. 19). Analyza lipidogramu byla nasledujici (Tab. 20): celkovy cholesterol
2,65 mmol/1 (0,71), HDL 0,93 mmol/1 (0,31), LDL 1,42 mmol/1 (0,47) a TAG 0,86 mmol/l
(0,37). Indikace k DDPV byl syndrom kratkého stieva po mnohocetnych resekci na podkladé:
cévniho ileu, cystické fibrozy, familidrni viscerdlni myopatie, postiradiaéni kolitidy
pro adenomatozni polypozu stfev, traumatu bficha pii polytraumatu, chronické postiradiacni
enteritidé, Hirschsprungové chorob¢, Crohnovy choroby a salmonelové enteritidy.
Syndekan—1 koreloval nejvice s celkovym cholesterolem: 0,61 (95 % CI: -0,1 — 0,91) a LDL:
0,67 (95 % CI: 0 — 0,92); PBR nejvice s HDL: 0,4 (95 % CI: -0,36 — 0,84). Kompletni data
analyzy EG jsou v tabulce 19. PBR bylo ve skupiné¢ s DDPV statisticky vyznamné vyS$$i nez
ve skupiné s dyslipidémii (p = 0,017) (Graf 13), podobné jako syndekan—1 (p = 0,027)
(Graf 14). Sérové koncentrace syndekanu—4 byly téméf bez rozdilu (Graf 15).
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Tab. 18: Demograficka data, fyziologické funkce a zékladni relevantni laboratorni

hodnoty.
Ukazatel Dyslipidémie DDPV p hodnota
Vek [roky] 63 (11,2) 44 (16) 0,007
Pohlavi [muzi / Zeny] 8/2 3/6 N/A
BMI 27 (5,12) 23 (3,7) 0,07
sTK [mmHg] 100 (9,02) 87 (12) 0,02
TF [min'] 69 (68 —72) 78 (15) 0,28
Hb [g/1] 149 (143,8 - 156) 143 (15) 0,23
Htk [%] 43 (3) 42 (4,1) 0,58
Na [mmol/1] 139,6 (1,43) 138 (2,2) 0,15
Gly [mmol/1] 5,65 (1) 5,5 (0,63) 0,79
Krea [mmol/l] 76 (63,25 —85,5) 65 (52 —-288) 0,36

BMI - body mass index, DDPV — dlouhodobd domdaci parenteralni vyziva,
sTK — stfedni arteridlni tlak, TF — tepova frekvence, Hb — hemoglobin,
Htk — hematokrit, Na — natrémie, Gly — glykémie, Krea — kreatininémie. Data jsou prezentovana
jako  prumér (smérodatnd odchylka), nebo medidn (interkvartilové rozpéti).

N/A — neni pouzitelné.
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Tab. 19: Data analyzy endotelidlniho glykokalyx

Ukazatel Dyslipidémie DDPV p hodnota
PBR [um] 1,88 (0,32) 2,23 (0,25) 0,017
Syndekan—1 [ng/ml] 1,55 (0,35) 2,01 (0,48) 0,027

Syndekan—4 [ng/ml] 0,18 (0,05) 0,17 (0,14—0,19) 0,61

DDPV — dlouhodoba domaci parenteralni vyziva, PBR — perfundovana hrani¢ni zona (Perfused
Boundary Region). Data jsou prezentovana jako primér (smérodatna odchylka), nebo median

(interkvartilové rozpéti).

Tab. 20: Vysledky analyzy lipidogramu

Ukazatel Dyslipidémie DDPV  p hodnota

Cholesterol [mmol/l] 4,62 (4,43 —5,28) 2,66 (0,71) < 0,0001

HDL [mmol/I] 2,85(1,14) 0,94 (0,31)  0,0002
LDL [mmol/1] 1,48 (0,48)  1,42(0,47) 0,78
TAG [mmol/1] 2,02(1,52)  0,86(0,37) 0,04

DDPV - dlouhodob4 domaci parenteralni vyziva, HDL — lipoproteiny s vysokou denzitou,
LDL - lipoproteiny s nizkou denzitou, TAG — triacylglyceroly. Data jsou prezentovana jako

pramér (smérodatnd odchylka), nebo medidn (interkvartilové rozpéti).
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Graf 13: Porovnani hodnoty PBR u obou skupin
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DDPV - dlouhodoba domaci parenteralni vyziva, PBR — perfundovand hrani¢ni zona (Perfused
Boundary Region). Vysledky jsou zobrazeny jako pramér (pficné usecky v krabicovych

grafech) a SD (chybové usecky).

Graf 14: Porovnani hodnoty syndekanu—1 u obou skupin
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DDPV — dlouhodoba doméci parenteralni vyZziva, Vysledky jsou zobrazeny jako primér

(pricné usecky v krabicovych grafech) a smérodatnd odchylka (chybové usecky).
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Graf 15: Porovnani hodnoty syndekanu—4 u obou skupin
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DDPV - dlouhodob4d domaci parenterdlni vyziva, Vysledky jsou zobrazeny jako prameér

(pticné usecky v krabicovych grafech) a smérodatna odchylka (chybové tsecky).
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4.2.6 Hodnoceni stavu endotelialniho glykokalyx u zdravych dobrovolnikii —

observaéni studie

Vysettili jsme 21 mladych zdravych dobrovolniki, 10 muzi a 11 zen praimérného véku
20,7 (0,78) let. Zakladni demograficka a klinicka data jsou v tabulce 21. U vSech dobrovolniki
jsme uspesné ziskali vSechna data z analyzy mikrocirkulace a krevni vzorky. Primérné PBR
bylo 1,88 um (0,20) (95 % CI: 1,79 — 1,97), median byl 1,82 um (1,69 — 2,01). Popula¢ni
medidn PBR z dat soucasné dostupné literatury byl 2,01 um (n = 2006, Tab. 22). Median
koncentrace syndekanu—1 byl 0,3 ng/ml (0,23 — 0,39) (95 % CI: 0,27 — 0,49). Spearmantv
korela¢ni koeficient mezi hodnotami PBR a syndekanu—1 byl r= 0,017 (95 % CI: -0,44 — 0,47).
Popula¢ni median z dat soucasné dostupné literatury pro syndekan—1 byl 17,00 ng/ml (n =223,
Tab. 23). Vysledky syndekanu—1 nelze analyzovat parametrickymi testy. Vysledek jednoho
dobrovolnika byl vyfazen jako odlehl4d hodnota. Analyzy EG shrnuje tabulka 24.

Tab. 21: Zakladni demograficka a klinicka data skupiny zdravych dobrovolniki (n = 21)

Ukazatel Hodnota

Vek [roky] 20,70 (0,78)

Pohlavi [muzi/Zeny] 10/11

BMI 23,52 (2,86)

sTK [mmHg] 94,19 (10,40)

TF [min™'] 76,19 (11,21)

BMI — body mass index, sTK — sttedni arteridlni krevni tlak, TF — tepova frekvence. Vysledky

jsou ve tvaru pramér (SD).
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Tab. 22: Studie souvisejici s hodnocenim parametru PBR u zdravych jedinct

Pocet
Studie PBR [pm] Popis skupiny
jedinct
Nase studie 1,88 (0,2) 21 Mladi zdravi dospéli, smisené pohlavi
Astapenko 1,95 (0,24) 63 ve dvou Pacienti v perioperacni péci,
[136] 2,02 (0,26) skupinach smiSené pohlavi

1,80 (1,72 -2,05) 66 vedvou Pacienti se sepsi a v pooperacni péci,

Pouska [134]

1,89 (1,76 — 2,08) skupinach smiSené pohlavi
Ikonomidis Kontrolni skupina zdravych,
1,77 (0,31) 160
[143] miSené pohlavi
2,01 (0,28) 252 Populac¢ni studie,
Gu [144] 2,0 (0,27) 220 3 etnika,
1,88 (0,25) 254 smiSené pohlavi
Kontrolni skupina zdravych,
Martens [9] 2,08 (0,24) 19
misSené pohlavi
Lee [145] 2,14 (0,25) 915 Populacni studie, smiSené pohlavi
Kontrolni skupina zdravych,
Dane [140] 1,82 (0,16) 10
miSené pohlavi
. Kontrolni skupina zdravych,
Donati [120] 2,46 (2,37 —2,59) 16

misSené pohlavi

Tabulka 22: Hodnoty jsou ve tvaru prumér (smérodatnd odchylka) nebo median

(interkvartilové rozpéti).
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Tab. 23: Studie souvisejici s hodnocenim hladin syndekanu—1 u zdravych jedinct

Studie Syndekan-1 [ng/ml] Pocet jedincu Popis skupiny
. Mladi zdravi dospél,
Nase studie 0,3 (0,23 - 0,39) 20
smiSené pohlavi
Zeny v pooperaéni
Nemme [138] 21,0 (3,6) 7 -
péci
Hulde [146] 11,7 (2,0) 16 Zdravé zeny
Hofmann-Kiefer
66,4 (50,7 — 69,7) 10 T¢hotné Zzeny
[147]
Pacienti v pooperacni
Rehm [148] 1,2 (0,72 — 1,42) 32 péci, pohlavi
nespecifikovano
Kontrolni skupina
Nelson [141] 26 (23 -31) 18 zdravych,
smiSené pohlavi
Anttonen [149] 17 (0—308) 110 Zdravi muzi
Kontrolni skupina
Dane [140] 2,09 (1,16) 10 zdravych,

smiSené pohlavi

Hodnoty jsou ve tvaru primér (smeérodatnd odchylka) nebo median (interkvartilové rozpéti).
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Tab. 24: Vysledky analyzy endotelidlniho glykokalyx

Parametry EG n prumér SD mediin IQR 95 % CI b 4 p hodnota

PBR [pm] 21 1,88 0,20 1,82 1,69-2,01 1,79-1,97 2,01 0,014

Syndekan—1 [ng/ml] 20 0,38 0,24 0,30 0,23-0,39 0,27-0,49 17,00 <0,0001

PBR — perfundovand hrani¢ni zona (perfused boundary region), SD — smérodatna odchylka,
CI — intervaly spolehlivosti, IQR — interkvartilové rozpéti. ¥ — populacni medidn (hodnoty

vypocitany z dat dostupnych v soucasné literatuie).
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S. DISKUZE

5.1  Metody hodnoceni endotelialniho glykokalyx

Ve vyzkumu EG jsme limitovani jednotlivymi pouzitymi metodami. Z povahy slozité
morfologie EG je i sloZité tuto strukturu analyzovat. Zadnd metoda vysetieni EG nebyla
validovéna, jelikoZ dosud neexistuje model poSkozeni EG, ktery by slouzil jako pozitivni
kontrola. Dulezity aspekt kazdé metody je interindividudlni rozdil v odecitani hodnot. Tento
problém méla vytesit automatizace analyzy videozaznamu mikrocirkulace ziskanou napt. KK
kamerou ze sublingvalni sliznice programem GlycoCheck. Ac¢koli se metoda jevi velmi slibné,
setkavali jsme se b&hem vyzkumu s vyraznym rozptylem hodnot jednotlivych méteni 1 pfi
nékolika po sobé jdoucich méfenich na jednom pacientovi. Z tohoto diivodu je pro parametr
PBR nutné pro ziskani dostatecné sily studie a predpokladaného statisticky vyznamného rozdilu
mezi pacienty pouzit vice pocetné skupiny. Metoda analyzy slizni¢ni mikrocirkulace zhodnoti
jen velmi maly okrsek tkané€. K predstaveé o globalnim celotélovém stavu EG je vhodna analyza
rozpadovych produktti EG (syndekan—1, HS, HA). Je ovSem nutné mit na paméti, ze EG je
struktura, které se sklada z Casti pevné a z €asti solubilni, kterd je v dynamické rovnovaze
s proudici plazmou. Z této povahy nelze ani ptfesné urcit vysku vrstvy EG, natoz posoudit,
jaka je jesté ,,normalni‘ hladina téchto rozpadovych produkti u zdravych jedincii. Dale, polocas
téchto molekul v plazmé je velmi kratky (u HA 2-5 minut) [150]. Odbéry tedy musi byt
provedeny opakované v Case pusobeni predpokladaného inzultu. V neposledni fadé je nutno
brat v tvahu i zavislost jejich koncentraci na funkci ledvin [151]. Tyto ukazatele tedy spiSe
mohou oziejmit trend dynamiky stavu EG. O zménach koncentrace téchto ukazatelii v moci
vime jeSt€¢ méné, ackoliv se téZ zacinaji pouzivat v klinickém vyzkumu [152]. Sledovani
ultrastruktury EG je sice velmi ilustrativni, nicméné pro klinicky vyzkum nepouzitelné, jelikoz
se jedna opét o velmi malou oblast tkdné (biopsie) a neexistuje referencni kontrastni metoda

pro odecet vysky vrstvy EG v TEM.
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5.2  Diskuze k experimentalnim studiim

5.2.1 Zmény vySKky vrstvy endotelidlniho glykokalyx béhem nahlé zastavy obéhu na

experimentalnim modelu srdecni zastavy u prasete domaciho

Srde¢ni zastava dle doby trvani zpiisobi vice ¢i méné vyjadieny syndrom ischemie —
reperfuze, nazyvany syndrom po srdecni zastavé (post cardiac arrest syndrome). Ten vede
k oxidacnimu posSkozeni EG a jeho degradaci [15]. Nase vysledky naznacuji, ze samotna
zastava obéhu nemé na EG vliv pfi pouZiti analyzy EG pomoci parametru PBR. Nebyla ani
nalezena korelace mezi dobou srde¢ni zastavy a hodnotou PBR. K vyznamnému zvySeni PBR
nedoslo ani po 20 minutach celotélového reperfuzniho syndromu, ale miizeme predpokladat, ze
by se hodnota PBR dale zvySovala (a tim 1 poskozeni EG). PoSkozeni EG v ramci syndromu
po srde¢ni zastavé bylo jiz dokumentovano v klinickém vyzkumu analyzou hladin
degradacnich produktt EG, které byly aZz dvojndsobné zvySené u pacientli bezprostiedné
po uspésné resuscitaci [106]. Kontrolni skupinu tvofili hemodynamicky stabilni pacienti
s akutnim koronarnim syndromem. V ramci syndromu po srde¢ni zastavé dochazi k zdnétové
odpovédi mnoha organti i samotnych cév. Tento stav byl oznacen za zanét endotelu, tedy
sendotelitidu® [153]. Jako indikator endotelialniho poskozeni lze pouzit sérovou hladinu
syndekanu—1. Ukazalo se, Ze tato hladina koreluje s indikatorem zanétu (interleukin 6), aktivaci
endotelu (E-selektin) a poskozenim endotelu (trombomodulin) [154]. Limitaci nasi
experimentalni studie bylo pouziti jediné metody k analyze EG. PBR se ukazuje jako
nedostate¢na metoda k hodnoceni EG pii malém poctu zarazenych subjektt kviili vysokému
rozptylu hodnot jednotlivych méfeni. Dalsi limitaci je pomérné kratkéa doba sledovani zviiat po
navratu spontanni cirkulace, jelikoZz Ize ptredpokladat, ze se pIn€ vyjadieny syndrom po zastaveé

obéhu rozvine v del§im ¢asovém intervalu.

5.2.2 Efekt akutné vzniklé hypernatrémie podanim hypertonického roztoku chloridu

sodného na endotelialni glykokalyx u kralika

Ne&kolik experimentalnich a klinickych studii se vénovalo tématu vlivu hypernatrémie
na mikrocirkulaci a interakci mezi leukocyty a endotelidlnimi buitkami [113,155-157]. Velmi

malo praci se zaméfilo pfimo na EG [19]. Vysledky naseho experimentu dokumentuji vliv
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akutné vznikl¢é hypernatrémie na EG. Provedeno bylo nepfimé méteni vzestupu parametru PBR
v sublingvalni mikrocirkulaci. Nicméné sérovd hladina syndekanu—1 nebyla vyznamné
hypernatrémii ovlivnéna, coz by jinak znamenalo dle nékterych autort strukturdlni poskozeni
EG [21,158]. Vzestup parametru PBR by mohl stinovat vznik drobnych trhlin ve struktuie EG
se zvySenim penetrace erytrocytt blize endotelidlnim bunkdm [159]. Z povahy pouhého
zvySeni PBR, nikoliv syndekanu—1, mizeme predpokladat spise nez strukturalni poskozeni EG,
jeho funkéni zménu, coz bylo jiz dokumentovano v praci Victorina, kde prokazali piimou
zavislost mezi osmolaritou podavaného roztoku a kapilarni propustnosti v mezenteridlni
mikrocirkulaci potkant [160]. Takovéto zvySeni kapilarni propustnosti mizeme povazovat za
znamku neptimého poskozeni EG. V experimentu s podavanim aldosteronu po pét dnli vedlo
zvyseni koncentrace sodiku ze 135 na 150 mmol/l k ubytku EG o pfiblizné 50 % [19]. Role
sodiku v patofyziologii EG byla diskutovédna v kapitole 1.5. Alterace EG v nasem experimentu
mohlo byt zapti¢inéno i ndhle vzniklou intravaskularni hypervolémii a zménou naboje na EG,
spiSe nez piimym fyzickym poSkozenim. Hypervolémie vede k uvolnéni atridlniho
natriuretického faktoru (ANP), ktery byl spojen s posSkozenim EG v experimentu i v klinickych
studiich [117,161,162]. Dale hypernatrémie vede k pfesunu vétStho mnozstvi sodiku do
endotelidlnich buné¢k a pfes intracelularni signalizaci miize vést k endotelidlni dysfunkci [163].
Infuze hypertonického NaCl téz vedla k poklesu pH smérem k hyperchloremické metabolické
aciddze, coz mohlo ptsobit synergisticky negativné na EG [164]. NaSe experimentalni studie
ma nekolik limitaci. Analyza PBR programem GlycoCheck neni validovana pro pouziti u zvirat
(pouze pro pouziti u lidi), cozZ povazujeme za nejvetsi limitaci vysledkt PBR této prace. Dale
je ponekud problematické interpretovat vysledky PBR ziskané z pialni mikrocirkulace, protoze
program GlycoCheck je vyvinut pro hodnoceni sublingvalni mikrocirkulace. Teoreticky
bychom mohli spekulovat o vlivu hematoencefalické bariéry na automatickou analyzu
mikrocirkulace, kterda mohla byt ovlivnéna piitomnosti perivaskularnich astroglialnich
vybézki. Struktura hematoencefalické bariéry véetné své glykokalyx je pravdépodobné viici
vlivu hypernatrémie vice odolna. V neposledni fad¢, zvifata dostavala nepravideln€ malé davky

noradrenalinu, ktery byl téZ popsan jako mozny poskozujici faktor [165].

Ptes vSechny limitace nas$i experimentdlni studie je evidentni, Ze ptechodné zvySeni
plazmatické koncentrace sodiku vede k alteraci EG. NaSe vysledky jsou tézZ relevantni co do
diskuse o bezpecnosti nitroZilniho podéavani hypertonickych krystaloidnich roztoki jako
klinické intervence. Pfes vyhody napf. u pacientd s refrakterni nitrolebni hypertenzi,

o bezpec€nosti hypertonického NaCl ve vztahu k EG panuji velké pochyby.
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5.3  Diskuze ke klinickym studiim

5.3.1 Vliv tekutinové vyzvy 500 ml fyziologického roztoku na endotelialni glykokalyx

v sublingvalni mikrocirkulaci u zdravych dobrovolniki — pilotni studie

V nasi studii se ndm nepodafilo prokézat na vzorku zdravych dobrovolnikd, ze rychlé
podani tekutinového bolusu vede k signifikantnimu zvySeni hodnoty PBR jako indikatoru
ztenceni, a tedy poskozeni EG. S ohledem na rtiznorodost tidajii o optimalni rychlosti podani
tekutinového bolusu [166] a zaroven ne zcela jasnému vlivu rychlosti podani tekutiny
na poskozeni EG, jsme se v experimentu rozhodli pro maximalni rychlost podani tekutiny
(tj. 60 ml/min), kterd byla limitovana pouze primérem pouzité nitrozilni kanyly (G 20). U vSech
pozorovanych objekti byl ¢as podani nizsi nez deset minut, ackoli v klinické praxi se uvadi
primérnd doba podani 500 ml krystaloidu 24 minut [166]. Nelze zobecnit, jestli by byl
pozorovany efekt podani tekutinového bolusu zesilen €1 zeslaben pti volbé jiné rychlosti podani
[116]. Ukor et al. prokazal, ze podani 1 litru F1/1 za 30 minut oproti 120 minutdm vede k méné

fyziologické zmény rychlejsiho podani roztoku [167].

Z hlediska patofyziologie je mozné piedpokladat nékolik mechanizmti, které by mohly vést
ke zmén¢ vysky EG po podani nitrozilniho bolusu tekutin. Mtize dojit ke kratkodobému zvyseni
srde¢niho vydeje na zéklad¢ Frank-Starlingova mechanizmu. Toto zrychleni cirkulace muze
vést v mikrocirkulaci k rekruitmentu dosud neperfundovanych kapilar a tim k lokalni reperfuzi.
Dalsim vysvétlenim by mohlo byt zvySeni srdecniho vydeje, a tim zvySeni krevniho tlaku
na prekapilarnim konci kapilarniho fecisté. Tim dochéazi ke zvySeni mechanického namahani
(shear stress) kapilary a nasledné jejimu poskozeni [148]. Roli také mize mit ptipadné ANP
pti pfechodné hypervolémii, ackoli mechanismus degradace EG plsobenim ANP neni zcela
jasny. Puskarich et al. [168] zdokumentoval poskozeni EG po podani tekutiny na zakladé
méfeni hladiny syndekanu—1, a to pfestoze stanoveni dostupnych humorélnich ukazateld
poskozeni EG neni zcela specifické pro poskozeni EG a miize byt faleSné€ pozitivni v nékterych
situacich (trauma, zanét) [169]. Bohuzel neni v Zadné z téchto patofyziologickych koncepci
zndm presny Casovy prubéh od objeveni se patologické noxy k detekovatelnému poskozeni EG.
Biochemicky proces degradace je pravdépodobné dynamicky, a tudiz zachytitelny aZ po delSim
casovém useku od plisobeni noxy, kdy se degradace EG dostane na rozliSovaci schopnost

metody. BohuZzel, hodnoceni s vétSim ¢asovym odstupem nebylo v nasi praci provadéno.
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V soucasné dobé je ve vétsiné klinickych situaci preferovano podani balancovanych roztoki
pred roztokem F 1/1, tradi¢né pojmenovanym jako fyziologicky. Aktudlné¢ byla publikovana
multicentrickd SMART trial, kde Self et al. [170] na velkém poctu pacientt (n > 13000)
prokazali kladny efekt podani balancovanych roztoki oproti F 1/1. McCluskey et al. [171]
prokazali, ze kumulativni vyssi hladina chloridt pfi podéani F 1/1 perioperac¢n¢ (autoti uvadéji
termin ,,akutni postoperacni hyperchlorémie*) vede ke zhorSenému vysledku, pticemz velikost
hyperchlorémie je imérna tomuto zhorSeni. Nicméné v nékterych klinickych situacich je podani
F 1/1 raciondlni — napf. u traumatu mozku s potiebou podani vysoce osmolarnich nahrad,
ptipadné v situaci hypochloremické alkalozy. O poskozeni EG vlivem hyperchlorémie
neexistuji ptimé dikazy. Podani vétSiho mnozstvi F 1/1 vede ovSem také k prechodné, nebo
kumulativni hypernatrémii. Kusche-Vihrog et al. [172] ukazuji biochemickou molekularni
podstatu poSkozeni endotelu vysokymi davkami NaCl. Bolus fyziologického roztoku by tedy
mél hypoteticky simulovat poskozeni EG jak ptfechodnou hypervolémii, tak hypernatrémii.
Nicméné mnozstvi podaného roztoku je oproti zminénym pracim pravdépodobné ptili§ malé,

aby doslo k vyznamnym zménam ve struktuie EG.

K limitacim prace patii fakt, ze stanoveni PBR bylo jedinou metodou uzitou ke stanoveni
poskozeni EG. Ke komplexnéjS§imu posouzeni alterace EG by bylo tfeba pouzit nékterou
z dalSich metod soubézné (napi. hladinu degradacnich produktti EG ¢i elektronova mikroskopie
erytrocytarni glykokalyx). DalSi limitace automatického hodnoceni parametru PBR byly jiz
diskutovany. Podle soucasnych evropskych doporuceni je softwarova analyza EG ,,slibnd®,
ackoli je tieba ji ,,validovat v klinické praxi“ a z tohoto diivodu nemiize byt zatim klinicky
piijata [173]. Stanoveni morfologie mikrocirkulace vyhradné v sublingvalni oblasti je dnes v
humanni medicin€ brano jako dostatecné k zobecnéné predstavé o morfologii EG ve vétsing
tkéni. V principu by bylo mozné stanovit integritu EG béhem experimentu dal$imi metodami
(napt. hodnoceni mikroskopického obrazu dle skére podle De Backera nebo MFI index,
stanoveni humoralnich markerti degradace EG z krve — viz vyse), ale s ohledem na sou¢asnou
dostupnost a proveditelnost téchto metod bylo pro naSe ucely stanoveni hodnoty PBR

vhodngjsi. Standardizace stanoveni integrity a funkce EG nebyla dosud definovéna.

Ackoli pti stanovovani PBR jde o softwarové zpracovani obrazu a nejsme si védomi faktu, ze
by bylo mozné toto zpracovani examinatorem ovlivnit, studie nebyla randomizovéna ani
zaslepena. Dobrovolnici byly instruovani pted experimentem dodrzet miru ,,béZné* hydratace,
ackoli tato nebyla pfimo definovana. Byli zadani, aby se v pfedchozich 48 hodinach pired
méfenim vyvarovali zvySené ndmahy a stresu. Dal$i limitaci prace byl fakt, Ze nebyla méfena
kontrolni skupina, ackoli je prakticky neredlné ocekavat chybu vedouci ke ,,samovolnému*

zlepsSeni EG b&hem pokusu, které by faleSn€ sniZzovalo vyznam intervence v poskozeni EG.
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5.3.2 Neuraxidlni anestézie poSkozuje endotelidlni glykokalyx méné neZ celkova

anestézie u pacientii operovanych pro niahradu kycelniho nebo kolenniho kloubu

Nase studie demonstruje, ze chirurgicky vykon kloubni nahrady kycle, nebo kolene
zvySuje parametr PRB 2 hodiny po operaci, a Ze pacienti v celkové anestézii méli hodnoty PBR
vy$si 2 hodiny po operaci nez pacienti v neuraxialni anestézii. Dobu 2 hodin jsme zvolili proto,
ze jsme ocekavali plné zotaveni ze zbytkové pretrvavajici anestézie bezprostifedné po vykonu
a nebylo popséano, ze by EG regenerovala do ptivodnich rozméri béhem hodin. Tedy jsme
ptedpokladali, Ze po 2 hodinach bude poskozeni EG stale dobife detekovatelné. Vysledky
analyzy PBR podporuji tezi, Ze NA je spojena s menSi mirou alterace EG ve srovnani s GA pro
dany chirurgicky vykon. Ruzné typy chirurgickych vykond byly spojeny s poskozenim EG
[174,175] a termin ,,endoteliopatie* byl zaveden nedavno pro popis zmén endotelidlni bariéry
ve vztahu k traumatu, které se v mnoha pohledech shoduje s chirurgickym vykonem [176].
Diskuze nad tématem typu anestézie a klinického vysledku pacientli po kycelni nadhradé je
shrnuta v prehledovém ¢lanku Johnsona, ktery uzavira, ze pro preferenci NA existuje velmi
malo diikazi [177]. Nicméné my se domnivame, Ze pravé NA vedla k mensim hodnotam PBR
vnasi studii, jelikoz NA blokuje ze vSech anesteziologickych technik nejefektivnéji
nociceptivni podnéty z operacniho pole a tim i1 snizuje zanétovou odpovéd’ na chirurgicky
vykon [178]. Nicméné k vysledku mohla piispivat 1 celkové nizsi davka anestetik (b&hem
vykonu v NA byly pouzity jen malé davky pro sedaci), modulace tonusu cév a intercelularni

interakce intratekaln¢ podanym lokalnim anestetikem [179].

Limitace této klinické studie jsou nasledujici. Zaprvé, parametr PBR byl pouzit jako jedina
metoda k vysetteni stavu EG. Tento fakt a plynouci disledky i pfidané hodnoceni degradacnich
produktti EG byly jiz diskutovany. Zadruhé, na EG perioperacné plisobi vice vlivli nez Cisté
volba typu anestézie (stav hydratace pacienta pied operaci, tekutinova terapie, kumulativni
tekutinova bilance, krevni ztrata, podavané krevni ndhrady, komorbidity, pouziti turniketu
a koncetinova ischemie a pouziti kostniho cementu [179—-181]. Pfedpokladali jsme, Ze kycelni
a kolenni ndhrada jsou vykony obdobného chirurgického stresu. Zatteti, nase studie nebyla
randomizovana. Pacienty jsme zafazovali po sob& jdoucim potfadi ve dvou fakultnich

nemocnicich, a tedy vysledky mohou byt ovlivnény chybou z nendhodného vybéru.

PoSkozeni EG mezi vSemi ostatnimi vlivy mlZe pfispivat ke vzniku nechirurgickych
perioperac¢nich komplikaci a na§ vysledek niZ§i alterace EG pfi pouZiti anesteziologické
techniky NA je dalsi indicie k vysvétleni nékdy popisovaného lepSiho klinického vysledku
pacientil, kteti méli NA [178,182,183]. Dle naseho nazoru a naSich vysledkil usuzujeme, ze

alterace a poskozeni EG miize mit nezanedbatelny dopad na vysledek I€cby u pacientli
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po chirurgickém vykonu a na intenzitu pooperacni nemoci. Hledani postupt Setticich EG

zustava dulezitou oblasti vyzkumu.

5.3.3 Analyza sublingvalniho mikrovaskuliarniho endotelidlniho glykokalyx u pacienti

v intenzivni pé¢i — prospektivni observaéni studie

Ziskané vysledky predstavuji dalsi rozsiteni odborného poznani zmén EG v pribéhu
kritického stavu. Role EG v patogenezi patologickych stavii v fadé klinickych obor nabyva

na vyznamu, spole¢nym jmenovatelem je endotelialni dysfunkce [81,174,184—187].

Metoda PBR, jako neptimého indikatoru poskozeni EG, byla pouzita jen v omezeném poctu
studii zaméfenych na populaci kriticky nemocnych [9,121,142]. NaSe vysledky z pohledu
namétenych hodnot PBR na souboru kriticky nemocnych jsou odlisné a u vétSiny pacienti
nedosahuji hodnoty uvadéné pro populaci pacienti v intenzivni péci [142]. Donati
a spolupracovnici ve své praci nalezli u pacientli v intenzivni péci vyssi mediany hodnot PBR
(2.7 um) ve srovnani s tzv. zdravou populaci 2.46 um, medidn hodnot nasich pacient byl
1.97 um. Dle drivéjSich studii pfi srovnani pacienti se sepsi a bez sepse nebyly rovnéz nalezeny
signifikantni rozdily v PBR, piestoze trendové pacienti se sepsi méli vyssi hodnoty [142]. V
nasi praci nebyl zjistén signifikantni rozdil v PBR mezi pacienty se sepsi a bez sepse, nicméné
hodnoty PBR od pfijeti az k 5. dni vykazovaly vyssi trend u pacientli se septickym Sokem
ve srovnani s pacienty se sepsi bez Soku, kumulativni hodnoty PBR mezi pacienty se septickym
Sokem byly v naSi praci statisticky vyznamné vyS$i ve srovnani s pacienty se sepsi
bez septického Soku. Diskrimina¢ni hodnota PBR pro predikci sepse byla v nasi praci rovnéz
niz8i (1.87 um) ve srovnani s 2.76 pm v Donatiho studii. Je velmi pravdépodobné, Ze tize
poskozeni EG stoupa se zavaznosti septického Soku, a Ze v pfipadném hodnoceni PBR musi
byt vzaty do uvahy jeji vychozi hodnoty, jsou-li dostupné. Identicky se studii Donatiho jsme
nenalezli statisticky vyznamnou korelaci mezi hodnotou PBR a APACHE II nebo SOFA skore.

Vyssi hodnoty PBR byly rovnéz nalezeny v recentni praci Rovase et al. sledujici PBR u kriticky
nemocnych pacientli na JIP a na oddé€leni urgentniho piijmu (OUP) [121]. Median hodnoty
PBR na JIP byl 2.58 um, resp. 2.32 um na OUP. Odli$na "pasma" hodnot PBR souboru kriticky
nemocnych v nasi praci a ve vySe uvedenych studiich jsou zjevnd. Za nejvice pravdépodobné
vysvétleni povazujeme (pfi  automatizovaném snimani videosekvenci sublingvalni

mikrocirkulace a nasledné pIn€ automatizované analyzy PBR) vysokou variabilitu hodnot PBR,

94



na které se mize podilet fada chronickych i akutnich proménnych se vztahem k pacientovi
(napt. vék, komorbidity, koufeni, farmakoterapie, stav napln¢ krevniho fecisté, hladiny natria,
anémie a fada dalSich) [19,81,117,163,188]. Vysokou interindividualni variabilitu parametru
PBR konstatuje jak zminéna prace Rovase, tak ji potvrzuji i vlastni hodnoty PBR v rozpéti
1,61 —2.25 um ziskané od 21 zdravych mladych dobrovolnikli (nepublikovana data, rukopis
v recenznim fizeni). Z toho divodu je obtizné jak definovani velikosti souboru na pocatku
studie, tak hodnoty PBR u zdravé populace (ve vétSiné praci je tato hodnota nizs§i nez 2 pum)
a vysledky u jednotlivych autori tim nekoresponduji. V nasi studii bychom hypoteticky pii Sirsi

kohort¢ pacientt mohli ziskat jina data.

Z pohledu role EG v patogenezi kritickych stavii povazujeme za dilezité diskutovat tii vysledky
nasiprace. Za prve, nalez vyssi hodnoty PBR u stavi, které vznikaly s velkou pravdépodobnosti
postupné. Vysledky podporuji tezi, ze chronické stavy mohou negativné ovliviiovat integritu
EG a ze EG pacientl s dlouhodobymi komorbiditami (napt. diabetes mellitus, kardiovaskularni
choroby) v case vzniku kritického stavu mize byt v horS$i "kondici" neZz u pacientl
bez ptedchoziho onemocnéni, kde dojde ke zhorSeni stavu vlivem akutniho inzultu (trauma,
zéastava obéhu). Asociace dysfunkce EG s chronickymi chorobami je prokazana [189], srovnani
PBR mezi populacemi JIP akutné€ vzniklych stavii a stavii vzniklych progresi chronické choroby
jsme v dostupné literatuie nenasli. Zda miize akutnimu inzultu predchazejici poskozeni EG
fungovat jako "preconditioning", nebo naopak zda takovéto dlouhodobé "poskozeni" ¢ini EG
vice zranitelnou 1 vici (za jinych okolnosti) podprahovym podnétiim, nelze na zéklad¢é dostupné
evidence jednoznac¢né¢ formulovat. Za druhé, vyssi hodnoty PBR u pacientii s CRRT ve srovnani
s nemocnymi bez CRRT podle naseho nazoru jednozna¢né podporuji potencialni negativni roli
vSech intervenci, zaloZzenych na mimotélni cirkulaci krve, na integritu EG, piestoze realny
biologicky a klinicky vyznam podilu CRRT miize byt v kontextu ostatnich proménnych
ovliviiujicich EG velmi maly. Degradace EG je opakovan¢ popsana u pacientii s mimotélnim
ob¢hem pro operace [190] i pfi pouziti hemodialyzy, pfestoze se napf. u hemodialyzovanych

pacientil na dysfunkci EG miize podilet i ptipadnd hypervolemie [191,192].

Za tteti, u pacientl s hyperlipidémii jsme zjistili trend k vy$§im hodnotam PBR ve srovnani
s pacienty, kde hyperlipidémie nebyla pfitomna. Role lipidi ve vztahu k integrit¢ EG je
studovana fadu let, primarni zdjem byl pfedevsim v kontextu aterogeneze [123,124], nové&ji se
diskutuji koncepce ochrany EG napft. glykolipidy [193—195]. Vysledky navazujiciho vyzkumu
autord prace umoziuji rovnéZ formulovat hypotézu ptipadného ochranného efektu podavanych
tukovych emulzi na integritu EG u kriticky nemocnych (zatim nepublikovana data, ale rukopis

piijat k publikaci).
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Za hlavni limit studie povazujeme kromé poctu analyzovanych pacientli pfedev§im metodu
hodnoceni EG, resp. fakt, ze PBR byl jedinou pouzitou metodou kvantifikace zmén EG.
Jakkoliv je analyza sublingvalni mikrocirkulace s vyuzitim parametru PBR v soucasnosti
prakticky jedinou klinicky vyuzitelnou metodou k nepfimému posouzeni EG, variabilita
parametru PBR je podle nazoru autorti prace tak velikd, ze vSechny prace zabyvajici se
EG, zalozenou na jiném principu, nez je PBR, napf. sledovani nékterého z degradacnich
produkti EG. Téz zatim nelze urcit, zdali je hodnotnéjsi sledovani absolutni hodnoty PBR ¢i

jejiho trendu v Case.

Role EG v patogenezi chorobnych stavl je studovéana s nartstajicim zdjmem fady klinickych
obort (kardiologie, diabetologie, nefrologie, revmatologie, hematologie, onkologie). Patologie
endotelu se ukazuje jako jeden z kliCovych momentli rozvoje organového poskozeni u pacientti
v intenzivni pé¢i. Vyzkum EG piedstavuje jeden ze sméri, ktery v budoucnu muze piinést do
akutni mediciny fadu novych koncepci a/nebo piinést nové pohledy na dosavadni praxi - napf.
tekutinova terapie (rychlost infuzni terapie, sloZzeni roztokil) nebo zmény koncentrace sodiku
v séru [25] mohou modulovat stav EG. Prohloubeni stavu odborného poznani o ptipadném
vlivu naSich lé¢ebnych postupt na EG mtize v budoucnu (z)ménit dosavadni pohled na jejich

pouziti [15].

5.3.4 Vliv podani tukové emulze v ramci parenterialni vyZivy na integritu
endotelialniho glykokalyx u pacienti po chirurgickém vykonu — mikroskopicka a

biochemicka pilotni studie

Hlavnim vysledkem studie byla absence detekovatelného poskozeni EG po podani
tukové emulze SMOFlipid 20 % u pacientl v chirurgické intenzivni péc¢i parametrem PBR
a hladinami rozpadového produktu EG syndekanu—1. EG ptfedstavuje misto prvotniho piisobeni
podanych Ik, intervenci a odezvy organizmu na noxu [196,197], tedy otestovani vlivu nasich

terapeutickych intervenci, véetné PN, co do ptsobeni na EG by mélo byt prvotnim zajmem.

Minimdlni zména v parametru PBR se d4 interpretovat nékolika sméry. Zaprvé, podani lipidové
emulze miZe skutecné mit na EG minimalni vliv. Zadruhé, jak jiz bylo diskutovéano v jinych
pracich, metoda zjiSténi parametru PBR ma velkou variabilitu, v této studii byly hodnoty PBR

ve skupinéch se statisticky vyznamnou variabilitou. Zatieti, parametr PBR mohl reflektovat jiné
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vlivy: typ anestézie, perioperacni stav hydratace, typ pouzitych ndhradnich roztoki, podané
transfuze, krevni ztrata, chronické onemocnéni v osobni anamnéze atd. [15]. Také na pokles
hladin obou typt syndekanu musime pohlizet opatrné, pfestoze bychom mohli tvrdit, Ze
poklesem jejich hladin jsme prokézali protektivni plisobeni podané tukové emulze na EG.
Fyziologie a patofyziologie komponent EG byla popsana a diskutovana v kapitole 1.4.7 a 1.5.
Hladiny syndekanu—1 byly vna$i studii srovnatelné s ostatnimi klinickymi studiemi
hodnoticimi degradaci EG pfi tézkych urazech a chirurgickych vykonech. [62,87,198] Dale
nelze vyloucit jiné vlivy pusobici na EG co do potencidlniho zvySeni ¢i snizeni hladiny
syndekanu—1: chronickd renalni insuficience, chronickd jaterni insuficience, terapie
katecholaminy, ischemie a reperfuze vlivem peroperacni hypotenze, pouZiti propofolu,
hypervolémie, plicni embolizace a infekce [87,117,151,179,198-206]. Klinické studie
hodnotici syndekan—4 jako degrada¢ni produkt EG jsou mén¢ Casté a zatim nepiinasi jasné

vysledky [203].

Hypoteticky by mohlo protektivni ptisobeni tukové emulze byt divodem obsahu S1P. Jeho
koncentraci ve SMOFlipid 20 % jsme neméfili, protoZze miiZze byt velmi variabilni z povahy
vyroby emulze (obsah v rybim oleji, obsah fytosterolit). Ceramidy jsou v centru metabolizmu
sfingolipidii [128]. Metabolity jako sfingozin, S1P a ceramid—1—fosfat jsou dobfe znadmé
biologicky aktivni substance regulujici mnoho metabolickych drah, piestoze jejich komplexni
role v naSem organizmu nebyla dosud kompletné¢ zmapovana. S1P mé potencial reparovat EG
pies indukci opravy HS [57,127,194,207,208]. SIP je typ membranového fosfolipidu
fungujiciho jako signdlni molekula endotelidlnich bunc¢k s dopadem na bunécné pirezivani,
ochranu, trombozu a zanét [124]. Experimentalni prace zamétujici se na modulaci, regeneraci
a syntézu EG prokazali S1P jako bioaktivni molekulu, ktera indukuje obnovu EG pies syntézu
HS a[194] navic exogenné podany S1P obnovuje mezibunécné endotelialni spoje a tim regulaci
transendotelialni propustnosti [57,127,207]. Kompletni mechanismus S1P v obnové EG zatim
neni jasny. Spolupodilet se miize dale napt. snizeni LDL, které bylo popséno po podani tukové
emulze [209]. HDL téZ mize hrat roli. Podle recentni studie mohou hladiny HDL mezi 1,8 a

2,6 mmol/l modulovat a ochraiiovat endotelidlni funkce u pacientd s arteridlni hypertenzi [210].

Nezménéna vySka EG hodnocend parametrem PBR a sniZenymi hladinami syndekanu—I
a syndekanu—4 po podani tukové emulze SMOFlipid 20 % navrhuje tvrzeni, Ze tukova emulze
miiZe potencidln€ modulovat a ochrafiovat EG. Role S1P a ostatnich komponent tukové emulze

je v tomto ptisobeni neobjasnéna.

Vysledky této pilotni studie ptinaseji dal$i diikkaz o bezpecnosti podavani tukovych emulzi

v ramci PN pacientim v intenzivni pé¢i. Vyzkum zaméteny na akutni endotelidlni dysfunkci
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v kombinaci s vysledkem 1é¢by se stale rozsifuje [211]. Podobnou studii zabyvajici se vlivem

PN na EG jsme nenasli. Doufame, Zze nase vysledky podpoii vyzkum v této oblasti.

5.3.5 VIliv poruch metabolizmu lipidii na endotelidlni glykokalyx — pilotni observacni

studie

Nase studie pfinasi unikatni analyzu mikrocirkulace se zaméfenim na EG u pacientli
s poruchou metabolizmu tuka. Skupiny pacienti jsme zvolili dle pfedpokladaného rozdilu
v poskozeni EG. Na jedné strané korigovand dyslipoproteinémie na terapii statinem, na stran¢
druhé pacienti po opakovanych resekcich se syndromem kratkého stfeva, jejichz pieziti je
zavislé na pomocné DDPV. Srovnanim laboratornich vysledkii 1ze usoudit, Ze tato skupina
pacienti méla hlubsi poruchu metabolizmu tukti, a tedy jsme i piedpokladali vy$si miru
poskozeni EG. Interakce lipidii s EG nejsou zatim dobie popsany, a navic na celkovém
poskozeni EG a mikrocirkulace se podili celd fada faktorti tvofici 1 vysledny klinicky stav
pacienta [15], ktery byl ve skupiné s DDPV t&zsi. Tito pacienti jsou ¢asto v relativni malnutrici
[212] a maji snizenou aktivitu imunitniho systému [213], coZ miize vyznamnou mérou prispivat
1 k poSkozeni EG. Zatim dobfe dokumentovany pozitivni vliv na EG byl popsan u S1P, ktery
byl jiz diskutovan v ptedchozi studii. V nasi studii jsme prokézali stiedné silnou korelaci
hladiny syndekanu—1 a hladiny cholesterolu a LDL. EG je jednim z protektivnich faktort
aterogeneze [214] a do budoucna se zda byt velmi slibnym terapeutickym cilem [193].
Dokumentovano bylo poskozeni EG vlivem oxidovanych LDL ¢astic [54], s ¢imZ naSe
vysledky koresponduji. Téz byl prokazan protektivni vliv terapie statiny na EG [126,209], coz
opét koresponduje s nasim nalezem mensi miry poSkozeni EG u pacientii s dyslipidémii
na lécbé statiny. Hodnoty PBR u této skupiny pacienti v na$i studii byly srovnatelné
s hodnotami se zdravou populaci (manuskript odeslan k recenznimu tizeni). EG mtize byt velmi
vyznamné ovlivnéna poruchou funkce ledvin [215] a hypernatrémii [16]. U obou skupin byl
tento vliv vyloucen (Tab. 18). Hladiny syndekanu—4 jsou u obou skupin srovnatelné. Na jednu
stranu toto miiZeme povazovat za piiznivy faktor, na druhou stranu vyznam syndekanu—4 je v
klinické medicin€ zatim nejasny. A¢ syndekan—1 a PBR mohou vykazovat pozitivni trend, neni

mezi nimi té€sny vztah, coz je dano i vysokou variabilitou hodnot PBR [136].

Limitace na$i studie jsou nasledujici. Zvolili jsme skupiny, které jsou vii¢i sob& velmi variabilni
(pomér muzi — Zeny, vék, komorbidity, fyzick4 kondice) a tim mezi sebou téZko porovnatelné,
nicméné v nasi studii jsme se zamétili spiSe na popis stavu EG u danych skupin, nez jejich
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porovnani. Dale, skupiny byly malé na to, abychom mohli formulovat jasny zavér. Kvuli
rozptylu vysledkid zvolenych metod u zdravé populace by musela byt populace pacientd vyssi
(tadové nékolik desitek jedincti). Nase studie byla pilotni a snazili jsme se zjistit, zdali mezi

skupinami bude pozitivni signal rozdilu métenych veli€in.

5.3.6 Hodnoceni stavu endotelidlniho glykokalyx u zdravych dobrovolnikii — observacni

studie

Prace se zabyvala popisem stavu EG u zdravych dobrovolnikd. Studii, kterd by se
zabyvala stejnym tématem jsme nenasli, pfestoze v poslednich letech se rychle mnozi prace
o EG, ve kterych vétSina autorti pouziva jako kontrolni skupinu vlastni kohortu, ktera je
predmétem studie pted planovanou studovanou intervenci nebo stavem. Také byly publikovany
jiz dv€é populacni studie [144,216]. VSechny publikované vysledky jsme porovnali s ndmi
ziskanymi daty, abychom ziskali pfedstavu o stavu EG u zdravych jedinct (Tab. 22 a 23).
K popisu EG byly pouzity dvé metody, se kterymi mame nejvice zkuSenosti a které jsou
v literatufe rozSifeny nejen v souvislosti s vyzkumem EG u lidi: videomikroskopickou
automatizovanou metodu hodnotici parametr PBR v sublingvalni mikrocirkulaci
a biochemickou analyzu degrada¢niho produktu EG syndekanu—1. Klinické pouziti, vyhody

a nevyhody obou metod byly jiz diskutovany v predchozim textu.

Rozborem dostupné literatury jsme se snazili najit hodnoty parametru PBR u zdravych jedinct,
resp. u kontrolnich skupin (Tab. 22), ptficemz jsme ziskali dvé hrani¢ni hodnoty: PBR mensi
nez 2,0 um neptimo reflektuje fyziologickou vrstvu EG u zdravych jedincti, naproti tomu
hodnoty PBR nad 2,5 pum jsou spojeny s vyznamnym poskozenim EG v kritickych stavech
(septicky Sok, syndrom po zéastavé obehu a po mimotélnim obéhu) [190]. Ze vSech dostupnych
dat (v€etné vysledkil diskutované studie) jsme ziskali hypoteticky populacni median hodnoty

PBR 2,01 pm.

Mimo syndekan—1 lze méfit mnoho dalSich solubilnich komponent EG a sledovat jejich trend
piinaruseni celistvosti EG (HS, HA, glypikany, perlekany). Jejich hladiny maji v§ak v plazmé
velkou variabilitu [217,218], pfestoZe v akutni fazi dochazi k jejich zvySeni a mohou korelovat
s intenzitou inzultu [219,220]. Rozborem hodnot syndekanu—1 z dostupné literatury vcetné

nasich vysledkd (Tab. 23), které byly fddové od nedetekovatelnych hladin po n€kolik set
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nanogramil na mililitr, jsme ziskali hypotetickou hodnotu reprezentujici populaci zdravych

jedinct 17,00 ng/ml.

Abychom mohli ndmi ziskané hodnoty obou popisnych metod stavu EG povazovat za skutecné
fyziologické zakladni hodnoty u zdravych jedincti, bylo by tieba provést velkou kohortovou
studii za pfesné definovanych podminek. Dalsi limitaci nasi studie je, Ze jsme u dobrovolnika
nehodnotili krevni obraz. Piedpokladali jsme totiz, ze vSichni dobrovolnici jsou zdravi,
pravidelné sportuji a nikdo z nich nemé¢l klinické ptfiznaky anémie. Dale jsme nehodnotili
glykémii, natrémii ani kreatininémii, jelikoz jsme pfedpokladali, ze vSichni dobrovolnici nejsou
diabetici a maji normalné fungujici ledviny. Téz jsme nezjistovali u Zen fazi menstruacniho
cyklu, pfestoZe je popséano, Ze hladiny syndekanu—1 se mohou pii ovulaci vyznamné zvySovat
a mohou dokonce pfedznamendvat rozvoj premenstruacnich otok [146]. Nakonec jsme
v hodnotéch syndekanu—1 vynechali jednu odlehlou hodnotu, ktera byla o jeden fad vySsi nez
ostatni hodnoty. Dobrovolnik, kterému hodnota néleZela, pfiznal, Ze pied odbérem vykouftil
cigaretu, ackoli nebyl pravidelny kuték. Odlehla hodnota syndekanu—1 byla 7,3 ng/ml. Hodnota
parametru PBR tohoto dobrovolnika byla 1,81 pum, coz vznasSi otdzku dostatecné citlivosti

parametru PBR na akutné vzniklé zmény EG.

5.4  Postupy a latky pisobici protektivné na endotelialni glykokalyx

Nejen z vysledkii naSeho vyzkumu je ziejmé, ze kazdou terapeutickou intervenci
bychom méli hodnotit i co do vlivu na mikrocirkulaci, piipadné endotelialni glykokalyx.
Ptestoze dosud nebyla identifikovdna pfesnd, Siroce pouzitelnd, rychld a reprodukovatelna
metoda hodnotici stav EG ani standardizovany model poSkozeni EG, je z vysledki dosud
publikovanych praci mozno najit zavedenymi metodami postupy a latky, které EG chrani

a napomahaji jeho regeneraci.

Tekutinova terapie je terapeuticky postup prokazatelné vedouci k poskozeni EG, ktery byl
pfedmétem dvou diskutovanych studii a opakované diskutovan v jinych studiich. V pfistupu

k pacientovi s nutnosti tohoto typu intervence musi byt proto EG zohlednén.

Volba anesteziologické techniky, kterd je v rukou anesteziologa, mliZe téz ovlivnit kvalitu EG

a potencialné 1 mikrocirkulace, coz bylo téZ ptedmétem jedné z diskutovanych studii.

Dalsi postupy a latky pisobici protektivné na EG byly pfedmétem mnoha praci a ptehledovych

¢lankd [15]. Soucasnou evidenci shrnuje tabulka 25.
100



Tab. 25: Latky a postupy s prokdzanym protektivnim vlivem na endotelialni glykokalyx

9

Protektivni laitka Mechanizmus Poznamka Studie (citace)
Sulodexid Snizeny transkapilarni Pacienti Broekhuizen et al. 2010
unik albuminu, snizena s diabetem [99]

aktivita hyaluronidézy, mellitem II. typu

Albumin Snizena extravazace Experiment na Jacob et al. 2006, 2009
tekutin, mensi srdci morcete [221,222]
intrakorondrni retence
leukocytl

S1P Regenerace a zachovani Studie in vitro Zeng et al. 2014, [195]
vrstvy EG, snizeni hladin Zhang et al. 2016, [127]
syndekanu—1, blokovani Hsia et al. 2017 [208]
matrixmetaloproteinaz

HA Regenerace EG po Experiment na Henry, Duling 1999 [79]

chondroitin sulfat

pusobeni hyaluronidazy

kremasterovém

svalu kiecka

Hydrokortizon,

antitrombin

Niz8§i oxidacéni stres,
uvolnovani histaminu a

adheze leukocytl

Experiment na

srdci morcete

Chappell et al. 2007, 2009,
2009, 2010 [90,223-225]

N-acetylcystein Ochrana EG pfi akutni Studie Nieuwdorp et al. 2006
hyperglykémii s dextranem [226]
znacenymi
erytrocyty
Oxid dusnaty SniZena extravazace Experiment na Bruegger et at. 2008 [227]
tekutin srdci morcete
Protein C SniZeni oxida¢niho stresu  Experimentalni Marechal et al. 2008 [53]
model sepse u
potkanti
Hydroxyetyl Snizeni filtrace pies Experiment na Rehm et al. 2004, [38]
Skrob kapildrni membranu a srdci morcete Jacob et al. 2006 [222]

intersticialni otok
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Metformin Zvysena clearance Model diabetes Eskens et al. 2013 [228]

dextrani mellitus na mysi
Lidoflazin Zachovani vydeje levé Pacienti Flameng1983 et al. [229]
srde¢ni komory indikovani

s mnohodetnému

AKB
Sevofluran Snizena adheze leukocytii  Experiment na Chappell et al. 2011 [230]
a trombocytlt srdci morcete

S1P — sfingozin—1—fosfat, EG — endotelidlni glykokalyx, HA — kyselina hyaluronova,
AKB — aortokoronarni bypass.

5.5  Potencialni témata dalSiho vyzkumu

Stejn¢ tak jak dynamicka je struktura EG, tak dynamicky se rozviji jeho vyzkum
v experimentalni 1 klinické oblasti. Velmi dilezitym tématem jsou nitroZzilné podavané roztoky,
jelikoz jsou ihned v piimém kontaktu s EG a mohou tedy ihned na EG pulsobit. Revize
Starlingova principu filtrace tekutin na kapilarnim konci cévniho fe€ité je jen jednou z oblasti
fyziologie mikrocirkulace, kde EG hraje zasadni roli. Inovace klinicky pouzivanych roztokt
v souvislosti se strukturou EG miize zcela zdsadné ovlivnit jejich chovani v téle a jejich
pusobeni na lidsky organismus, tedy jejich farmakokinetiku a farmakodynamiku. Nastala by
potom nutnost revize dalSich principt a biologickych axiomd, které byly formulovany v dobé,

kdy se o pfitomnosti a velmi komplexni fyziologii EG nevédélo.

EG ma velky potencial byt pouzit ve specifickych klinickych situacich, kdy mize zdsadnim
zpusobem napomoci vyiesit v klinice ¢asto kladenou otazku, zdali pacienta intervenovat. Diky

své komplexni fyziologii mize byt EG napomocen v riznych oborech mediciny:

1) Preeklampsie je patologicky stav v téhotenstvi, ktery vychdzi z naruSené rovnovahy
placentalni mikrocirkulace a ktery miiZze rodicku, a tim i plod ohroZovat na Zivoté. Jiz
byly popsany zmény v hladindch degradacnich produktii EG v souvislosti s progresi
preeklampsie a jejich detailni znalost a dynamika by mohli pomoci nacasovat indukci

plicni zralosti plodu a indikaci k cisarskému fezu [231,232].
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2)

3)

4)

5)

6)

Transfuze predstavuje ve své podstaté transplantaci tekutého organu se vSemi
imunologickymi riziky pro pifijemce. V urgentni mediciné existuje koncepce ob&hové
resuscitace bez pouziti plazmy a prvotniho oSetfeni zdroji krvéaceni ptfed podanim
krevnich ptevodl (umoziuje-li to stav pacienta) [233]. Dynamika zmén EG by mohla
pomoci nacasovani transfuzniho protokolu ve snaze minimalizovat imunitni zatéz

organizmu.

Obchova nestabilita na odd€leni urgentniho piijmu, v prostfedi intenzivni péce Ci
na operacnim sale miize pacienty vazné¢ ohrozovat na zivoté. Pouzivané latky, at’ télu
vlastni ¢i nikoli, které navraceji krevni tlak a srde¢ni vydej do standardizovanych
rozmezi mohou vyznamné ovlivilovat mikrocirkulaci [234]. Laboratorni indikatory
ob&hové nestability ndm n€kdy mohou pomoci adekvatné nastavit 1écbu a EG ma velky
potencial byt dalSim pomérné spolehlivym kazatelem ob€hové nestability, a tedy dalSim

voditkem v 1é¢bé.

Néadorovd onemocnéni jsou definovana zménou genotypu a fenotypu bunék.
K podobnym zméndm dochdzi 1 v glykokalyx [187], coz predstavuje dalsi
neprobadanou oblast vyzkumu. Velmi slibnou metodou je pritokova cytoflowmetrie,

kterou bychom mohli zachytit diky zméndm v glykokalyx ¢asné¢ metastazujici bunky.

Na poli vyzkumu regenerace EG jsou horkou novinkou nanomaterialy a nanonosice.
Jak bylo experimentalné prokdzano, EG miize dodanim svych komponent samovolné
regenerovat [37,235]. Osud téchto nanocastic je zatim v organizmu mimo cilenou
funkci nezndmy a nez se s nimi zacne pracovat v klinickém vyzkumu, je nejprve tfeba

zodpoveédét mnoho otazek souvisejicich s bezpecnosti a hygienou.

V neposledni fad¢ stale pretrvava nutnost standardizace metod hodnoceni EG a
hledani modelu standardizovaného poSkozeni EG pro moznost testovani 1écebnych
postupti jak jiz zavedenych, tak novych, které mohou byt v prvni fazi zacileny pouze na

EG, ptipadné na mikrocirkulaci.
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6. ZAVERY

6.1  Experimentalni studie

6.1.1 Zmény vySky endotelidlniho glykokalyx béhem nahlé zastavy obéhu

na experimentalnim modelu srde¢ni zastavy u prasete domaciho

Néhla zastava ob¢hu s nésledujici 20 minut trvajici obnovou spontanni cirkulace
nevedly k vyznamnému zvySeni parametru PBR, a tedy k alteraci EG na modelu srde¢ni

zastavy na praseti.

Hypotéza, Ze nahla zéstava obéhu vede k poskozeni EG, nebyla potvrzena.

6.1.2 Efekt akutné vzniklé hypernatrémie podanim hypertonického roztoku chloridu

sodného na endotelialni glykokalyx u kralika

Akutné vznikld hypernatrémie navozena nitrozilnim podanim hypertonického roztoku
NaCl byla spojena se zvySenim parametru PBR v sublingvalni mikrocirkulaci. ZvySeni
parametru PBR nebylo doprovazeno podobnym zvySenim plazmatické koncentrace
syndekanu—1, coz naznacuje prechodny a pravdépodobné jen funkéni efekt na EG spiSe nez

piimé poskozeni.

Hypotéza, Ze iatrogenné¢ navozend hypernatrémie poskozuje EG, nebyla GpIn€ potvrzena.

6.2 Klinické studie

6.2.1 Vliv tekutinové vyzvy 500 ml fyziologického roztoku na endotelialni glykokalyx

v sublingvalni mikrocirkulaci u zdravych dobrovolniku — pilotni studie

V nasi studii jsme neprokazali poskozeni EG stanovitelné hodnocenim parametru PBR
bezprostfedné po podani tekutinového bolusu 500 ml F 1/1 v co nejkrat§im moZném cCase
u skupiny 12 zdravych dobrovolniki. Z hlediska makrohemodynamiky vedlo podani infuzniho
roztoku k vyznamnému snizeni tepové frekvence, jiné zmény nebyly pozorovany. Ackoli jsme
nebyly v naSem experimentu schopni zaznamenat vyznamnou zménu parametru PBR, a tedy
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alterace EG u zdravych dobrovolniki, nelze zcela vyloucit, ze k témto zménam nemutize dojit
ptiexpozici vét§tho mnozstvi nitrozilné podanych roztokl na bazi F 1/1 nebo v del§im ¢asovém

useku.

Hypotéza, ze nadmérné¢ rychla tekutinova resuscitace vede k poskozeni EG, nebyla jasné

potvrzena.

6.2.2 Neuraxialni anestézie poSkozuje endotelialni glykokalyx méné neZ celkova

anestézie u pacienti operovanych pro nahradu ky¢elniho nebo kolenniho kloubu

Elektivni nahrada kycelniho nebo kolenniho kloubu vedla k vyznamnému zvySeni
parametru PBR, coZ poukazuje na poSkozeni EG b&hem chirurgického vykonu. Podstoupeni
vykonu v neuraxialni anestézii vedlo k vyznamné mens$imu zvySeni parametru PBR ve srovnani
s celkovou anestézii coz naznacuje mensi dopad na mikrocirkulaci volbou anesteziologické

techniky a bylo spojeno s mensim vyskytem pooperacnich komplikaci.

Hypotéza, Ze celkova anestézie poSkozuje EG vice nez celkova anestézie, byla potvrzena.

6.2.3 Analyza sublingvalniho mikrovaskularniho endotelialniho glykokalyx u pacientu

v intenzivni péci — prospektivni observacni studie

Hodnoty PBR pacienti v intenzivni péci vykazovaly vysokou variabilitu, ktera
neumoznuje jejich praktické vyuziti v predikci sepse nebo pozitivni bilance tekutin. Vyssi
hodnoty PBR byly spojeny se septickym Sokem, pozvolnym vznikem kritického stavu
a pritomnosti CRRT. Hodnoceni EG v klinickych studiich by mélo byt zaloZzeno na kombinaci

vice metod.

Hypotéza, ze tize stavu pacienta v intenzivni péci a metody ndhrady orgénovych funkci

poskozuji EG, nebyla pln¢ prokéazana.

6.2.4 Vliv podani tukové emulze v ramci parenteralni vyZivy na integritu endotelidlniho
glykokalyx u pacientii po chirurgickém vykonu — mikroskopicka a biochemicka

pilotni studie

Infuze tukové emulze trvajici Sest hodin nebyla spojena s vyznamnymi zménami EG

hodnocenymi parametrem PBR a plazmatickou koncentraci syndekanu—1.

Hypotéza, ze podani tukové emulze poskozuje EG, nebyla potvrzena.
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6.2.5 Vliv poruch metabolizmu lipidi na endotelialni glykokalyx — pilotni observa¢ni

studie

V nasi pilotni studii jsme prokazali statisticky vyznamné rozdilnou miru poskozeni EG
u pacientil s korigovanou dyslipidémii na terapii statiny a u pacientl se syndromem kratkého
stteva s pomocnou DDPV. Hodnoty zvolenych ukazateld stavu EG byly u pacientl
s dyslipidémii srovnatelné se zdravou populaci, coz poukazuje na mozny protektivni vliv
statini na EG. Prokéazali jsme stfedn¢ silnou korelaci mezi rozpadovym produktem EG,
syndekanem—1 a celkovym cholesterolem a LDL ¢asticemi. Nase nalezy koresponduji s udaji
v literatufe a potvrzuji, Ze EG mize byt jednim z terapeutickych cili v prevenci vzniku

aterosklerozy.

Hypotéza, Ze porucha metabolizmu tuki koreluje s poskozenim EG, byla potvrzena.

6.2.6 Hodnoceni stavu endotelialniho glykokalyx u zdravych dobrovolnikii — observac¢ni

studie

Studie prezentuje hodnoceni EG u mladych zdravych jedinci pouZitim
videomikroskopické metody s parametrem PBR a biochemického stanoveni koncentrace
syndekanu—1. Vysledky mohou byt pouzity k porovnani s kohortami stejné starych jedincu

nebo v piehledovych ¢lancich.
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