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1. UVOD DO PROBLEMATIKY



1.1. Pokroky ve studiu mikrocirkulace

Mikrocirkulace méa zasadni Glohu v interakcich mezi krvi a cilovymi tkanémi,
strukturalni a funkéni zmény na urovni mikrocirkulace jsou patofyziologickym mechanismem
vyvoje fady akutnich zdvaznych syndromi a onemocnéni vCetné sepse, syndromu
multiorganové dysfunkce a viech forem Sokovych stavii.' Progresivni rozvoj novych metod
studia mikrocirkulace v€etné vypocetnich technologii a softwaru v poslednich nékolika letech
umoznil analyzu fady patofyziologickych stavli na Grovni zobrazeni mikrocirkulacni sité a to
jak vexperimentu, tak postupné¢ v klinické praxi. Dilezitym posunem ve studiu
mikrocirkulace byl vynalez Warrena Gronera v poloviné devadesatych let minulého stoleti,
ktery vyvijel optickou technologii Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging ptivodné
ke stanoveni poctu erytrocyti a leukocytli pfimo u lizka neinvazivni cestou. Bezprostiedné
poté se projevil obrovsky potencial metody OPS imaging s moZnosti zobrazit pohybujici se 1
stojici sloupec erytrocyti a tim i mikrocirkulaéni sit’.® Tato optickd metoda (principy viz kap.
1.3.1) umoznila vizualizaci mikrocirkulace vredlném case bez pouziti fototoxickych
fluorescencnich barviv, coz piineslo obrovsky posun v potencialnim vyuziti této vySetfovaci
metody, timto byla nalezena alternativa k intravitdlni mikroskopii (IVM), ktera je zlatym
standardem pro vySetfovani a vyzkum mikrocirkulace, nicméné nutnost pouziti
fluorescencnich barviv a velikost instrumentaria omezuje pouziti IVM na experimentalni
vyzkum. Groner dokdazal inkorporovat technologii OPS do malé sondy s moZnosti snadné
manipulace a se sterilizovatelnou koncovou ¢ockou, byly vytvofeny prvni komeréné dostupné
pristroje CYTOSCAN™ A/R a CYTOSCAN™ E II. Naslednym logickym krokem pied
zavedenim metody OPS do experimentédlniho 1 klinického vyzkumu byla série valida¢nich
experimentalnich studii porovnavajicich OPS zobrazeni mikrocirkulacni sité jednotlivych
organovych systémut, kde technologie IVM byla povazovana za ,zlaty* standard pro
stanoveni zakladnich mikrocirkula¢nich parametrt ziskanych obéma metodami. Nej€astéjSim
modelem pro validaci nové optické metody bylo ischemicko-reperfusni poSkozeni tkani a
organi. Metodou OPS a IVM byly ziskdny a nasledné¢ porovnany celkem cCtyfi zdkladni
mikrocirkulaéni parametry (FCD — funk¢ni kapilarni denzita, primér arteriol a venul a
rychlost pohybu erytrocytti ve venulach).”® S pouzitim Bland-Altman analyzy pro porovnani
hodnot z obou metod byla postupné¢ metoda OPS zobrazeni Gspé$né validovana pro vySetieni
mikrocirkulace v oblasti perifernich tkéni (kozni fasa, pficn¢ pruhovany sval) i vnitfnich

organu (tlusté a tenké strevo, jatra, pankreas). V humannich studiich byla validace omezena



na snadno dostupné povrchové tkané (nehtové lizko) ev. sliznice. Metoda OPS pi1 vySetteni
nehtového lazka byla srovnavana s konvenéni kapilarni mikroskopii pfed a po venosni okluzi
u zdravych dobrovolnikli. Vysledky valida¢nich studii s OPS technologii potvrdily
akceptovatelné¢ odchylky v mikrocirkulacnich parametrech v porovnani sIVM. Pfi
respektovani zékladnich limitaci se OPS metoda s pouzitim CYTOSCAN mikroskopu stala
akceptovanou alternativou k intravitalni mikroskopii. Tim byla zahajena pted 10 lety nova éra
vyzkumu mikrocirkulace s moZnosti vySetfit mikrocirkulaci v realném case jak v experimentu
na zvifeti, tak u lizka nemocného ¢i u nemocnych v perioperacnim obdobi. Konkrétni
vysledky validagnich studii a jejich rozbor byly prehledn& shrnuty v literatute jiz diive.”"

OPS technologie a CYTOSCAN mikroskopy byly postupné nahrazeny novou generaci
komer&né dostupnych Microscan™ videomikroskopti vyuzivajicich vylep$enou metodu
znamou jako Sidestream dark-field (SDF) imaging. SDF mikroskopie poskytuje vétsi
rozliSeni, kontrast a hlubsi tkdfovy prinik a to pfi zachovani snadné ru¢ni manipulace se
sondou SDF videomikroskopu (principy viz kap. 1.3.2)."' U ¢lovéka je pouzitelnd na
slizni¢nich povrSich a na povrchu nékterych organi. NejcastéjSim vySettenim v humannich
studiich je tedy mikrocirkulace sublinguélni oblasti, v periopera¢nim obdobi byla vySetfovana
mikrocirkulace povrchu jater, slizni¢éni mikrocirkulace tenkého 1 tlustého stfeva, vySetfovan
byl peroperacné 1 povrch mozku a kortex ledviny po dekapsulaci.

Prudky rozvoj novych neinvazivnich optickych technologii s moZnosti
bedside vySetfeni mikrocirkulace vSak klade velké naroky na vypocetni techniku a
softwarovou analyzu ziskanych morfologickych obrazii mikrocirkula¢ni sité. Hlavnim
problémem v prvnich letech SDF videomikroskopie byla znacnd casova a softwarova
narocnost off-line analyzy ziskanych videosekvenci s dynamickou morfologii mikrocirkulace.
Byly tedy ziskavany dynamické zaznamy chovani mikrocirkula¢ni sité¢ v redlném case, ale
vyjma hrubych patologii je nebylo moZné rychle popsat &i interpretovat. Proto bylo
v poslednich letech vénovédno obrovské usili ve vyvoji automatické softwarové analyzy
umoziujici redukovat ¢asovou naro¢nost a ptiblizit se analyze v realném case, tedy dostupné
bezprostiedné po vySetfeni. Prvni off-line softwarové analyzy OPS zobrazovani byly
provadény nejéastéji systémem Caplmage (Zeintl, Heidelberg, Némecko),'”” posléze byl
vyvinut pon¢kud jednodussi systém automatické vaskularni analyzy AVA 1-3 (Automated
Vascular Analysis, Microvision Medical, Amsterdam, Nizozemi)."> Intenzivni vyzkum a
vyvoj softwarové technologie a principii on-line analyzy probihd doposud, jeho cilem je

vyvinout pln¢ automatickou rychlou analyzu redukujici ¢asovou naroc¢nost hodnoceni na
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minimum a redukujici vliv semikvantitativnich ukazateli mikrocirkulace s eliminaci
subjektivnich prvka hodnoceni mikrocirkulaéni sits."*

V pribehu rychlého rozsifeni novych optickych technologii typu OPS a zyjm. SDF
videomikroskopie do experimentdlniho 1 klinického vyzkumu se ukadzal novy problém
v podobé nejednotné analyzy mikrocirkulaénich dat, velkého podilu semikvantitativnich
ukazatelll a rozdilného vybéru hlavnich analyzovanych parametrii. Nejvétsi vyzvou ve
vyzkumu mikrocirkulace pak nadale ziistava spravnd interpretace ziskanych dat, systém tizeni
tkanové perfuze na Grovni mikrocirkulace a moznosti jejiho terapeutick¢ho ovlivnéni. Velka
pozornost byla a je dosud vénovana sjednoceni postupli pii analyzach mikrocirkula¢ni sité
tak, aby vysledky jednotlivych experimentalnich 1 klinickych studii s technologii OPS a SDF
byly porovnatelné. Za timto tcelem vznikla prvotni doporu€eni pro charakteristiku pritoku
v kapilarach dle Boermy, ktery klasifikoval pratok stupném 3 pro kontinualni pritok,
stupném 2 pro oblenény tok, stupném 1 pro intermitentni tok a stupném 0 pro kapilary se stop
flow.">'® Postupn& se z pochopitelnych diivodt ukazalo, Ze doporudeni pro hodnoceni
mikrocirkulace v odliSnych organovych systémech museji byt modifikovana z divodu
organové specifickych vlastnosti mikrocirkulace. Detailné je propracovana napt. metodika

17-1 y
19 nebot chovani

popisu mikrocirkulace jednotlivych vrstev stieva véetné mukdzy,
splanchnické mikrocirkulace za tzv. ,low-flow states” nejriznéjsi etiologie je predmétem
intenzivniho klinického vyzkumu. Selhdni perfuze stfeva a stievni bariéry je daleZitym
patofyziologickym mechanismem rozvoje syndromu multiorgdnové dysfunkce.” Zatim
nejobecnéj$i a nejkomplexnéjsi doporuceni pro hodnoceni mikrocirkulace formulované na
zékladé mezinarodni mezioborové konference®’ bylo formulovano vroce 2007 a z tohoto

vychazi vétSina analyz mikrocirkulace ve studiich publikovanych v poslednich letech

s moznosti porovnani vysledkt a pfesnosti méteni.

1.2. Patofyziologie mikrocirkulace s diirazem na hepatosplanchnickou

oblast

Komplexni funkce jater zajiSt'ujici hepatickou homeostazu jsou vysoce zavislé na

adekvatni funkci mikrocirkulace a jeji fyziologické regulaci. Klicova role mikrocirkula¢ni

dysfunkce byla dokumentovana u ischemicko/reperfusniho poskozeni jater,”?* u

2 . r ’ vy . .y
transplantaci® a jaternich resekci s roz$ifenou hemihepatektomii*®

a také u syndromu
multiorganové dysfunkce septické etiologie.”” Experimentalni i klinické mikrocirkulagni

studie poslednich let poukazuji na vyraznou diskrepanci mezi zachovalymi parametry
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syst¢tmové hemodynamiky s normdlnim transportem kysliku a detekovatelnymi zménami
mikrocirkulace v ranych fazich Sokovych stavi.'™*® Je jasné prokazané, e uprava systémové
hemodynamiky nemusi byt provazena upravou regiondlni mikrocirkulaéni dysfunkce a
tkafiové hypoxie ve splanchnické oblasti.”

Ackoli regulacni mechanismy jaterniho pratoku na urovni sinusoid nejsou doposud
dostate¢né¢ exaktné popsany, predchozi experimentalni studie jasné¢ ukézaly, Zze obnova
efektivni mikrovaskularni perfuze je limitnim faktorem zotaveni jaternich funkci bez ohledu
na striktni normalizaci systémové hemodynamiky.*® Zakladnim klinickym problémem jsou
zcela omezené moZnosti pfimého vySetfeni jaterni perfuze na mikrovaskularni Grovni v béZné
klinické praxi. Zcela unikatni moZnosti k ptfimému studiu a vySetteni jaterni mikrocirkulace v
klinice je peroperacni obdobi u nemocnych podstupujicich nitrobfi$ni vykony na jaternim
parenchymu 1 mimo n¢j. V prvnich zcela ojedinélych piipadech (jaterni resekce u Zijicich
darcii a ortotopické transplantace s vySetienim graftu) byly pravé pouzity neinvazivni optické
technologie typu OPS a SDF zobrazeni, kdy byla zjiSt€éna korelace mezi inicidlnim
mikrocirkulaénim statutem a Gasnou funkei graftu.>2° Uréitou alternativu predstavuje i laser
Doppler flowmetrie, kde by podminkou k perioperaénimu vySetfeni nebyla ani laparotomie,
vzhledem k velikostem dostupnych laserovych sond.

Za fyziologickych podminek piitéka krev do jater cestou a. hepatica (500ml/min) a
cestou v. portae (1500ml/min). Mechanismy regulujici hepatickou mikrocirkulaci s ohledem
na dudlni charakter perfuze jater jsou velmi komplexni, zdkladni v soucasné dob& znamé

31 Akoli jaterni

principy byly velmi podrobné shrnuty v recentni svétovém pisemnictvi.
sinusoidy, stejné jako kapilary ostatni mikrocirkulaéni sité, neobsahuji cévni hladké svalové
buiiky, je vSeobecné akceptovanym faktem, ze mohou podl€¢hat aktivni konstrikci
zprostiedkované specializovanymi kontraktilnimi pericyty (Itovy bunky, HSC - hepatic

stellate cell).**>*

Regulace kapilarniho pritoku se také uskuteciuje aktivnimi morfologickymi
zménami endotelii, tzv. buckling.>>’ Existuje unikatni vztah mezi portalnim a arterialnim
cévnim systémem jater, uplatiiuje se koncept specifické komunikace mezi obéma
vaskularnimi systémy.*® Ukazuje se, e diky arteriolo-portalnim anastomozam existuji zkraty
mezi obéma vaskularnimi systémy jater. Bylo prokdzano, Ze tyto zkraty hraji kli¢ovou ulohu
pro stabilitu dodavky kysliku a Zivin v jaternim parenchymu.*’

Regulace mikrocirkulace jater mize byt ovlivnéna t¢inkem potentnich vazoaktivnich
substanci. Endoteliny (ETs), tromboxan A2, angiotensin II a katecholaminy jsou potentnimi
vazokonstriktory, opaéné¢ oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a prostaglandiny jsou

povaZzovany za potentni vazodilatatory, které za fyziologickych okolnosti vyvazuji G€inky
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vazokonstrikénich latek. V poslednich letech je vénovano velké Gsili vyzkumu vlastnosti a
vztahu mezi endoteliny s jejich receptory na strané jedné a enzymovymi systémy uvolilujici
vazoaktivni gase6zni molekuly NO a CO na stran¢ druhé (jednd se o syntetazu oxidu
dusnatého a hem-oxygenazovy systém).*’ Diléi vyzkumy poslednich let ukazuji mozny podil
podavanych anestetik na ovlivnéni rovnovahy mezi jednotlivymi systémy kontrolujicimi
perfuzi hepatosplanchnické oblasti na irovni mikrocirkulace.

V klidu protékéd splanchnickou oblasti ptiblizné¢ 30% minutového srdecniho vydeje,
z ¢ehoz ptipada asi 700 ml/min na truncus coeliacus, 500 ml/min na horni a 300 ml/min na
dolni mezenterickou tepnu.*' Priitok krve v kapilarach stfevni mukézy se miize pfi procesu
traveni zvysit o 70 az 100%. Jak jiz bylo feCeno, Sokové stavy, trauma, sepse ¢i velké
chirurgické vykony mohou byt pfi¢inou rozvoje syndromu multiorganové dysfunkce, kde
jednim z patofyziologickych mechanismi je redistribuce krevniho pritoku vedouci
k regionalni organové hypoperfuzi s obtizné¢ predikovatelnymi dopady. Tento neptiznivy stav
miZe pretrvavat i pies normalizaci systémové dodavky kysliku.** Je fada velmi
opodstatnénych diavodi, pro¢ je nutné se ve vyzkumu, klinice 1 1é€bé Sokovych stavi
zamétovat na perfuzi stfeva a znamky jeji dostatenosti. Klidova tkanova tenze kysliku ve
sttevni mukoze (ptO,) je 1 za normalnich okolnosti nizk4 a €ini 15-20 torr, coZ je zplsobeno
minimalné dvéma mechanismy. Jednak je to nizkd4 hodnota efektivniho hematokritu

v kapilarach klkai diky fenoménu “plasma-skimming - odstfedéni plasmy“*

, jednak je to
zcela zvlastni mikrocirkulaéni architektura klku s protiproudovou vyménou kysliku mezi
ptivodnou arteriolou a odvodnou venulou v dlouhé ose klku (Obr. 1A,B).*** Za normalnich
okolnosti tato zkratova difuse kysliku neni pro integritu klki nebezpecna a to 1 presto, Ze
v prubéhu traveni klesd ptO, aZ na 5 torr. Stfevni mukoéza mé schopnost velmi vysokého
navySeni extrakce kysliku, stfevo je totiz organem s nejvys$i hodnotou kritické dodavky
kysliku (DO,). To je takova hodnota dodavky kysliku, kdy se jiz extrakéni pomér pro kyslik
nezvySuje a extrakce kysliku je tedy pfimo zavisla na jeho doddvce. Po dosazeni hodnot
kritické dodavky kysliku mtze dojit k hypoxii vrcholovych partii klku a desintegraci stfevni
bariéry s moznosti bakterialni translokace do ob&hu.*® Je viak prokazano, e metabolismus
stfevni mukézy miize fungovat uréity Gas za ,,low flow* stavu a to bez nadprodukce laktatu.”

Mechanismy regulujici pratok krve jednotlivymi vrstvami stfevni stény lze obecné
rozdélit na intrizické a extrinzické. Stfevo ma velmi bohaté zdsobeni nervovymi vlakny
sympatiku, coz za stresovych podminek (krvaceni, Sokové stavy, trauma, velké chirurgické
vykony) vede k excesivni vasokonstrikci s masivni redistribuci krevniho pritoku ze

splanchnické oblasti do vitalné dulezitych organi. Specifickym faktorem ovliviiujicim priitok
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krve stfevnimi kapilarami jsou velké zmény osmolarity vznikajici pfi procesu traveni
jednotlivych nutrientl. Regula¢ni mechanismy stfevni perfuze jsou shrnuty v Obr. 2A,B.
Obr. 1A,B: Protiproudova vyména kysliku v klku — fyziologicky shunt a mikrovaskularni

struktura klku (podle de Figueireda® a Spannera®’)

PO, =30 mmHg

PO, =4immHg

PO, =40mmHg

PO, =60 mmHg

PO, =60 mmHg

l PO, =100mmHg

venule
arteriole

Protiproudovda  vyména  kysliku mezi Vaskularni  anatomie  lidského  klku
privodnou arteriolou a odvodnou venulou s radialni orientaci kapilar, tuéné arterioly,
s progresivnim  sniZzovanim  arteriolarni bile venuly
tenze kysliku (paO,)

Mezi etiologické faktory mezenteridlni ischemie a stfevni hypoperfuze patii arterialni
embolizace, arteridlni trombdza a Zilni trombodza. Tyto mechanismy tvoii 70-80% pfticin
stfevni ischemie. Ve 20-30% piipadi sttevni hypoperfuze se vSak jedna o tzv. non-okluzivni
mezenterialni ischemii, ke které dochazi v priibéhu ,,low flow states* v hepatosplanchnické
oblasti a to z nejriiznéjSich piicin véetné hemoragie, sepse a ostatnich forem Sokovych stavi.
Tyto patofyziologické mechanismy jsou shrnuty v Obr. 3.

Vyzkum modernich anestetik a anesteziologickych technik ptindsi nové piekvapivé
poznatky v oblasti tzv. non-anestetickych ucink anestetik véetné téch ovliviiujicich
organovou perfuzi a mikrocirkulaci.*® Zmény v mikrovaskularni reaktivité, metabolismu NO
a uvolilovani cytokini jsou hlavnimi pfedpokladanymi mechanismy, jez ovliviiuji fizeni
mikrocirkulace. Vzhledem k obligatornimu pouzivani anestetik, hypnotik, opioida ¢i jinych
anesteziologickych technik v bezpoctu kritickych stavii je velmi aktudlni a opravnénou

otdzkou vliv anestetik a pfidruzenych anesteziologickych technik na mikrocirkulaci organii,
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zjm. pak v hepatosplanchnické oblasti. VySe uvedené mechanismy a jejich dopady jsou
hlavnim zaméfenim této prace a jsou detailné¢ probrany v kap. 1.5 a 5.

Obr. 2A: Intrinzické mechanizmy regulujici stfevni perfuzi

Mechanismy kontrolujici perfuzi mikrocirkulace

Myogenni Metabolické Neuroimunohumoralni
Wall shear stress pO2 Endogenni KA
Viskozita pCO2 Endogenni KS

Laktat, H+

Autokrinni @ parakrinni interakce

Pressure — flow autoregulace
Reaktivni hyperemie
Hypoxicka vasodilatace

Obr. 2B: Extrinzické mechanizmy regulujici stfevni perfuzi

Zevniregulacni
faktory

Cirkulujici Intenzivni . ,
vasoaktivni sympaticka heﬂgaer::r\ﬁi‘ka
latky inervace y
A\

Arterioly submukoézy (2A) < —a~ > mukozy (3A)

Aktivita RAAS
Redistribuce minutového srde€niho vydeje
(do jedné minuty aZ o +/-1 L)
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Obr. 3: Patofyziologické mechanizmy sttevni hypoperfuze

HYPOVOLEMIE MIMOTELNI OBEH HEMORAGIE

SEPSE TRAUMA+ACS AKUTNIi SELHANI OBEHU
CHIRURGICKE TRAUMA POPALENINOVE TRUMA

Redistribuce srde¢niho vydeje @ Aktivace RAAS a sympatiku

Hypoxie vrcholovych partii klkii Desintegrace klku a stifevni bariéry

=

Zvyseni permeability Translokace bakterii a toxinu

SYNDROM MULTIORGANOVE DYSFUNKCE

1.3 Nové metody studia mikrocirkulace v experimentu a v klinické praxi

1.3.1. Orthogonal polarization spectral imaging (OPS)

Technologie OPS imaging byla vyvinuta v Cytometrics, Inc. (Philadelphia, PA, USA)
se zamérem vytvoiit videomikroskop umoziujici vytvofit vysoce kontrastni obraz
mikrocirkulace v odrazeném svétle.* Zcela pavodnim zamérem vsak byl vyvoj piistroje,
ktery by umoznil analyzu obrazii mikrocirkulace a poté na principu spektrofotometrie
stanoveni krevniho obrazu bez nutnosti odbéru krve.”® Konvenéni reflekéni zobrazovani
(CRI) neumoziiuje vznik vysoce kontrastniho obrazu v disledku mnohocetného rozptylu
svétla na povrchu. Tento jev je eliminovan technikou OPS, kdy linearné€ polarizované svétlo
prochazi pres déli¢ paprskii a dopadd na povrch tkané. VéEtSina odrazené¢ho svétla zlstava
polarizovdna a neprochdzi tak ortogonalné situovanym druhym polarizitorem -—
analyzatorem, tudiz se nepodili na tvorb¢é obrazu. Svétlo, které prochdzi do hloubky tkan¢,
kde dochdzi k viceCetnému rozptylu, je depolarizovano a milze tedy projit druhym
polarizdtorem a vytvofit obraz na pozadi (Obr. 4). K dosazeni optimalniho obrazu
mikrocirkulace byla zvolena vinova délka emitovan¢ho svétla 548nm, pii které je maximum
absorbce rovnomérné rozdéleno mezi oxy- a deoxyhemoglobin. Dva fyzikalni jevy se tak
podileji na vzniku obrazu v odraZzeném svétle: absorbce nezbytna pro dostate¢ny kontrast a

rozptyl nezbytny k formovani obrazu na pozadi (iluminaci).6 Tak dochazi ptimo k vizualizaci
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krevnich cév mikrocirkulace metodou OPS imaging. Detailni popis technologie OPS imaging

a jejich principt dle Gronera a jeji dalsi technické aspekty byly publikovany jiz diive.>'

1.3.2. Sidestream dark-field (SDF) imaging

Mirné odliSny je princip dalsi jesté citlivéjsi optické metody — Sidestream dark-field
(SDF) imaging. Diody (LEDs) emitujici zelené svétlo (540+£50 nm) jsou uspofadany do kruhu
na konci optické sondy. Toto svétlo ptimo osvétluje tkdniovou mikrocirkulaci. Zdroj tohoto
svétla je opticky izolovan od jadra optické sondy, kde prochdzi svétlo emitované zpét tkani
(Obr.5). Proto SDF technologie poskytuje zobrazeni mikrocirkulace s vétSim rozliSenim a
kontrastem v porovnani s OPS technologii.’® Tak je moZno zietelné pozorovat pohybujici se
erytrocyty a obraz analytickym softwarem vyhodnotit. SDF sonda je kryta plastovou
vymenitelnou sterilni ¢ockou, se sondou je mozno vySetfovat piimo drzenim v ruce nebo I€pe
prostfednictvim nastavitelného fixatoru s flexibilnim ramenem (Obr.6 A,B,C). Zavedeni
vySetteni SDF sondou do rutinniho vyzkumu mikrocirkulace jasné prokazalo kli¢ovou ulohu
fixatniho ramene s mikroposuvem pii eliminaci artefaktl, tato zafizeni jsou nadale

’ 4
zdokonalovéna.”>?

Principy SDF zobrazeni a porovnani SDF a OPS technologie byly
detailn& studovéany autory Incem a Goedhartem.>

Obr. 4: Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging, optické schéma

CCD VIDEOKAMERA DELIC PAPRSKU

- ’v
\ 4 4
74 =
3 2 1 2
DRUHY POLARIZATOR CILOVA TKAN

C OGONALNTI . .
(ORTOBONALND PRVNI POLARIZATOR

ZDROJ SVETLA

Vychozi polarizované svétlo (1) je vysilano k cilové tkani prostiednictvim délice paprski (2).
Depolarizované rozptylené svétlo prochéazi ortogonalnim polarizatorem (analyzatorem) (3) a dopada na

CCD videokameru. Odrazené polarizované svétlo (4) je eliminovano ortogonalnim polarizatorem.
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Obr. 5: Sidestream dark-field imaging (SDF) - optické schéma

(6) VIDEOKAMERA

(4)CENTRALNI CAST
—1—SVETELNEHO VODICE

)QZ\’E'SOVACI' COCKY

(2) LEDs 540 + 50 nm

(1) ZELENE
SVETLO 3
~

MIKROCIRKULACE
TKANE

(1) Zelené svétlo je emitovano smérem k cilové tkani
(2) perifernimi 540 £ 50 nm svétlo emitujicimi
diodami / zangl. light-emitting diodes (LEDs) /
usporadanymi do kruhu na konci svételného vodice.
Mikrocirkulace je pfimo osvétlena a prosvicena ze
strany zelenym svétlem absorbovanym molekulami
hemoglobinu v erytrocytech, jez pozorujeme jako (3)
tmavé pohybujici se buriky. Zobrazovaci centralni ¢ast
svétlovodného kanalu (4) je opticky isolovana od

LEDs. Zvétsovaci ¢ocka (5) promita obraz na kameru

(6).

Obr. 6A: Schéma stabiliza¢niho a fixaéniho ramene pro SDF sondu

(1 ) FLEXIBILI RAMENO

(2)MIKROPOSUVNY SROUB

(4) COCKA MICROSCAN =9
(5) ciLovA TKAN =

(3)SDF SONDA

(1)Flexibilni rameno umoziujici
horizontalni, vertikalni rota¢ni pohyby
zakoncené specialnim adaptérem s (2)
mikroposuvnym Sroubem zajistujicim
pohyb SDF sondy (3) a MicroScan ¢oc¢ky

(4) v rozmezi +/- 5 mm k cilové tkani (5).
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Obr. 6B: SDF sonda fixovana v ileostomii

SDF sonda ve fixacnim rameni umisténa
v nasténné ileostomii v experimentu na

praseti. Viastni fotodokumentace

SDF sonda je propojena se zdrojem a
s prevodnikem, ktery odesila signal do
pocitace, kde je videosekvence

z mikrocirkulace ukladéana a déle

vyhodnocovana. Viastni fotodokumentace
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1.3.2.1. Zakladni metodologie analyzy mikrocirkulace ve vybranych

organovych systémech

Mikrocirkulacni sit’® zobrazenda metodou OPS a SDF zobrazeni ma organove
specifickou strukturu, proto i1 analyza zmén mikrocirkulace zohlediiuje vedle obecnych
pravidel pro analyzu 1 specifickou morfologii mikrocirkulace v jednotlivych organovych
systémech. Zakladnim statickym parametrem hodnocenym pii analyze mikrocirkulace je
funk¢ni kapilarni denzita (FCD — Functional Capillary Density), parametr je definovan jako
dé¢lka kapilar perfundovanych erytrocyty vztazena na jednotku plochy, obvykle v jednotkach
cm/cm’. Parametr FCD je tak piimym ukazatelem nutri¢ni tkanové perfuze a nepiimym
ukazatel dodavky kysliku do tkani na regionalni trovni. Tento fakt byl potvrzen studiem
ischemicko-reperfuzniho poSkozeni na vysoce standardizovaném modelu mikrocirkulace
kozniho laloku a kosterniho svalu u laboratorniho kfetka.’®>” P¥i analyze mikrocirkulace
povrchu jater je obdobné méfen parametr funkéni sinusoidalni denzita (FSD — Functional
Sinusoidal Density). DalSimi statickymi parametry jsou kapildrni primér resp. sinusoidalni
prumér (SD — Sinusoidal Diameter), venularni primér a primér postsinusioddlnich venul
(PSVD — Postsinusiodal Venular Diameter). Podstatné slozitéj$i je analyza mikrocirkulace
jednotlivych ¢asti stfevni stény. Standardni analyzou je stanovena zvlast FCD
v longitudindlni a cirkularni svalové vrstvé stfeva. Velkd pozornost je vénovéana analyze
mikrocirkulaéni sité sttevni mukozy a perfuzi sttevnich klkd. Zatimco FCD longitudindlni a
cirkularni vrstvy stfevni stény lze vySetfit OPS ¢i SDF sondou ze serosniho povrchu stieva,
mikrocirkulace stfevni mukozy se vysetfuje cestou standardizované stomie provedené na
antimezenterialni stran¢ stfeva. Velmi vysoka hustota kapilarni sité stfevni mukozy (ptes 500
cm/cm’) vyzaduje vysoké rozlideni zobrazovaci metody a klade vysoké naroky na off-line
analyzu, proto bylo vytvoieno a zkoumano nékolik modelli analyzy mikrocirkulace stfevni
mukozy s ohledem na jeji vyznam pii rozvoji syndromu multiorganové dysfunkce, jak bylo
uvedeno vySe. Kromé méteni FCD stfevni mukdzy bylo pouZito i semikvantitativni méteni
hustoty perfundovanych klkt, tzv. villus density (VD), které zavedl Nakajima pfi
porovnavani zmén perfuze sttevni mukozy v pribéhu hemoragického a septického Soku. VD
je dédna pomérem poctu kontinudlné perfundovanych klkii a celkovym poctem zobrazenych
klkii v definované oblasti.'®

Hodnoceni dynamickych parametric mikrocirkulace (rychlosti krevniho pratoku

v kapilarach, arteriolach, venuldch, charakter prodéni) je doposud pfedmétem intenzivniho
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vyzkumu jak v oblasti metodologie, tak v oblasti interpretace ziskanych dat.'’" Jednim
z prvnich semikvantitativnich dynamickych parametrd, ktery byl pouzitelny i1 v klinickém
vysetfeni mikrocirkulace je microvaskular flow index (MFI) zavedeny Boermou." Jedna se o
parametr nabyvajici hodnot od 0 do 3. VySetfované pole mikrocirkula¢ni sité je rozdéleno na
4 kvadranty, v kazdém kvadrantu je vybrana jedna kapiléra, jejiz pritok je hodnocen indexem
3, je-li tok kontinudlni, indexem 2 je-li zpomaleny (oblenény), indexem 1, je-li tok
intermitentni a indexem 0, je-li pozorovan ,stop flow.”“ Vysledny index MFI je ziskan
souctem indexi z jednotlivych kvadrant délenym 4. Byt se jednd o semikvantitativni
parametr zatizeny jistou mirou subjektivity v hodnoceni, je to nejpouzivanéjs$i hodnota pii
popisu dynamickych zmén mikrocirkulace v Sokovych stavech. V klinickém vyzkumu je
hodnota MFI vedle FCD hlavnim vyhodnocovanym parametrem v oblasti dostupné
sublingualni mikrocirkulace. Hodnoceni dynamiky mikrocirkulace ve splanchnické oblasti je
fokusovano na popis pritoku v mikrocirkulaci klki, zde se v experimentech analyzuje dle
Sareliuse rychlost krve ve vrcholové arteriole a ve tfech kapilarach a podstatné je, Ze
v kazdém casovém bod¢ na Casové ose experimentu se analyzuje mikrocirkulace ve tfech
riznych oblastech vysetfované tkan&.>® Ptiklady zobrazeni organové mikrocirkulace metodou
SDF jsou uvedeny v Obr. 7A-F, zékladni metodika analyzy mikrocirkulace v programu AVA

(Microvision Medical, Amsterdam, Nizozemi) je uvedena v Obr. 8§ A,B.
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Obr.7A: Mikrocirkulac¢ni sit’ kosterniho svalu potkana ( SDF, objektiv 5x, celkové 325x)

Vlastni
dokumentace

Obr.7B: Mikrocirkulaéni sit’ mukodzy ilea (klky) u prasete (SDF, objektiv 5x, celkové
325x)

Vlastni
dokumentace

Obr.7C: Mikrocirkula¢ni sit’ povrchu jater u ventilovaného potkana (SDF, objektiv 5x,

celkové §25x)

Vlastni
dokumentace

S — sinusoidy, PSV — postsinusoidalni venula
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Obr.7D: Mikrocirkulac¢ni sit’ na povrchu kortexu ledviny u potkana (SDF, objektiv 5x,
celkové 325x)

Vlastni
dokumentace

Obr.7E: Sublingualni mikrocirkulace u ¢lovéka, zdravy dobrovolnik (SDF, objektiv 5x,
celkové 325x)

Vlastni
dokumentace

Obr.7F: Mikrocirkulace povrchu mozku u kralika (SDF, objektiv 5x, celkové 325x)

Vlastni
dokumentace

C — kapilary, A — arterioly, V — venuly
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Obr.8A: Analyza sekvence mikrocirkula¢ni sité v programu AVA, importované video

Open video file

Review earlier analysis

Main menu

Focus threshold 0,004019
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Focus threshold 0805631
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Connect edge paints

24



1.3.3. Laser Doppler Flowmetrie (LDF)

Laser Doppler flowmetrie je neinvazivni diagnostickd metoda pro méfeni pratoku
krve ve tkanich na urovni mikrocirkulace. Je zalozena na principu Dopplerovského
frekvencniho posunu laserového paprsku svétla po interakci s pohybujicimi se erytrocyty.
Monochromatické svétlo o vlnové délce 780nm je vysildno optickymi vlakny smérem ke
tkani, zde dochazi k rozptylu svétla, zpétn€é odrazené svétlo je vedeno jinymi optickymi
vlakny smérem k fotodetektoru. Pfi interakci svétla s pohybujicimi se objekty (zde pohybujici
se erytrocyty) dochazi k frekvenénimu posunu svételného paprsku, jeho velikost je zavisla na
rychlosti pohybujicich se objekt. Odraz svétla od nepohybujicich se predméti frekvencni
posun nezpusobi. Vystupni signdl je komponovan zpoctu pohybujicich se erytrocytii a
z jejich praimérné rychlosti v mikroobjemu tkang, obvykle 0,3 — 1 mm”.>’ Vysledkem jsou
tedy arbitrarni jednotky, tzv. perfusion units [PU]. LDF technologie tedy neméti absolutni
hodnotu pritoku krve v definovaném objemu tkan€. Velmi podrobny popis metodologie,
principii, technickych omezeni a nejnovéjSich pokroka v laser Doppler flowmetrii pfinaseji
prace Rajana a Varghese® a Humeaua.®'

Zkusenosti s vyuzitim LDF v klinické praxi jsou pfedevSim u pacientd v sepsi, u
nich? byl méfen pritok mikrocirkulaci v kiZi, ve svalu, v gastrické a jejunalni sliznici.®***
Byt je metoda limitovina méfenim primérnych rychlosti v definovaném tkanovém
mikroobjemu a ziskand data tak nemusi odrazet heterogenitu krevniho pritoku
mikrocirkulaci, jedna se o metodu, jejiz postaveni v mefeni tkanové perfuze je vyjimecné
z n¢kolika diavodi. LDF technologie umoziiuje okamzit¢é méfeni mikropritoku v misté
aplikované sondy, je tedy ziskdn okamzity kvantitativni tidaj v redlném Case se zdznamem
jeho vyvoje v €ase. V poslednich letech byly vyvinuty vysoce specializované rizné typy sond
zcela ptizptisobené charakteru proméfované cilové tkané a celkovému experimentalnimu
designu v experimentu 1 klinice. Byly navrzeny a uspé€Sné pouzity kozni, endoskopicke,
jehlové 1 uzkoprofilové LDF sondy navic vybavené termocidlem ke kontinualnimu méteni
teploty k maximalni objektivité a porovnatelnosti ziskanych dat. Pfistroj k analyze LDF
signalu a typy jednotlivych LDF sond firmy Moor Instruments jsou v Obr. 9 a 10 A-E. Dalsi
nespornou vyhodou je velikost a snadna manipulace se sondami, v experimentu je mozné
métit mikropratok napt. v oblasti nékolika orgént splanchniku najednou v jeden Casovy
okamzik, coz umoziuje studium organové specifickych reakci mikrocirkulace na inzult (napf.

sepse, hemoragie, chirurgické trauma) a naslednou 16¢bu ¢&i jeji zmdnu. %
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Obr. 9: MoorVMS-LDF™ laser Doppler monitor

Dvoukanalovy a tfikanalovy Laser Doppler monitor zobrazujici hodnoty pritoku v perfusion units [PU] a

teplotu v oblasti kontaktu LDF sondy s cilovou tkani.

Obr. 10 A-F: Piiklady specialnich LDF sond pro MoorVMS-LDF™ laser Doppler
monitor

A) Jehlova LDF sonda typu VP 5 B) Jehlova LDF sonda typu VP 4

C) Kozni LDF sonda typu VP 1T
s teplotnim ¢idlem
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D) Endoskopicka sonda typu VP6ds
s bo¢ni emisi laserového svétla
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E) Specialni endoskopicka sonda typu
VP6L s bocni emisi laserového svétla
specialn€ konstruovana pro méreni
rektalniho pratoku



1.4 Studium mikrocirkulace a organové perfuze v periopera¢nim obdobi

Ptedchozi vyzkum jasné prokézal, Ze chirurgicky vykon mize byt pti¢inou zietelnych
zmén v mikrocirkulaci, které jsou jednak vysledkem rozvoje syndromu systémové
prozanétlivé odpovédi (SIRS), jednak tkafiové hypoxie a primého tkatiového poskozeni.®®®
Navic prokdzana souvislost mezi snizenym priitokem v mikrocirkulaci a zhorSenym hojenim
sttevni anastomo6zy vypovida o kauzalni roli mikrocirkulaéni dysfunkce v rozvoji nékterych

v 7 : . 1
pooperaénich komplikaci.”®’

Proto splanchnické hypoperfuze a hypoxie mohou byt pti¢inou
vzniku komplikaci, kdy se zd4, Ze intestinalni perfuze a s tim souvisejici bariérové funkce
mohou byt alterovany mnohem diive, nez systémovd hemodynamika. Nebo tato neni
alterovana vitbec a prvnim projevem hypoperfuze miize byt porucha pasaze, dehiscence
anastomézy &i postupny rozvoj syndromu multiorganové dysfunkce.”””® Nékteré recentni
prace jiz naznacuji prognosticky vyznam detekovanych zmén v mikrocirkulaci, které byly
indukovany chirurgickym traumatem.””

Jak jiz bylo zminéno dfive, velkou vyzvou pro dalsi experimentalni 1 klinicky vyzkum
splanchnické perfuze zlstdvaji metody a postupy umoziujici ¢asnou detekci splanchnickeé
hypoperfuze a hypoxie s moznosti monitorovat odpovéd’ mikrocirkulace na casny
terapeuticky zasah a to zejména v pooperacnim obdobi. Mezi zédkladni dostupné metody pro
posouzeni splanchnické perfuze patii laser Doppler flowmetrie (LDF), tkanova oxymetrie,
tkanova mikrodialyza, gastricka tonometrie a nové neinvazivni optické technologie typu OPS
a SDF zobrazeni. Rada tdchto metod je viak omezena v perioperaéni obdobi u velkych
vykoni abdomindlni chirurgie pouze na peroperacni fazi a to z diavodu své konstrukce ¢i
velikosti méficich sond, a tak neni mozno pokracovat v monitoraci v pribéhu pooperacni
péCe a sledovat tak napiiklad efekt terapeutickych intervenci na urovni orgénové
mikroperfuze — toto doposud prakticky umoznuje jen technologie LDF.

Urcitou moznosti je pak hledat vztah mezi peroperacnim vySetfenim mikrocirkulace a
pooperacni organovou funkci. Tuto zavislost sledoval Gero Puhl a kolektiv, kdy zjistili
metodou OPS zobrazeni korelaci mezi inicidlnimi hepatickymi parametry mikrocirkulace a
Gasnou funkci graftu u ortotopické transplantace jater u &lovéka.” Daldi variantou
periopera¢niho hodnoceni mikrocirkulace je jeji vySetfeni ve snadno dostupnych tkanich
(nejcastéji sublingualni sliznice, nékdy kolostomie). Z téchto vySetieni lze odvozovat status
organové perfuze, takto byla vySetfovdna napiiklad mikrocirkulace sublingudlni sliznice

metodou OPS  zobrazeni vpribéhu nekomplikované kardiochirurgické operace
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S 4

v hypotermii.” S ohledem na organové specifické tizeni krevniho pritoku v mikrocirkulaci je
ziejmé, Ze interpretace vysledkil je limitovana vztahem mezi sublinguédlni a splanchnickou
mikrocirkulaci, pfi¢emzZ tento vztah jest¢ nebyl podrobné popsan a definovan. Recentni
experiment na praseti studujici vliv kumulativni tekutinové bilance a hypervolemickeé
hemodiluce na mikrocirkulaci v mukéze ilea prokédzal, Ze perioperacni vys$$i stupent
hypervolemické hemodiluce s vyznamné pozitivni kumulativni tekutinovou bilanci vede k
poklesu funkéni kapilarni denzity v klcich a k poklesu poctu homogenné perfundovanych
klkid. Tyto zmény detegované technologii SDF zobrazeni vSak nebyly zachyceny v soucasné
vySetfované mikrocirkulaci sublingualni sliznice.”

Specifickou moznosti, jak kontinuidlné monitorovat splanchnickou perfuzi a jeji
zmény v celém periopera¢nim obdobi, je gastricka luminalni tonometrie. Metoda je zaloZena
na nepiim¢ monitoraci stupné anaerobniho metabolismu v Zalude¢ni sliznici pomoci méteni
slizniéni tkanové tenze CO, a arteridlniho bikarbonatu s pfedpokladem, Ze arteridlni
koncentrace bikarbonatu je vrovnovaze s jeho koncentraci v zalude¢ni sliznici, na zakladé
téchto méfeni a kalkulaci je stanovovana hodnota pH (pHi) v Zalude¢ni sliznici. Ackoli byly
uspesné provedeny perioperacni klinické studie s terapii zohlediiujici monitoraci splanchnické
perfuze gastrickou tonometrii,”** fada metodologickych omezeni limituje piimé pouziti
gastrické tonometrie v Siroké klinické praxi pro monitoraci 1 cilené ovlivnéni splanchnické
perfuze.®'*

Na zéklad€ dosavadnich zkuSenosti z klinickych 1 experimentalni studii je ziejmé, ze
optimdlni metoda k perioperacni monitoraci splanchnické perfuze musi splilovat tadu
naro¢nych kritérii (bezpecnost, jednoduchost, moznost vyhodnocovani v redlném case vcetné
odpovédi na terapeuticky zdsah, snadnd interpretovatelnost, vysoka senzitivita a uspokojiva
specificita, ¢asna detekce hypoperfuze a moznost pokraovat v monitoraci 1 v poopera¢nim
obdobi). Tyto podminky ziejmé¢ nebude mozné zajistit jedinou jednoduchou metodou, ale

moznym feSenim miZe byt napt. kombinace dvou metod (napf. LDF a SDF techniky ¢i LDF

a tkanoveé oxymetrie).
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1.5. Vliv vybranych anesteziologickych technik na mikrocirkulaci organii —
stav souc¢asného poznani

Prudky rozvoj anesteziologické péce v poslednich tfech dekadach zcela zménil pohled
na anesteziologickou péci jako celek. Hlavnim cilem anesteziologické péce jiZ neni pouze
umoznit chirurgicky vykon, zajistit analgézii, amnézii ¢i bezvédomi, ale dal§imi podstatnymi

atributy anesteziologie se staly jednak diraz na bezpetnost pacienta,®*

jednak dtraz na
vyzkum anesteziologickych technik véetn& jejich vlivu na outcome nemocnych.* V idealnim
piipadé€ je volba anesteziologické techniky pro individudlniho pacienta zaloZena na stanoveni
optimdlnitho poméru riziko/benefit ve smyslu ovlivnéni stresové odpoveédi, uspokojivé
tolerance ze strany pacienta a pfijatelnych nakladt. Naprosta vétSina klinickych studii
zaméfenych na anesteziologickou techniku aoutcome porovndva celkovou anestézii

s kombinovanou anestézii (celkova + epiduralni, ev. spinalni) a to zejména v abdominalni,***’

hrudni® a vaskularni chirurgii®”

a v ortopedii.”’ Dosavadni studie ptinesly rozporuplné
vysledky hodnoceni vlivu anesteziologickych technik na outcome, velka metaanalyza
prokazala pouze niz§i vyskyt trombotickych komplikaci ve skupiné s regiondlni nervovou
blokadou,” n&které jednotlivé prace prokézaly kratii dobu hospitalizace u nemocnych
s neuroaxialni blokadou.®”” Obtizna prokazatelnost vlivu anesteziologickych technik na
outcome nemocného v chirurgickych oborech je zfejmé¢ dana mnozstvim faktori
ovliviiujicich vysledek 1€¢by u této skupiny nemocnych, dal§imi divody mohou byt
nejednotny design a statisticka analyza. Pfesto je zifejmé ze hlavnimi faktory potencidlné
ovliviiujici outcome jsou efektivni peroperacni a pooperacni lécba bolesti blokujici stresovou
odpovéd a cilend optimalizace organové perfuze.

V uz8im pohledu mezi anesteziologické techniky a postupy, které maji rozlicny dopad
na organovou perfuzi a mikrocirkulaci, patfi jednak volba techniky celkové anestézie
(inhala¢ni, intraven6zni, volba jednotlivych anestetik), kombinované anestézie (celkova +
epiduralni nebo celkova + periferni blokada) a typu regiondlni blokddy vcetné volby
lokalnich anestetik. V SirSim pohledu k anesteziologickym technikdm ovliviiujicim
organovou perfuzi a mikrocirkulaci patii strategie perioperacni tekutinové 1é€by €1 metody
izovolemické hemodiluce. Byl také prokazan pozitivni vliv zvysené dodavky kysliku,’**?
perioperaéni normotermie’® a optimalizované tekutinové 1é¢by na incidenci pooperaénich
komplikaci a délku hospitalizace.”®” Obecné faktory ovliviujici pooperacni vysledky 1é&by

jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tab. 1. Faktory ovliviiujici pooperaéni vysledky 1é¢by

Pacient
ASA Klasifikace
Rizikové faktory, komorbidity
Casna mobilizace
Anesteziologické faktory
Anesteziologické techniky
CA, SA, EA, CSE, CA+EA, nervové blokady, volby anestetik
Peropera¢ni oxygenoterapie, udrzovani normotermie
Strategie perioperaéni tekutinové 1é¢by
Techniky pooperacni 1écby bolesti — multimodalni ptistup
Chirurgické faktory
Oblast chirurgického vykonu
Chirurgicka technika
ZkuSenost chirurga
Mistni podminky (kvalita péce, vzdélanost sester, monitorovani)

Nezjisténé patologické zmeény

ASA — American Society of Anesthesia, CA — celkova anestézie, SA — spinalni
anestézie, EA — epiduralni anestézie, CSE — kombinovana spino-epiduralni
anestézie.

1.5.1. Vliv perioperac¢ni tekutinové strategie na organovou perfuzi
Ptes velké usili vénované tekutinové strategii v prubéhu velkych bfisnich vykonti zhstava
perioperaéni tekutinova 1é&ba predmétem mnoha diskusi.”®” Pfedmétem mnoha odbornych

uvah je jednak tekutinova terapie rtiznych koncepci (liberdlni versus restriktivni tekutinovy

100 101,102

rezim), jednak volba samotnych ndhradnich roztokii ¢i jejich kombinace a
v neposledni fad¢ je to dopad izovolemické ¢i hypervolemické hemodiluce na organovou
perfuzi a mikrocirkulaci a to sohledem na mikrocirkulaéni zmény spojené s poklesem
viskozity krve.'” Adekvatni tekutinova terapie kompenzujici hypovolémii v tvodu velkého i
nekomplikovaného chirurgického vykonu je nezbytnym krokem, ktery pozitivné ovlivituje
odpovéd’ splanchnické cirkulace na chirurgicky stres a soucasné¢ vyrovnava akutni
vasodilata¢ni ¢inek podavanych anestetik a analgetik. Toto chovani splanchnické cirkulace a
mikrocirkulace bylo pozorovano i v experimentu na praseti, kdy byl zkouman vliv dvou typt
peroperacnich tekutinovych reZimi na mikrocirkulaci tenkého stfeva cestou ileostomie.
Metodou SDF zobrazeni bylo zjisténo, ze po zahdjeni tekutinové terapie hodnoty FCD

v mukdze ilea a pocet homogenné perfundovanych klki mirné stoupaly v obou skupinach
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(restriktivni 1 s hypervolemickou hemodiluci), ov§em po dosazeni urcitého stupné pozitivni
kumulativni bilance tekutin s odpovidajicim poklesem hematokritu se jiz hodnoty
mikrocirkulaénich parametri nezvySovaly a dokonce ve skupin€ s hypervolemickou
hemodiluci doslo kjejich vyznamného poklesu.”® Jiz v minulosti bylo prokéazano riziko
tvorby intersticialniho edému v disledku zvySené vaskularni permeability a nadmérného
ptivodu krystaloidi, tento fenomén byl prokazan i v oblasti stieva.'®* Tento patofyziologicky
mechanizmus mize vést ke zhorSeni difuze kysliku a k bunééné hypoxii zplisobené expanzi
interkapilarniho prostoru, coz limituje difuzi plyni.'® Recentni experimentalni prace na
praseti prokdzaly, ze intenzivni volumoterapie sama o sobé nevede ke zvySeni intestindlni
tkdnové tenze kysliku (ptO,) v oblasti zdravé stfevni stény, ani v okoli ¢i pfimo v oblasti
stfevni anastomdzy na tlustém stieve.'® Zvyseni tkatiové tenze kysliku bylo dosaZeno pouze
navySenim inspiracni frakce kysliku. K velmi podobnym vysledkiim dospél 1 Hiltebrand a
kol. zkoumajici perfuzi jejuna prasete za riznych tekutinovych rezimi.'"’

Podstatnym patofyziologickym mechanismem, ktery ovliviiuje mikrohemodynamiku
v prub&hu tekutinové terapie, je pokles hematokritu a s tim souvisejici pokles viskozity krve.
Tento mechanismus ovlivituje distribuci krevniho pritoku v intestindlni mikrocirkulaéni siti.
Existuji jiz recentni experimentalni prace, které popisuji vztah mezi poklesem hematokritu a
stupném vazokonstrikce. Vaskularni rezistence se zvySuje az o 20% a zlstava na této trovni
az do poklesu hematokritu o 20%, coz jednozna¢né poukazuje na vasokonstrikci indukovanou

nizkym hematokritem.'*®

Dalsim mechanismem, ktery mize negativné ovlivnit
splanchnickou perfuzi v pritbéhu akutni hemodiluce, je zménénd reologie erytrocytii se
snizenou schopnosti deformability. Tyto zmény mohou vést k ¢astecné redistribuci krevniho
prutoku mimo splanchnické orgdny nebo mohou presmérovat perfuzi do vétSich nenutri¢nich
a zkratovych cév uvnitt splanchnické oblasti.'” N&které experimentalni prace také odhalily
fenomén organoveé specifické reakce na akutni hemodiluci, kdy izovolemicka hemodiluce
koloidem s poklesem hematokritu na 25% vedla ke vzestupu tkanoveé tenze kysliku
v kosternim svalu, ale nikoli v jaternim parenchymu.'"

Velmi uceleny pohled na raciondlni pfistup k perioperac¢ni tekutinové terapii
respektujici zékladni patofyziologické mechanismy p¥ind$i prace Chapella a kol,'"
zdlraznéna je 1 bariérova funkce endotelu a glykokalyx v souladu s koncepci dvojité bariéry
vramei vaskularni permability. Glykokalyxova vrstva tak brani neumérné extravazaci.''
Intenzivné diskutovanou volbu krystaloidi a koloidi stavi Chapell na etiologii a stupni

hypovolémie s respektovanim indikaci, kontraindikaci a nezadoucich ucinkl jednotlivych

nahradnich roztokd.
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Souhrnn¢ lze konstatovat, ze odpovidajici tekutinovéa terapie v inicialnich fazich
chirurgického vykonu je nezbytna k udrzeni dostate¢né splanchnické perfuze, ale excesivni
perioperacni ptivod tekutin, ktery neodpovidd samotné chirurgické proceduie a krevnim
ztratdm, miZe negativné ovlivnit intestinalni mikrocirkulaci, jejiz zmény mohou byt
podkladem pooperacni dysfunkce ¢i dalSich komplikaci. U pacienti podstupujicich
nekomplikovany nitrobiiSni vykon lze preferovat restriktivni tekutinovy rezim, ktery spiSe
odpovida za dané situace realnym potiebam organismu, ukazuje se, ze tento piistup ma oporu

1 ve vysledcich studii na irovni organové perfuze a mikrocirkulace.

1.5.2 Vliv anestetik na organovou perfuzi a mikrocirkulaci za

fyziologickych a patofyziologickych okolnosti

V poslednich letech se v anesteziologii do poptedi zajmu vice a vice dostava vyzkum
non-anestetickych €inkl anestetik. K non-anestetickym uc¢inklim anestetik fadime jejich vliv
na syst¢émovou hemodynamiku, vliv na mikrocirkulaci a jeji fizeni, z dalSich klinickych
ucinkii se jednd o vliv anestetik na agregaci krevnich desti¢ek, neuroprotektivni ucinky,
antiemetické vlastnosti, alteraci imunitni odpovédi, studuji se 1 protektivni G€inky anestetik
v pribéhu mimotélniho obéhu a v neposledni fad¢ je predmétem vyzkumu vliv anestetik na

metabolické dréhy oxidu dusnatého (NO).'"*!"

V tomto sméru je nejvice pokrocily vyzkum
non-anestetickych G&ink propofolu.'’> Toto je jednak podmindno samotnou molekulou,
jednak faktem, Ze se jednd o lipidovou emulzi, dileZitych faktorem je 1 jeho Siroké klinické
pouziti v anesteziologii a intenzivni péci. Pocet praci studujicich non-anestetické ucinky
riznych anestetik rychle narlstd, nicméné vyzkum v této oblasti je stdle na samém zacatku.
Doposud zndma fakta tykajici se anestetik ve vztahu k mikrocirkulaci jsme shrnuli zevrubné

oy r oo 11 [V . s v s SO
v recentni piehledové praci,''® niZe jsou uvedena jen nejzakladn&jsi doposud znama fakta.

1.5.2.1. Vliv intravenoznich a inhala¢nich anestetik na mikrocirkulaci

Mechanismy U€inku intravendznich anestetik na hemodynamiku az do tdrovné
mikrocirkulace byly pfedmétem intenzivniho studia v poslednich letech. Vliv propofolu,
thiopentalu a ketaminu na makrohemodynamiku byl diikladn€ studovan v experimentalnich 1
klinickych podminkach a tyto znalosti jsou zdkladem pro porozuméni jejich UCinku na
mikrocirkulaéni arovni."!""? V piipad& propofolu a thiopentalu byl prokézan jejich centralni

inhibi¢ni  UC¢inek na sympaticky nervovy systém, naopak ketamin vykazuje
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sympatomimeticky uc¢inek. Propofol snizuje kontraktilitu srde¢niho svalu a to snizenim
pienosu beta-adrenergniho signalu v kardiomyocytech, ktery je zplisoben inhibici produkce
cAMP."?*'22 [y vitro studie prokazaly, ze podkladem lokalniho vazodilatadniho u&inku
thiopentalu, propofolu a ketaminu je inhibice L-podtypu nap&tové fizenych Ca®" kanalg.'>*"'?
V experimentu s fizenim mikrocirkulace branice u potkana byla hodnocena role
prostaglandini a oxidu dusnatého b&hem pilisobeni iv anestetik na artetrioly. Byl zjiStén
predominantni vliv prostaglandini pii plsobeni etomidatu, coz nebylo pozorovano u
propofolu a thiopentalu.'?’

V soucasné dobé¢ je publikovan velmi maly pocet experimentalnich praci zamétenych
na hodnoceni hepatosplanchnické mikrocirkulace pifi vedeni anestézie rOznymi
intravenoznimi anestetiky. Bylo prokazano, ze primér mezenterickych arteriol a venul u
potkana byl vétsi pii vedeni anestézie propofolem s fentanylem v porovnani s anestézii
vedenou ketaminem ¢i thiopentalem, primér kapilar stejné jako makromolekularni leak se
protizadnétlivych ucincich propofolu, na které bylo nepfimo usuzovdno ze zjisténi, Ze
podavani propofolu vedlo k zachovani pritoku v hepatosplanchnické oblasti v pribéhu
mimot&Iniho ob&hu, coz mize mit dopad na integritu intestinilni slizniéni bariéry.'”
Molekularni mechanismy propofolem podminych protizanétlivych a vaskularnich G¢inkd
zatim nebyly uspokojivé vysvétleny. In vitro a ex vivo studie u chirurgickych pacienti
v anestézii propofolem prokézala zvySeni konstitutivni produkce NO a snizeni inducibilni
produkce NO." Jiny mechanismus protizanétlivého t&inku propofolu spodiva ve zménd
rovnovahy cytokinového spektra ve prospéch protizanétlivych cytokina (IL-10, IL-1, IL-1

ra).m

Doposud znamé ucinky riznych intraven6znich anestetik na imunitni systém byly
velmi detailng shrnuty jiz dfive."*> Experimentalni prace u psi potvrdila na davce zavisly
&inek propofolu na regionalni perfuzi ledvin, tenkého a tlustého stieva.'*® Vysoké davky
propofolu (24mg/kg/hod.) vedly k signifikantnimu snizeni krevniho pratoku v ledvinach,
myokardu a tlustého stfeva, priitok tenkym stievem byl nezménén. Naslednad volumoterapie
vSak upravila myokardidlni a rendlni perfuzi. Pii bézné davce propofolu (12mg/kg/hod)
nebyly pozorovany zadné vyznamné zmény v perfuzi myokardu a splanchnické oblasti.
V recentni klinické studii byla po podani propofolu vySetiena sublingudlni mikrocirkulace u
zdravych dobrovolnikli v anesteziologickém riziku ASA 1. Byl pozorovan pokles celkové
134

mikrovaskularni denzity o 9% a pocet kontinudln¢ perfundovanych kapilar klesl o 16%.

Nicméné nyni je klinicky vyznam téchto zjisténi véetné dlaSich konsekvenci zcela nejasny.
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Moderni potentni inhalacni anestetika, ktera jsou v soufasné dobé v klinické praxi,
zahrnuji skupinu velmi specifickych halogenovanych étert, fadime k nim hlavné izofluran,
sevofluran a desfluran. V soucasnosti se inhala¢ni anestetika v naprosté vétSin€ ptipadl
pouzivaji v koncentracich do 1 MAC (minimalni alveolarni koncentrace), kardiovaskularni
G¢inky vykazuji jednoznaéné zavislost na davce.*®

Jak jiz bylo zminéno dfive, optimalizace globalnich hemodynamickych parametrii za
patalogickych stavli rizné etiologie nemusi automaticky vést k upravé tkanové perfuze na
trovni mikrocirkulace.'® Logicky pak vyvstava otazka, zda-li inhalaéni anestetika nealteruji
regiondlni pratok krve v mikrocirkulaci a to 1 vpfipadé, kdy parametry systémovée
hemodynamiky jsou wudrZzovdny v normdlmich hodnotach. Pfedmétem klinickych i
experimentalnich studii zaméfenych na efekt inhalacnich anestetik na tkanovou perfuzi a
mikrocirkulaci je nejCastéji oblast hepatosplanchniku a ledvin. U pacientti podstupujicich
velky nitrobfiSni vykon byla vyhodnocena jejunalni a jaterni perfuze ve fazi udrZovani
anestézie izofluranem nebo desfluranem v ddvce 1 MAC, pefuze byla hodnocena metodou
laser Doppler flowmetrie. Anestezie vedend desfluranem byla spojena s vyS§Sim pritokem
jejunem v porovnani s izofluranem, perfuze jater se pii pouziti obou anestetik vyznamné
neligila.'”” Metodicky velmi propracovana studie u psi s vyuZitim pratokovych sond a
techniky s mikrosférami neprokazala pokles regionalni perfuze duodena a jater ani ve skupiné
s desfluranem, ani ve skuping s izofluranem."*® Hlubsi Grovné anestézie (2x MAC) vedly
k poklesu celkového pratoku krve jatry v piipadé pouziti desfluranu, nikoli v ptipadée
izofluranu.'*’ Jind studie u psi piinesla podobné zjiiténi, kdy podavani izofluranu i
sevofluranu vedlo k mirnému poklesu krevniho pritoku v portalnim ftecisti, coz nebylo
pozorovano v arteridlnim hepatickém Fe¢isti.*® Souhrnem lze konstatovat, Ze inhaladni
anestetika mohou ovlivnit pritok krve v portalnim fecisti, ale sou¢asné poznani prokazuje
zachovanou intestinalni a hepatickou mikrocirkulaci a to ve vztahu ke tkanové potiebé
kysliku.

Renalni perfuze pod vlivem inhala¢nich anestetik byla opakované studovadna, nebyla
vSak prokdzana alterace regionalniho krevniho toku ledvinami a to ani v ptipad€ desfluranu ¢i
izofluranu a sevofluranu."*”"** Pod4vani desfluranu a izofluranu v obvyklych koncentracich
nevedlo k porusSeni autoregulace pratoku krve ledvinami, byl-li systolicky krevni tlak nad 90
mmHg.]40

Diilezitou oblasti nepfetrzitého vyzkumu je vliv inhala¢nich anestetik na perfuzi
myokardu, nejcastéji diskutovanymi problémy je jednak vliv na koronarni feciSté u

ischemické choroby srdecni, jednak fenomén ischemické prekondice indukovany inhala¢nimi
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anestetiky. Desfluran a izofluran u psii neménily charakter distribuce krevniho pritoku v
myokardu, pokles myokardidlni perfuze odpovidal poklesu myokardalni prace.'?®!*%!¥!
Posledni prace jasn€ prokazuji schopnost potentnich inhala¢nich anestetik navodit efekt
ischemické prekondice a snizit tak citlivost myokardu k ischemickym inzultam.'**'*

V soucasné dobé nejsou spolehlivé diikazy o navozeni korondrniho steal fenoménu a nasledné
myokardialni ischemie potentnimi inhala¢nimi anestetiky.

Sevofluran a izofluran v humannich studiich snizuji produkci prozanétlivych cytokinti
(IL-1B, TNF-),'*® tatdz anestetika snizuji uptake neutrofili v koronarni cirkulaci'®’ a
omezuji uvoliiovani hydroxylovych radikala v ischemickém srde¢nim svalu.'*®

Souhrnné lze konstatovat, ze inhala¢ni anestetika, ktera jsou dnes Siroce rozsizena
v klinické praxi, maji podobné ucinky na organovou perfuzi a mikrocirkulaci. Pfi pouZivani
inhala¢nich anestetik v obvyklych koncentracich (1 MAC) zistava perfuze dulezitych organt

zachovana a odpovida metabolickym narokim tkéni.

1.5.2.2. Vliv epiduralni anestézie na mikrocirkulaci

Epiduralni anestézie a analgézie jsou bézné pouzivané regiondlni anesteziologické
techniky uplatiiované nejen v chirurgii, ale 1 v porodnictvi, traumatologii a v 1é€b¢ chronické
bolesti. Fyziologické ucinky epidurdlni anestézie jsou neustale ptedmétem experimentalniho i
klinického zkoumani, obzvlasté pak vliv na kardiopulmonalni a splanchnickou oblast na
tirovni makro- i mikrocirkulace.'*

Zcela klic¢ovou a v soucasné dobé diskutovanou otdzkou v experimentalni 1 klinické
medicin€ jsou komplexni u¢inky epidurdlni analgézie a anestézie na gastrointestinalni perfuzi.
Omezeni sympatomimetické aktivity a mezenterickd venodilatace pod vlivem hrudni
epiduralni analgézie (TEA) jsou zavislé na davce a v t&sném vztahu k rozsahu blokady."”*"!
Velké chirurgické vykony, bolest a dalsi inzulty zvySuji aktivitu sympatického nervového
systému, vzdy s potencidlnim rizikem splanchnické hypoperfuze a z toho vyplyvajicich
naslednych komplikaci. Proto hlavni diskutovanou hypotézou v poslednich letech je klinicky
1 mikrovaskularni dopad oslabené sympatické odpovédi na stresové stimuli, je-li soucasti
1écby bolesti hrudni epiduralni analgézie.

V experimentélnich studiich s pouzitim TEA byly vysledky relativné jednoznacné,
kdy TEA prokazateln¢ zvySovala krevni pratok v oblasti splanchniku, bylo detegovano
zlepSeni perfuze i na trovni mikrocirkulace. Naptiklad studie s TEA u pst podstupujicich

oesophagektomii prokazala lepsi parametry gastrické mikrocirkulace hodnocené metodou
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OPS zobrazeni, ve skupiné s TEA byla také signifikantné lepSi pooperacni motilita Zaludku a
stieva.'”? Vysledky klinickych studii pfinaseji protichiidné vysledky, nejéastéji vysvétlované
nejednotnosti  technik pro  vyhodnoceni splanchnické perfuze a nejednotnymi
anesteziologickymi protokoly. Jak jiz bylo zminéno diive, vyjma peroperacniho obdobi je
nasledné¢ vyhodnocovani splanchnické perfuze v pooperaéni péci obvykle zavislé na
hodnoceni nepifimych markerli organové perfuze (napf. méfeni hladin prozanétlivych
mediator, uvolnovani vazoaktivnich substanci, diuréza, hodnoceni metodou gastrické
tonometrie apod.). V jedné z klinickych studii v abdominalni chirurgii bylo peroperacné
metodou LDF zjisténo zvySeni mikropritoku v oblasti tlustého stfeva o 41% u pacienti s
TEA." V protikladu s timto zjiténim v metodologicky obdobné praci byl nalez

signifikantniho poklesu primérného krevniho pritoku v seréze kolon.'”
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1.6. Specifika metodologie vyzkumu anesteziologickych technik a postupii,

motivace k vyzkumu.

Charakteristickym rysem vétSiny odbornych praci zkoumajicich vliv anestetik na
mikrocirkulaci organi je pfitomnost zcela stabilnich klinickych podminek v pribéhu
hodnoceni organové perfuze. Je zcela legitimni pokracovat ve vyzkumu nonanestetickych
ucinkl anestetik se zaméfenim na ovlivnéni mikrocirkulace a jeji regulaéni mechanismy.
Ukazuje se, ze odlisna anestetika zcela odlisné ovliviiuji nejen mikrocirkulaci samotnou, ale i
jeji tizeni za patologickych stavi, ptfitom plivodnich praci studujicich jednotliva anestetika ve
vztahu k organové hypoperfuzi je velmi malo."”* Vyzkum anestetik a anesteziologickych
technik ma tedy v sou€asnosti minimalné tfi aspekty. V klinice se jednd jednak o optimalni
vybér anestetika v peroperacni fazi u vysoce rizikovych nemocnych (trauma, hemoragie,
sepse, elektivni vykony velkého rozsahu, mimotélni ob&h), jednak o volbu vhodné
analgosedace v intenzivni péci s respektovanim soucasn¢ho poznani o vlivu anestetik na
mikrocirkulaci organd, byt toto poznani je zatim velmi malé. Druhy aspekt se tyka
experimentalnich praci s vyzkumem mikrocirkulace a organové perfuze, kde mnohdy
instrumentace a prubéh experimentu vyzaduji celkovou anestézii laboratorniho zvifete,
nicméné¢ vliv pouzitych anestetik a anesteziologickych technik na vysledky a jejich
interpretaci je zohlednén a diskutovan jen vyjimeéng,'’® nehledé na fakt, Ze anestetické
protokoly laboratornich zvitat se zasadné li§i a nejsou srovnatelné. Tretim aspektem je etické
hledisko vyzkumu nonanestetickych u¢inkl anestetik a to jak v experimentu, tak v klinice.
V naprosté vétSin¢ piipadi totiz nelze vybrat ,Cisté” kontrolni skupinu, protoze charakter
experimentu, instrumentace ¢i operace prosté neumoziuji nepodavat zadna analgetika ¢i
anestetika, coz ovliviiuje presnou interpretaci ziskanych dat.”*® V takovych ptipadech je
vysoce standardizovany anesteticky protokol nezbytnou soucasti klinické 1 experimentélni
prace tykajici se mikrocirkulace.

Vsechny vySe uvedené aspekty vyzkumu anestetik a jejich vlivu na orgénovou perfuzi
by mély byt dilezitym faktorem pti tvorbé designu dalSich studii jak experimentalnich, tak
klinickych. Jasnym cilem pak je snadnd interpretovatelnost a porovnatelnost ziskanych dat,
nalezeni optimalni metody monitorace hepatosplanchnické perfuze anasledna aplikace

ziskanych poznatkt do béZné klinické praxe v anesteziologii a intenzivni péci.
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2.

CILE DISERTACNI PRACE

Metodou SDF zobrazeni zhodnoceni uc¢inku indukéni a udrzovaci davky
vybranych anestetik (propofolu, thiopentalu, ketaminu a midazolamu) na
hepatickou a intestindlni mikrocirkulaci fizen¢ ventilovanych potkani po
ptedchozi laparotomii.

Zavedeni vysoce standardizované¢ho modelu pro studium vlivu anestetik na
hepatosplanchnickou mikrocirkulaci potkana s pouzitim jednotnych protokolt
totalni intraven6zni anestézie s konkrétnimi anestetiky.

Dle aktualn€ dostupnych informaci neexistuji klinické ani experimentalni
prace hodnotici hepatickou a intestindlni mikrocirkulaci metodou SDF
zobrazeni v pribéhu rtiznych protokold totalni intravendzni anestézie.

Zakladni hypotéza projektu: Vybrana intravendzni anestetika odliSné alteru;i

hepatosplanchnickou mikrocirkulaci u ventilovaného potkana s laparotomii.
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3. MATERIAL A METODIKA

Vsechny provadéné zdkroky na potkanech byly v souladu s legislativou na ochranu
zvirat proti tyrani a byly schvaleny Odbornou komisi Lékatské fakulty v Hradei Kralové pro
ochranu zvitat proti tyrani dne 4.11.2008. Byla respektovana eticka pravidla doporucend pro
publikace v odborné literatuie.””’ P instrumentaci a opera¢nich technikach na pokusnych

zvifatech bylo postupovano dle doporuéeni pro praci s potkanem v laboratofi."”®

3.1. Pokusna zviiata

Do studie bylo zatazeno tficet samct laboratorniho potkana kmene Wistar (Bio-Test,
Konarovice, Ceska republika) o hmotnosti 340 + 15 g. Dva potkani nezatazeni do studie byli
pouziti na zavedeni metodiky instrumentace a vySetieni metodou SDF zobrazeni. Laboratorni
potkani byli chovéni za standardnich teplotnich a svételnych podminek (dvanactihodinovy
cyklus osvétleni, teplota 21-22 °C, vlhkost vzduchu 55 — 65%) s ptistupem ke krmivu a vodée
bez omezeni. Studie probihala ve vivariu Lékatfské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové. Po tydenni aklimatizacni period¢ byli potkani zatazeni do studie.

3.2. Anestézie, monitorace a chirurgicka preparace

Po pfedchozim celono¢nim laénéni s neomezenym piistupem ke zdroji vody byli
potkani uvedeni do celkové anestézie intraperitonedlni indukéni davkou oxybarbituratu
pentobarbitalu (Nembutal, Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA; 60 mg/kg télesné
hmotnosti). Nasledn¢ byly laboratorni potkani umisténi v supinacni poloze na vyhfivaném
opera¢nim stole (Heating desk VD typ 1, Vitrum Praha s.r.o., Praha, Cesk4 republika),
rektalni teplota byla udrzovana v rozmezi 36,5 — 37,5°C. Poté byla zahdjena preparace
v oblasti krku. Nejprve s pouzitim polyetylénovych katetrti velikosti 24G byly kanylovany
prava karotickd tepna ke kontinudlnimu méteni invazivniho krevniho tlaku a leva jugularni
zila k podévani kontinudlni infuze krystaloidu (F1/1 — 10ml/kg/hod.), k podéavani anestetik,
svalového relaxancia pipecuronia (Arduan, Richter Ltd, Budapest, Mad’arsko; 0,2 mg/kg) a
opioidu fentanylu (Fentanyl Torrex, Torrex Chiesi, Praha, Ceské republika; 2-5 ng/kg — dle
potieby). Po kanylaci velkych cév néasledovalo provedeni tracheostomie (pouzita zilni flexila
Vasocan 14G, B. Braun Melsungen AG, Némecko), poté byla zahdjena uméla plicni ventilace
(ventilator pro malad laboratorni zvifata, Harvard Scientific Apparatus, Boston, USA, se

zékladnim nastavenim objemové fizené ventilace — IPPV s parametry: dechovy objem 10
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ml/kg, PEEP 2 cm H,O, dechova frekvence 60-70/min., FiO, 0,4). Stfedni arterialni tlak
(MAP), tepova frekvence a rektalni teplota byly zaznamenavany kazdych 10 minut u kazdého
zvitete po celou dobu experimentu (monitorace: GE Datex Ohmeda S5 Compact Monitor
(Hoyer Praha, s.r.o., Praha, Ceska republika). Dostate¢nost hloubky anestézie byla
vyhodnocovéna v pravidelnych intervalech v pribéhu celého experimentu (midza, stabilita
systémového krevniho tlaku, reakce potkana na $tipnuti v oblasti ocasu & ucha)."’

Po oholeni bifiSni krajiny byla provedena mediilni horni stfedni laparotomie a
vizualizovany oboustranné laloky jater. V celém pribchu experimentu byly jaterni laloky
ponechany ,.in situ® bez jakékoli mechanické manipulace za ucelem co nejvice simulovat
redlnou klinickou situaci v pribéhu nitrobtiSniho chirurgického vykonu. Nasledné byla
provedena preparace tenkého stieva dle publikovanym postupd'®'®" s uréitymi
modifikacemi. Nejprve byla identifikovana oblast ileocékdlniho ptechodu, poté byl oziejmen
4 cm dlouhy usek distalniho ilea 5 cm oralné od ileocekalni chlopné. Tento tusek byl
s pouzitim teplych a fyziologickym roztokem zvlhéenych tampon exponovan mimo
peritonealni dutinu. Pfi kazdém cyklu méfeni byla exponovand stfevni klicka umisténa na
zvlhéenou nastavitelnou plastovou podlozku a oblast mimo méfeni byla piekryta tenkou
plastovou f6lii k minimalizaci dehydratace exponované sttevni klicky.'®> Viechny ostatni
exponované tkané¢ mimo vySetfovaci pole pro SDF zobrazeni v pribéhu monitorace
mikrocirkulace byly intermitentné zvlhéovany fyziologickym roztokem o teploté 37 °C. Po
dokonceni veskeré instrumentace probihala stabilizacni faze po dobu 20 minut k dosaZeni

stability kardiopulmonalnich funkci a rektalni teploty. Laboratorniho potkana po dokonceni

instrumentace s uspofadanymi invazivnimi vstupy ve fazi stabilizace ukazuje Obr. 11.
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Obr. 11: Umisténi laboratorniho potkana ve fazi stabilizace na vyhfivaném

opera¢nim stole, usporadani invazivnich vstupi

(A) Ventilator pro mala laboratorni zvirata - Harvard Scientific Apparatus, (B) okruh dychaciho ptistroje,
(C) tracheostomicka kanyla — Vasocan 14G, (D) infuzni linka do centralniho Zilniho katetru, (E) arterialni
katetr k méfeni invazivniho tlaku v a. carotis, (F) rektalni teplomér, (G) SDF sonda, (H) zdroj k SDF sond¢

a analogové digitalni ptevodnik pro digitalizaci signalu a propojeni s vypocetni technikou.
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3.3. Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni

Pro ziskéani videosekvenci vySetfované mikrocirkulace metodou SDF zobrazeni bylo
postupovano jednak dle vysoce standardizovan¢ho protokolu a aktudlnich doporuceni, jednak
dle zkuSenosti z pfedchozich experimentalnich praci. Protokoly méteni byly opakované velmi
detailng vyvijeny a piehodnocovany v poslednich letech.'>*'”® Kli¢ovou komponentou
metodiky jsou postupy k minimalizaci artefaktt vzniklych arteficidlnim tlakem a pohybem
SDF zobrazovaci sondy (MicroScan Video Microscope, Microvision Medical, Inc.,
Amsterdam, Nizozemi) pfi kontaktu s vySetfovanou tkani.’' Za timto ucelem bylo na zakazku
ve spolupraci s firmou (Arrow International CR, a.s., Ceska republika) vyvinuto flexibilni
rameno se specidlnim adaptérem, ktery umoznuje mikropohyb fixované SDF sondy v riiznych
osach podle ndklonu celého flexibilniho ramene (Obr. 6A,B). S cilem maximalné
objektivizovat SDF zobrazeni a vySetfeni mikrocirkulace byl pro ziskdni vysoce kvalitnich
videosekvenci mikrocirkulace zvolen nasledujici metodicky postup. Bezprostfedné€ po prvnim
kontaktu SDF sondy s vySetfovanym organem (jaterni lalok, ser6zni povrch distalniho ilea)
byla zaostfovacim krouzkem SDF sondy nalezena takova tkanova vrstva, kde byl vytvofen
nejostiejsi vysoce kontrastni on-line obraz mikrocirkulace vhodny v podobé videosekvence
k dalsi , off-line” analyze. Vhodné okrsky (vySetfovaci pole) byly nahodile vybrany na
ventralnim povrchu jater a na antimezenteridlni strané distdlniho ilea. Za Gc¢elem eliminace
pohybovych artefaktti v diisledku umélé plicni ventilace, coz se ukdzalo jako klicové, muselo
byt ptistoupeno pii zobrazeni jaterni mikrocirkulace k technice apnoické pauzy, ktera byla
Gsp&né pouzita k SDF zobrazeni mikrocirkulace jater jiz dfive.'® Vsechny SDF
videosekvence z povrchu jater byly ziskany v pribéhu 5-7 sekund trvajici apnoe. Po kazdé
nahrané videosekvenci v apnoické pauze nasledovala 60 sekund trvajici faze stabilizace bez
vySetfovani mikrocirkulace. SDF videosekvence na antimezenterialni stran¢ distalniho ilea
byly zaznamenavany po dobu nejméné 20 sekund. SDF vySetifeni mikrocirkula¢ni sité¢ bylo
provadéno dle doporudeni v nejmén& tfech odlignych oblastech vySetfovaného organu.'
Vsechny videosekvence byly pribézné ukladany k dalsi ,, off-line“ analyze mikrocirkula¢nich

parametr.

3.4. Off-line analyza
V ramci ,,off-line” analyzy byly nejprve vybrany nejstabilnéj$i videosekvence s

¢istymi kontrastnimi obrazy. Naslednd analyza byla provadéna v souladu s doporuc¢enimi pro
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analyzu mikrocirkulace vySetfovanou metodou SDF zobrazeni.’?' SDF sonda disponuje
objektivem s optickym zvétSenim 5x, konecné ziskané zvétSeni pti SDF analyzach bylo 325x.
Pro kazdou fazi méfeni byly jednotlivé videosekvence pied samotnou analyzou
randomizované¢ kdédovany. V prabéhu ,,off-line” analyzy nebyl pivod videosekvence
pozorovateli (analyzujicimu) zndm. Dle piedchozich doporuceni pro analyzu

mikrocirkulace!>>!%*

byly analyzovany nasledujici organové specifické parametry
mikrocirkulace: funkéni sinusoidalni denzita (FSD — cm/cm?), pramér sinusoid (SD - pm) a
funk&ni kapilarni denzita (FCD — cm/cm?) longitudindlni a cirkularni svalové vrstvy
distalniho ilea. VeSkera mikrocirkulacni data byla ziskana analyzou v programu AVA 3
(Microvision Medical, Amsterdam, Nizozemi). Ptiklad a princip ,,0off-line* analyzy FSD dle
stupni Sedi v programu AVA 3 je zndzornén na Obr. 12A,B. Nejprve jsou vybrany
nejstabilngj$i Casti analyzované videosekvence, poté je obraz softwarovou upravou
stabilizovan. KliCcovym krokem v eliminaci artefakti je vylouceni zanalyzy vSech
videosekvenci nebo jejich Casti, které vykazuji oblenény, intermitentni nebo zastaveny tok ve
venulach (v doporucenich alterovany venularni flow).

Nasleduje vypocet denzity kapilar event. sinusoid zaloZeny na detekci stupni Sedi.
Préh detekce je mozné upravit dle miry kontrastu kapilar na pozadi, apravou tohoto prahu
jsou také casteCné eliminovany artefakty. Oznacené artefakty, které by byly zahrnuty do
vypoctu denzity, jsou manudlné eliminovany. Podobné je mozné kapiléry, které zistaly pod
prahem detekce, oznacit a zahrnout do vypoctu denzity. Poté je provedeno méfeni priméru
sinusoid. Po kazdém méfeni zjednoho stabilizované¢ho tseku dané videosekvence je
generovan zaznam (microcirculatory report), ze kterého lze odecist pozadovana data a
exportovat bud’ do tabulkového editoru, nebo piimo do statistického softwaru. Struktura

zdznamu ze zékladniho méteni denzity kapilar je uvedena na Obr. 13.
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Obr. 12A: Videosekvence pi‘ed importem do programu AVA Kk off-line analyze

Obr.12B: Princip stanoveni FSD, priméru sinusoid a postsinusidalnich venul, AVA 3

Kilmage Analysis

Wiicth at (291,472): 35,29 um
velocity frames: [0, 0]
Velocity: 0,0 +/~ 0,0 um/s N=-
1

0,00383

Backgroundd Enhance
correction | - contrast

Na zaklad¢ detekce stupnti Sedi je kalkulovana celkova délka oznacenych sinusoid (kapilar), tato délka je
vztazena k zobrazené plose — je ziskan parametr FSD resp. FCD. Prah pro detekci stupit Sedi lze manualné
upravit k eliminaci artefaktti, naopak neoznacené kapilary 1ze dodate¢né manualn€ oznacit.
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Obr. 13: Zaznam z méreni zakladnich mikrocirkula¢nich parametri v programu AVA

Consensus | Density distribution | De Backer density | Velocity distribution | Flow classification (per vessel)
Distribution details:

Parameters apply to ROI (Except MFI)
perfusion is based on velocity classification per vessel I Automatically detected vessels

W Vessels detected by user

Maximum
1 diameter {um)

i All vessels
Total Vessel Density (TVD) (mm/mmz) 22,34 100~
Perfused Yessel Density (PYD) (mm{mmz) 22,70 s

=

Perfusion

3

Small vessels All vessels
Proportion of Perfused vessels (PPY) (%) 91,15 99,38
Microvascular Flow Index (MFI) 225 2,75 2,62

MNaN = Not a number (occurs, e.q., when MFI data is missing)

(*) Vessels are perfused if they are assigned either of the flow classifications: Sluggish Continuous Hyperdynamic

(#) Small vessels have a diameter of up to (um) 25

=

Consensus scoring is described in detail in: How to evaluate the microcirculation? Report of a round table conference, D, de Backer, S. Hollenberg, C.
Boerma, P. Goedhart, G, Buchele, G. Ospina-Tascon, I. Dobbe, C. Ince, Critical Care 2007, 11:R101,

Name patient Unknown patient
Date No date
Yideo details No video details

Video file (or Log file) Yessel detection parameters
i Analysis scale (sigma in pixels)

Line detection threshold [0..1]
Capture angle for linking pixels (deg)
Capture range for linking pixel {pixels)
Horizontal pitch {umjpixel)
Vertical pitch {um/pixel)

Logbook file stored -

Analyzed video frames: 0 to 37

Frame size (hxv) 692 x 554 pixels= 706
ROI (pixels) Left-top: (0, 0), Right-bottom: (691, 553)
ROI size (hxy) 692 x 554 pixels= 706
Area of ROI {um2) 444536

Focus threshold 0,00517580
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3.5. Experimentdlni protokol

Po Givodni stabiliza¢ni fazi a méfeni vstupnich hemodynamickych a mikrocirkulaénich
parametrii (t = 0 min.) byla experimentalni zvifata nahodné zafazena do jedné z péti
experimentalnich skupin: ketamin (K; n = 6), propofol (P; n = 6), thiopental (T; n = 6),
midazolam (M; n = 6) a kontrola — fyziologicky roztok (C; n = 6). Anestetikum nebo
ekvivolumicka davka fyziologického roztoku byly podany i.v. po dobu 2-3 minut (t = 5 min.,
indukce), nasledné¢ bylo zahijeno kontinudlni podévani pfislusného anestetika nebo
fyziologického roztoku po dobu 90 minut (t = 5 — 95 min., udrZovani / vedeni anestézie).

S vyuzitim jiz difve popsanych a publikovanych anestetickych protokoli'®>'*® byly
laboratornim potkanlim i.v. podavany jednak ketamin (Ketalar; Parke-Davis, Eastleigh, UK;
30 mg/kg indukéni davka a 40-90 mg/kg/hod. udrzovaci davka), nebo propofol (Propofol
Fresenius; Fresenius Kabi, Bad Homburg, Némecko; 10 mg/kg indukéni davka a 10-50
mg/kg/hod udrzovaci davka), nebo thiopental (Thiopental Valeant, Valeant Czech Pharma,
Praha, Ceska republika; 30 mg/kg indukéni davka a 40-90 mg/kg/hod. udrzovaci davka), nebo
midazolam (Midazolam B. Braun, B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, Némecko; 3 mg/kg
induk¢ni davka a 5-6mg/kg/hod. udrzovaci davka) a nebo fyziologicky roztok (1 ml/kg bolus,
5-10 mlkg/hod. kontinualni infuze). Jednotlivé davky byly dasledné¢ kalkulovany a
piipravovany s ohledem na dualezity predpoklad, Ze je nezbytné¢ v jednotlivych
experimentalnich skupinach podavat velmi podobny celkovy objem tekutin v prab&hu
indukce anestézie (2 ml/kg) a v pribéhu udrZzovani anestézie (2,5 — 5 ml/kg/hod.). Na zaklad¢
poslednich vysledkl a publikaci v souvislosti s podavanim rtiznych anestetik u potkanti byla
anestézie udrzovana metodou “step up” infuze, ktera zajiStuje kardiovaskularni stabilitu a
stabilni plazmatické koncentrace jednotlivych podavanych anestetik.'”'®> Ve viech
experimentalnich skupinach véetné kontrolni byla zajiSténa hluboka analgézie kontinudlnim
podavanim fentanylu (30 pg/kg/hod.) zahdjena v Case t = 5 min. a ukoncena v Case t = 95
min. Pipecuronium (Arduan, Richter Ltd, Budapest, Mad’arsko; 0,2 mg/kg) bylo podavano
dle protokolu v jednotlivych casovych bodech pied kazdym zahdajenim SDF
videomikroskopie k zajiSténi svalové relaxace, kterd umoznila kvalitni SDF in situ zobrazeni
mikrocirkulace na povrchu jater. SDF videomikroskopie povrchu jater a distalniho ilea byla
provedena v Case t = 0 min. (baseline, vstupni méfeni), po podani induk¢ni davky anestetika (t
=5 min.) a béhem udrzovani / vedeni anestézie v nasledujicich ¢asovych usecich: t =35, 65 a
95 min. Experimentalni protokol je schematicky znazornén na Obr. 14.

Na konci experimentu (t = 95 min.) byly odebrany vzorky arterialni krve (1-2ml)
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z btiSni aorty k néasledné analyze krevnich plynd, acidobazické rovnovahy (ABR), laktatu a
hematokritu s cilem vyloucit vliv pfipadné poruchy ABR ¢i vyrazné odchylky v hematokritu
na zmény v mikrocirkula¢nich parametrech. Nasledn€ byla experimentdlni zvifata usmrcena

letalni davkou barbituratu (pentobarbital; 120 mg/kg) metodou rychlé intraven6zni injekce.

3.6. Statistické vyhodnoceni

Hodnoty tepové frekvence, stiedni arterialni tlak, hodnoty krevnich plynt, laktatémie
a hematokrit jsou vyjadieny jako primér + standardni odchylka (Std Dev). Mikrocirkulacni
parametry nevykazovaly normalni rozdéleni (Kolmogorov-Smirnov test), a proto byly
pouzity Kruskal-Wallis ANOVA on ranks a Tukey test pro nonparametricka data ke zjisténi
rozdili mezi experimentalnimi skupinami pro kazdé anestetikum. Pro detekci signifikantnich
zmén uvnitf experimentalnich skupin byl pouzit Kruskal-Wallis test. Data nevykazujici
normalni rozdéleni jsou vyjadiena jako median (mezikvartilové rozpéti). VSechny vysledky
jsou povazovany za statisticky vyznamné pii p < 0,05. VSechy statistické vypocty byly
provedeny v programech Sigmastat a Sigmaplot. (SIGMASTAT 3.1, Jandel Scientific, San
Rafael, CA, USA and Sigma Plot 9.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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Obr. 14: Casovi osa experimentalniho protokolu s diileZitymi fizemi studijniho protokolu

Indukéni davka anestetika
po dobu 2-3 min.

4. SDF vysSetreni
(udrzovaci davka)

Kanylace,

chirurgicka
preparace,
fentanyl i.v.
start

2. SDF vysetreni

5. SDF vysetreni
(udrzovaci davka)
a odbér arterialnich
krevnich plynt

3. SDF vysetreni
(udrzovaci davka)

Anestézie
i.p-

1. SDF
vySetreni
(baseline)

>

65 min. 95 min.

5 min. 35 min.
tgs= 95 min.

-20 min. 0 min.
t;s= 35 min. tgs= 65 min.

t (min): -70 min. - 55 min.
t,= 0 min. ts= 5 min.

Casové body:
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4. Vysledky

4.1. Kardiovaskularni hodnoty

Vstupni hodnoty stiedniho arteridlniho tlaku (MAP) a tepové frekvence se statisticky
vyznamné neli$ily mezi jednotlivymi experimentdlnimi skupinami. V kontrolni skupiné byly
hodnoty MAP a tepové frekvence stabilni po celou dobu experimentu (t = 0 — 95 min. — viz
Tabulka 2. Ve skupinach s propofolem a thiopentalem se snizila tepova frekvence po indukci
anestézie a v prub&hu jejiho vedeni. Pokles MAP po indukci byl pouze piechodny, hodnoty
MAP v prabéhu vedeni anestézie se ve skupindch s propofolem a thiopentalem statisticky
vyznamné neliSily od vstupnich hodnot. Ve skupin€ s ketaminem doSlo k vzestupu tepové
frekvence po indukci, zmény v prabéhu vedeni celkové anestézie nebyly statisticky
vyznamné. MAP se zvysil po indukéni davce a poté v pribéhu vedeni anestézie postupné
klesal ke vstupnim hodnotam. Ve skupin€¢ s midazolamem nebyly pozorovany statisticky
vyznamné zmény v tepové frekvenci, byl zaznamenan pokles MAP po indukci a nasledné

postupny mirny pokles v pribéhu celého vedeni anestézie (Tabulka 2).

4.2. Mikrocirkulacni parametry

V pribehu experimentu zalozeném na standardnim modelu ventilovaného potkana za
pouziti riznych intraven6znich anestetickych protokol byly ziskany vysoce kontrastni a Cisté
ostré SDF videosekvence z oblasti mikrocirkulace na povrchu jater a na ser6znim povrchu
ilea (Obr. 15A,B). Mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily ve vstupnich hodnotach funkéni sinusiodalni denzity, priméru sinusoid a

funk¢ni kapilarni denzity cirkularni a longitudinalni svalové vrstvy ilea (Tabulky 3 a 4).
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Tabulka 2

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na tepovou frekvenci a stfedni arterialni tlak

bezprostiedné po indukéni davcee (t =5 min.) a béhem vedeni anestézie (t = 35, 65 a 95 min.).

Srdecni frekvence (tep/min.)

Stiredni arterialni tlak (mmHg)

(min.) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni skup.

_ 432 + 12 442 + 21 429 + 22 425+ 18 420 + 21
Baseline 0
92 +8 95+5 98 + 7 96+ 5 98+ 5
Po induk&ni 465+16"7  402+15T 398+ 12" 435 +21 432 + 16
5
davce 105+ 10" 84+ 6T 88 + 8" 82+ 47T 95+ 6
425 + 15 410 + 14" 395+ 16" 429 + 22 425+ 13
35
101 +9 9 4+5 94 +7 86+5 93+3
Udrzovani . .
420+ 12 405 + 12 402 + 18 433+ 19 418+ 10
(vedeni) 65 .
95+ 7 90+ 6 90+ 9 82 +6T 95+ 8
anestézie . .
o 435 +21 412 + 20 390+ 16" 422 + 16 428 + 11
5
91 +6 96 £ 8 95+ 6 804" 92 +4

*p<0.05, vs baseline (t = 0 min), 'p<0.05 ve srovnani s kontrolni skupinou (fyziol. roztok) ve stejném Easovém
okamziku; data uvadéna jako pramér = SD
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Obr. 15A: SDF obraz mikrocirkulace na povrchu jater ve fazi ,baseline®“, t = 0.
(kontrolni skupina, reprezentativni obrazek, hodnota FSD je median pro celou
kontrolni skupinu).

FSD 409 (14) cm/cm?

(PSV — postsinusoidalni venula, S — sinusoida, FSD — funkéni sinusoidalni denzita)

Obr. 15B: SDF obraz mikrocirkulace na ser6znim povrchu ilea ve fazi ,,baseline* (t = 0,
kontrolni skupina, reprezentativni obrazek, uvedené hodnoty FCD v cirkularni a

longitudalni vrstvé svaloviny jsou mediany pro celou kontrolni skupi

Longit. FCD 224 (20) cm/cm?
Cirkul. FCD 289 (17) cm/cm?

(V — venula, C —kapilara, A — arteriola)




4.2.1. Mikrocirkulace na povrchu jater

Ve skupiné s indukci a vedenim anestézie propofolem doslo k signifikantnimu zvySeni
FSD bezprostiedné po indukéni davee (t = 5 min. +25%, p<0,05), vyssi hodnoty FSD byly
zjistény 1 v pribéhu udrZzovani anestézie (t = 95 min. +10,3%, p<0,05). V téze skupiné bylo
pozorovano prechodné zvySeni priméru sinusoid (SD) po indukéni davee (t = 5 min. +18,5%,
p<0,05), nasledné v priibéhu vedeni anestézie propofolem se hodnoty SD postupné vratily
k hodnotdm méfenym pifed podanim indukcni davky. V experimentalnich skupinach
s anestézii zahajenou a vedenou ketaminem resp. midazolamem byl v obou skupinach zjiStén
vyznamny pokles FSD po indukénich davkéach (t = 5 min. -20,4%, p<0,05, resp. -10,1%,
p<0,05), snizené¢ hodnoty FSD ve srovnani se vstupnimi pretrvavaly i v prubéhu udrzovani
anestézie (t = 65 min. -11,6%, p<0,05, resp. -11,4%, p<0,05), byl vSak pozorovan vzestupny
trend hodnot FSD ve skupiné¢ s ketaminem 1 midazolamem (t = 95 min. -5.1%, p = 0,11, resp.
-6.4%, p = 0,09). Konstrikce sinusoid (vyznamné snizeni SD) byla pozorovana ve skupiné
s ketaminem 1 midazolamem bezprostiedné po indukci (t = 5 min. -10,3%, p<0,05; -11,4%,
p<0,05) a béhem vedeni anestézie (t = 65 min. -8,2%, p<0,05, resp. - 9%, p <0,05), byl vSak
zietelny vzestupny trend hodnot SD v Case t = 95 min. Ve skupin€ s anestézii thiopentalem,
stejné jako v kontrolni skupiné nebyly zjiStény statisticky vyznamné zmény v hodnotach FSD
a SD po celou dobu experimentalniho protokolu. Veskeré hepatické mikrocirkula¢ni
parametry zjisténé v jednotlivych experimentalnich skupindch a jejich srovnani jsou
ptehledné¢ shrnuty v Tabulce 3. Vzijemné porovnani hepatickych mikrocirkulaénich
parametrii ve skupinach s propofolem a ketaminem, mezi nimiz byly nejvétsi rozdily, je

uvedeno v Grafech 1A,B.

53



Tabulka 3

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na hepatickou funké¢ni sinusoiddlni denzitu (FSD) a

priumér sinusoid po indukéni davee (t = 5 min.) a béhem vedeni anestézie (t = 35, 65 a 95 min.).

Funkéni sinusoidalni denzita (FSD) — cm/cm”

Cas
Primér sinusoid (SD) — pum
(min.) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni skup.
Baseline 0 399 (14) 403 (14) 402 (18) 395 (15) 409 (14)
9.8 (1) 9,7 (1,0) 9,9 (1,0) 10,0 (0,9) 10,0 (0,5)
Po induk&ni 318 (18)" 504 (16)F 404 (19) 355 (17)" 411 (13)
davce 86 (L,DT 11,5(0,57  10,2(0,9) 9,2 (0,9) 10,1 (0,9)
362 (20)" 501 (18)"F 397 (11) 362 (20)" 400 (7)
35
8,9 (1,4)" 9,5 (1,0) 10,0 (1,0) 9,0 (0,5)"" 10,0 (1,0)
Udrzovani “t - o
353 (18) 497 (20) 390 (10) 350 (16) 398 (15)
(vedeni) 65 . .
9,0 (1.1) 9,5 (1.3) 9,8 (0,6) 9,1 (0,5)" 9,6 (0,5)
anestézie . . .
o 375 (1) 449 (22)" 385 (16) 370 (12)"" 399 (16)
5
9,3 (1,2) 9,3 (0,6) 10,2 (0,5) 9,0 (1,1)"" 9,9 (0,8)

* p <0.05, vs baseline (t = 0 min), ' p <0.05 ve srovnani s kontrolni skupinou (fyziol. roztok) ve stejném Easovém
okamziku; data uvadéna jako median (interkvartilové rozpéti).
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Graf 1A: Srovnani vlivu ketaminu a propofolu na hepatickou mikrocirkulaci — funkéni sinusoidalni denzitu
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p <0.05 ve srovnani s propofolem ve stejném casoveé useku,; data uvadeéna jako median (interkvartilové rozpeti).
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Graf 1B: Srovnani vlivu ketaminu a propofolu na hepatickou mikrocirkulaci — primér sinusoid
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p <0.05 ve srovnani s propofolem ve stejném casoveé useku,; data uvadéna jako median (interkvartilové rozpéti).
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4.2.2 Mikrocirkulace na povrchu ilea

V experimentélni skuping, kde byl podavan propofol, nebyly detekovany zadné zmény
v FCD cirkularni svalové vrstvé ilea po celou dobu experimentalniho protokolu, a to jak v
porovnani se vstupnimi hodnotami, tak v porovnani s kontrolni skupinou v odpovidajicich si
c¢asovych momentech experimentalni ¢asové osy. Po podani indukéni davky propofolu doslo
ke statisticky vyznamnému vzestupu FCD longitudindlni svalové vrstvy ilea (t = 5 min.
+10,6%, p<0.05), v pribéhu udrzovani anestézie tyto hodnoty postupné klesaly, az se
statisticky neliSily od hodnot méfenych vstupn€. Ve skupinach s ketaminem a midazolamem
doslo k vyznamnému poklesu FCD v cirkularni vrstvé jak po indukci (t = 5 min. -27,9%,
p<0,05, resp. -29,8%, p<0,05), tak v prib&hu udrzovani anestézie (t = 95 min. -14,5%,
P<0.05, resp. -16,8%, p<0,05). Podobn¢ ve skupinich s ketaminem a midazolamem byl
zjistén vyznamny pokles FCD v longitudinalni vrstvé po indukci (t = 5 min. — 24,6%, p<0,05,
resp. -21,1%, p<0,05), pfiCemz tento pokles se v pribéhu udrzovaci faze zcela neupravil (t =
95 min. -10,8%, p<0,05; -15,5%, p<0,05). Ve skupin¢ s thiopentalem a ve skupin¢ kontrolni
nebyly zmény FCD v cirkuldrni ani v longitudinalni vrstvé statisticky vyznamné po celou
dobu anestetického protokolu. Kompletni vysledky v podob& mikrocirkula¢nich parametrii
ziskanych ze serd6zniho povrchu ilea jsou uvedeny souhrnné¢ v Tabulce 4. Vzijemné
porovnani mikrocirkula¢nich parametrii z oblasti distalniho ilea ve skupinach s propofolem a

ketaminem, mezi nimiz byly zjiS§tény nejvetsi rozdily, je uvedeno v Grafech 2A,B.
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Tabulka 4

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na funk¢ni kapilarni denzitu (FCD) cirkularni a

longitudindlni svalové vrstvy ilea po indukéni davce (t = 5 min.) a béhem vedeni anestézie (t =35, 65 a 95 min.)

Funkéni kapilarni denzita (FCD), cirkularni vrstva — cm/cm’

.

Cas

Funkéni kapilarni denzita (FCD), longitudinalni vrstva — cm/cm’

(min) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni skup.

Baseline 0 291 (18) 296 (31) 293 (14) 299 (17) 289 (17)
232 (10) 226 (15) 220 (11) 233 (20) 224 (20)
Po induk&ni 210 (12)° 300 (12) 297 (15) 214 (13)" 294 (22)
5
davce 175 (12)" 250 (11)"" 228 (20) 184 (15)" 228 (13)
230 (11)"7 297 (13) 291 (17) 230 (11)"7 299 (18)
35
205 (10)"" 231 (11) 230 (15) 205 (14)"7 231 (15)
Udrzovani o .
221 (20) 289 (23) 290 (22) 221 (20)° 286 (22)
(veden) 65 . .
197 (13)° 229 (12) 236 (18) 192 (13)° 239 (17)
anestezie . .
o5 249 (25)° 281 (25) 282 (20) 249 27)° 291 (18)
207 (22)" 224 (11) 229 (9) 197 (22)" 229 (19)

* p<0.05, vs baseline (t = 0 min), ' p<0.05 ve srovnani s kontrolni skupinou (fyziol. roztok) ve stejném ¢asovém
okamziku; data uvadéna jako median (interkvartilové rozpéti).
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Graf 2A: Srovnani vlivu ketaminu a propofolu na mikrocirkulaci ilea — FCD cirkularni vrstvy
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P<0.05 ve srovnani s propofolem ve stejném casové useku, data uvadena jako median (interkvartilové rozpeti).
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Graf 2B: Srovnani vlivu ketaminu a propofolu na mikrocirkulaci ilea — FCD longitudinalni vrstvy
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P<0.05 ve srovnani s propofolem ve stejném casové useku, data uvadena jako median (interkvartiloveé rozpeti).
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4.3  Analyza krevnich plynii

Hodnoty arteridlnich krevnich plyni a pH méfené ve vsSech experimentalnich
skupinach po ukonéeni SDF vysetieni v Case t = 95 min. vykazovaly mezi skupinami
minimalni rozdily. Hodnoty hematokritu (Htc) méfené také na konci experimentalniho
protokolu (t = 95 min) vypovidaly o mirném stupni hemodiluce pii srovnani s normalnimi
tabulkovymi hodnotami hematokritu u potkana. Mirny stupen hemodiluce dle hodnoty Htc se
mezi skupinami vyznamné neli§il. Pouze hodnoty laktatémie byly mirné vys$i na konci
experimentu ve skupiné s anestézii ketaminem, zde dosahovaly statistické vyznamnosti v

porovnani s kontrolni skupinou (2,6 mmol/l vs 1,5 mmol/l, p <0,05).

Graf 3A: Srovnani sérovych hladin laktatu v jednotlivych experimentalnich skupinach

v Case t = 95 min.

2,55 % 0,35*

1,95+0,39

1,63 + 0,39 1,58 + 0,45

1,47 £ 0,32

-
(3]
|

Laktatémie (mmol/l) v éase t = 95 min.

0,5

Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni skupina

Anestetikum

" p < 0,01 pFi srovndni s kontrolni skupinou, hodnoty uvedeny jako priimér + Std Dev
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Graf 3B: Srovnani erytrocytarniho hematokritu (Htc) v jednotlivych experimentalnich

skupinach v ¢ase t = 95 min.
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Bez statisticky vyznamného rozdilu mezi skupinami, p = 0,262 hodnoty uvedeny jako
prumeér = Std Dev

Graf 3C: Srovnani hodnot pH v experimentalnich skupinach v ¢ase t = 95min.
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Bez statisticky vyznamného rozdilu mezi skupinami, p = 0,137 hodnoty uvedeny jako
prumeér = Std Dev
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5. Diskuse

V prezentované praci byl GispéSné pouzit a zaveden vysoce standardizovany model
s ruznymi protokoly anestézie u ventilovaného potkana s tracheostomii. Tento model byl
pouzit ke sledovani mikrovaskuldrnich zmén v hepatosplanchnické oblasti. Zmény
mikrocirkulace byly sledovany b&hem anestézie indukované a vedené ketaminem,
propofolem, thiopentalem a nebo midazolamem. Tyto mikrovaskularni zmény byly poprvé
v tomto experimentalnim uspoiadani sledovany a vyhodnoceny novou optickou technologii
SFD zobrazeni. Tato technologie byla aplikovana na povrchu jater a na ser6znim povrchu
tenkého stfeva — distalniho ilea. Ziskana experimentélni data jasné prokazala zcela odlisné
ucinky ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na mikrocirkulaci jater a tenkého
stteva. A to jednak bezprostiedné po indukéni davce, jednak v pribéhu vedeni totalni
intraven6zni anestézie. Prace také jasn¢ prokazala zachované hepatické mikrocirkula¢ni
parametry béhem indukce 1 vedeni anestézie propofolem. Dale experiment prokazal ve
skupin€ s propofolem zvySeni FCD v cirkuldrni 1 longitudindlni svalové vrstvé ilea. Dilatace
sinusoid byla pozorovéana také ve skupiné s propofolem, nicméné detekovéana byla pouze
piechodné a to bezprostfedné po podani indukéni davky. Ve skupiné s anestézii thiopentalem
a v kontrolni skupiné nevykazovaly hodnoty mikrocirkulacnich parametrit po celou dobu
experimentu statisticky vyznamné zmény a to jak v oblasti jater, tak v oblasti tenkého stieva.
Naprosto odliSné chovani mikrocirkulace v hepatosplanchnické oblasti bylo zjisténo ve
skupinach, kde byla anestézie zahdjena a vedena ketaminem resp. midazolamem. V téchto
skupinach byl prokédzan signifikantni pokles FSD a sinusoidalni konstrikce po indukénich
davkach obou anestetik, vyznamné snizeni FSD pietrvavalo 1 v pribéhu vedeni anestézie.
Velmi podobna odpovéd mikrocirkulace na podavani ketaminu a midazolamu byla
pozorovana pii vySetfeni FCD v cirkularni 1 longitudinalni svalové vrstvé ilea, kde byl v obou
skupinach pozorovan vyznamny pokles FCD v obou svalovych vrstvach ilea po induk¢énich
davkach 1 v pribéhu udrzovani anestézie.

Jak bylo uvedeno vuvodu, dil¢i vyzkumy poslednich let naznacuji mozny podil
podavanych anestetik na ovlivnéni rovnovahy mezi jednotlivymi systémy kontrolujicimi
perfuzi hepatosplanchnické oblasti na tUrovni mikrocirkulace. Stoupd tak vyznam
systematického studia ,non-anestetickych® u¢inki anestetik za fyziologickych 1
patofyziologickych okolnosti.'*?

Velmi komplexni fizeni hepatické 1 gastrointestindlni mikrocirkulace ¢ini studium

konkrétnich mechanizmii u¢inku anestetik v této oblasti velmi obtiznym. Zda se, zZe klicovou
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ulohu hraji zmény v mikrovaskularni reaktivité¢, zmény v metabolismu NO, prostaglandini a
cytokinli a ovlivnéni kalciovych kanali. Dle dostupnych informaci mohou jak propofol, tak
ketamin, thiopental ¢i midazolam vyznamné zasdhnout do vySe uvedenych mechanizmti.
Vysledky takové interakce vybranych anestetik na urovni hepatosplanchnické mikrocirkulace
potkana byly analyzovany v této praci.

Dle aktualné dostupnych informaci neexistuji v soucasné dob¢& experimentdlni ani
klinické prace vyuZivajici SDF zobrazeni hepatické a intestindlni mikrocirkulace u
ventilovaného potkana v riznych standardizovanych reZimech totalni intravendzni anestézie.
,»In vitro® a ,.ex vivo* studie u chirurgickych pacientli anestezovanych propofolem prokéazala
zvySeni aktivity konstitutivni NO syntetazy a snizeni aktivity inducibilni NO syntetdzy
(iNOS)."* Vazodilataéni uginky propofolu na turovni mikrocirkulace byly prokézany za
fyziologickych podminek na modelu mikrocirkulace koZni fasy a mezenteria u kieckll a
potkani. Tyto mikrocirkulaéni zmény nebyly pozorovany pii podavani thiopentalu a
ketaminu.'**'*® Teoretické uvahy o propofolem indukovanych zménach v mikrocirkulaci jsou
obvykle odvozovany nepiimo na zakladé¢ néalezii zachované hepatické a intestinalni
mikrocirkulace, zachovaného poméru mezi piivodem a konzumpci kysliku a v neposledni
fadé na zakladé¢ zachovanych intaktnich bariérovych funkci stfeva za patofyziologickych
podminek.'*'*’

Konkrétni patofyziologické mechanizmy Uc¢inku propofolu na mikrocirkulaci jsou
doposud objasnény jen velmi castecné. Zda se, ze kromé mechanizmt zavislych na endotelu
(zmény v aktivité¢ NO) se uplatiuji také vazodilatatni mechanizmy nezavislé na endotelu a
zavislé na davce propofolu.'® Nékteré prace dokladaji efekt propofolu na kalciové kanaly a
piipodobiiuji tento efekt verapamilu. Propofol se tedy mtze chovat jako blokator kalciovych
kanala.'®® Velmi dileZitou skute¢nosti ve studiu uéinkd propofolu na mikrocirkulaci je i
pritomnost u¢inné latky v tukové emulzi. N&které experimentalni prace fesily tento problém
podavani propofolu v tukové emulzi a srovnavaly jeho uc¢inek na mikrocirkulaci se skupinou,
které byla poddvana jen tukovd emulze Intralipid. Vysledkem byl poznatek, Zze
v mikrovaskularnich uc¢incich propofolu hraje roli 1 samotnd tukovd emulze, ziejmé
v diisledku tvorby vasoaktivnich substanci v ramei lipolyzy.'2*'¢%!7

Souhrnn¢ Ize fici, ze tato prace studujici vliv rdznych anestetik na
hepatosplanchnickou mikrocirkulaci potkana pfi laparotomii podporuje na mikrovaskularni
urovni teorii o zachované hepatosplanchnické perfuzi v pribehu totalni intravenodzni anestézie

vedené propofolem.
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Jiz dfive publikované prace prokazaly dilataci arteriol a venul soucasné s konstrikci
kapilar v prib&hu anestézie vedené ketaminem.'”® Tato pozorovani jsou v souladu s nalezy
zjiSténymi v prezentované praci. Popsané zmény v mikrocirkulaci vlivem podavani ketaminu
lze alesponi CasteCné vysvétlit jeho znamym sympatomimetickym ucinkem nebo jeho
schopnosti ,,down-regulace” iNOS,'”" dal3i vysvétlujici mechanizmy nejsou zatim popsany.
Mikrocirkulacni zmény indukované poddvanim midazolamu jsou v literatuife popisovany
velmi ziidka,'”>'” byt se jedna stale o rutinnd pouZivané sedativum v experimentech i
klinické praxi. Midazolam sniZzuje kapacitativni vstup kalcia do humadannich hladkych
svalovych bun¢k arterii, soucasn¢ midazolam zasadné zvysuje rychlost inaktivace otevienych
vapnikovych kandlii v kardiomyocytech na modelu u psa, coZ je hlavni mechanizmus vedouci
ke snizeni myokardialnich funkci'” Efekt midazolamu na Ca*" kanaly byl mnohem
potentnéjsi ve srovnani s propofolem. VySe popsané mechanizmy mohou ¢astecné vysvétlit
niz$i hodnoty stiedniho arteridlniho tlaku a hepatickych a intestindlnich mikrocirkula¢nich
parametrii pozorovanych v této studii ve skupiné anestezované¢ midazolamem. V pribéhu
anestézie ve skupiné s thiopentalem nebyly pozorovany po celou dobu experimentu
vyznamné zmeény v hlavnich mikrocirkula¢nich parametrech hepatosplanchnické oblasti. Toto
je vrozporu s predchozim nélezem jedné studie, kde byly pozorovany podobné hodnoty
praméru kapildr v mezenterické oblasti pfi srovnani skupiny s thiopentalem a

midazolamem.'%®

Tento rozpor mize byt C¢&asteCné vysvétlen nezbytnym podénim
oxybarbituratu pentobarbitalu u kazdého experimentalniho zvifete vsamém Uvodu
instrumentalni faze. Tento fakt miZe znesnadiiovat detekci mikrocirkulacnich zmén
indukovanych podavanim thiopentalu, ktery je ze skupiny thiobarbituratt.

Interpretace vysledki této prace vyzaduje diskuzi nad nékterymi limitacemi jejiho
experimentalniho uspofadani. Pfes vysoce standardizovany anesteticky protokol
v jednotlivych experimentdlnich skupinich je prezentovand prace z metodologickych a
etickych divodl limitovand pravé v samotném experimentdlnim uspotfadani. VSechna
experimentalni zvifata byla inicidlné (na zacatku instrumentacni faze) uvedena do celkoveé
anestézie oxybarbituratem pentobarbitalem, ktery zajiStuje hlubokou chirurgickou anestézii
jak v priibéhu instrumentace, tak i po dobu stabiliza¢ni periody. S ohledem na vySe popsanou
metodologii SDF vySetieni v hepatosplanchnické oblasti, zadna kontrolni skupina zvifat pti
védomi bez pouziti anestetik a analgetik nepfipadala v této praci v tvahu. Vstupni hodnoty
byly proto ziskavany jiz po ptedchozim intraperitonealnim podani pentobarbitalu. V prib&hu
realizace experimentdlniho protokolu byla ve vSech studijnich skupindch podavana podobna,

relativné vysokd davka fentanylu a to jednak za Ucelem minimalizace na davce zavislého
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u¢inku fentanylu na mikrocirkulaci, jednak scilem udrzovani bezvédomi a dostatecné
analgézie zabratjici jakémukoli dyskomfortu u zvifat v kontrolni skupin&.'”* Velmi
podobné, s experimentalnim uspofddanim souvisejici limitace, lze ocekavat i v podobné
postavenych redlnych  klinickych  studiich s vyhodnocovanim  hepatosplanchnické
mikrocirkulace za riiznych anestetickych protokolli v peroperacni fazi. Recentni klinicka
prace analyzovala intestindlni pefuzi kontrastni ultrasonografii (CEUS) u bdicich pacienta,
tato metoda tak pfes svoje limitace pfedstavuje potencialni moznost v budoucich studiich
porovnat intestindlni mikrocirkulaci bez vlivu 1 s vlivem celkovych intravendznich ¢i
inhalagnich anestetik.'”>'"°

Metoda SDF zobrazeni umoziuje v redlném case piimou vizualizaci mikrocirkulace
v oblasti sliznic a na povrchu mnoha solidnich 1 dutych organti a to bez pouziti toxickych
fluorescencnich barviv. Pies vyvoj mnoha novinek a fady vylepSeni SDF technologie zlistava
zde nckolik dtleZitych metodologickych omezeni, kterd je tfeba vzdy zohlednit pfi
interpretaci a analyze dat zohlednit. Tlakové artefakty a lateralni pohyb vySetfované tkané
znesnadiuji a omezuji moznost kontinudlniho monitorovani. Cilené na miru vyvinuté fixacni
a flexibilni rameno pro SDF sondu je zasadnim ptfedpokladem pro ziskani videosekvenci
s minimem artefaktt.’'™> V prezentované praci byla jako dal$i krok k eliminaci artefaktd
z lateralniho pohybu vySetfované tkané zvolena technika snimani SDF videosekvenci
v oblasti jater v prabéhu velmi kratké apnoické pauzy, coz bylo umoznéno bolusovym
podavanim nedepolarizujiciho svalového relaxancia prave pred zahajenim SDF vySetteni.

Vysledky této prace podporuji jiz publikované diikkazy o omezené korelaci mezi
systémovou hemodynamikou a patofyziologickymi zmé&nami na trovni mikrocirkulace.'””"”
Prezentovany model peroperacni monitorace splanchnické mikrocirkulace za riznych
intravenoznich anestetickych protokolii napomohl k dal§imu porozuméni v oblasti tzv. ,, non-
anestetickych“ 0¢inka anestetik, konkrétn€ anestetiky indukovanym zménam v organové
mikrocirkulaci a perfuzi. Jiz nyni se objevuji prace dokazujici zcela odliSnou vaskularni
reaktivitu pod vlivem riznych anestetik v pribéhu hemoragie. Hovoii se o zméné
farmakodynamiky anestetik a dokonce se zda, ze nckteré u€inky anestetik na mikrocirkulaci a
jeji adaptacni mechanizmy v pribéhu hemoragie mohou byt zcela opacné, nez jaké jsou
pozorovany za fyziologickych okolnosti. Tento fenomén muze byt vysvétlovan na propofolu
zévislou inhibici vazoaktivni odpovédi na endogenni NO v prib&hu krvaceni. 1212
Recentni prace naznacuji, ze vaskularni reaktivita a jeji regulace v prib&hu anestézie
s probihajicim hemoragickym Sokem mohou byt ovlivnény jak odliSnymi anestetiky, tak

odlignymi mechanizmy.'** Navazujici problematikou je pak vliv anestetik na imunitni systém
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a to zejména v sepsi a septickém Soku a doprovazejici fenomén imunomodulace vlivem
anestetik.'*

Slozité tizeni mikrovaskularni perfuze s organové a druhové specifickymi rozdily ¢ini
interpretaci jakychkoli zmén v mikrocirkulaci velmi sloZitou a obtiznou. Porozuméni
mechanizmim, které zajiStuji adekvatni mikrovaskuldrni perfuzi za fyziologickych a
patologickych podminek, véetné vlivu anestetik a sedativ, je klicovym aspektem dalSiho
vyzkumu mikrocirkulace v budoucnosti. Z téchto poznatkli pak bude vychazet vyzkum
zaméfeny na diagnostiku a 1écbu, kdy budou soucésti 1écby postupy specificky ovliviujici
zmény v mikrocirkulacni siti s moznosti vyhodnotit efektivitu terapeutického zasahu event.

efekt upravené 1éCby.
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6. Zaveéry

Zavérem lze shrnout, Ze tato prace potvrdila hypotézu, ze rizna intravendzni
anestetika ovlivituji hepatickou a intestinalni mikrocirkulaci zcela odlisné. Tento fakt byl
potvrzen s pouzitim vysoce standardizovaného modelu umél¢ plicni ventilace potkana
s naslednou aplikaci oveéfenych a vysoce standardizovanych riiznych protokolli intravendzni
propofolu ve vztahu k hepatosplanchnické mikrocirkulaci. Jak bylo jiz zminéno, kazdé
anestetikum muliZe alterovat mikrocirkulaéni a prozanétlivou odpovéd’ organizmu riznymi
mechanizmy. Z tohoto jasn¢ vyplyva, ze vSechny modely studia mikrocirkulace vyzadujici
celkovou anestézii u experimentdlnich zvifat a nasledné ziskana data museji byt
interpretovana 1 s ohledem na ucinky pouzitych anestetik. Tento pfistup je doposud velmi
komplikovany z divodu velké nejednotnosti a velkého poctu anestetickych protokoli u
experimentalnich zvifat véetné zna¢nych rozdilti v ddvkovani anestetik a analgetik. Vysledky
prezentované prace mohou pomoci pii volbé anestetického protokolu u raznych studii
zaméfenych na hodnoceni mikrocirkulace za nejriznéjSich podminek.

Pouzity model peroperacniho SDF zobrazovani a vyhodnocovani hepatosplanchnické
mikrocirkulace je také aplikovatelny ve svych hlavnich krocich do klinické praxe. Naskyta se
tak velky potencidl s moznosti vyhodnotit mikrocirkulaci jeji pfimou vizualizaci
v peroperacni fazi abdominalniho chirurgického vykonu a to za nejrtizngjSich
patofyziologickych okolnosti v€etné moznosti hodnotit efekt rGznych anesteziologickych
postupt a akutnich terapeutickych intervenci. V této klinické oblasti miize mit potencidlné
nejvyznamnéjsi klinicky dopad vhodna volba anestetik a analgetik pfi nejcastéjSich Sokovych
stavech, tedy pi1 hemoragickém a septickém Soku, to vSe ve vztahu k ,, non-anestetickym*
u¢inktim anestetik a s cilem minimalizovat negativni dopady podavanych anestetik. Bude
velmi vhodné kombinovat technologii SDF zobrazeni napt. slaser Doppler flowmetrii.
Nezbytnou soucasti dalsiho vyvoje bude vyzkum softwarovych metod a vypocetni techniky
umoznujici rychlou automatizovanou on-line analyzu mikrocirkulacni sité. V budoucnu
budou kli¢ové experimentalni a klinické prace studujici mikrovaskularni G¢inky anestetik ve
spojitosti s orgdnovou perfuzi a organovymi funkcemi a ndsledny vliv na celkovy vysledek

1é¢by.
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