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SEZNAM ZKRATEK

A arteriola

AVA automaticka vaskularni analyza
C kontrolni skupina

CEUS contrast enhanced ultrasound
cNOS konstitutivni NO syntetaza

CcoO oxid uhli¢ity

ETs endoteliny

FCD functional capillary density
FSD functional sinusoidal density
HHD hypevolemicka hemodiluce
HO hemoxygenaza

HSC hepatic stellate cell

Htc hematokrit

iINOS inducibilni NO syntetaza

IVM intravitalni mikroskopie

K ketamin

LDF laser Doppler flowmetry

LEDs light-emitting diodes

M midazolam

MAC minimalni alveolarni koncentrace
MAP mean arterial pressure

NO oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého

OPS orthogonal polarization spectral imaging
P propofol

PEEP pozitivni endexpiraéni tlak
PSVD postsinusoidal venular diameter
PSVV postsinusoidal venular velocity
SD sinusoidal diameter

SDF sidestream dark-field imaging
Std Dev standardni odchylka

T thiopental

t cas

TEA thoracic epidural anesthesia

A% venula

VD villus density



1. SOUHRN

vvvvv

ucincich anestetik, kam lze zatadit 1 jejich G¢inky na mikrocirkulaci organti vcetné jejiho
fizeni. Intravenozni anestetika mohou ovlivnit mikrocirkulacni sitt zménami
v mikrovaskularni reaktivité, v tvorbé NO nebo v produkci prostaglandinii a cytokinti. Cilem
této prace bylo stanovit vliv vybranych intravendznich anestetik na hepatosplanchnickou
mikrocirkulaci u ventilovaného laparotomovaného potkana s vyuzitim technologie sidestream
dark-field (SDF) zobrazeni. Tticet potkanii kmene Wistar bylo rozdéleno do 5 skupin.
VSichni potkani byli pro fazi instrumentace inicialné uvedeni do celkové anestézie
pentobarbitalem (60mg/kg i.p.), nasledné byli ndhodné rozdéleni do skupin s indukéni (t = 5
min.) a udrZzovaci (t = 35, 65, 95 min.) davkou ketaminu, propofolu, thiopentalu a
midazolamu. Hluboka analgézie ve v€ech skupinach vcetné kontrolni byla zajiSténa
fentanylem. SDF zobrazeni mikrocirkulace povrchu jater a distdlniho ilea bylo provedeno
vstupné a pak v casech t = 5, 35, 65 a 95 min.). Ve skuping€ s propofolem bylo zjiSténo
zvySeni funkéni sinusoidalni denzity (FSD) po indukci anestézie (+25%, p<0,05) 1 v pribé¢hu
jejiho vedeni vcase t = 95 min. (+10,3%, p<0,05). Ve skupindch sketaminem a
midazolamem doSlo k poklesu FSD po indukci (-20,4%, p<0,05; -10,1%, p<0,05),
v porovnani se vstupnimi hodnotami zlstaly hodnoty FSD snizené¢ 1 v pribéhu vedeni
anestézie ase v t = 65 min. (-11.6%, p<0,05; -11,4%, p<0,05). Po indukci anestézie
propofolem byl pozorovan vzestup funkcni kapilarni denzity (FCD) v longitudinalni svalové
vrstve ilea (+10,6%, p<0,05), v pribchu vedeni anestézie FCD postupné klesala na troven
vstupnich hodnot. Ve skupinachs ketaminem 1 midazolamem doSlo k poklesu FCD
longitudinélni vrstvy po indukci (-24,6%, p<0,05; -21,1%, p<0,05), tento pokles pretrvaval
také v prab¢hu vedeni anestézie v ¢ase t = 95 min. (-10,8%, p<0,05; -15,5%, p<0,05). Ve
skupin€ s anestézii thiopentalem a v kontrolni skupiné nebyly zmény mikrocirkula¢nich
parametru statisticky vyznamné po celou dobu experimentu. Lze shrnout, Ze rizna anestetika
ovliviiuji hepatosplanchnickou mikrocirkulaci zcela odlisné€, vysledky naznauji urcité
protektivni G€inky propofolu v oblasti hepatosplanchnické mikrocirkulace u ventilovaného
potkana s laparotomii.



2. SUMMARY (Anesthesia techniques and organ microcirculation)

There is an increasing evidence about microcirculatory effects of different intravenous
anesthetics both under physiological and specific pathological conditions. This study aimed to
investigate the effects of intravenous anesthetics on hepatosplanchnic microcirculation in
laparotomized mechanically ventilated rats using Sidestream Dark-field (SDF) imaging.
Thirty male Wistar rats were divided into 5 groups (n = 6 each). All rats were initially
anesthetized with 60mg/kg pentobarbital (i.p.) for instrumentation. This was followed by
either ketamine, propofol, thiopental, midazolam or saline + fentanyl (iv bolus over 5 min.
and then maintenance over 90 min.). SDF imaging of the liver and distal ileum
microcirculation was performed at the baseline and at t = 5, 35, 65 and 95 min. In propofol
group there was increase of functional sinusoidal density (FSD) following induction (+25%,
P<0.05) and maintenance at t = 95 min. (+10.3%, P<0.05), in ketamine and midazolam group
decrease of FSD was observed after induction (-20.4%, P<0.05; -10.1%, P<0.05) and during
maintenance at t = 65 min. (-11.6%, P<0.05; -11.4%, P<0.05) when compared to baseline.
Following induction with propofol functional capillary density (FCD) of ileal longitudinal
muscle layer increased (+10.6%, P<0.05) and returned to baseline values during maintenance.
Ketamine and midazolam decreased FCD of longitudinal layer after induction (-24.6%,
P<0.05; -21.1%, P<0.05) and remained decreased during maintenance at t = 95 min. (-10.8%,
P<0.05; -15.5%, P<0.05). In thiopental and control group, changes in microcirculatory
parameters were not significant throughout the study. In conclusion, intravenous anesthetics
affect the hepatosplanchnic microcirculation differentially, propofol has shown protective
effect on the liver and intestinal microcirculation.

Key words: Intravenous anesthetics; hepatosplanchnic microcirculation; SDF imaging



3.  UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1. Pokroky ve studiu mikrocirkulace

Mikrocirkulace ma zasadni Glohu v interakcich mezi krvi a cilovymi tkanémi,
strukturalni a funkéni zmény na urovni mikrocirkulace jsou patofyziologickym mechanismem
vyvoje fady akutnich zévaznych syndrom a onemocnéni vcetné sepse, syndromu
multiorganové dysfunkce a viech forem Sokovych stavi.' 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 ptavodné
ke stanoveni poctu erytrocytii a leukocytll ptimo u lizka neinvazivni cestou. Bezprostiedne
poté se projevil obrovsky potencial metody OPS imaging s moZnosti zobrazit pohybujici se 1
stojici sloupec erytrocytt a tim i mikrocirkulaéni sit.® Tato opticka metoda (principy viz kap.
1.3.1) umoznila vizualizaci mikrocirkulace vreadlném 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 dokdzal inkorporovat technologii OPS do malé sondy s moZnosti snadné
manipulace a se sterilizovatelnou koncovou ¢ockou, byly vytvofeny prvni komeréné dostupné
ptistroje CYTOSCAN™ A/R a CYTOSCAN™ E II. Naslednym logickym krokem pied
zavedenim metody OPS do experimentéalniho 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 parametri ziskanych obéma metodami. NejcastéjSim
modelem pro validaci nové optické metody bylo ischemicko-reperfusni poSkozeni tkani a
organi. Metodou OPS a IVM byly ziskdny a nasledné¢ porovndny 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 GspéSné validovana pro vySetteni
mikrocirkulace v oblasti perifernich tkani (koZni fasa, pficn€ pruhovany sval) i vnitinich
organu (tlusté a tenké sttevo, jatra, pankreas). V humannich studiich byla validace omezena
na snadno dostupné povrchové tkané (nehtové lizko) ev. sliznice. Metoda OPS pfti vySetieni
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 zakladnich limitaci se OPS metoda s pouzitim CYTOSCAN mikroskopu stala
akceptovanou alternativou k intravitalni mikroskopii. Tim byla zah4jena pted 10 lety nova éra
vyzkumu mikrocirkulace s moZnosti vysetfit mikrocirkulaci v redlném cCase jak v experimentu
na zvifeti, tak u liZka nemocného ¢i u nemocnych v perioperaénim obdobi. Konkrétni
vysledky validagnich studii a jejich rozbor byly piehledné shrnuty v literatute jiz diive.”"

OPS technologie a CYTOSCAN mikroskopy byly postupné nahrazeny novou generaci
komer&né dostupnych Microscan'™ videomikroskopt vyuzivajicich vylep§enou metodu
znamou jako Sidestream dark-field (SDF) imaging. SDF mikroskopie poskytuje vé&tsi
rozliSeni, kontrast a hlubsi tkanovy 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¢ni mikrocirkulace tenkého 1 tlustého stfeva, vySetfovan
byl peroperaéné i povrchu 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
naro¢nost off-line analyzy ziskanych videosekvenci s dynamickou morfologii mikrocirkulace.
Byly tedy ziskdvany 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 vénovéno obrovské usili ve vyvoji automatické softwarové analyzy
umoziujici redukovat ¢asovou naro¢nost a piiblizit 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
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 ukézal novy problém
v podobé nejednotné analyzy mikrocirkula¢nich dat, velkého podilu semikvantitativnich
ukazatell a rozdilného vybéru hlavnich analyzovanych parametri. Nejvétsi vyzvou ve
vyzkumu mikrocirkulace pak nadale ziistava spravnd interpretace ziskanych dat, systém tizeni
tkanové perfuze na Grovni mikrocirkulace a moznosti jejiho terapeutického ovlivnéni. Velka
pozornost byla a je dosud vénovana sjednoceni postupti pii analyzach mikrocirkulaéni 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 pritok stupném 3 pro kontinualni pritok,
stupném 2 pro oblenény tok, stupném 1 pro intermitentni tok a stupném 0 pro kapilary se stop
flow.">'® Postupné se z pochopitelnych diivodt ukézalo, Ze doporudeni pro hodnoceni
mikrocirkulace v odlisSnych orgénovych systémech museji byt modifikovana z divodu
organove specifickych vlastnosti mikrocirkulace. Detailn€ je propracovana napf. metodika
popisu mikrocirkulace jednotlivych vrstev stfeva véetné mukézy,'’ " nebot chovani
splanchnické mikrocirkulace za tzv. ,low-flow states” nejriznéjsi etiologie je predmétem
intenzivniho klinického vyzkumu. Selhani perfuze stfeva a stfevni bariéry je dulezitym
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.

3.2. 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
transplantaci®® a jaternich resekci s rozsifenou hemihepatektomii’® a také u syndromu

multiorganové dysfunkce septické etiologie.”” Experimentalni i klinické mikrocirkulagni



studie poslednich let poukazuji na vyraznou diskrepanci mezi zachovalymi parametry
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 regula¢ni mechanismy jaterniho pritoku na Grovni sinusoid nejsou doposud
dostate¢né¢ exaktné popsany, predchozi experimentdlni studie jasné¢ ukézaly, Ze 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 vySetieni jaterni perfuze na mikrovaskuldrni arovni v bézné
klinické praxi. Zcela unikatni mozZnosti k ptfimému studiu a vySetteni jaterni mikrocirkulace v
klinice je peroperacni obdobi u nemocnych podstupujicich nitrobtiSni vykony na jaternim
parenchymu 1 mimo néj. V prvnich zcela ojedinélych ptipadech (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 inicialnim
mikrocirkuladnim statutem a asnou funkci graftu.>*® Uréitou alternativu piedstavuje i laser
Doppler flowmetrie, kde by podminkou k perioperacnimu vySetieni nebyla ani laparotomie,
vzhledem k velikostem dostupnych laserovych sond.

Za fyziologickych podminek pfitéka 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
principy byly velmi podrobn& shrnuty vrecentni svétovém pisemnictvi’' Ackoli jaterni
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 uskuteéiiuje 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 ti€¢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 Gc€inky
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 gasedzni molekuly NO a CO (jedna se o syntetazu oxidu dusnatého a hem-
oxygenazovy systém).*” Diléi vyzkumy poslednich let ukazuji mozny podil podavanych
anestetik na ovlivnéni rovnovdhy mezi jednotlivymi systémy kontrolujicimi perfuzi
hepatosplanchnické oblasti na urovni 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 mechanismii je redistribuce krevniho pratoku vedouci
k regionalni organové hypoperfuzi s obtizné¢ predikovatelnymi dopady. Tento neptiznivy stav
miZe pretrvavat i pies normalizaci systémové dodavky kysliku.** Je fada velmi
opodstatnénych divodi, pro¢ je nutné se ve vyzkumu, klinice 1 1é¢bé Sokovych stavl



zamétovat na perfuzi stfeva a znamky jeji dostatecnosti. 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 klkd 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. Za normalnich okolnosti tato
zkratova difuse kysliku neni pro integritu klkti nebezpecna a to i1 piesto, ze v prabchu traveni
klesa ptO; az na 5 torr. Stfevni mukdéza ma schopnost velmi vysokého navySeni extrakce
kysliku, stfevo je totiz orgdnem s nejvyssi 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 dodavce. Po dosaZeni hodnot kritické dodavky kysliku
muize dojit k hypoxii vrcholovych partii klku a desintegraci stievni bariéry s moZnosti
bakterialni translokace do ob&hu.* Je viak prokazano, ze metabolismus stievni mukozy miize
fungovat uréity Gas za ,,low flow* stavu a to bez nadprodukce laktatu.*

Mechanismy regulujici pratok krve jednotlivymi vrstvami stievni stény lze obecné
rozdé€lit na intrizické a extrinzické. Stfevo ma velmi bohaté zasobeni nervovymi vldkny
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 pratok
krve stfevnimi kapilarami jsou velké zmény osmolarity vznikajici pfi procesu traveni
jednotlivych nutrientt.

Mezi etiologické faktory mezenterialni ischemie a sttevni hypoperfuze patii arterialni
embolizace, arteridlni trombdza a Zilni trombodza. Tyto mechanismy tvoii 70-80% pfticin
sttevni 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 nejriaznéjSich pfiCin v€etné hemoragie, sepse a ostatnich forem Sokovych stavi.
poznatky v oblasti tzv. non-anestetickych ucinkli anestetik vcetn€ téch ovliviiujicich
organovou perfuzi a mikrocirkulaci.*> Zmény v mikrovaskularni reaktivité, metabolismu NO
a uvolilovani cytokini jsou hlavnimi pfedpoklddanymi mechanismy, jeZ ovliviiuji fizeni
mikrocirkulace. Vzhledem k obligatornimu pouzivani anestetik, hypnotik, opioidl ¢i jinych
anesteziologickych technik v bezpoctu kritickych stavii je velmi aktudlni a opravnénou
otdzkou vliv anestetik a ptfidruzenych anesteziologickych technik na mikrocirkulaci organii,
zjm. pak v hepatosplanchnické oblasti. VySe uvedené mechanismy a jejich dopady jsou
hlavnim zaméfenim této prace a jsou detailné probrany dale.

3.3. Nové metody studia mikrocirkulace v experimentu a v klinické praxi

3.3.1. 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 pivodnim zdmérem 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
prochézi ptes déli¢ paprski a dopada na povrch tkané. VétSina odrazeného svétla zlistava
polarizovdna a neprochdzi tak ortogonalné situovanym druhym polarizitorem -—
analyzatorem, tudiz se nepodili na tvorbé obrazu. Svétlo, které prochazi do hloubky tkéané¢,
kde dochdzi k viceCetnému rozptylu, je depolarizovano a milze tedy projit druhym
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polarizatorem a vytvofit obraz na pozadi. K dosaZeni optimalniho obrazu mikrocirkulace byla
zvolena vlnova délka emitovaného svétla 548nm, pti které je maximum absorbce rovnomeérné
rozdéleno mezi oxy- a deoxyhemoglobin. Dva fyzikdlni jevy se tak podileji na vzniku obrazu
v odrazeném svétle: absorbce nezbytnd pro dostateCny kontrast a rozptyl nezbytny
k formovéani obrazu na pozadi (iluminaci).® Tak dochdzi pfimo k vizualizaci krevnich cév
mikrocirkulace metodou OPS imaging. Detailni popis technologie OPS imaging a jejich
principii dle Gronera a jeji dal3i technické aspekty byly publikovéany jiz diive.®

3.3.2. Sidestream dark-field (SDF) imaging

Mirné odli$ny je princip dalsi jesté citlivéjsi optické metody — Sidestream dark-field
(SDF) imaging. Diody (LEDs) emitujici zelené svétlo (540+£50 nm) jsou uspofadany do kruhu
na konci optické sondy. Toto svétlo ptimo osvétluje tkanovou mikrocirkulaci. Zdroj tohoto
svétla je opticky izolovan od jadra optické sondy, kde prochéazi svétlo emitované zpét tkani.
Proto SDF technologie poskytuje zobrazeni mikrocirkulace s vét$im rozliSenim a kontrastem
v porovnani s OPS technologii.* Tak je moZno zieteln& pozorovat pohybujici se erytrocyty a
obraz analytickym softwarem vyhodnotit. SDF sonda je kryta plastovou vyménitelnou sterilni
c¢ockou, se sondou je mozno vySetiovat piimo drzenim v ruce nebo I€pe prostiednictvim
nastavitelného fixatoru s flexibilnim ramenem. Zavedeni vySetfeni SDF sondou do rutinniho
vyzkumu mikrocirkulace jasné prokazalo klicovou tlohu fixaéniho ramene s mikroposuvem
pi eliminaci artefakti, tato zafizeni jsou nadale zdokonalovana.”®>' Principy SDF zobrazeni a
porovnani SDF a OPS technologie byly detailné studovany autory Incem a Goedhartem.’>

3.4. Studium mikrocirkulace a organové perfuze v perioperac¢nim obdobi

Ptedchozi vyzkum jasné prokézal, Ze chirurgicky vykon miize byt pti¢inou zietelnych
zmén v mikrocirkulaci, které jsou jednak vysledkem rozvoje syndromu systémové
prozanétlivé odpovédi (SIRS), jednak tkaiové hypoxie a piimého tkafiového poskozeni.”*™*
Navic prokdzana souvislost mezi snizenym priitokem v mikrocirkulaci a zhorSenym hojenim
sttevni anastomo6zy vypovida o kauzalni roli mikrocirkula¢ni dysfunkce v rozvoji nékterych
pooperaénich komplikaci.”>® Proto splanchnicka hypoperfuze a hypoxie mohou byt pii¢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 mize 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 umoznujici ¢asnou detekci splanchnické
hypoperfuze a hypoxie s moznosti monitorovat odpovéd’ mikrocirkulace na casny
terapeuticky zasah a to zejména v poopera¢nim 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 priibéhu pooperacni péce
a sledovat tak naptiklad efekt terapeutickych intervenci na Grovni organové mikroperfuze —
toto doposud prakticky umoziuje jen laser Doppler flowmetrie.

Urcitou moznosti je pak hledat vztah mezi peropera¢nim vySetienim 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
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periopera¢niho hodnoceni mikrocirkulace je jeji vySetfeni ve snadno dostupnych tkanich
(nejCastéji sublingudlni sliznice, nékdy kolostomie). Z téchto vySetieni Ize do jisté miry
odvozovat status orgdnové perfuze, takto byla vySetfovdna naptiklad mikrocirkulace
sublingudlni sliznice metodou OPS zobrazeni v pribéhu nekomplikované kardiochirurgické
operace v hypotermii.’’ S ohledem na organové specifické Fizeni krevniho pritoku
v mikrocirkulaci je ziejmé, Ze interpretace vysledki je limitovdna vztahem mezi sublingudlni
a splanchnickou mikrocirkulaci, pfi¢emz tento vztah je$té nebyl podrobné popsan a
definovan. Recentni experiment na praseti studujici vliv kumulativni tekutinové bilance a
hypervolemické hemodiluce na mikrocirkulaci v mukoze ilea prokazal, Ze perioperacni vyssi
stupenn hypervolemické hemodiluce s vyznamné pozitivni kumulativni tekutinovou bilanci
vede k poklesu funkéni kapildrni denzity vklcich a k poklesu poctu homogenné
perfundovanych klk. Tyto zmény detegované technologii SDF zobrazeni vSak nebyly
zachyceny v soutasné vysetfované mikrocirkulaci sublingualni sliznice.’’

Specifickou moznosti, jak kontinuidlné monitorovat splanchnickou perfuzi a jeji
zmény v celém periopera¢nim obdobi, je gastrickd 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 predpokladem, Ze arteridlni
koncentrace bikarbonatu je v rovnovaze s jeho koncentraci v zalude¢ni sliznici, na zéklade
téchto méfeni a kalkulaci je stanovovana hodnota pH (pHi) v Zalude¢ni sliznici. Ackoli byly
uspesné provedeny perioperacni klinické studie s terapii zohleditujici monitoraci splanchnické
perfuze gastrickou tonometrii,"** fada metodologickych omezeni limituje piimé pouziti
gastrické tonometrie v Siroké klinické praxi pro monitoraci i 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 zasah, snadna 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 tkanova oxymetrie).

3.5. Vliv vybranych anesteziologickych technik na mikrocirkulaci organi

— 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 dalSimi podstatnymi
atributy anesteziologie se staly jednak diraz na bezpetnost pacienta,”*® jednak diraz na
vyzkum anesteziologickych technik véetng jejich vlivu na outcome nemocnych.”’ V idealnim
piipadé€ je volba anesteziologické techniky pro individudlniho pacienta zaloZena na stanoveni
optimalniho poméru riziko/benefit ve smyslu ovlivnéni stresové odpovédi, 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 ortopédii.”® Dosavadni studie ptinesly rozporuplné
vysledky hodnoceni vlivu anesteziologickych technik na outcome, velkd metaanalyza
prokazala pouze niz§i vyskyt trombotickych komplikaci ve skupiné s regiondlni nervovou
blokadou,”* n&které jednotlivé prace prokézaly kratdi dobu hospitalizace u nemocnych
s neuroaxialni blokadou.”” Obtizna prokazatelnost vlivu anesteziologickych technik na

outcome nemocného v chirurgickych oborech je zfejmé¢ dana mnozstvim faktori
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ovliviiujicich vysledek 1é¢by u této skupiny nemocnych, dal§$imi divody mohou byt
nejednotny design a statisticka analyza. Pfesto je zifejmé ze hlavnimi faktory potencialné
ovliviiujici outcome jsou efektivni peroperacni a pooperacni lé€ba 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 ¢i metody
izovolemické hemodiluce. Byl také prokazan pozitivni vliv zvysené dodavky kysliku,””"
perioperaéni normotermie’”’ a optimalizované tekutinové 1é¢by na incidenci pooperagnich
komplikaci a délku hospitalizace.** ™

3.5.1. Vliv anestetik na organovou perfuzi a mikrocirkulaci za
fyziologickych a patofyziologickych okolnosti
V poslednich letech se v anesteziologii do popfedi zajmu vice a vice dostava vyzkum
non-anestetickych u¢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 ob&hu a v neposledni fad¢ je predmétem vyzkumu vliv anestetik na
metabolické drahy oxidu dusnatého (NO).**** V tomto sméru je nejvice pokrogily vyzkum
non-anestetickych u&ink propofolu.*> Toto je jednak podminéno samotnou molekulou,
jednak faktem, Ze se jedna o lipidovou emulzi, dileZitych faktorem je i1 jeho Siroké klinicke
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
v recentni piehledové praci,*® nize jsou uvedena jen nejzakladn&jsi doposud znam4 fakta.

3.5.1.1. Vliv intravendznich anestetik na mikrocirkulaci

Mechanismy U€inku intravenéznich 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 trovni.*’ ™ V ptipads propofolu a thiopentalu byl prokazan jejich centralni
inhibi¢ni  UC¢inek na sympaticky nervovy systém, naopak ketamin vykazuje
sympatomimeticky uc¢inek. Propofol snizuje kontraktilitu srdec¢niho svalu a to snizenim
pienosu beta-adrenergniho signalu v kardiomyocytech, ktery je zplisoben inhibici produkce
cAMP.****  In vitro studie prokazaly, 7e podkladem lokalniho vazodilataéniho u&inku
thiopentalu, propofolu a ketaminu je inhibice L-podtypu nap&tové fizenych Ca** kanali.”>®
V experimentu s fizenim mikrocirkulace branice u potkana byla hodnocena role
prostaglandini a oxidu dusnatého b&hem piisobeni 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 prokdzano, Ze primér mezenterickych arteriol a venul u
potkana byl vét§i pi1 vedeni anestézie propofolem s fentanylem v porovnani s anestézii
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vedenou ketaminem ¢i thiopentalem, primér kapilar stejné jako makromolekularni leak se
protizdnétlivych ucincich propofolu, na které bylo nepfimo usuzovdno ze zjiSténi, Ze
podavani propofolu vedlo k zachovani pritoku v hepatosplanchnické oblasti v pribéhu
mimoté&lniho ob&hu, coz miZe mit dopad na integritu intestindlni slizni¢ni bariéry.”
Molekularni mechanismy propofolem podminych protizanétlivych a vaskularnich G€inki
zatim nebyly uspokojivé vysvétleny. In vitro a ex vivo studie u chirurgickych pacienti
v anestézii propofolem prokdzala zvySeni konstitutivni produkce NO a snizeni inducibilni
rovnovahy cytokinového spektra ve prospéch protizanétlivych cytokina (IL-10, IL-1, IL-1
ra)."”! Doposud znamé uéinky riznych intravendznich anestetik na imunitni systém byly
velmi detailng shrnuty jiz dfive.'®” Experimentalni prace u psi potvrdila na davce zavisly
Gcinek propofolu na regionalni perfuzi ledvin, tenkého a tlustého stieva.'” Vysoké davky
propofolu (24mg/kg/hod) vedly k signifikantnimu sniZeni krevniho pritoku v ledvinach,
myokardu a tlustého stfeva, pritok tenkym stievem byl nezménén. Naslednad volumoterapie
vS8ak upravila myokardidlni a rendlni perfuzi. Pfi 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
zdravym dobrovolnikli v anesteziologickém riziku ASA 1. Byl pozorovan pokles celkové
mikrovaskularni denzity o 9% a pocet kontinualng perfundovanych kapilar klesl o 16%.'*
Nicméné nyni je klinicky vyznam téchto zjisténi véetné dlaSich konsekvenci zcela nejasny.

3.6. Specifika metodologie vyzkumu anesteziologickych technik a

postupi, 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 pokraovat ve vyzkumu nonanestetickych
ucinkl anestetik se zaméfenim na ovlivnéni mikrocirkulace a jeji regulaéni mechanismy.
Ukazuje se, ze odliSné anestetika zcela odliSné ovliviiuji nejen mikrocirkulaci samotnou, ale i
jeji fizeni za patologickych stavii, pfitom ptivodnich praci studujicich jednotliva anestetika ve
vztahu k organové hypoperfuzi je velmi malo.'” Vyzkum anestetik a anesteziologickych
technik mé tedy v sou€asnosti minimalné tti aspekty. V klinice se jedna 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 ucinkll 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 zddna 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 organovou perfuzi
by méli byt dalezitym faktorem pii tvorbé designu dalSich studii jak experimentalnich, tak
klinickych. Jasnym cilem pak je snadnd interpretovatelnost a porovnatelnost ziskanych dat,
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nalezeni optimalni metody monitorace hepatosplanchnické perfuze anasledna aplikace
ziskanych poznatkl do béZné klinické praxe v anesteziologii a intenzivni péci.

4. CILE DISERTACNI PRACE

e Metodou SDF zobrazeni zhodnoceni ucinku indukéni a udrzovaci davky
vybranych anestetik (propofolu, thiopentalu, ketaminu a midazolamu) na
hepatickou a intestindlni mikrocirkulaci fizené¢ ventilovanych potkani po
laparotomii.

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

e Dle aktudlné¢ dostupnych informaci neexistuji klinické ani experimentalni
prace hodnotici hepatickou a intestindlni mikrocirkulaci metodou SDF
zobrazeni v pribéhu riiznych protokoll totalni intravendzni anestézie.

e Zakladni hypotéza projektu: Vybrana intravendzni anestetika odlisné alteruji
hepatosplanchnickou mikrocirkulaci u ventilovaného potkana s laparotomii.

S. MATERIAL A METODIKA

Vsechny provadéné zékroky na potkanech byly v souladu s legislativou na ochranu
zvitat proti tyrani a byly schvaleny Odbornou komisi Lékaiské fakulty v Hradei Kralové pro
ochranu zvitat proti tyrani dne 4.11.2008. Byla respektovana etickd pravidla doporucena pro
publikace v odborné literatufe,'™ pfi instrumentaci a operaénich technikach na pokusnych

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

5.1. Pokusna zvirata

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 chovéani za standardnich teplotnich a svételnych podminek (dvanactihodinovy
cyklus osvétleni, teplota 21-22°C, vlhkost vzduchu 55 — 65%.) s ptistupem ke krmivu a vode
bez omezeni. Studie probihala ve vivariu Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové. Po tydenni aklimatizacni period¢ byli potkani zatfazeni do studie.

5.2. Anestézie, monitorace a chirurgicka preparace

Po pfedchozim celono¢nim laénéni s neomezenym pftistupem 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
operatnim stole (Heating desk VD typ 1, Vitrum Praha s.r.o., Praha, Czech Republic),
rektalni teplota byla udrZovdana v rozmezi 36,5 — 37,5°C. Poté byly s pouZitim
polyetylénového katetru velikosti 24G kanylovany prava karotickd tepna ke kontinualnimu
méfeni invazivniho krevniho tlaku a levd jugularni Zila k podavani kontinudlni infuze
krystaloidu (F1/1 — 10ml/’kg/hod), k podavani anestetik, svalového relaxancia pipecuronia
(Arduan, Richter Ltd, Budapest, Hungary; 0,2 mg/kg) a opioidu fentanylu (Fentanyl Torrex,
Torrex Chiesi, Praha, Czech Republic; 2-5 ng/kg — dle potteby). Po kanylaci velkych cév
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nasledovalo provedeni tracheostomie (pouzita zilni flexila Vasocan 14G, B. Braun
Melsungen AG, Germany), poté byla zahdjena uméla plicni ventilace (ventilator pro mala
laboratorni zvirata, Harvard Scientific Apparatus, Boston, USA, se zakladnim nastavenim
objemov¢ tizena ventilace — IPPV s parametry: dechovy objem 10 ml/kg, PEEP 2 cm H,O,
dechova frekvence 60-70/min., FiO, = 0,4). Stiedni arterialni tlak (MAP), tepova frekvence a
rektalni teplota byly zaznamenavany kazdych 10 minut u kazdého zvifete po celou dobu
experimentu (monitorace: GE Datex Ohmeda S5 Compact Monitor (Hoyer Praha, s.r.o.,
Praha, Czech Republic). Dostate¢nost hloubky anestézie byla vyhodnocovana v pravidelnych
intervalech v priibéhu celého experiment (mioza, stabilita systémového krevniho tlaku, reakce
potkana na $tipnuti v oblasti ocasu &i ucha).'™

Po oholeni bifiSni krajiny byla provedena medialni horni stfedni laparotomie a
vizualizovany oboustranné laloky jater. V celém pribéhu experimentu byly jaterni laloky
ponechany in situ bez jakékoli mechanické manipulace za Ucelem co nejvice simulovat
redlnou klinickou situaci v pribéhu nitrobtiSniho chirurgického vykonu. Nésledné byla
provedena preparace tenkého stieva dle publikovanym postupt s uréitymi modifikacemi.''"”
"2 Nejprve byla identifikovana oblast ileocékalniho prechodu, poté byl ozfejmen 4
centimetrovy usek distdlniho ilea 5 cm proximalné od ileocekalni chlopné. Tento tsek byl s
pouzitim teplych a fyziologickym roztokem zvlhéenych tamponii 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 folii k minimalizaci dehydratace exponované stievni kligky.'"> Viechny ostatni
exponované tkan¢ mimo vySetfovaci pole pro SDF zobrazeni v pribéhu monitorace
mikrocirkulace byly intermitentné zvlh¢ovany fyziologickym roztokem o teploté¢ 37°C. Po
dokonceni veskeré instrumentace probihala stabiliza¢ni faze po dobu 20 minut k dosaZeni
stability kardiopulmonalnich funkci a rektalni teploty.

5.3. Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni

Pro ziskédni videosekvenci vySetfované mikrocirkulace metodou SDF zobrazeni bylo
postupovano jednak dle vysoce standardizované¢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 artefaktti vzniklych arteficidlnim tlakem a pohybem
SDF zobrazovaci sondy (MicroScan Video Microscope, Microvision Medical, Inc.,
Amsterdam, Nizozemi) pii kontaktu s vySetfovanou tkani.*® Za timto Gi¢elem 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 naklonu celého flexibilniho ramene. S cilem maximalné objektivizovat SDF
zobrazeni a vySetfeni mikrocirkulace byl pro ziskdni vysoce kvalitnich videosekvenci
mikrocirkulace zvolen nasledujici metodicky postup. Bezprostiedné po prvni kontaktu SDF
sondy s vySetfovanym organem (jaterni lalok, serézni povrch distadlniho ilea) byla
zaostfovacim krouzkem SDF sondy nalezena takova tkanovd vrstva, kde byl vytvofen
nejostiej$i vysoce kontrastni on-line obraz mikrocirkulace vhodny v podobé¢ videosekvence k
dalsi ,,off-line* analyze. Vhodné okrsky (vySetfovaci pole) byly nahodile vybrany na
ventralnim povrchu jater a na antimezenteridlni strané distalniho ilea. Za i¢elem eliminace
pohybovych artefaktli v diisledku umélé plicni ventilace, coz se ukédzalo jako klic¢ové, muselo
byt ptistoupeno pii zobrazeni jaterni mikrocirkulace k technice apnoické pauzy, ktera byla
Gsp&$né pouzita k SDF zobrazeni mikrocirkulace jater jiz diive.'"" Vsechny SDF
videosekvence z povrchu jater byly ziskany v prabéhu 5-7 sekund trvajici apnoe. Po kazdé
nahrané videosekvenci v apnoické pauze nasledovala 60 sekund trvajici faze stabilizace bez
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vySetfovani mikrocirkulace. SDF videosekvence na antimezenteridlni stran¢ distalniho ilea
byly zaznamenavany po dobu nejméné 20s. SDF vySetfeni mikrocirkulacni sit¢ bylo
provadéno dle doporuteni v nejmén& tfech odlignych oblastech vy3etfovaného organu.'
Vsechny videosekvence byly prubézné ukladany k dalsi ,,off-line* analyze mikrocirkula¢nich
parametr.

5.4. Off-line analyza

V ramci ,,off-line* analyzy byly nejprve vybrany nejstabiln¢j$i videosekvence s
¢istymi kontrastnimi obrazy. Nasledna analyza byla provadéna v souladu s doporuc¢enimi pro
analyzu mikrocirkulace vySetfovanou metodou SDF zobrazeni.’?' SDF sonda disponuje
objektivem s optickym zvétSenim 5x, kone¢né ziskané zvétSeni pti SDF analyzach bylo 325x.
Pro kazdou fazi méfeni byly jednotlivé videosekvence pied samotnou analyzou
randomizované¢ koédovany. V prabéhu ,off-line” analyzy nebyl ptivod videosekvence
pozorovateli (analyzujicimu) zndm. Dle predchozich doporufeni pro analyzu
mikrocirkulace'®®'"®  byly analyzovany nasledujici organové specifické parametry
mikrocirkulace: funkéni sinusoidalni denzita (FSD — cm/cm?), pramér sinusoid (SD - pm) a
funkéni kapilarni denzita (FCD — cm/cm?) longitudinalni a cirkularni svalové vrstvy
distalniho ilea. VeSkera mikrocirkulacni data byla ziskana analyzou v programu AVA 3
(Microvision Medical, Amsterdam, Nizozemi). Nejprve jsou vybrany nejstabiln¢j$i casti
analyzované videosekvence, poté je obraz softwarovou upravou stabilizovan. Klicovym
krokem v eliminaci artefakti je vylouceni z analyzy vSech téch videosekvenci nebo jejich
casti, které vykazuji oblenény, intermitentni nebo zastaveny tok ve venulach (v doporucenich
alterovany venularni flow).

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

5.5. Experimentalni 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 zahajeno kontinudlni podéavani ptisluSného anestetika nebo
fyziologického roztoku po dobu 90 minut (t = 5 — 95 min., udrZovani / vedeni anestézie).

S vyuzitim jiz diive popsanych a publikovanych anestetickych protokoli''®!'” byly
laboratornim potkaniim 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
indukéni davka a 5-6mg/kg/hod. udrZzovaci davka) a nebo fyziologicky roztok (1 ml/kg bolus,
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5-10 ml/kg/hod. kontinualni infuze). Jednotlivé davky byly kalkulovany a pfipravovany i s
ohledem na dilezity pfedpoklad, ze je nezbytné v jednotlivych experimentalnich skupinach
podavat velmi podobny celkovy objem tekutin v priabéhu indukce anestézie (2 ml/kg) a v
prubéhu udrzovani anestézie (2,5 — 5 ml/kg/hod.). Na zéklad¢ poslednich vysledki a
publikaci v souvislosti s podavanim riiznych anestetik u potkanli byla anestézie udrzovana
metodou “step up” infuze, kterd zajiStuje kardiovaskularni stabilitu a stabilni plazmatické
koncentrace jednotlivych podavanych anestetik.”®''® Ve viech experimentalnich skupinach
vcetné kontrolni byla zajiSténa hluboka analgézie kontinualnim podavanim fentanylu (30
pg/kg/hod.) zahdjena v Case t = 5 min. a ukoncena v ¢ase t = 95 min. Pipecuronium (Arduan,
Richter Ltd, Budapest, Mad’arsko; 0,2 mg/kg) bylo poddvano dle protokolu v jednotlivych
casovych bodech pied kazdym zahajenim SDF videomikroskopie k zajisténi svalové relaxace,
ktera umoznila kvalitni SDF in situ zobrazeni mikrocirkulace na povrchu jater. SDF
videomikroskopie povrchu jater a distalniho ilea byla provedena v ¢ase t = 0 min. (baseline,
vstupni méfeni), po podani induk¢éni davky anestetika (t = 5) a béhem udrzovani / vedeni
anestézie v ndsledujicich ¢asovych tsecich: t=35, 65 a 95 min.

Na konci experimentu (t = 95 min.) byly odebrany vzorky arteridlni krve (1-2ml) z
bfiSni aorty k nasledné analyze krevnich plyni, acidobazické rovnovahy (ABR), laktatu a
hematokritu s cilem vyloucit vliv pfipadné poruchy ABR ¢i vyrazné odchylky v hematokritu
na zmény v mikrocirkula¢nich parametrech. Nasledné byla experimentdlni zvifata usmrcena
letalni davkou barbituratu (pentobarbital; 120 mg/kg) metodou rychlé intraven6zni injekce.

5.6. Statistické vyhodnoceni

Hodnoty tepové frekvence, stfedni arteridlni tlak, hodnoty krevnich plynti, laktatémie
a hematokrit jsou vyjadieny jako primér =+ standardni odchylka (Std Dev). Mikrocirkulacni
parametry nevykazovaly normalni rozdéleni (Kolmogorov-Smirnov test), proto byly pouzity
Kruskal-Wallis ANOVA on ranks a Tukey test pro nonparametrickd data ke zjiSténi rozdili
mezi experimentalnimi skupinami pro kazdé anestetikum. Pro detekci signifikantnich zmén
uvnitt experimentalnich skupin byl pouzit Kruskal-Wallis test. Data nevykazujici normalni
rozdéleni jsou vyjadiena jako median (mezikvartilové rozpéti). VSechny vysledky jsou
povaZovany za statisticky vyznamné piip < 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).

6. VYSLEDKY

6.1. Kardiovaskularni hodnoty

Vstupni (,,baseline*) hodnoty stfedniho arteridlniho tlaku (MAP) a tepové frekvence
se statisticky vyznamné neliSily mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami. V kontrolni
skupiné byly hodnoty MAP a tepové frekvence stabilni po celou dobu experimentu (t = 0 — 95
min. (viz Tabulka 1). Ve skupindch s propofolem a thiopentalem se sniZila tepova frekvence
po indukci anestézie a v pribéhu jejiho vedeni. Pokles MAP po indukci byl pouze piechodny,
hodnoty MAP v pribchu vedeni anestézie se ve skupinach s propofolem a thiopentalem
statisticky vyznamné neliSily od vstupnich hodnot. Ve skupin€ s ketaminem doslo k vzestupu
tepové frekvence po indukci, zmény v pribéhu vedeni anestézie nebyly statisticky vyznamné.
MAP se zvysil po indukéni ddvce a poté v priibéhu vedeni anestézie postupné klesal ke
vstupnim hodnotadm. 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 1).
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6.2. Mikrocirkulacni parametry

V pribehu experimentu zalozeném na standardnim modelu ventilovan¢ho 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. Mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily ve vstupnich hodnotach funkéni sinusiodéalni denzity, priméru sinusoid a funkéni
kapilarni denzity cirkularni a longitudinalni svalové vrstvy ilea (Tabulky 2,3).

Tabulka 1

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na tepovou frekvenci a stredni
arterialni tlak bezprostiedné po indukéni davce (t =5 min.) a béhem vedeni anestézie
(t =35, 65 a 95 min.)

Cas Srdec¢ni frekvence (tep/min.)
Stiredni arterialni tlak (mmHg)
. . . . Kontrolni
(min.) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam skup
, 432 +£12 442421 429 +22 425+ 18 420 + 21
Baseline 0
92+8 95+5 98 + 7 96+ 5 98+ 5
Po indukéni 465+16" 402157 398412 435421 432+16
davce 105107  84+6'F 88 + 8" 82 £ 4" 95+6
35 425+15 410+ 14 395+ 16" 429 +22 425+ 13
101 +9 9 +5 94 +7 86+5" 93 +3
UdrZovani 420412 405+12°  402+18 433+19 418+ 10
(vedeni) 65 95+7 90 + 6 90 +9 82 +6t 95+8
anestézie
435+21 412+20° 390+ 16" 422 £ 16 428 +11
91 +6 96+ 8 95+6 80 + 4" 92+4

*p<0,03, vs baseline (t = 0 min.), 'p<0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou (fyziol. roztok)
ve stejném Casovém okamziku; data uvadéna jako pramér + SD
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6.2.1. 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), vy$si hodnoty FSD byly
zjistény 1 v priabehu udrzovani 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 pribehu vedeni anestézie propofolem se hodnoty SD postupné vratily k
hodnotdm méfenym pied podanim indukéni davky. V experimentalnich skupinach s anestézii
zahajenou a vedenou ketaminem resp. midazolamem byl v obou skupinach zjiStén vyznamny
pokles FSD po indukénich davkach (t = 5 min. -20,4%, p<0,05, resp. -10,1%, p<0,05),
snizen¢ hodnoty FSD ve srovnani se vstupnimi ptetrvavaly 1 v pribéhu udrZzovani anestézie (t
= 65 min. -11,6%, p<0.05, resp. -11,4%, p<0,05), byl v§ak 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 pozorovéana ve skupiné s ketaminem i
midazolamem bezprosttedné po indukci (t = Smin. -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 ztetelny
vzestupny trend hodnot SD v ¢ase t = 95 min. Ve skupiné s anestézii thiopentalem, stejné
jako v kontrolni skupin€ nebyly zjiStény statisticky vyznamné zmény v hodnotach FSD a SD
po celou dobu experimentalniho protokolu. Veskeré hepatické mikrocirkulaéni parametry
zjisténé v jednotlivych experimentalnich skupinach a jejich srovnani jsou ptrehledné shrnuty v
Tabulce 2.

Tabulka 2

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na hepatickou funkéni
sinusoidalni denzitu (FSD) a primér sinusoid po indukéni davce (t = 5 min.) a béhem
vedeni anestézie (t = 35, 65 a 95 min.)

Cas Funkéni sinusoidalni denzita (FSD) — cm/cm®

Primér sinusoid (SD) — um
(min.) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni sk.

, 399 (14) 403 (14) 402 (18) 395 (15) 409 (14)
Baseline 0

9.8 (1) 9.7 (1.0) 9.9 (1.0) 10.0 (0.9) 10.0 (0.5)

Poindukeni " A97 504067 404 19) 355 (17)"1 411 (13)

davce 8.6(1.)"  11.5(0.5" 10.2 (0.9) 9.2 (0.9) 10.1 (0.9)

35 362 (20)" 501 (18)"" 397 (11) 362 (20)" 400 (7)
8.9 (1.4)" 9.5 (1.0) 10.0 (1.0) 9.0 (0.5) 10.0 (1.0)
UdrZovani 353(18) 497 (20)" 390 (10) 350 (16)"F 398 (15)
(vedeni) 65 . "

Anestézic 9.0 (1.1) 9.5(1.3) 9.8 (0.6) 9.1(0.5) 9.6 (0,5)

375 (1) 449 (22)" 385 (16) 370 (12)"" 399 (16)

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 casovém okamziku; data uvadéna jako median (interkvartilové rozpéti).
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6.2.2. Mikrocirkulace na povrchu ilea

V experimentalni 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 porovnadni s kontrolni skupinou v odpovidajicich si
casovych momentech experimentdlni casové osy. Po podani indukéni davky propofolu doslo ke
statisticky vyznamnému vzestupu FCD longitudinalni 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 métenych vstupné. Ve skupinach s ketaminem a midazolamem doslo k vyznamnému
poklesu FCD v cirkularni vrstvé jak po indukei (t = 5 min. -27,9%, p<0,05, resp. -29.8%, p<0,05),
tak v pribéhu udrZzovani anestézie (t = 95 min. -14,5%, p<0,05, resp. -16,8%, p<0,05). Podobn¢
ve skupinach 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
prubéhu udrzovaci faze zcela neupravil (t = 95 min. -10,8%, p<0,05; -15,5%, p<0,05). Ve skupiné
s thiopentalem a ve skupiné kontrolni nebyly zmény FCD v cirkularni ani v longitudinélni vrstvé
statisticky vyznamné po celou dobu anestetického protokolu. Kompletni vysledky v podobé
mikrocirkula¢nich parametri ziskanych ze serdézniho povrchu ilea jsou uvedeny souhrnné v
Tabulce 3.

Tabulka 3

Vliv ketaminu, propofolu, thiopentalu a midazolamu na funké¢ni kapilarni denzitu (FCD)
cirkularni a longitudinalni svalové vrstvy ilea po induké¢ni davce (t =5 min.) a béhem vedeni
anestézie (t = 35, 65 a 95 min.)

& Funkéni kapilarni denzita (FCD), cirkularni vrstva — cm/cm’
as
Funkéni kapilarni denzita (FCD), longitudinalni vrstva — cm/cm’
(min.) Ketamin Propofol Thiopental Midazolam K(:lg:‘;lm
291 (18) 296 (31) 293 (14) 299 (17) 289 (17)
Baseline
232 (10) 226 (15) 220 (11) 233 (20) 224 (20)
Poindukeni 0P 300D wras aeay” 204 (22)
davce 175127 250 AT 228 (20) 184 (15)f 228 (13)
35 230 (11)"7 297 (13) 291 (17) 230 (11)"7 299 (18)
205 (10)"" 231 (11) 230 (15) 205 (14)"7 231 (15)
Udrzovani 221 200" 289 (23) 290 (22) 221 (20)" 286 (22)
(vedeni) 65 . .
anestézic 197 (13)" 229 (12) 236 (18) 192 (13)" 239 (17)
o5 249 (25)"7 281 (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 casovém okamziku; data uvadéna jako median (interkvartilové rozpéti).

6.3. Analyza krevnich plynii
Hodnoty arteridlnich krevnich plyni a pH métené ve vSech experimentalnich skupinach po
ukonceni SDF vySetfeni v Case t = 95 min. vykazovaly mezi skupinami minimalni rozdily.
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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 stupet hemodiluce dle hodnoty Htc se mezi skupinami vyznamné
neliSil. Pouze hodnoty laktatémie byly mirné vyssi na konci experimentu ve skupiné s anestézii
ketaminem. Zde dosahovaly statistické¢ vyznamnosti v porovnani s kontrolni skupinou (2,6 mmol/I
vs 1,5 mmol/l, p<0,05).

Graf 1: Srovnani sérovych hladin laktatu v jednotlivych experimentalnich skupinach v ¢ase
t =95 min.

2,55 +0,35*

95 min.

1,95 % 0,39

1,63 £ 0,39

1,58 £ 0,45
1,47 £ 0,32

Laktatémie (mmol/l) v ¢ase t

Ketamin Propofol Thiopental Midazolam Kontrolni skupina

Anestetikum

" p < 0,01 pFi srovadni s kontrolni skupinou, hodnoty uvedeny jako priimér + Std Dev

7. DISKUZE

V prezentované praci byl uspésné pouzit a zaveden vysoce standardizovany model s
ruznymi protokoly anestézie u ventilovaného potkana s tracheostomii. Tento model byl pouzit ke
sledovani mikrovaskularnich zmén v hepatosplanchnické oblasti. Zmény mikrocirkulace byly
sledovany béhem anestézie indukované a vedené ketaminem, propofolem, thiopentalem a nebo
midazolamem. Tyto mikrovaskularni zmény byly poprvé v tomto experimentalnim usporadani
sledovany a vyhodnoceny novou optickou technologii SFD zobrazeni. Tato technologie byla
aplikovana na povrchu jater a na seréznim povrchu tenkého stieva — distalniho ilea. Ziskana
experimentalni data jasné prokézala zcela odlisné uc¢inky ketaminu, propofolu, thiopentalu a
midazolamu na mikrocirkulaci jater a tenkého stfeva. A to jednak bezprostiedné¢ po indukéni
davce, jednak v pribéhu vedeni totdlni intravendzni anestézie. Prace také jasné prokazala
zachované hepatické mikrocirkulacni parametry béhem indukce i vedeni anestézie propofolem.
Dale experiment prokéazal ve skupiné s propofolem zvySeni FCD v cirkularni i longitudinalni
svalové vrstvé ilea. Dilatace sinusoid byla pozorovana také ve skupiné s propofolem, nicméné
detekovana byla pouze prechodné¢ a to bezprostfedné po podani indukéni davky. Ve skupiné s
anestézii thiopentalem a v kontrolni skupin¢ nevykazovaly hodnoty mikrocirkula¢nich parametra
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
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zjisténo ve skupinach, kde byla anestézie zahdjena a vedena ketaminem resp. midazolamem. V
téchto skupinach byl prokézan signifikantni pokles FSD a sinusoidalni konstrikce po induk¢nich
davkach obou anestetik, vyznamné snizeni FSD pfetrvavalo 1 v pribé¢hu vedeni anestézie. Velmi
podobnd odpovéd’ mikrocirkulace na podavani ketaminu a midazolamu byla pozorovana pfi
vysetfeni FCD v cirkuldrni 1 longitudindlni svalové vrstvé ilea, kde byl v obou skupinich
pozorovan vyznamny pokles FCD v obou svalovych vrstvach ilea po indukénich davkach i v
prubehu udrzovani anestézie.

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

Velmi komplexni fizeni hepatické 1 gastrointestindlni mikrocirkulace ¢ini studium
konkrétnich mechanizmii u¢inku anestetik v této oblasti velmi obtiznym. Zda se, Ze klicovou
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 mechanizmii.
Vysledky takové interakce vybranych anestetik na trovni hepatosplanchnické mikrocirkulace
potkana byly analyzovany v této praci.

Dle aktudIn¢ dostupnych informaci neexistuji v soucasné dob¢ experimentalni ani klinické
prace vyuzivajici SDF zobrazeni hepatické a intestinalni mikrocirkulace u ventilovaného potkana
v riznych standardizovanych rezimech totalni intraven6zni anestézie. ,,In vitro* a ,,ex vivo* studie
u chirurgickych pacientli anestezovanych propofolem prokézala zvySeni aktivity konstitutivni NO
syntetazy a snizeni aktivity inducibilni NO syntetazy (iNOS).'”* Vazodilatagni G¢inky propofolu
na urovni mikrocirkulace byly prok4zany za fyziologickych podminek na modelu mikrocirkulace
koZni fasy a mezenteria u kieCkl a potkanid. Tyto mikrocirkulaéni zmény nebyly pozorovany pii
podavani thiopentalu a ketaminu.'*'*® Teoretické Gvahy o propofolem indukovanych zménach
v mikrocirkulaci jsou obvykle odvozovany nepiimo na zaklad¢é nalezii zachované hepatické a
intestindlni mikrocirkulace, zachovaného poméru mezi piivodem a konzumpci kysliku a
vneposledni fadé na zékladé¢ zachovanych intaktnich bariérovych funkci stfeva za
patofyziologickych podminek.”''®

Konkrétni patofyziologické mechanizmy U¢inku propofolu na mikrocirkulaci jsou doposud
objasnény jen velmi Castecné. Zda se, Ze kromé& mechanizmi zavislych na endotelu (zmény
v aktivit¢ NO) se uplatiiuji také vazodilatatni mechanizmy nezavislé na endotelu a zavislé na
davce propofolu.” Nékteré prace dokladaji efekt propofolu na vapnikové kanély a ptipodobiiuji
tento efekt verapamilu. Propofol se tedy miize chovat jako blokator kalciovych kanali.'"” Velmi
dilezitou skutecnosti ve studiu G€inkid propofolu na mikrocirkulaci je 1 pfitomnost u¢inné latky
v tukové emulzi. Nékteré experimentalni prace fesily tento problém podavani propofolu v tukové
emulzi a srovnavaly jeho ucinek na mikrocirkulaci se skupinou, které byla podavana jen tukova
emulze Intralipid. Vysledkem byl poznatek, Ze v mikrovaskularnich ucincich propofolu hraje roli 1
samotna tukovd emulze, zieym¢ v dasledku tvorby vasoaktivnich substanci vramci
lipolyzy.93’120’121

Souhrnné¢ Ize ftici, Ze tato prace studujici vliv raznych anestetik na hepatosplanchnickou
mikrocirkulaci potkana pti laparotomii podporuje na mikrovaskularni trovni teorii o zachované
hepatosplanchnické perfuzi v pribéhu totalni intraven6zni anestézie vedené propofolem.

Jiz diive publikované prace prokazaly dilataci arteriol a venul soucasné s konstrikci kapilar
v pritbéhu anestézie vedené ketaminem.”® Tato pozorovani jsou v souladu s nalezy zjisténymi
v prezentované praci. Popsané zmény v mikrocirkulaci vlivem podavani ketaminu Ize alespon
castecné vysvétlit jeho znamym sympatomimetickym ucinkem nebo jeho schopnosti ,,down-
regulace iNOS,'** dalsi vysvétlujici mechanizmy nejsou zatim popsany. Mikrocirkulaéni zmény
indukované podavanim midazolamu jsou v literatuife popisovany velmi ztidka,'*"'** byt se jedna
stale o rutinné pouZivané¢ sedativum v experimentech 1 klinické praxi. Midazolam snizuje
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kapacitativni vstup kalcia do humannich hladkych svalovych bunék arterii, soucasné¢ midazolam
zdsadné¢ zvySuje rychlost inaktivace otevienych véapnikovych kanali v kardiomyocytech
na modelu u psa, coZ je hlavni mechanizmus vedouci ke sniZeni myokardialnich funkei.'** Efekt
midazolamu na Ca®" kanaly byl mnohem vyrazn&jsi ve srovnani s propofolem. Vyse popsané
mechanizmy mohou ¢aste¢né vysvétlit niz§i hodnoty stfedniho arteridlniho tlaku a hepatickych a
intestindlnich mikrocirkula¢nich parametri pozorovanych v této studii ve skupiné anestezované
midazolamem. V prib&hu anestézie ve skupiné s thiopentalem nebyly pozorovany po celou dobu
experimentu vyznamné zmény Vv hlavnich mikrocirkula¢nich parametrech hepatosplanchnické
oblasti. Toto je vrozporu s pfedchozim nalezem jedné studie, kde byly pozorovany podobné
hodnoty priméru kapildr v mezenterick¢ oblasti pi1 srovnani skupiny s thiopentalem a
midazolamem."'” Tento rozpor mize byt &astednd vysvétlen nezbytnym podanim oxybarbituratu
pentobarbitalu u kazdého experimentdlniho zvifete v samém tvodu instrumentalni faze. Tento
fakt mize znesnadiiovat detekci mikrocirkula¢nich zmén indukovanych podavanim thiopentalu,
ktery je ze skupiny thiobarbiturata.

Interpretace vysledk této prace vyzaduje diskuzi nad nékterymi limitacemi jejiho
experimentalniho uspotfadéani. Pfes vysoce standardizovany anesteticky protokol v jednotlivych
experimentalnich skupinach je prezentovand price z metodologickych a etickych divoda
limitovand pravé v samotném experimentalnim designu. VSechna experimentalni zvifata byla
inicialné na zaCatku instrumentacni faze uvedena do celkové anestézie oxybarbituratem
pentobarbitalem, ktery zajistuje hlubokou chirurgickou anestézii jednak v pribehu instrumentace,
jednak po dobu stabiliza¢ni periody. S ohledem na vySe popsanou metodologii SDF vySetteni
v hepatosplanchnické oblasti, Zadnd kontrolni skupina zvizat pti védomi bez pouziti anestetik a
analgetik nepfipadala vtéto praci vuvahu. Vstupni hodnoty byly proto ziskdvany jiz po
pfedchozim intraperitonealnim podani pentobarbitalu. V priibéhu realizace experimentalniho
protokolu byla ve vSech studijnich skupindch podavana podobna, relativné vysoka davka
fentanylu a to jednak za UCelem minimalizace na davce zavislého uUCinku fentanylu na
mikrocirkulaci, jednak scilem udrZzovani bezvédomi a dostatecné analgézie zabranujici
jakémukoli dyskomfortu u zvifat v kontrolni skuping.'” Velmi podobné, s experimentalnim
designem souvisejici limitace, 1ze oCekavat 1 v podobné postavenych redlnych klinickych studiich
s vyhodnocovanim hepatosplanchnické mikrocirkulace pfi uziti riiznych anestetickych protokolt
v peroperacni fazi chirurgické péce. Recentni klinickd prace analyzovala intestindlni pefuzi
kontrastni ultrasonografii (CEUS) u bdicich pacienti. Tato metoda tak pies svoje limitace
pfedstavuje potencidlni moznost v budoucich studiich porovnat intestinalni mikrocirkulaci bez
vlivu i s vlivem celkovych intravendznich &i inhalagnich anestetik.'**'?’

Metoda SDF zobrazeni umoZiuje vredlném case pfimou vizualizaci mikrocirkulace
v oblasti sliznic a na povrchu mnoha solidnich 1 dutych organi a to bez pouziti toxickych
fluorescencnich barviv. Pies vyvoj mnoha novinek a fady vylepSeni SDF technologie ziistava zde
neékolik dilezitych metodologickych omezeni, ktera je tfeba vzdy zohlednit pii interpretaci a
analyze dat. Tlakové artefakty a laterdlni pohyb vySetiované tkan€ znesnadiuji a omezuji moznost
kontinualniho monitorovani. Cilené na miru vyvinuté fixacni a flexibilni rameno pro SDF sondu
je zasadnim piedpokladem pro ziskani videosekvenci s minimem artefaktt.*®*® V prezentované
praci byla jako dalsi krok k eliminaci artefaktli z lateralniho pohybu vySetfované tkané zvolena
technika snimani SDF videosekvenci v oblasti jater v pribé¢hu velmi kratké apnoické pauzy, coz
bylo umoznéno bolusovym podédvanim nedepolarizujiciho svalového relaxancia pravé pred
zahajenim SDF vySetteni.

Vysledky této prace podporuji jiz publikované¢ dikazy o omezené korelaci mezi
systémovou hemodynamikou a patofyziologickymi zmé&nami na urovni mikrocirkulace.'**"*
Prezentovany model peroperaéni monitorace splanchnické mikrocirkulace za rlznych
intravenoznich anestetickych protokoli napomohl k dalSimu porozuméni v oblasti tzv. non-
anestetickych uCinki anestetik, konkrétné anestetiky indukovanym zméndm v organové
mikrocirkulaci a perfuzi. Jiz nyni se objevuji prace dokazujici zcela odliSnou vaskularni reaktivitu
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pod vlivem raznych anestetik v pribéhu hemoragie. Hovofi se o zméné farmakodynamiky
anestetik a dokonce se zda, Ze nékteré ucinky anestetik na mikrocirkulaci a jeji adaptacni
mechanizmy v pribéhu hemoragie mohou byt zcela opacné, nez jaké jsou pozorovany za
fyziologickych okolnosti. Tento fenomén muize byt vysvétlovan na propofolu zévislou inhibici
vazoaktivni odpovédi na endogenni NO v prib&hu krvaceni. >

Recentni prace naznacuji, ze vaskularni reaktivita a jeji regulace v pribéhu anestézie
s probihajicim hemoragickym Sokem mohou byt ovlivnény jak odliSnymi anestetiky, tak
odlignymi mechanizmy.”® Navazujici problematikou je pak vliv anestetik na imunitni systém a to
zejména v sepsi a septickém Soku a doprovézejici fenomén imunomodulace vlivem anestetik."’

Slozité fizeni mikrovaskularni perfuze s orgdnové a druhové specifickymi rozdily €ini
interpretaci jakychkoli zmén v mikrocirkulaci velmi sloZitou a obtiZznou. Porozuméni
mechanizmim, které zajiStuji adekvatni mikrovaskuldrni perfuzi za fyziologickych a
patologickych podminek, v€etné vlivu anestetik a sedativ, je kliCovym aspektem dalSiho vyzkumu
mikrocirkulace v budoucnosti. Z téchto poznatki pak bude vychdzet vyzkum zaméfeny na
diagnostiku a 1écbu, kdy budou soucasti 1éCby postupy specificky ovliviiujici zmény
v mikrocirkulaéni siti s moznosti vyhodnotit efektivitu terapeutického zasahu ev. efekt upravené
lécby.

8. ZAVERY

Zaverem lze shrnout, ze tato prace potvrdila hypotézu, Ze rtiznd intravendzni anestetika
ovlivituji hepatickou a intestindlni mikrocirkulaci zcela odliSné. Tento fakt byl potvrzen
s pouzitim vysoce standardizovaného modelu umélé plicni ventilace potkana s naslednou aplikaci
oveéfenych, vysoce standardizovanych rtznych protokolid intravendzni anestézie u potkant.
Ziskana data podporuji jiz pfedchozi uvahy o protektivnim efektu propofolu ve vztahu k
hepatosplanchnické mikrocirkulaci. Jak bylo jiz zminéno, kazdé anestetikum mize alterovat
mikrocirkulaéni a prozanétlivou odpovéd organizmu riznymi mechanizmy. Z tohoto jasné
vyplyva, ze vSechny modely studia mikrocirkulace vyZadujici celkovou anestézii u
experimentalnich zvifat a nasledné ziskana data museji byt interpretovana i s ohledem na ucinky
pouzitych anestetik. Tento piistup je doposud velmi komplikovany z divodu velké nejednotnosti
a velkého poctu anestetickych protokoli u experimentalnich zvifat véetné znacnych rozdila
v davkovani anestetik a analgetik. Vysledky prezentované prace mohou pomoci pii volbé
anestetického protokolu u riznych 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 potencial s moZnosti vyhodnoceni mikrocirkulace jeji pfimou vizualizaci v peroperacni fazi
abdomindlni chirurgického vykonu a to za nejriznéjSich patofyziologickych okolnosti véetné
moznosti hodnotit efekt riznych anesteziologickych postupt a akutnich terapeutickych intervenci.
V této klinické oblasti miZe mit potencialné nejvyznamné€js$i klinicky dopad vhodnd volba
anestetik a analgetik pfi nejcastéjSich Sokovych stavech, tedy pti hemoragickém a septickém Soku,
to vSe ve vztahu k non-anestetickym u¢inklim anestetik a s cilem minimalizovat negativni dopady
podavanych anestetik. Bude velmi vhodné kombinovat technologii SDF zobrazeni napft. s laser
Doppler flowmetrii. Nezbytnou soucasti dal§iho vyvoje bude vyzkum softwarovych metod a
vypocetni techniky umoznujici rychlou automatizovanou ,,on-line* analyzu mikrocirkulac¢ni sité.
V budoucnu budou kli¢ové experimentalni a klinické prace studujici mikrovaskularni Gc¢inky
anestetik ve spojitosti s organovou perfuzi a organovymi funkcemi a nasledny vliv na celkovy
vysledek 1éCby.
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