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Literarni ivod a pfehled problematiky

Uvod

Akutni jaterni selhani (ALF - Acute Liver Failure) je pomérné vzacné se vyskytujici avsak velmi
zavazné onemocnéni s neptiznivou prognézou. At’ uz je piicina vzniku ALF jakdkoliv, dochazi u
takto postizenych pacientt velmi zahy k elektrolytovému a metabolickému rozvratu s poruchou
koagulace (Detry O et al., 1998) a k postizeni mnoha organovych systému, mnohdy pod obrazem
multiorganového selhani (MOF - Multi Organ Failure). Nastup ALF je provazen jaterni
encefalopatii a mozkovym edémem, vedoucim pozdéji k vzestupu nitrolebniho tlaku (ICP —
IntraCranial Pressure), coz muze vést k cerebralni herniaci, ktera je vedle MOF nebo spolecné
snim hlavni pficinou smrti u pacienti s ALF. Navzdory pokrokim v klinickém i
experimentalnim vyzkumu nejsou doposud uspokojivé a vycerpavajicim zptsobem objasnény
vsechny patofyziologické pochody vedouci ke vzniku intrakranialni hypertenze (ICH -
IntraCranial Hypertension) u ALF. Metoda FPSA/Prometheus® (FPSA — Fractionated Plasma
Separation and Adsorption) je pomérné nova podpurnd eliminacni nebiologickd metoda
pouzivana pfi lécbe ALF. Klinicky vyznamnym parametrem efektivity 1écby je prave schopnost
eliminacni metody pozitivn¢ ovlivnit ICP. Intracerebralnf mikrodialyza (MD - MicroDialysis),
zminéna v zaveru prehledu, je metoda monitorace, kterou lze uplatnit pfi vyzkumu a sledovani
patofyziologickych déju v prab¢hu ALF. Slibny by mohl byt potencial MD v monitoraci

terapeutickych konsekvenci stejné jako indikatoru ¢asné lécebné intervence.



Nitrolebni hypertenze

Mozkovy otok je u jaterniho selhani popisovan a sledovan relativné kratkou dobu. Dfive byly
nejcastéjsi pricinou smrti u ALF c¢asné duasledky insuficience hepatocytt jako vykrvaceni nebo
nezvladatelna sepse (Lucké B, 1944). Teprve vroce 1944 popsal Lucké zmény na mozku
pitvanych americkych vojakt, ktefi zemfeli na hepatitidu (etiologicky podminénou
pravdépodobné ockovanim proti zluté zimnici litkou obsahujici lidské sérum), a jako prvni
vyslovil domnénku, Zze se muze jednat o zmény zpusobené Spatnou detoxifikacni funkei jater.
Prvni prace publikované v sedmdesatych letech dvacatého stoleti popisujici mozkovy edém a
herniaci jako komplikaci ALF, byly ve své dobé¢ spise kritizovany a sirs{ odbornou vetfejnosti byly
tyto symptomy pfijaty jako komplikace ALF vyzadujici intenzivni terapii az v prubchu
osmdesatych let (Ede R]. et al., 1986). Pfitomnost fatalntho mozkového edému jako zasadniho
symptomu, respektive pficiny smrti, je u tohoto onemocnéni popisovana az teprve v relativné
nedavné dobe¢, coz souvisi pochopitelné predevsim s vyraznym zlepsenim a novymi moznostmi a
pokrokem intenzivni péce konce minulého stoleti. Pfestoze se v poslednich dvaceti letech - opét
diky optimalizaci péce o pacienty s ALF na jednotkach intenzivni péce (ICU - intensive care unit)
snizila u téchto pacientt incidence smrti mozku, stale umira na nasledky intrakranialni hypertenze

25 — 30 % pacientt s ALF (Auzinger G., Wendon J., 2008).

Patofyziologie vzniku nitrolebni hypertenze

Normaln{ nitrolebni tlak je u dospélého cloveéka mezi 5 a 10 mmHg a o intrakranialni hypertenzi,
ktera vyzaduje terapeuticky zasah, hovofime, pokud nitrolebni tlak pfesahne 20 mmHg (Balestreri
M et al, 2006). Nitrolebni tlak nad 15mmHg byva oznacovan jako zvyseny a v nckterych
indikacich, nikoliv vsak u ALF, je momentem pro zahijeni symptomatické 1écby. Hlavnim
dusledkem maligni nitrolebni hypertenze u pacientid s ALF je herniace v oblasti tentorium
cerebelli. Tato transtentorialni herniace muze vést jednak k utlaku a ischémii v povodi arteria

cerebri posterior, jednak k utlaku aquaeductus mesencephali a subarachnoidalntho prostoru



vedoucimu ke vzniku obstruk¢niho hydrocefalu a také k utlaku mozkového kmene vedoucimu
k jeho ischémii a smrti (Bingaman WE, Frank JI, 1995). Zvyseni nitrolebniho tlaku vede ke
snizeni mozkového perfuzniho tlaku (CPP — Cerebral Perfusion Pressure), ktery je definovan
jako rozdil stfedniho arterialntho tlaku (MAP - Mean Arterial Pressure) a intrakranialniho tlaku:
CPP = MAP —ICP. Byt’ je optimalni hodnota CPP pii 1écbé intrakranialni hypertenze obzvlast’
v oblasti problematiky traumatického postizeni mozku TBI (traumatic brain injury) stale
pfedmétem diskusi (Grande PO, 2000), je jasné, ze snizeni CPP a tim i prutoku krve mozkem
CBB (cerebral blood flow) povede k mozkové ischémii, jejimz dusledkem je u pacientd prezivsich

ALF razné tézky neurologicky deficit.

Obecneé je vzrust ICP dusledkem vzrastu objemu jednoho ze tif intrakranialnich kompartmenta —
cerebrospinalni liquor, mozkova tkan a krev - uzavienych rigidni a u normalnich dospélych
jedincu neroztazitelnou lebkou. Protoze cerebrospinalni liquor u ALF svij objem primarné
nemeni, lze shrnout, Ze pficinou vzniku intrakranialni hypertenze u ALF je mozkovy edém a

zména v regulaci pratoku krve mozkem, které vedou k cerebralni hyperémii.

Mozkovy edém u ALF

Na vzniku mozkového edému u ALF se podili mechanismus pravdépodobné jak vazogenni tak
cytotoxicky. Hlavni roli hraje cytotoxicky edém a k postizeni funkce hematoencefalické bariéry a
vzniku edému na podkladé vazogennim tak dochazi az sekundarné. Pro vliv primarné
vazogenniho edému sice hovofi nékteré experimentalni prace dokladajici pfestup za normalnich
okolnosti hematoencefalickou bariérou neprostupnych latek (Horowitz ME et al., 1983). Je vsak
tteba konstatovat, ze se jedna o modely ALF na malych laboratornich zvifatech. Naproti tomu
schopnost manitolu snizit ICP u pacientd s ALF hovofi pro to, ze hematoencefalicka bariéra
zastava neposkozena. Stejné tak analyza mozkové tkan¢ elektronovym mikroskopem u pacientt,
ktef{ podlehli ALF, potvrdila celistvost tight-junctions v hematoencefalické bariéfe a otok
petivaskularnich astrocytt (Kato M, 1992). Zobrazeni magnetickou rezonanc{ u pacientt s ALF

také potvrzuje pfevazné cytotoxicky podklad mozkového edému u ALF.

V ptipadé neposkozené hematoencefalické bariéry dochazi pfi cytotoxickém edému k prestupu

vody, zodpoveédné za vlastni bunéény otok, pomoci tfi zakladnich mechanismu. Jedna se o



prostup difuzi skrz cytoplazmatickou membranu a kotransport s organickymi a anorganickymi
ionty a také o pfestup diky specialnim vodnim kandlim - aquaporinim. Hlavni aquaporin
v mozku, ktery patrné hraje dulezitou roli pfi vzniku cytotoxického edému u ALF, je aquaporin-4,
jenz je nejcastéji lokalizovan pravé na endotelialnich bunkach v mozku a astrocytarnich vybezcich
obklopujicich mozkové kapilary. Zajimavé je, ze u mysi s experimentalné navozenym deficitem

pro aquaporin-4 je mozkovy otok u ALF zfetelné mensi (Manley GT et al., 2004).

Astrocyty

Pricina mozkového otoku je multifaktoridlni a zasadni roli v patofyziologickych pochodech
vedoucich k jeho vzniku hraje amoniak (Butterworth RF, 2002) a jeho vliv na otok astrocytu.
Astrocyty jsou nejpocetnéj$im bunécnym typem v mozkové kufe a maji zdsadni vyznam pro
metabolické pochody mozku véetné udrzovani a regulace stavu extracelularniho prostredi.
Podileji se na vodnim hospodafstvi a hraji klicovou roli v detoxifikaci amoniaku i udrzovani
normalnich hladin excita¢nich aminokyselin véetné glutamatu. Pokud hovoifime o cytotoxickém

otoku u ALF, hovoiime de facto o astrocytarnim otoku.

Amoniak u ALF

Amoniak vznika ¢innosti enterocytd pfi metabolismu glutaminu, pfi metabolickych pochodech
v ledvinach a déle c¢innosti ureazy stfevni flory. Je také produktem pfi odbouravani aminokyselin
ve svalech. Vylucovan je ledvinami a je vyuzivan k syntéze glutaminu ve svalech. Nejdulezitéjsi

ulohu v jeho metabolismu maji jatra, kde je amoniak spotfebovavan pii syntéze mocoviny.

V prab¢hu ALF pak dochazi k n¢kolikanasobnému vzestupu hladiny amoniaku v krvi, coz je
vysvetlovano praveé poruchou syntézy mocoviny v jatrech. Amoniak ze stfeva je s krvi nesen
mimo jatra portosystémovym kolateralnim ob¢hem. Arterialni hyperamonemie (hladina amoniaku
nad 50umol/Ll) vede k jeho akumulaci v mozku a v dasledku poskozeni astrocytl ke vzniku
mozkového otoku. Pfestup amoniaku pfes hematoencefalickou bariéru probihd pasivni difuz
molekul NH; a transportem skrz kationtové kandly, které mohou byt identické s kanaly pro
draslikové ionty (Nagaraja TN, Brookes N, 1998). Samostatny specificky transportér pro amonné
ionty obdobny jako pfenase¢ amonnych iontd vledvinnych tubulech zatim nebyl v mozku
nalezen, ale jeho pfitomnost je pravdépodobna. Amoniak je sim o sob¢ pro neurony toxicky a

ovliviiuje pfimo 1 nepfimo neurotransmisi, aktivuje excitacni NMDA (N-methyl D-aspartat)
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receptory a ovliviiuje i GABA (gama-amino-butyric acid) receptory (Albrecht J, 1998). Byl vsak
popsan i jeho vliv na serotoninergni a dopaminergni transmisi (Lozeva V et al, 2004). Tato

amoniakem podminénd neuromodulace vede ve svém dusledku az k neuronalni apoptdze.

Atrocytarni otok

Po pfestupu amoniaku pfes hematoencefalickou bariéru dochazi k jeho detoxifikaci reakei
s glutamatem za vzniku glutaminu. Reakce je katalyzovana enzymem glutamin-synthetazou, ktery
se nachazi v cytoplazmeé astrocytu. Glutamin jako konecny produkt detoxifikace amoniaku
v astrocytech je elektrofyziologicky inertni a dlouhou dobu byla syntéza glutaminu vysvétlovana
jako efektivni obrana neuronu proti toxickym uc¢inkim amoniaku. Opakované vsak bylo jak
v klinickych tak i v experimentalnich studiich ukazano, ze mnozstvi glutaminu v mozku koreluje
se vznikem mozkového edému (Tofteng F et al., 2006) podminéného astrocytarnim otokem u
ALF. Toto tvrzeni lze pomérné jednoduse hypoteticky vysvétlit osmotickym efektem
intraplazmaticky nakumulovaného glutaminu — jeho zvysena koncentrace vede k vétsimu influxu
molekul vody do bun¢k. Tomuto vysvétleni také nahrava nepfimo i skute¢nost, ze v pokusech in

vitro hyperamonemie zvySuje astrocytarni expresi aquaporinu-4 (Rama Rao KV, 2003).

V posledni dobé¢ se ale ukazuje, ze situace je pravdépodobné slozit¢jsi a pfimy osmoticky vliv
glutaminu nen{ spravnym vysvétlenim astrocytarniho otoku. V roce 2006 formulovali Albrecht a
Norenberg hypotézu tzv. ,,Trojského koné®, podepfenou vysledky experimentalnich praci
(Albrecht ], Norenberg MD, 2006). Podle této hypotézy hlavni mechanismus toxického ucinku
glutaminu spociva ve funkci glutaminu jako pifenasece toxického amoniaku z cytoplazmy do
mitochondrii. Tento transport je navic jesté potencovan pravé zvysenou koncentraci amoniaku.
Uvnitf mitochondrie je glutamin hydrolyzovan fosfat aktivovanou glutamazou (PAG). Uvolnény
amoniak pak v relativné malém mnozstvi mitochondridlntho prostoru dosahuje vysokych
koncentraci. Intramitochondrialni volny amoniak tvorbou volnych radikalt zpusobuje oxidativni
stres, coz vede kalteraci permeability mitochondrialni membrany (MPT - Mitochondrial
Permeability Transition), a tim k mitochondrialni dysfunkci a zahédjeni apoptotického procesu.
Tuto myslenku potvrzuji i nékteré nejnovejsi studie in vivo, dokladajici korelaci snizeného
oxidativatho metabolismu mozkové tkané¢ s vys$simi koncentracemi glutaminu (Bjerring PN et al.,

2008).
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Zvétseni intrakranialniho krevniho kompartmentu u ALF

Druhou slozkou podilejici se na vzniku nitrolebni hypertenze u ALF je zména v regulaci krevniho
prutoku mozkem, kterd ALF provazi a vede k mozkové hyperémii. Za normalnich okolnosti je
krevni pratok mozkem (CBF - Cerebral Blood Flow) do velké miry nezavisly na zménach
krevniho tlaku diky velmi dobrym mechanismum autoregulace, schopnym pfizptsobit 1 regionalni
krevni pratok aktudlnim metabolickm potfebam jednotlivych oblasti mozkové tkane. U
jaterniho selhani vsak pfestavaji tyto mechanismy fungovat (Dethloff TJ et al., 2008) a dochazi
ke globalnimu vzrastu CBF a hyperémii. Jednim z moznych vasodilatatort, zodpovédnych za
generelni mozkovou vasodilataci, by mohl byt adenosin, ktery se v mozkové tkani kumuluje ve
stavu snizené produkce ATP v prub¢hu ALF (Bjerring PN et al., 2009). Dulezitéjsi roli vsak
pravdépodobné hraje systémova zanétliva odpoved (SIRS — Systemic Inflammatory Response
Syndrom), kterda je pravidelnym pravodcem rozvoje ALF. Zanétliva odpoved’ tak pusobenim
prozanétlivich mediatort zpusobuje v mozkové tkani vasodilataci, a tim pfispiva ke zvétSeni
CBF. Synergickym pusobenim vasodilatace a zvyseni CBF spolecné s vyse diskutovanymi
mechanismy vzniku vlastniho otoku mozkové tkané tak dochazi ke vzniku fatalni intrakranialni

hypertenze.

Biologické a nebiologické eliminacni metody u ALF

Ortotopicka transplantace jater je v soucasné dobé nejefektivnéjsi metodou, ktera zlepsuje preziti
nemocného s ALF. Na stran¢ druhé, v zavislosti na etiologii ALF, muze dojit u ¢asti nemocnych
k uplné regeneraci jatern{ tkan¢, a to dokonce pfi destrukci vice jak 80 % hepatocytu. Regenerace
pak vede k plnému uzdraveni nemocného. Podminkou je vsak dostate¢né mnozstvi funkéniho
jaterniho parenchymu (Panek, L, 1980). V dobé¢, po kterou pacient ¢ekia na vhodného darce
jaterniho stépu ¢i po kterou muze dojit nebo dochazi k spontanni regeneraci, je pacient akutné
ohrozen na zivoté. Soucasné moznosti, jak pacienta pfes toto obdobi pfevést (tzv. ,,bridging®),

jsou limitovany. Proto dochézi v poslednich 20 letech k rozvoji biologickych i nebiologickych
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mimotélnich elimina¢nich metod (ELS — Extracorporeal Liver Support), které by umoznovaly

efektivnéjsi bridging, a tim zlepsily sanci nemocného s ALF pfezit.

Biologické eliminacni metody

Biologické eliminacni metody (BAL — BioArtificial Liver) pouzivaji k nahrad¢ jaternich funkci
kultury zivych hepatocytt, které mohou teoreticky kombinovat detoxifikacni funkce s funkei
syntetickou (proteosyntéza, glukoneogeneze). Postup 1écby ALF pouzitim téchto takzvanych
bioartificialnich jater byl opakované vyzkousen jak experimentalné (Flendrig LM et Al, 1999;
Cuervas-Mons V et al.,, 2000) tak 1 klinicky (Horslen SP et al, 2000; Levy MF et al., 2000).
Algoritmus 1écby strucné feceno vyuziva perfuzi izolované plazmy lé¢eného organismu pres
izolované zivé hepatocyty v ocist'ovacich kolonach. Randomizovana multicentrickd studie
provedena tymem profesora Demetriou (Demetriou AA et al., 2004) prokazala potencionalni
lécebny benefit u nemocnych s ALF. Neprokazala vsak prodlouzeni Zivota takto léc¢enych
nemocnych. Mnohymi oponenty bylo téz poukazovano na nesourodost skupiny nemocnych a
malou zkusenost jednotlivych tymu, nesrovnatelnost kontrolni skupiny se skupinou BAL.
Obdobne¢ vyzniva hodnoceni ostatnich provedenych studii (Hayes PC, Lee A, 2001). Spektrum
problematiky tohoto postupu je navic pomérné siroké a krome klicové viability a typu hepatocyta
v kolonach je urcujici a pfitom doposud ne zcela jasné definované potfebné mnozstvi téchto
bunck. Z vyse zminovanych duvoda dochazi momentalné v oblasti experimentalni i klinické
praxe pifi lécbé akutnfho jaterntho selhani k ustupu od biologickych eliminacnich metod ve

prospéech eliminacnich metod nebiologickych.

Nebiologické eliminacni metody

Metoda frakéni palazmatické separace a adsorpce (FPSA - Fractionated Plasma Separation and
Adsorption) umoznuje eliminovat jak toxické substance rozpusténé ve vode, tak i toxiny vazané
na albumin. Piistroj se sklada z dialyza¢niho piistroje FMC 4008H piedstavujictho standardni
primarni okruh. Ten je rozsifen o paraleln¢ zapojeny sekundarni okruh s modulem pro
frakcionovanou plazmatickou separaci provadénou albuminovym filtrem a dvéma adsorbéry
(Obr.¢.1). Albumin, filtrovany do sekundarniho okruhu pies tento ,,Albu flow filtr (propousti

molekuly do velikosti 250 kD — albumin tak pfes membranu do sekundarniho okruhu prostoupi,
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veétsi molekuly, jako napiiklad fibrinogen, nikoliv) pak prochazi do kolony s polysulfonovou
membranou neutralnitho pryskyficného adsorbéru - Prometh01 (Obr.¢.2). Zde dochazi k adsorpci
elektricky neutralnich zluc¢ovych kyselin, aromatickych aminokyselin, fenolickych substanci a
toxint. Druhy adsorbér - Prometh02 (Obr.c.3) - se styren-divinylbenzen kopolymerem s
prostorovou siti 100 pum, zapojeny sériove za prvaim adsorbérem PromethO1, vychytava
negativné nabité ligandy (nekonjugovany bilirubin). Ve vodé rozpustné substance jsou
odstranovany hemodialyzou (Falkenhagen D et al, 1999) Jedna se tak o extrakorporalni

podpurny systém, kdy jsou proces FPSA a hemodialyza integrovany do jednoho celku.

Albumin s vazanymi toxiny je tedy pfimo transportovan na misto, kde jsou toxiny odstranény.
Proto neni potfeba lidského albuminu a proces neni limitovan disociaci z albuminu a difuzi tak,
jak je tomu u nebiologického podpurného piistroje MARS (Molecular Adsorbent Recirculating
System) vyvinutého Stangem a Mitznerem na zacatku 90. let minulého stoleti (Stange | et al.,

1993).

U metody MARS jiz byl prokazan pozitivni vliv na sniZzeni intrakranialniho tlaku u ALF
opakovan¢ v klinickych studiich, pfevazné retrospektivnich, s malym mnozstvim reprezentantu a
multifaktorialni pricinou ALF (Pugliese F et al., 2007) i experimentalné (Sen S, 2009). U nov¢jsi
metody FPSA byl v klinickych studiich, pfevazné retrospektivnich a s malym mnozstvim
representantu, podobn¢ jako u metody MARS, opakovan¢ dolozen pozitivn{ vliv na podptrnou
detoxifika¢ni funkci (Grodzicki M et al., 2009; Oppert M et al., 2009). Snizeni intrakranialnfho
tlaku metodou FPSA se vsak zadna z doposud publikovanych praci explicitné nevénuje. Dale je
tteba opét poznamenat, ze pacientim byla pochopitelné poskytnuta stejn¢ jako v ptipadé vyse
uvedené metody MARS veskerd podpurna péce, majici mimo jiné bezprosttedni vliv na ICP,
pticiny ALF byly navic c¢asto multifaktorialni. Potvrzeni jednozna¢ného vlivu FPSA na ICP
porovnanim srovnatelnych skupin tak muze dat nejlépe experimentalni prace na definovaném

modelu ALF.
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Obt. ¢. 1 Schéma zapojeni primarniho a sekundarniho okruhu; AlbuFlow® - polysulfonovy filtr,
odd¢élujici plazmu od krve (Copyright —Fresenius Medical Care)

Dialysis circuit

Obr. ¢ 2 Prometh® 01 — vysoce porézni neutralné nabita pryskyfice s velkym vnitfnim povrchem

(Copyright —Fresenius Medical Care)
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Obt. ¢.3 Prometh® 02 — vysoce porézni aniontova pryskyfice ve formé chloridu (adsorpce toxina

z albuminu) Copyright —Fresenius Medical Care

Mikrodialyza

Princip

Mikrodialyza, pfesnéji intersticidlni mikrodialyza, je jedine¢nd metoda umoznujici témef

kontinualni monitoraci zmeén extracelularniho prostiedi taktka vsech tkani (Ungerstedt U, 1991).
Metoda funguje na principu napodobeni funkce cévni kapilary (Obr.¢.4). Mikrodialyza¢ni sonda,
kterd ma na svém konci membranu obsahujici péry o definované velikosti, je zavedena jako
um¢la kapilara do tkané. Membrana mikrodialyza¢ntho cidla velikost! porta definuje skupinu latek,
které mohou difundovat na zaklad¢ koncentracntho spadu mezi intersticidlni tekutinou a
mikrodialyzacni tekutinou, jiz je artificialni mikrodialyzacni céva promyvana. Mikrodialyzacni
roztok je pfivadén do sondy specialni pumpou velmi pomalu, takze dochazi téméf ke
stoprocentnimu vyrovnani koncentraci latek v intersticiu a mikrodialyzatu, ktery velmi pfesné
odrazi slozeni mezibunééného prostiedi v mist¢ tkaneé nebo organu, které je v kontaktu se zevni

stranou mikrodialyza¢ni membrany (Obr.c.5).

16



Obr. ¢. 4 Princip mikrodialyzy a zapojeni mikrodialyza¢niho katetru
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Mikrodialyza pfi ALF

Na klinické i experimentalni drovni je mikrodialyza uplatnovana v Sirokém spektru indikaci.
Nejcastéji byva metoda pouzivana v oblasti neurointenzivni péce, predev$im v problematice
mozkové ischémie u cévnich mozkovych pfihod nebo u zavaznych mozkovych poranéni
(Goodman JC, 1999). Zminky o jejim pouziti na poli akutniho jaterniho selhani, at’ uz v oblasti
experimentalni nebo v klinickych studiich, se objevily teprve v nékolika poslednich letech a jeji
pfinos jako nové metody monitorace zatim neni jednoznacéné prokazan. Pomineme-li studie
monitorujici pomoci mikrodialyzy viabilitu jaterniho stépu (Novak G, et al, 2002; Silva MA, 2006)
v piipad¢ transplantace jater u ALF, tykaji se prace vétsinou monitorace cerebralnfho

metabolismu. Analyzou mikrodialyzatu byla klinicky prokazana souvislost mezi koncentraci
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glutaminu a koncentrac{ amoniaku, uvedena v prvni ¢asti tohoto ptehledu (Tofteng F et al 2000).
Podobn¢ ukazuje na vysledcich meéfeni mikrodialyzy jiz vySe zminovana prace skupiny F.S.
Larsena souvislost mezi zhor$enym cerebralnim metabolismem, koncentraci glutaminu a
intrakranialnim tlakem (Bjerring PN et al, 2008). Na turovni experimentu muze slouzit
mikrodialyza k dolozeni efektivity biologickych nebo arteficialnich ndhrad jater u ALF. Pro
vyhody analyzy mikrodialyzatu u pacienta s ALF hovoii i ptipadova studie, dokumentujici zachyt
patologického snizen{ hladiny glukézy v mozkové tkani bez korelace s patologickou hodnotou

glykémie (Hutchinson PJ et al., 2000).

Obr. ¢. 5 Schematické znazornéni funkce mikrodialyza¢niho katetru v prabéhu

monitorace tkanového metabolismu (firemni dokumentace)
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Shrnuti

Na vzniku nitrolebni hypertenze ma svij podil jednak astrocytirni otok, jehoz vznik souvisi
s metabolismem amoniaku a glutaminu v mozkové tkani, a jednak tkanova hyperémie, ktera
provazi vznik a vyvoj akutniho jaterniho selhani. Otazka vzniku nitrolebni hypertenze vsak stale
neni aplné zodpovezena a pro uspokojivé vysvétleni vsech priavodnich patofyziologickych déju je
tteba dalsich vysledka na vsech urovnich preklinického i klinického vyzkumu. FPSA je relativné
nova, nebiologicka podpurna elimina¢ni metoda, pouzivana pii 1écbé ALF s klinicky dolozenou
podputrnou elimina¢ni funkei pfi ALF. Jeji vliv na ICP, fatdlni komplikaci ALF, je tfeba dolozit
experimentalni praci. Mikrodialyza, jakozto nove zavadéna efektivni metoda monitorace
aktualniho stavu vnitfnfho prostfedi konkrétnich tkani organismu, muze byt nadéjnou pomuckou
pro lepsi pochopeni metabolismu v prubé¢hu akutniho jaterniho selhani. Monitorace pomoci
intracerebralni mikrodialyzy by mohla v budoucnu slouzit jako ¢asny marker efektivity klinické

lécby tohoto zavazného onemocnéni.

19



Cile prace

Prace se zaméfuje na moznosti ovlivnéni mozkového edému, fatilni komplikace pfi rozvoji
akutntho jaternitho selhani, terapii extrakorporalni nahradou jater. Klade si za cil objektivni
posouzeni tohoto aspektu lécby, které umoznuje praveé kontrolovana studie na definovaném

zvifecim chirurgickém modelu jaterniho selhani.

Primarnim cilem této prace bylo zhodnotit vliv arteficialni ndhrady jater pfi akutnim jaternim
selhani (ALF — acute liver failure) metodou frakéni plazmatické separace a adsorpce (FPSA) na

snizeni intrakranialniho tlaku (ICP — intracranial pressure).

Druhym tkolem a otazkou, kterou si prace poklada, je zhodnoceni metody monitorace
intersticialni intracerebralni mikrodialyzou a jeji mozné dlohy v monitoraci rozvoje a lécby
jaternfho mozkového edému pii 1écbé akutniho jaterniho selhani metodou arteficialni nahrady

jater, konkrétné opét nebiologickou metodou frakeni plasmatické separace a adsorpce.

Stanoveny byly nasledujici hypotézy:

Hypotéza 1 — Metoda frakéni plasmatické separace a adsorpce (FPSA) pozitivné ovliviiuje rust

intrakranialniho tlaku pfi akutnim jaternim selhani.

Hypotéza 2 — Intracerebralni mikrodialyza odrazi efektivitu lécby akutniho jaterniho selhani

metodou frakeni plasmatické separace a adsorpcee dffve a Iépe nez zmeéna intrakranialniho tlaku.
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Experimentalni metoda

Celkove byly provedeny dve kontrolované experimentaln{ studie.

Experiment pilotni

V prvaim experimentu byl pouzit chirurgicky devaskulariza¢ni model akutniho jaterniho selhani
(Ryska M. et al, 2004) na praseti o hmotnosti 35-40 kg. Tento originalni model spociva
v chirurgické identifikaci veny portac a provedeni prehepatalni portokavalni end-to-side
anastomozy. Zvifata v této studii byla rozdélena pouze do dvou skupin - skupiny s chirurgicky
navozenym ALF lécena metodou FPSA (zahrnuto 14 prasat) a skupiny pouze s devaskularizaci
navozenym ALF (zahrnuto 7 prasat). Na rozdil od druhé, rozsahlejsi studie, byl v tomto
experimentu monitorovan pouze intrakranialni tlak, nikoliv parametry mikrodialyzy. Perioperacni
a pooperacni péce, stejné jako napojeni na piistroj FPSA/Prométheus® se nijak nelisily od

metodiky, popsané podrobn¢ u nasledujici studie.

Experiment rozsifeny

V druhém experimentu byl pouzit chirurgicky resekéni model akutniho jaterniho selhani opét na
velkém laboratornim zvifeti — praseti o hmotnosti 35-40 kg. Tento modifikovany model
(Ladurner R, 2005) chirurgické resekce, provedeny u dvaceti pokusnych zvifat, kombinuje 70%
pravostrannou neanatomickou resekei jaterntho parenchymu s dvacetiminutovou totalni hepatalni
venozni okluzi. Dvé hodiny po skonceni operace byla zvifata nahodné rozdélena do dvou skupin,
skupiny kontrolni (ALF-skupina), a skupiny, ktera byla lécena metodou frakéni plazmatické

separace a adsorpce (FPSA-skupina). Zvifata z FPSA skupiny byla napojena na eliminacni pfistroj
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frakeni plazmatické separace a adsorpce FPSA (Fresenius medical Care AG, Germany — znamy
téz jako Prometheus®), jak je popsano nize v textu, na jeden cyklus lé¢by trvajici 6 hodin (Rifai
K et al., 2005). U tfeti srovnavaci skupiny prasat byla provedena pouze jednoducha laparotomie
(SHAM-skupina). Vsechna zvifata byla dvanact hodin po skonceni chirurgického zidkroku
utracena letalni davkou thiopentalu (Sodium Pentothal, Abbot Laboratories, UK) a chloridu
draselného (KCl 7,45% Braun). Ve skupiné FPSA zemfela v pooperacnim obdobi dvé pokusna
zvitata v dusledku chirurgicky nezvladatelného krvaceni. Celkove bylo tedy do studie zafazeno
21 zvitat — 10 prasat ve skupiné kontrolni (ALF-skupina), 8 prasat ve skupiné lécené metodou

FPSA (FPSA-skupina) a 3 prasata ve skupiné pouze laparotomované (SHAM-skupina).

Anestezie a perioperacni péce

Zvifata byla premedikovina intramuskulirnim podinim smési ketaminu v davee 10mg/kg
(Narkamon, Léc¢iva, Czech Republic), atropinu v davee 0,01 mg/kg (Atropin Biotika, Hoechst-
Biotika, Slovakia), azaperonu v divce 4 mg/kg (Stresnil, Janssen Pharmaceutical, Belgium) a
medetomidinu v davece 25 pg/kg (Domitor, Pfizer, USA). Tato smés byla zvifatim aplikovina

dvacet minut pfed uvodem do anestezie.

Celkova anestezie pak byla navozena intravenéznim podanim léka. K avodu do anestezie byl
aplikovan fentanyl v divce 4 pg/kg (Fentanyl Torrex, Totrrex Chiesi, Austria) a etomidat 0,3
mg/kg (Hypnomidate, Janssen Pharmaceutica, Belgium); pro kritkodobou relaxaci facilitujici
trachealni intubaci byl podavan suxamethonium iodid (Succinylcholinjodid Valeant, Valeant
Czech Pharma, Czech Republic) v divee 1,5 mg/kg. Zvifata byla intubovina v poloze na bfise

s pomoci speciané upraveného laryngoskopu umoznujiciho pfimou laryngoskopii.

Po intubaci a auskulta¢ni a kapnografické verifikaci spravné polohy trachealni kanyly byla zvifata
napojena na anesteziologicky pfistroj/ventilitor (Siemens Servo 900 C ventilator, Elema,
Sweden). Zvifata byla ventilovana v rezimu objemove fizené ventilace (VCV - Volume-
Controlled Ventilation), s FiO, (inspiracni frakce O,) 0,4, PEEP (Positive End Expiratory
Pressure) byl udrzovan na 5 cm H,0, inicidln{ respiraéni frekvence 16 dechti/min, inspiracni
objemy (TV - tidal volume) byly 6-8 ml/kg. Potfebnou adaptaci nastaveni ventila¢nich parametrti
byla udrzovana normokapnie (paCO, 4.6-5.3 kPa). Celkova anestezie byla udrzovana inhalacné

podavanim isofluranu (Forane, Abbott Laboratories, UK) ve smési kysliku a vzduchu a
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doplnovina kontinualni aplikaci fentanylu 6-10 pg/keg/h (Fentanyl Torrex, Torrex Chiesi,
Austria). Inspiracni frakce isofluranu se podle aktualni situace opera¢niho zakroku pohybovala
v rozmezi 0,75- 1,2%. Podle aktudln{ potfeby byly podavany jednorazové 50 pg bolusy fentanylu.
V prub¢hu chirurgického zakroku byla svalova relaxace nezbytna koperacnimu postupu
zajist ovana podavanim nedepolarizujictho svalového relaxancia, pouzit byl pipecuronium bromid

v davee 0,02 mg/kg (Arduan, Gedeon Richter, Hungary).

Pro udrzovani dostatecného stfedntho arteridlntho tlaku (MAP — mean arterial pressure)
v prub¢hu prvni a pfedevSim pak druhé casti operace, docasné vyznamné ovliviujici
hemodynamiku pokusného zvifete, byly dle potfeby podavany krystaloidni a koloidni roztoky a
noradrenalin. Protokol podavani katecholaminu (noradrenalin) a krystaloidnich i koloidnich
roztoku byl ve vSech experimentalnich skupinach totozny. V ramci antibiotické profylaxe byl po
uvodu do celkové anestezie podan jednorazove amoxicillin s kyselinou clavulanovou v davee 1,2
mg (Augmentin 1.2g, Smithkline Beecham Pharmaceuticals, GB) a jako profylaxe stresového

zalude¢niho viedu famotidin v jednorazové davce 20 mg (Quamatel, Gedeon Richter, Hungary).

Kanylace femoralni Zily, nutna pro pozd¢jsi napojeni na mimotélni nahradu jater FPSA a kanylace
femoralni arterie pro kontinualni méfeni arteridlntho tlaku a krevni odbéry byla provedena

punkeni technikou dle Seldingera, eventualné chirurgickym piistupem.

Zajisténi vstupu do pravé vena jugularis interna bylo provedeno chirurgickou preparacni
technikou. Do zily byl posléze vlozen zavadé¢ pro thermodilucni plicnicovy katetr (7F Arrow,

USA) pro moznost monitorace hemodynamickych parametrt v prabéhu experimentu (Obr.c.6).
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Obr. ¢. 6 - Plné monitorované experimentalni zvife v prabéhu provadéni chirurgického

akutniho jaterniho selhani

Pooperacni péce

Po provedeni chirurgické jaterni resekce byla zvifata ventilovana na piistroji Servo Ventilator
tlakove fizenou ventilaci (PCV — pressure controlled ventilation) s nezménénymi ventilacnimi
parametry, tedy sFi 0, 0.4, PEEP 5 cm H,0, respiraéni frekvence 16 decha/min, a s
inspira¢nimi objemy 6-8 ml/kg. Nadile byla udrzoviana normokapnie (paCO, 4.6-5.3 kPa).
Télesna teplota byla udrzovana ve fyziologickém rozmezi 36.5 °C — 38 °C. Zvifata byla
analgosedoviana kombinaci propofolu v uvodni divce 6 mg/kg/h a nisledné kontinuilné
v rozmezi 4-8 mg/kg/h (Propofol 1%, Fresenius Kabi, Germany) a fentanylu v ddvce 2 pg
/kg/h (Fentanyl Torrex, Torrex Pharma GmbH, Austtia).
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V ptipadé potieby byly podavany krystaloidni a koloidni roztoky. Pro udrzeni hemodynamické
stability a pro udrzeni MAP nad 65 mmHg byl vyjimeéné podavan noradrenalin (Noradrenalin,
Léciva, Czech Republic). V pravidelnych intervalech byla méfena hladina glykemie a pro udrzeni
hladiny krevni glukézy nad 4,5 mmol/l byla podidvana kontinualni infuze 40% roztoku glukézy

Glucose 40% Braun, Germany).
Yy

Mikrodialyza a monitorace intrakranialniho tlaku

Monitorace intrakranialniho tlaku (ICP - intracranial pressure) a monitorace metodou
intersticialni mikrodialyzy (MD — microdialysis) byla zajisténa bezprostfedné po skonceni
chirurgického zakroku. Za sterilnich podminek byly v pravé frontalni oblasti vytvofeny dva
otvory do lebe¢ni dutiny. Po punkci dury mater byl do oblasti pravého frontalniho laloku jednim
otvorem zaveden senzor pro meéfeni intrakranidlnfho tlaku a druhym otvorem katetr s
mikrodialyza¢ni membranou (Obr.c.7). K zamezeni potencialntho tuniku cerebrospinalniho

liquoru byly posléze otvory uzavieny kostnim voskem.

Nami pouzity mikrodialyzacni katetr CMA70 (CMA Solna Sweden) se sklada z velmi tenké 60
mm dlouhé dvojluminalni plastikové kanyly, na jejimz konci je 10 mm dlouha semipermeabilni
membrana, propoustéjici latky o velikosti maximalné 20000 Daltona. Po zavedeni
mikrodialyza¢ni membriny do mozkové kiry byl katetr napojen na mikroinfuzni pumpu (CMA/
106 Microinjection pump; CMA Microdialysis AB, Stockholm, Sweden) a kontinualné
perfundovin/promyvan  arteficidlni  tekutinou s iontovym  slozenim  odpovidajicim
cerebrospindlnimu liqoru rychlosti 0.3 pl/min. Pro nasledujici analyzu mikrodialyzacnim
piistrojem - CMA 600 Microdialysis Analyzer (CMA Microdialysis AB) byl dialyzat sbiran

v hodinovych intervalech do mikrokyvet, z nichz kazda obsahovala pfiblizné 18 ul roztoku.

Mikrodialyza¢ni pfistroj provadi v kazdém analyzovaném vzorku meéfeni glukédzy, laktatu,
pyruvatu, glutamatu a glycerolu. Se stanovenou rychlosti perfuse za danych podminek dochazi
k vyrovnani koncentraci zkoumanych latek v analyzované tkani a v perfuznim roztoku a
vytéznost (recovery rate) dosahuje 99%. Jak bylo feceno, sbirané vzorky byly bezprostiedné po
odebrani analyzovany ve zminovaném bed-side mirkodialyzacnim piistroji. Vzorky byly posléze
pti -80°C zmrazeny pro dalsi analyzu koncentrace glutaminu. Prvnf vzorky k analyze byly z druhé
hodiny experimentu, perfuzni roztok byl tedy sbiran mezi koncem prvni a zacatkem tfeti hodiny

experimentu.

25



Glutamin z mikrodialyzacnich vzorkt byl méfen a analyzovan vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii HPLC — high performance liquid chromatography (Perkin-Elmer revers-phase

HPLC systém) s fluorescencni detekei a prekolonalni o-phthalaldehydovou derivatizaci.

Monitorace intrakranialnfho tlaku byla provadéna intraparenchymalnim tlakovym cidlem

(Codman Microsensot, Johnson and Johnson, USA).

Obr. ¢.7 - Mikrodialyzacni katetr a Cidlo pro méfeni ICP zavedené v pravém frontalnim

mozkovém laloku experimentalniho zvifete
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Lécba FPSA

Pro nebiologickou podpurnou terapii jaternfho selhani byla pouzita metoda frakéni plazmatické
separace a adsorpce — FPSA (FPSA/Prometheus®, Fresenius Medical Care AG). Extrakorporalni
systém byl pfed napojenim na lécené zvife naplnén a odvzdusnén roztokem NaCl 0,9%. Byl
zvolen obvykly veno-venozni zpusob zapojeni na dialyzacni katetr zavedeny v pravé femoralni
véne experimentalntho zvifete. Piistroj FPSA zajist’'uje detoxifikace a umoznuje eliminaci
toxickych substanci rozpustnych ve vodé a zaroven i latek vazanych na albumin. Detailnéjsi
popis vcetné schématu a zapojeni FPSA je uveden na zacatku této prace. Béhem naseho
experimentu byla provadéna lécba se standardnim nastavenim parametra piistroje s krevnim
pratokem 200 ml/h v primarnim okruhu a s plasmatickym pritokem 300ml/h v sekundirnim,
vlastnim FPSA okruhu. Pro antikoagulaci byl pfi pfisné monitoraci piislusnych hladin a nasledné

substituci kalcia v krvi pouzit citrat sodny.

Obr.¢. 8 Laboratorni zvife v priib&hu experimentu ODbt.¢.9. Napojeni laboratorniho zvifete na

pfistroj FPSA /Prometheus
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Statistické zpracovani

V prvaim experimentu byly vysledky porovnany pomoci dvouvybérového Studentova t-testu. Za

statisticky signifikantni byl rozdil povazovan piip < 0,05.

Statisticka analyza vysledku z rozsahlejsiho druhého experimentu byla provedena na prokladech
ziskanych regresi. Regresni model byl postaven zvlast’ pro kazdou meéfenou velicinu v kazdé
skupiné pozorovani. Model je tvofen polynomem nejvyse patého stupné s konstantnim clenem,
cleny jsou odhadnuty metodou nejmensich ¢tverctu. Model byl odvozen zahrnutim vsech ¢lent na
vjznamné na hladiné o« = 5%. Konstantni ¢len nebyl odebiran. Clen prvniho stupné byl zachovan
v modelech, ve kterych nebyl Zzadny clen vyznamny. Proklady byly spocteny pro vybrané casy,
véetné smeérodatné chyby a intervalu spolehlivosti pro P = 95%. Na stejném modelu byla
provedena analyza rozptylu. Pro dané casy byl proveden dvouvybérovy Studentiv test na téchto
hypotézach: HO — rozdil prokladu neni viznamny; H1 — rozdil prokladu je vyznamny. Studentav
test byl vypocten s témito parametry: stfedni rozdil: rozdil porovnavanych prokladu; pocet
stupnu volnosti: podle odpovidajictho chybového clenu v analyze rozptylu, tj. pocet pozorovani
minus pocet ¢lentt v regresnim modelu; smérodatna odchylka: smérodatna chyba prokladu
nasobena odmocninou z [pocet stupnu volnosti plus jedna]. Na Studentove statistice byla
spoctena p-hodnota. Pfijeti alternativni hypotézy bylo zhodnoceno na hladiné a = 5% (p < 0,05).
Regresni model byl odvozen v Q-DAS Destra v.10. Proklady a souvisejici parametry byly
vypocteny v Minitab 16.2.2. Vizualizace dat a vypocty Studentova testu byly pfipraveny v MS
Excel 2010.

Predoperacni piiprava, operace a pooperacni péce byla provadéna v souladu se zakonem CR § 12

vyhlagky ¢. 311/97 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvifat.
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Vysledky

Intrakranialni tlak

V prvni studii byl zaznamenan signifikantné vyssi intrakranialni tlak ve skupiné kontrolni nez ve

skupiné lécené metodou FPSA v 9. — 12. hodiné experimentu (Graf ¢. 1, Tabulka ¢. 1).

Graf ¢. 1 - Hodnoty ICP v mmHg u laboratornich zvifat s ALF 1é¢enych FPSA —skupina

FPSA a u kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF
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Tabulka ¢. 1 - Srovnani hodnot ICP ve skupiné zvifat s ALF lécenych metodou FPSA (FPSA) av

kontrolni skupiné (ALF) - pramér se smérodatnou odchylkou SD, hodnota p

¢as (h) 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ALF 10,4 13 13 17,4 20 21,4 24.1 25,1 26,3 29,8

SD 1,51 2,58 2,16 2,29 2,2 3,51 2,28 2,19 3,5 5,88
FPSA 9 11,5 13,6 15,9 17,2 18,3 19,1 21,9 22,5 24

SD 3,82 5,08 5,87 5,15 4,71 4,89 4,09 3,63 3,98 4.1

P p>0.05  p>0.05  p>0.05  p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01

Stejné tak byl ve druhé studii ICP signifikantné nizsi v 1écené FPSA-skupiné nez v ALF-skupiné
od 9. do 12. hodiny experimentu. Od 4. respektive 5. hodiny byly hodnoty ICP signifikantné vyssi
v obou ALF i FPSA skupinich nez ve skupiné SHAM. V porovnani se SHAM skupinou byl
pozorovan u skupiny FPSA i u skupiny ALF signifikantni narast ICP. Tento nartst ICP byl
signifikantné nizsf u skupiny FPSA nez u skupiny ALF (Graf ¢. 2, Tabulka ¢. 2).
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Graf ¢. 2 - Hodnoty ICP v mmHg u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) — skupina FPSA,

kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM (zobrazeny

kiivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Tabulka ¢. 2 - Hodnoty ICP v mmHg u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) — skupina FPSA,

kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM (uvedeny

stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

¢as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 7,53 8,77 10,29 11,93 13,58 15,09 16,33 17,17 17,47 17,10 15,92
SE 0,70 0,58 0,46 0,40 0,41 0,46 0,49 0,49 0,46 0,54 0,85
ICP ALF 7,94 9,46 1098 1249 14,01 15,53 17,05 18,57 20,09 21,61 23,13
(mmHg) SE 0,70 0,60 0,52 0,45 0,41 0,40 0,42 0,48 0,55 0,64 0,74
SHAM 858 873 897 931 974 1022 10,70 11,12 11,40 1143 11,09
SE 0,30 0,28 0,25 0,23 0,24 0,28 0,33 0,35 0,34 0,36 0,61
FPSAXALF 0,68 042 0,33 0,36 0,46 0,46 0,26 0,04 < 001 < 001 < 001
P FPSAXSHAM 033 096 0,07 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001
ALFxSHAM 058 047 0,02 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001 < 001
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Parametry mikrodialyzy

Pomér laktat/pyruvat

V Iécené FPSA skupiné byl na rozdil od ALF a SHAM skupiny zaznamenan signifikantni pokles
poméru laktat/pyruvat (I/P). Hodnoty poméru L/P byly v prab¢hu celého experimentu (2. - 12.
hodina) signifikantn¢ niz$i u SHAM skupiny nez u skupiny ALF. L/P pomér byl signifikantné
nizs$i ve skupiné FPSA nez v ALF skupiné mezi 5. — 11. hodinou experimentu. Pomér L/P byl
signifikantné vyssi v FPSA skupiné nez v SHAM skupiné mezi 2. — 7. hodinou a po 11. hodiné
experimentu (Graf. ¢. 3A, Tabulka ¢. 3). Graf ¢.3B znazorfiuje zménu poméru L/P u pokusnych
skupin vztazenou ke 2. hodiné experimentu. Pokles L/P je signifikantni a pomér L/P je

signifikantné nizsf u skupiny FPSA nez u ALF od 3. hodiny pokusu.

Graf ¢ 3A - Extracelularni cerebralni pomér L/P (laktat/pyruvat) u laboratornich zvifat s ALF 1é¢enych
FPSA (2-8h) — skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny

— skupina SHAM (zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Tabulka ¢. 3 - Extracelularni cetebralni pomér L/P (laktat/pyruvat) u laboratornich zvifat s ALF lé¢enych
FPSA (2-8h) — skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny
— skupina SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

¢as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 32,29 2581 21,03 17,71 1563 14,54 14,19 1436 14,80 1527 15,54
SE 2,98 1,70 1,62 1,65 1,54 1,49 1,63 1,79 1,73 1,69 2,83
L/P  ALF 2219 22,00 21,81 21,62 2143 2124 21,05 20,86 20,67 2047 2028
ratio SE 1,06 0,92 0,80 0,70 0,63 0,61 0,63 0,70 0,80 0,92 1,06

SHAM 9,88 992 996 10,00 10,03 10,07 1011 10,5 10,19 10,23 10,26

SE 0,88 0,76 0,66 0,58 0,54 0,54 0,58 0,66 0,76 0,88 1,01

FPSAXALF <0,01 0,40 0,64 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,08
P FPSAXSHAM ~ <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,02 <0,05 0,10 0,12 0,08 <0,05 <0,05

ALFxSHAM <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Graf ¢. 3B - Zména extracelularniho cerebralniho pomér L/P (laktat/pyruvat) u laboratornich zvifat s ALF
lé¢enych FPSA (2-8h) — skupina FPSA, kontrolni skupiny bez lé¢by — skupina ALF a pouze
laparotomované skupiny — skupina SHAM, vztaZena ke 2. hodiné experimentu (zobrazeny kfivky stfednich

hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Glutamat

Hladina extracelularntho mozkového glutamatu byla signifikantné vyssi ve skupiné¢ ALF nez ve
skupiné FPSA mezi 4. - 11. hodinou experimentu. Ve srovnani ALF skupiny a SHAM skupiny
byla hladina glutamatu signifikantné vyssi v ALF skupiné mezi 4. — 9. hodinou experimentu.
Hladina glutamatu byla pfi porovnani FPSA a SHAM skupiny vyssi u skupiny FPSA mezi 2. - 4.
hodinou, niz${ mezi 5. -10. hodinou a vyss$i mezi 11. - 12. hodinou, rozdil ovsem v daném

konfidenc¢nim intervalu nebyl signifikantni (Graf ¢. 4, Tabulka ¢. 4).

Graf ¢. 4 - Extracelularni cerebralni glutamat u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) — skupina
FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM

(zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Tabulka ¢. 4 - Extracelularni cerebralni glutamat u laboratornich zvifat s ALF lé¢enych FPSA (2-8h) -
skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina
SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

¢as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 19,82 1622 13,20 10,77 893 17,69 7,03 6,97 7,49 861 10,32
SE 3,24 2,20 1,70 1,69 1,85 1,94 1,89 1,77 1,76 2,17 3,12
Extracellular ~ ALF 29,65 28,83 28,01 27,19 26,38 2556 24,74 23,92 23,11 2229 2147
brain SE 6,50 5,58 4,74 4,04 3,55 3,37 3,55 4,04 4,74 5,58 6,50
glutamate SHAM 1254 12,03 11,51 11,00 10,48 9,97 946 894 843 7,92 7,40
(nmol/L) SE 2,03 1,76 1,52 1,33 1,21 1,20 1,28 1,45 1,68 1,94 2,23
FPSAXALF 0,22 0,06 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01 0,04 0,16
p FPSAXSHAM 0,15 023 0,54 093 0,59 045 041 048 0,74 0,84 0,55
ALFxSHAM 0,12 0,08 0,04 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03 0,07 0,13 0,20
Glycerol

Hladina extracelularniho cerebralniho glycerolu byla ve skupiné FPSA signifikantné nizsi nez ve
skupiné ALF od 5. do 12. hodiny experimentu. V porovnani se skupinou SHAM byla hladina
extracelularntho glycerolu ve skupiné ALF po celou dobu experimentu (2-12h) signifikantné
vyssi. Extracelularni koncentrace glycerolu byla ve skupiné SHAM signifikantné nizsi nez ve
skupiné FPSA do 8. hodiny experimentu, od hodiny 9. nebyl signifikantni rozdil v koncentracich

extracelularnfho glycerolu mezi obéma skupinami (Graf ¢. 5, Tabulka ¢. 5).
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Graf ¢. 5 - Extracelularni cerebralni glycerol u laboratornich zvifat s ALF 1é¢enych FPSA (2-8h) — skupina
FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM

(zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfidenénim intervalem)
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Tabulka ¢. 5 - Extracelularni cerebralni glycerol u laboratornich zvifat s ALF lé¢enych FPSA (2-8h) -
skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1é¢by — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina
SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

&as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 2722 2544 2366 2188 2010 1832 1653 1475 1297 1119 941
SE 58,9 50,8 43,4 37,4 33,3 32,0 33,8 38,2 445 52,0 60,3
Extracell. ALF 4256 4273 4290 430, 4324 4341 4358 4375 4392 4409 4426
brain SE 100,9 87,8 76,1 66,7 60,4 58,4 61,1 67,9 77,7 89,7 102,9

glycerol ~ SHAM 568 548 527 50,7 487 46,6 446 425 405 384 364

(umol/L) SE 6,7 5,8 5,0 44 40 3,9 42 48 55 6,4 7,3
FPSAXALF 0,24 0,13 0,05 001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 0,01
FPSAxSHAM 0,02 0,01 001 <001 <001 0,01 0,02 0,07 018 035 0,52
ALFxSHAM 0,04 0,02 001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 0,01 0,03
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Glukosa

Hladina extracelularni mozkové glukosy byla signifikantné vyssi ve skupiné SHAM nez ve
skupiné ALF mezi 2. — 12. hodinou experimentu a nez ve skupiné FPSA mezi 3. — 7. hodinou

experimentu. Hladina extracelularni glukosy byla signifikantné vyssi v FPSA skupiné nez v ALF

skupiné od 7. hodiny experimentu (Graf ¢. 6, Tabulka ¢. 6).

Graf ¢. 6 - Extracelularni cerebralni glukéza u laboratornich zvifat s ALF 1é¢enych FPSA (2-8h) — skupina
FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM

(zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Tabulka ¢. 6 - Extracelularni cerebralni glukéza u laboratornich zvifat s ALF 1é¢enych FPSA (2-8h) -

skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1é¢by — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina

SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

¢as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 1,71 169 1,66 1,64 162 1,59 1,57 1,54 152 149 1,47
SE 0,27 0,23 0,20 017 015 015 0,16 0,18 0,21 0,24 0,28
Extracellular ALF 1,52 1,50 1,46 141 135 127 119 1,09 099 087 0,74
brain SE 0,12 0,12 0,11 0,10 0,09 0,08 0,08 0,09 0,10 0,12 015
glucose SHAM 245 242 237 232 225 216 207 19 18 170 155
(mmol/L) SE 0,13 0,13 0,12 0,11 0,10 0,09 0,09 0,11 0,13 0,16 0,20
FPSAXALF 0,49 042 0,33 021 0,11 <0,05 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02
P FPSAXSHAM 0,09 0,05 0,03 0,02 0,01 0,02 0,05 0,15 0,34 0,60 0,86
ALFxSHAM <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01
Glutamin

Hladina extracelularnfho mozkového glutaminu byla signifikantné vyssi v ALF skupiné nez

v SHAM skupiné mezi 3. - 12. hodinou experimentu. Stejné tak byla hladina glutaminu

signifikantné vyssi v FPSA skupiné nez v SHAM skupiné mezi 3. — 12. hodinou experimentu.

Hladina glutaminu byla mezi 6. — 10. hodinou experimentu signifikantné nizsi v FPSA skupiné

nez v nelécené skupiné ALF. V obou skupinach, ALF i FPSA, byl navic signifikantni naruast

hodnot hladin glutaminu v porovnani se skupinou SHAM. Nartust hodnot extracelularniho

mozkového glutaminu byl signifikantné vyssi ve skupiné ALF nez ve skupiné FPSA (Graf ¢. 7,

Tabulka ¢. 7).
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Graf ¢. 7 - Extracelularni cerebralni glutamin u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) — skupina
FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM

(zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Tabulka ¢. 7 - Extracelularni cerebralni glutamin u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) -

skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1é¢by — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina

SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

&as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12
FPSA 0,66 0,92 1,08 117 1,20 1,19 1,20 1,27 148 190 2,66
SE 0,16 0,12 0,12 0,12 0,11 0,11 0,12 0,13 0,13 0,15 0,29
Extracellular ALF 1,08 123 1,37 152 1,66 181 195 210 224 239 2,53
brain SE 030 02 022 019 016 015 016 018 021 025 0,29
glutamin SHAM 0,07 0,2 0,9 026 033 040 046 050 052 052 0,48
(umol /L) SE 009 008 006 004 003 004 004 004 004 004 0,07
FPSAXALF 021 027 025 0,12 002 <001 <0,01 <0,01 <0,01 0,09 0,76
P FPSAxSHAM 005 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001
ALFXSHAM 07 oo <00 <00l <o <001 <001 <o <001 <o <oon

Plazmaticky amoniak

Koncentrace amoniaku v plazme byla signifikantné vyssi ve skupiné FPSA a ALF nez ve skupiné

SHAM. Plasmaticky amoniak byl vyssi ve skupiné ALF nez ve skupiné FPSA. Rozdil byl

signifikantni{ v 5. - 6. hodin¢ a mezi 9. — 11. hodinou experimentu (Graf ¢. 8A, Tabulka ¢. 8).

Porovnanim relativnich hodnot hladiny amoniaku vzhledem k zacatku experimentu byl

plazmaticky amoniak signifikantné vyssi ve skupiné ALF nez ve skupiné FPSA od 4. hodiny do

konce experimentu ve 12. hodiné. Na rozdil od skupiny ALF nebyl ve skupin¢ FPSA ani ve

skupiné SHAM zaznamenan signifikantn{ narast hladiny amoniaku v prib¢hu experimentu (Graf

& 8B).
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Graf ¢. 8 — Hladina plasmatického amoniaku u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) — skupina
FPSA, kontrolni skupiny bez 1écby — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina SHAM

(zobrazeny kiivky stfednich hodnot s 95% konfidenénim intervalem)
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Tabulka ¢. 8 — Hladina plasmatického amoniaku u laboratornich zvifat s ALF lécenych FPSA (2-8h) -
skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1é¢by — skupina ALF a pouze laparotomované skupiny — skupina
SHAM (uvedeny stfedni hodnoty a standardni chyba — SE, hodnoty p)

¢as (h) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FPSA 243 224 220 237 264 287 294 278 247 232 288
SE 2896 2904 2688 2565 2904 31,18 2809 31,05 4724 5205 33,53

Arterial ALF 235 271 302 328 348 362 371 375 373 365 352

ammonia SE 24,2 2639 2848 2967 2968 2861 2694 2577 2685 3184 41,05

(wmol/L) SHAM 31,8 32,7 33,6 344 353 36,2 37 37,9 388 39,7 40,5

SE 3,78 3,48 3,29 3,24 3,33 3,57 3,91 4,34 4,82 5,36 5,93

FPSAXALF 0,83 023 0,05 0,03 <005 0,09 0,06 0,02 0,02 0,02 0,26
P FPSAXSHAM <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001

ALFxSHAM <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001
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Graf ¢. 8B — Porovnani relativnich hodnot hladin plasmatického amoniaku u laboratornich zvifat s ALF

létenych FPSA (2-8h)

— skupina FPSA, kontrolni skupiny bez 1éCby — skupina ALF a pouze

laparotomované skupiny — skupina SHAM (zobrazeny kfivky stfednich hodnot s 95% konfiden¢nim intervalem)
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Diskuse

Cerebralni poskozeni, které se manifestuje jako jaterni encefalopatie a vzrust intrakranialntho
tlaku, je dobfe znama a fatdlni komplikace akutniho jaterniho selhani. Vzrust intrakranialniho
tlaku je vedle nezvladatelného multiorganového selhani nejcastéjsi pficinou smrti pacientd s
akutnim jaternim selhanim (Auzinger G, Wendon J, 2008). Jedinou lécbou, signifikantné zvysujic

sanci na prezitf téchto pacientd, je transplantace jater (Bismuth H, 1995).

K pfeklenuti kritického obdobi, kdy vlastni jatra nejsou schopna zajistit bazalni metabolické
potieby organizmu nemocného, tzv. ,bridging”, a to jak pfi postupné spontanni regeneraci
jaterni tkané, tak 1 pfi ¢ekani na jaterni transplantaci, byla navrzena od 50. let minulého stolet celd
fada postupu a zkonstruovana fada eliminacnich pfistroju. Od prosté hemodialyzy a vyménné
krevni transfuze pfes perfuzi krve pfes ziva praseci ¢i lidska kadaverdzni jatra, plazmaferézu,
hemoperfuzi pomoci aktivatho uhli az k soucasnym sofistikovanym biologickym ¢i
nebiologickym eliminacnim piistrojum (Williams R, 2000). Jednou ze slibnych nebiologickych

extrakorporalnich nahrad je pravé metoda frakéni plasmatické separace a adsorpce.

Vliv a uc¢innost lécby téchto extrakorporalnich metod jak FPSA na zmirnéni poskozeni mozkové
tkané provazejici akutni jaterni selhani byva, pokud vibec, klinicky monitorovana pouze méfenim
intrakranialniho tlaku. Z doposud publikovanych studii (Evenepoel P et al., 2005; Santoro A et
al., 2000) vyplyva zlepseni biochemickych markert akutntho jaterntho selhani metodou FPSA,
nicméné exaktni pfinos eliminacni 1écby ve zlepseni prezivani nemocnych je na zakladé viceméné
kazuistickych zkusenosti obtizné hodnotitelny; vlivu FPSA na vzrust intrakranialniho tlaku u ALF
se navic zadna prace pfimo nevénuje a experimentalni kontrolované studie k tomuto tématu
chybi. Stejné tak se jen nckolik malo nedavno publikovanych klinickych studii (Bjerring FN et al.,
2010; Bjerring FN et al, 2012) vénovalo vlivu metody FPSA na intracerebralni oxidativni
metabolismus v prab¢hu akutniho jaterniho selhani. Tyto studie navic z pochopitelnych duvodua

zahrnuji pouze malé mnozstvi pacient(, k tomu jesté s rozlicnymi pfi¢inami jaterniho selhani.

Cilem nasi prace bylo tedy primarné¢ zhodnotit na definovaném zvifecim modelu vliv metody

FPSA na ICP u akutniho jaterniho selhani.
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Intrakranialni tlak

V obou popsanych studiich jsme dosahli velmi podobnych vysledkt, které potvrzuji nastolenou
hypotézu. Hodnoty intrakranialniho tlaku jsou u prvniho, devaskularizacniho modelu ALF
signifikantné vyssi od 9. hodiny experimentu vnelé¢ené skupiné nez ve skupiné zvifat,

napojenych na piistroj FPSA.

Obdobne¢ u rozsahlejsiho druhého experimentu, kde byl uzit chirurgicky resekéni model ALF, je
od 9. hodiny experimentu signifikantné vyssi ICP ve skupin¢ ALF, tedy skupiné nelécené, nez ve
skupiné napojené na FPSA. V obou skupinach, tedy FPSA i ALF skuping, je vsak intrakranialn{
tlak jiz od 5. hodiny experimentu signifikantné vyssi nez ve skupiné SHAM, kde byla provedena
pouze laparotomie. Skutecnost, ze intrakranialni tlak roste i u skupiny lécené metodou FPSA, i
kdyz je tedy signifikantné¢ niz§i nez ve skupiné ALF, podporuje jiz diive formulovanou
domnénku multifaktorialni geneze rozvoje intrakranialni hypertenze u akutniho jaterniho selhani
(Bjerring FN et al., 2009), ktera muze byt ovlivnéna pomoci extrakorporalni eliminaéni metody
pouze castecné. Lze se tedy domnivat, ze FPSA ovliviiuje jen jeden ze dvou hlavnich
mechanismt, které maji u rozvoje akutnfho jaterniho selhani rozhodujici vliv na rozvoj
mozkového otoku a vzrustu ICP, totiz astrocytarni swelling, jenz je pfimym nebo nepfimym
dusledkem akumulace toxickych metaboliti (amoniak, glutamin, fenoly, zlucové kyseliny), které
jsou prave diky sofistikované elimina¢ni metodé frakéni plasmatické separace a adsorpce

kombinované s dialyzou z téla pfi absenci elimina¢nich funkei jater odstranovany.

Mozkova hyperémie, zpusobena dysfunkci autoregulace pruatoku krve mozkem, obdobné jako
hyperdynamicka cirkulace provazejici jaterni selhani vsak zustava pii lécb¢ ALF metodou FPSA
neovlivnéna(Laszikova E et al., 2010). Nase vysledky tak koresponduji s vysledky experimentalni
prace Sana a Rose (Sen S et al, 2006) s obdobnym experimentalnim modelem ALF a lécbou

metodou jinou extrakorporalni nebiologickou eliminacni metodou MARS (Stange ] et al., 1999).

Druhym cilem nasi prace bylo na uvedeném dobfe definovaném experimentalnim modelu
zhodnotit roli monitorace metodou intracerebralni mikrodialyzy v 1lé¢bé akutniho jaterniho
selhani metodou FPSA. Vzhledem k vyznamu hladiny plazmatického amoniaku v rozvoji
intrakranialni hypertenze zde budou kratce komentovany i vysledky méfeni amonemie v prabéehu

experimentu.
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Parametry mikrodialyzy

Mikrodialyza je jedine¢na metoda umoznujici presné monitorovani extracelularnfho prostoru
(Reinstrup P et al., 2000; Stahl N et al., 2001). Pomér laktat/pyruvat L/P je znimy marker
redoxniho stavu tkan¢ a indikator tkanové ischemie a jeho meéfeni a urcovani tak reflektuje
metabolicky stav astrocyta (Hillered L, 1999). Vyhoda méfeni relativai (pomérné) hodnoty L/P
navic spociva v nezavislosti na ,recovery rate” pfi pfestupu téchto metabolita pres dialyzacni
membranu. Také dal$i parametry (Nilsson OG et al, 1999; Goodman JC, et al, 1999),
standardné urcované bed-side analyzatorem pro mikrodialyzacni vzorky, zajist'uji doplnujici

informace o patologickych procesech probihajicich v mozkové tkani.

Glutamat je hlavnim excitacnim neurotransmiterem v mozku a zvyseni jeho koncentrace v
mozkové tkani je povazovano za znak nepfimého neuronalniho poskozeni a suboptimalniho

stavu funkce, respektive metabolismu mozkové tkane.

Glycerol je integralni soucasti bunécnych membran. Je nespecifickym markerem miry poskozeni
bunck patologickym procesem (Hillered L, 1998). Zjednodusen¢ feceno vede nedostatek,
respektive ztrata energie k intracerebralnimu influxu kalcia a aktivace fosfolipaz, které glycerol

z bunécné membrany odstepi.

Hladina intersticialni glukézy je komplexni proménnd ovliviiovand mnoha vlivy, mimo jiné
bunéénym vychytavanim v zavislosti na poptavce, respektive zménou mezi aerobnim a

anaerobnim metabolismem (Reinstrup P et al., 2000).

Nasi hypotézou bylo, ze pravé parametry rutinné analyzované mikrodialyza¢nim piistrojem, ke
kterym patii pomér laktitu/pyruvitu, hladina glutamatu, glycerolu a glukézy, budou odrizet
pozitivni vliv elimina¢ni metody FPSA na rozvoj cerebralntho poskozeni dfive nez pouhé méfeni
intrakranialniho tlaku. Dalsim podudkolem, ktery jsme si stanovili, bylo zhodnotit roli ur¢ovani

intracerebralntho glutaminu pfi hodnoceni terapeutické efektivity metody FPSA.
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Pomér laktat/pyruvat

Nase vysledky jasné ukazuji, Zze se pomér intersticidlntho cerebrilniho laktitu a pyruvatu (L/P),
signifikantné snizuje téméf okamzit¢ po zahdjeni lécby metodou FPSA a odrazi tak navrat
k normalnimu metabolickému stavu mozkovych bun¢k. Od 5. do 11. hodiny experimentu, tedy
jiz ve tfeti hodiné od zahajeni lé¢by metodou FPSA, je pomér L/P signifikantné nizsi u lécené
nez u nelécené skupiny. Po Sestihodinovém lécebném cyklu metodou FPSA se pomér L/P u
FPSA skupiny dokonce signifikantné nelisi od hodnot L/P skupiny SHAM. U ALF skupiny
pfitom z tohoto pohledu béhem této doby nedochazi k zadnému zlepseni, respektive tedy
signifikantnimu poklesu poméru L/P. Navic nasledny vzrast hodnoty L/P u FPSA skupiny po
ukonceni terapie mezi 10. — 12. hodinou pokusu, kdy se ve 12. hodiné hodnota L/P signifikantné
nelisi od hodnot ve skupiné nelé¢ené, dobfe ukazuje pferuseni pozitivniho lé¢ebného vlivu

metody FPSA s koncem 8. hodiny pokusu.

Pokud budeme u skupin FPSA a ALF sledovat pouze zménu hodnoty L/P od druhé hodiny
pokusu, tedy od momentu, kdy zacala 1écba, dochazi k signifikantnimu poklesu a rozdilu mezi
skupinou ALF a FPSA dokonce jiz ve tfeti hodiné experimentu, tedy de facto bezprostfedné se

zahédjenim lécby.

Na tomto misté je tfeba poznamenat, ze vychozi hodnoty poméru L/P jsou u obou skupin
relativné vysoké, zpocatku o néco malo vyssi v neprospéch skupiny FPSA; ovSem i tak je mezi
skupinami velmi brzy patrny signifikantni rozdil v L/P ve prospéch skupiny FPSA. Dile je tfeba
pfipomenout, ze prvni vzorky, tedy vzorky z 2. hodiny experimentu, jednak obsahuji dialyzat
sbirany v prub¢hu ekvilibrace (Bellander, BM et al., 2004), navic mohou byt zavéry o vysledcich
z prvni hodiny experimentu limitovany pfimym poskozenim mozkové tkane¢ vzniklym pfi
zavadéni mikrodialyza¢niho katetru a ICP dcidla. Inicidlni zvySeni hodnot také jist¢ odrazi
dusledek operacniho stresu pii chirurgickém operacnim navozeni akutniho jaterntho selhani.
V kazdém ptipadé jsou ale vstupni podminky pro obé skupiny stejné a rozdil mezi skupinou
lécenou metodou FPSA a skupinou ALF s pouhym navozenym akutnim jaternim selhanim je

jednoznacny.

Na rozdil od aktualné publikované klinické prace zkoumajici efekt FPSA na cerebralni oxidativni
metabolismus u pacientt s ALF, kterou uvefejnila skupina vedena Bjerringem (Bjerring PN,
2012), jsme tedy nasli signifikantni rozdil mezi lécenou a nelécenou skupinou a signifikantni

pokles poméru L/P u skupiny lécené. To lze dobfe vysvétit mimo jiné pouzitim jasné
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definovaného prediktivniho zvifectho modelu ALF v kontrastu s rozdilnou etiologii jaternitho
selhani v malé kohort¢ (n = 7) pacientt zahrnutych do klinické studie. Sbér a analyza vzorka
mohly byt a byly v nasem pfipad¢ dobfe nacasovany vzhledem k momentu nastupu jaterniho
selhani, coz je v ptipade klinické praxe mnohem obtizné¢jsi. Ze zminované klinické prace, ktera
porovnava vzorky odebrané pouze jednou pfed a jednou po provedeni FPSA, navic jasné
nevyplyva, na které obdobi se sbér vztahuje a zda sbér druhého vzorku probiha v prabéhu nebo
az po dokonceni lécby FPSA, krom toho vzhledem k udavané rychlosti perfuze a mnozstvi
nasbiraného dialyzatu vyplyva sbérné obdobi jednoho vzorku presahujici ¢asovy interval péti
hodin. Protoze se vSak pomér L/P méni v priibéhu FPSA velmi rychle, jsou nase vysledky zjevné

vyrazné informativnéjsi.

L/P vs. ICP

Jak jiz bylo feceno, signifikantni rozdil u hodnoty intrakranialniho tlaku mezi lé¢enou a nelécenou
skupinou zvifat zaznamenavame v 9. hodin¢ experimentu, tedy az 7 hodin od zahajeni terapie,
dokonce teprve po ukonceni jednoho sestihodinového cyklu 1écby elimina¢ni metodou FPSA.
Pfitom hodnoty L/P jsou u skupiny FPSA signifikantn¢ niz$i nez v nelécené skupiné jiz v 5.
hodiné experimentu, tedy tfi hodiny po zahdjeni terapie a o 4 hodiny dfive nez zminovany
signifikantni rozdil mezi hodnotami intrakranialniho tlaku. Hodnota L/P tedy reflektuje pozitivai

vliv Iécby FPSA na cerebralni metabolismus jednoznacné diiv nez obecnéjsi parametr - ICP.

Navic je v pfipad¢ sledovani pouze obecné rostouciho ICP relativné tézké rozpoznat zpomaleni
v pfetrvavajicim rustu ICP a hodnotit tak jednotlive ucinnost lécby FPSA - naproti tomu témét
okamzité¢ zaznamenany signifikantni pokles v poméru L/P reflektuje okamzité pozitivni efekt
lécby metodou FPSA na cerebralni metabolismus a jednoznacné podtrhuje veétsi klinicky
potencial této metody. Analyza parametrt mikrodialyzy v prabéhu ALF a v prab¢hu lécby ALF
metodou FPSA tak umoziiuje pozorovat zménu v orginové biochemii - jako praveé zmény L/P -
dffv, nez se projevi klinické zmény, jako je vzrast/pokles intrakranidlniho tlaku, coz pak
pfinejmensim teoreticky umoznuje vyhodnotit rychle efekt nastavené terapie a upravit nebo
zmenit strategii 1écby dffv, nez kdyz jsou jedinym zdrojem informaci klinické symptomy

(Ungerstedt U, 2008).
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Ostatni parametry standardné urCované analyzou mikrodialyzatu

Glutamat

Vysledky dokumentuji signifikantni rozdil mezi FPSA skupinou a ALF skupinou mezi 4. — 11.
hodinou, kdy je hladina intracerebralniho extracelularntho glutamatu nizsi u FPSA skupiny nez u
ALF skupiny. Dynamika zmény hladiny glutamatu dokonce pfipomina dynamiku zmény pomeéru
L/P u téze skupiny. Nicméné pozorujeme jen maly rozdil mezi ALF a SHAM skupinou —
glutamat u ALF skupiny je vétsi pouze mezi 4. a 9. hodinou, od 10. hodiny neni rozdil mezi
obéma skupinami signifikantni. Navic v nasem experimentu neni signifikantni rozdil mezi FPSA
a SHAM skupinou. Obé¢ tyto skute¢nosti tak glutamat jako marker intracerebralnich zmén pii

akutnim jaternim selhani nebo jako parametr odrazejici efektivitu metody FPSA spise vylucuji.

Glycerol

Extracelularni cerebralni glycerol byl v druhé ¢asti experimentu ve skupiné FPSA signifikantné
niz8i nez ve skupiné ALF, a to od 5. hodiny experimentu. Na rozdil od skupiny ALF doslo
v prub¢hu pokusu u skupiny lécené metodou FPSA také k signifikantnimu poklesu hladiny
glycerolu. Obdobné jako u poméru L/P se hladiny extracelulirniho glycerolu na konci pokusu od
devité hodiny nelisily u lé¢ené skupiny a u skupiny SHAM. Na rozdil od L/P po ukonceni
sestihodinového lé¢ebného cyklu u glycerolu nedochazi v prubéhu dvanactihodinového pokusu
k opétovnému signifikantnimu vzestupu a rozdilu mezi skupinou SHAM a skupinou FPSA.
Dynamika zmén hladin extracelularniho mozkového glycerolu tak, jak se zd4, s jistym zpozdénim
napodobuje dynamiku zmén poméru L/P, pro definitivai zavéry a potvrzeni této domnénky by

vsak bylo tfeba delstho experimentu a opakovanych méfent.

Glukéza

Extracelularni cerebralni glukéza byla signifikantné vyssi ve skupiné SHAM nez vobou
skupinach s navozenym jaternim selhanim. Toto pozorovani, ackoliv nikoliv obvyklé, tedy nizsi
hladina glukézy v mozku pfi normalnich hladinach glykemie u akutniho jaterniho selhani, bylo jiz
dffve popsano a publikovano (Hutchinson PJ et al., 2006). Hladina glukézy byla signifikantné

vyssi v FPSA skupiné nez v ALF skupiné od 7. hodiny experimentu, coz sveédci pro to, ze by
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lécba akutniho jaterntho selhani metodou FPSA mohla mit na hladinu intracerebralni glukdzy
pozitivni vliv -  protoze vSak dochazi v prub¢hu experimentu k signifikantnimu poklesu
intersticialni glukézy u skupiny ALF indukovanym jaternim selhanim i u skupiny SHAM, nelze

tento parametr dobfe pouzit jako marker odrazejici efektivitu metody FPSA v prabéhu terapie.

Glutamin

Vztah mezi koncentraci intracerebralnfho glutaminu, arteridlnfho amoniaku a intrakranialnfho
tlaku byl popsan v n¢kolika jiz zminiovanych védeckych pracich (Tofteng F et al., 20006). I v nasi
studii jsme zaznamenali signifikantné vyssi rozdil arterialntho amoniaku u skupin FPSA a ALF
nez ve skupiné SHAM, relativni rozdil mezi skupinou FPSA a ALF byl pak patrny jiz brzy po
zacatku experimentalni 1écby metodou FPSA. Amoniak, ktery snadno vstupuje pfes
hematoencefalickou bariéru do mozku, zpusobuje vzrust mozkovych hladin glutaminu
v mozkové tkani pfedevsim akceleraci jeho syntézy predominantné v astrocytech (Martinez-
Hernandez A, 1977). Jak bylo uvedeno jiz v tvodu této prace, akumulace glutaminu v astrocytech
zpusobuje jejich otok a pfispiva tak knarastu ICP pfedevsim osmotickym mechanismem
(Brusilow SW, Traystman R, 1986) a glutamin funguje hlavné jako transportér pfi pfenosu
amoniaku z cytosolu do mitochondrialni matrix (Albrecht J, Norenberg MD, 20006); amoniak pak
komplexnim toxickym pusobenim porusuje propustnost mitochondridlni membrany, coz ve
svém dusledku vede k poruseni energetického metabolismu astrocyta a pfispiva ke vzniku
mozkového edému u ALF (Norenberg, MD, 2003). Intracerebralni intracelularni glutamin je tedy
povazovan za jeden z vyznamnych faktora zodpovédnych za rozvoj mitochondrialni dysfunkce a
intracelularni hypoxie u akutntho jaterniho selhani. Proto jsme se v nasi studii zaméfili na jeho
dalsi analyzu a nase data jasné ukazuji pozitivni vliv metody FPSA na snizeni intracerebralni
koncentrace glutaminu pfi rozvoji akutniho jaterntho selhani. Nase vysledky tak podporuji zavery,
ze glutamin pfispiva k rozvoji intrakranialni hypertenze u ALF, a navic podporuji jiz dfiv klinicky
popsana data popisujici korelaci mezi intracerebrilnim glutaminem, ICP a hodnotou L/P u

pacientt s akutnim jaternim selhanim (Bjerring PN, 2008).

Signifikantné niz§i hladiny glutaminu u zvifat z1écené FPSA skupiny oproti nelécené FPSA
skupiné¢ byly zaznamenany jiz v 6. hodiné¢ experimentu, opét tedy vyznamné difve nez
signifikantni zmény ICP obou skupin — 9. hodina experimentu. Rutinni bed-side analyza

glutaminu vsak neni bézné dostupna a zminovand analyza vysokoucinnou kapalinovou
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chromatografif je technicky pomérné narocna. Z tohoto pohledu je tfeba jest¢ zhodnotit klinicky

vyznam analyzy glutaminu pro monitoraci 1écby akutniho jaterntho selhani.

Plasmaticky amoniak

Jak bylo uvedeno vyse, obecné se ma za to, ze zvySeni hladiny plasmatického amoniaku ma
bezprostfedni vliv na rozvoj mozkového edému u akutnfho jaterniho selhani. Vysledky
experimentalnich studif vsak v tomto ohledu nejsou jednoznacné. V ramci naseho experimentu
jsme vedle hlavni monitorace a analyzy, zaméfené na intracerebralni tlak a parametry
metabolismu, jako dal${ a paralelni méfeni urcovali a porovnavali hladiny plazmatického
amoniaku v prab¢hu lécby jaternitho selhani metodou FPSA. V nasem pfesné definovaném
experimentu byly hladiny plasmatického amoniaku signifikantné vyssi v obou skupindch
s navozenym akutnim jaternim selhanim, ve skupin¢ ALF i FPSA, v porovnanim s kontrolni
laparotomovanou skupinou SHAM. V obdobi mezi 5. - 6. a 10. - 11. hodinou experimentu je

hladina plasmatického amoniaku signifikantné vyssi u skupiny ALF nez u skupiny FPSA.

Nevyhodou meéfeni a porovnavani hladin amoniaku v krvi v prabéhu jaterntho selhani je
pomerné siroké rozpéti hodnot hladin plazmatického amoniaku, akceptovanych jako fyziologické.
Proto jsme porovnali u vsech skupin hladiny amoniaku v hodnotach relativnich vzhledem
k vychozi hodnoté. Tak je dobfe a jednoznacné vidét rozdil mezi relativni hladinou amoniaku u
skupin s navozenym jaternim selhanim. Hladina amoniaku je u skupiny FPSA v porovnani
s ALF signifikantné nizsf jiz od ¢tvrté hodiny experimentu, tedy na konci druhé hodiny terapie, a

hovofi i v tomto ohledu zfetelné ve prospéch 1écby metodou FPSA.
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Zaverem lze shrnout, ze metoda FPSA jednoznacné a signifikantné snizuje intrakranidln{ tlak u
akutntho jaterntho selhani v experimentalnim modelu akutniho jaternfho selhani na praseti. Dve
experimentalni kontrolované studie tak potvrzuji prvni hypotézu, vyslovenou na zacatku této

prace.

Stejné tak kontrolovana experimentalni studie na praseti doklada, ze zména pomeéru
laktit/pyruvat, parametru ur¢ovaného rutinné pfi monitoraci metodou intracerebralni
mikrodialyzy, reflektuje pozitivni efekt metody FPSA pfi lécbé jaterniho selhani na cerebralni
poskozeni vyrazné dfive, pohotovéji a dokonce srozumitelnéji nez pouha monitorace
intrakranialniho tlaku. Tak potvrzuje tato experimentalni prace i druhou z hypotéz, ktera byla

postulovana uvodem.
Ostatni parametry, rutinné¢ urCované pii analyze mikrodialyzatu, zatim nelze z pohledu
klinického vyuziti jednoznacné doporucit.

Intracerebralni koncentrace glutaminu, méfena pii 1écbé akutniho jaterniho selhani metodou
FPSA, reflektuje pozitivni vliv této eliminacni metody také vyrazné difve nez pouhé méfeni
intrakranialniho tlaku. Nicméné¢ z praktického hlediska je tfeba roli glutaminu jako markeru

efektivity 1écby akutniho jaterntho selhani metodou FPSA jeste dukladné posoudit.

Lécba metodou FPSA v nasem modelu akutniho jaterniho selhani signifikantné snizuje hladinu

plasmatického amoniaku.

51



Souhrn

Uvod: Mozkovy edém je dobfe znamé a fatilni komplikace akutniho jaterntho selhani (ALF —
acute liver failure). Vliv 1écby arteficidlnimi elimina¢nimi metodami na cerebralni poskozeni u
ALF je vétsinou, pokud vibec, monitorovan méfenim intrakranialniho tlaku. Cilem této prace je
posoudit vliv metody fraké¢ni plasmatické separace a adsorpce (FPSA — Fractionated Plasma
Separation and Adsorption) — jedné z nebiologickych eliminac¢nich metod, na intrakranialni tlak.
Druhym cilem této prace je vyhodnotit moznou roli intracerebralni mikrodialyzy v monitoraci

efektivity 1écby akutniho jaterntho selhani metodou FPSA.

Metody: Ve dvou experimentech na velkém zvifeti — praseti, byly pouzity dva rizné chirurgické
modely ALF. V prvnim experimentu byla laboratorni zvifata rozdélena na dve skupiny, skupinu
ALF, u které bylo navozeno pouze jaterni selhani, a skupinu FPSA, kde bylo navozeno jaterni
selhani a nasledné u ni probehl jeden cyklus 1écby metodou FPSA. U obou skupin byl méfen
intrakranialni tlak a hodnoty byly nasledné statisticky porovnany. V druhém experimentu byla
porovnavana laboratorni data, data z monitorace mikrodialyzou a intrakranidlni tlak mezi tfemi
skupinami pokusnych zvifat, tedy mezi skupinou s pouhym navozenim ALF (ALF skupina),
skupinou s ALF, u které prob¢hl sestihodinovy cyklus 1é¢by metodou FPSA (FPSA skupina), a
skupinou, kde byla provedena pouze laparotomie (SHAM skupina).

Vysledky: V obou experimentech by signifikantné vyssi intrakranidlni tlak u skupiny ALF nez u
skupiny lé¢ené metodou FPSA mezi 9. — 12. hodinou experimentu. Ruast ICP byl signifikantni a
ICP bylo signifikantn¢ vyssi v FPSA 1 ALF skupin¢ oproti SHAM skupiné. Narust
intrakranialniho tlaku byl signifikantné vyssi u ALF skupiny nez u FPSA skupiny. V druhém
experimentu, zaméfeném predev$im na vyhodnoceni potencidlu monitorace metodou
intracerebralni mikrodialyzy, byl pomér laktat/pyruvit (I/P) signifikantné nizsi u FPSA skupiny
nez u ALF skupiny jiz v 5. hodiné¢ experimentu, tedy mnohem diffve nez byl zaznamenan
signifikantni rozdil mezi ICP obou skupin. Zména hodnoty L/P u skupiny FPSA byla
signifikantn{ jiz po hodin¢ 1écby metodou FPSA. Hodnoty hladin intracerebralniho glutaminu
byly u skupiny FPSA a ALF signifikantné vyssi nez u skupiny SHAM. Hodnoty hladin glutaminu
byly u skupiny FPSA signifikantné nizsf nez u skupiny ALF mezi 6. — 10. hodinou experimentu.
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Zavér: Vysledky nasi prace na chirurgickém modelu u prasete jasné ukazuji, ze metoda frakéni
plasmatické separace a adsorpce u experimentalnfho akutniho jaternitho selhani signifikantné
snizuje intrakranialni tlak. Také jsme potvrdili a ukazali, Ze mikrodialyza je spolehliva a hodnotna
technika monitorace, ktera reflektuje efektivitu lécby metodou FPSA vyrazn¢ dffve a
jednoznacnéji, nez monitorace pouhého intrakranialntho tlaku. Intracerebralni glutamin je slibny
a spolehlivy marker efektivity lécby metodou FPSA, jeho role v klinice vsak jesté vyzaduje hlubsi

posouzeni.
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Abstract

Background: Cerebral edema is a well-known and fatal complication of acute liver failure (ALF). The
influence of the treatment by artificial liver devices on the cerebral damage caused by ALF is usually
monitored by only measuring the intracranial pressure (ICP). The aim of this work was to determine the
influence of Fractionated Plasma Separation and Adsorption (FPSA), non-biological artificial liver device,
on the intracranial pressure. The second goal of this work was to determine the potential role of cerebral
microdialysis in monitoring of the efficiency of fractionated plasma separation and adsorption (FPSA)

treatment of ALF.

Methods: Two types of surgical resection model of ALF were used in two separate experiments in pigs.
In the first study data from monitoring of the intracranial pressure of ALF group (animals with ALF only)
and FPSA group (animals with ALF treated by FPSA) were compared. In the second study data from
monitoring by cerebral microdialysis and ICP of the ALF group (animals with ALF only), FPSA group
(animals with ALF treated by FPSA) and SHAM group (animals with only laparotomy) were compared

using statistical analyses.

Results: In both experiments, the ICP was significantly higher in the ALF group than in the FPSA group
from the 9th hour of the experiment. In the second experiment, a significant increase in ICP in the

FPSA-treated group and the ALF group compared to the SHAM group was observed.

The lactate/pyruvate (L/P) ratio was significantly lower in the FPSA group than in the ALF group already
from the 5th hour of the experiment, much eatlier than when any significant change in ICP was observed.

Moteovert, the change in /P ratio was significant already after one hour of the treatment.

Glutamine levels were significantly higher in both ALF and FPSA groups than in the SHAM group.
Glutamine levels were significantly lower in the FPSA group than in the ALF group in the 6th — 10th hour

of the experiment.

Conclusions: Our study shows cleatly, that the treatment with FPSA decreases the rise of ICP in ALF.
We also demonstrate that cerebral microdialysis is a valuable and promising technique that reflects the
efficacy of FPSA treatment of ALF earlier than other monitoring modalities such as ICP. Monitoring the
parameters of cerebral metabolism reflects the positive influence of the FPSA-treatment eatlier than
changes in ICP. The role of glutamine as a marker for the efficiency of FPSA treatment of ALF seems to

be promising, but needs further evaluation.
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Seznam pouZitych zkratek

ALF Acute Liver Failure

BAL BioArtificial Liver

CBF Cerebral Blood Flow

CPP Cerebral Perfusion Pressure

ELS Extracorporeal Liver Support

FPSA Fractionated Plasma Separation and Adsorption
GABA Gama-Amino-Butyric Acid

HPLC High Performance Liquid Chromatography
ICH Intracerebral Hypertension

ICP Intracranial Pressure

ICU Intensive Care Unit

L/P Lactat/Pyruvat

MAP Mean Arterial Pressure

MARS Molecular Adsorbent Recirculating System
MD MicroDialysis

MPT Mitochondrial Permeability Transition
MOF MultiOrgan Failure

NMDA N-Methyl D-Aspartate

PAG Phosphat Activated Glutamase

PEEP Positive End Expiratory Pressure

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrom
TBI Traumatic Brain Injury

VCV Volume-Controlled Ventilation
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