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Uvod

Mnoha studiemi bylo dolozeno, Ze se poruchy mikrocirkulace G¢astni fady patologickych
procest. Vyzkum mikrocirkulace je proto celosvétové velmi rozsdhly. V posledni dekadé
bylo zavedeno né¢kolik novych technologii, umoziujicich intravitalni studium mikrocirkulace
bez nutnosti aplikace fluorescenénich latek, véetné vyzkumu v oblasti humanni mediciny.

Studium mikrocirkulace je 1 Ustifednim vyzkumnym tématem Kliniky anesteziologie,
resuscitace a intenzivni mediciny, Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, na jejiz pudé
doktorské studium probihalo. V prubéhu studia jsme postupné provedli nékolik
experimentalnich animalnich studii, které vyuzitim riznych metod posuzovali morfologické a
funkéni aspekty mikrocirkulace. Nejprve jsme se zabyvali vyuzitim mikrodialyzy pro
posouzeni tkanové perfuze, tzv. indikdtorovou mikrodialyzacni technikou. Posléze jsme
studovali vliv hypotermie na mozkovou autoregulaci, tedy na jednu z funkci mikrocirkulace.
Pro metodu testovani autoregulace, kterou jsme v experimentu pouzili, tzv. THR test, jsme téZ
sestavili matematicky model, jimz jsme se pokusili blize analyzovat faktory, které vysledek
THR testu ovliviiuji. V posledni ¢asti studia jsme metodou SDF zobrazeni hodnotili zejména
morfologické aspekty mikrocirkulace povrchu mozku za normélniho stavu a pfi endotoxémii.

Dizerta¢ni prace je rozdélena na 2 oddily. Prvni oddil, ,,A. Piehled recentnich poznatki“,
v zékladech popisuje poznatky o mikrocirkulaci za normalnich a patologickych okolnosti
relevantni pro provedené experimentdlni studie. Druhy oddil, ,,B. Experimentalni prace®,

uvadi formou ptivodnich ¢lanku jednotlivé provedené studie.



A. Prehled recentnich poznatki
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1. Fyziologickd mikrocirkulace

Mikrocirkulaci, oproti makrocirkulaci, pfiblizné minime tu cast cirkulace, kterd neni
viditelna prostym okem. Ptiblizn¢ jde 0 cévy o praméru pod 100 um. Mikrocirkulace
poskytuje rozhrani mezi krvi a tkanémi. Zajist'uje tedy vyménu kysliku, nutri¢nich substrata a
metabolickych produktti mezi krvi a tkdnémi, imunitni, hemostatické a dalsi funkce. Reguluje
téZ lokalni pratok krve tkani, tj. zejména distribuci krve uvnitf mikrocirkulace a z podstatné

¢asti 1 jeji celkovy prutok.

1.1. Morfologie mikrocirkulace

Srozvojem intravitdlnich mikroskopickych technik se postupné zptesiioval popis
mikrocirkulace. Podrobny popis morfologie fyziologické mikrocirkulace, platny s drobnymi
Upravami dosud, je zndm od 30.-50. let 20. stoleti (Zweifach 1950). Pozdgjsi vyzkum
mikrocirkulace se zabyval popisem jeji funkce a morfologii a funkci mikrocirkulace za
patologickych okolnosti.

Velké muskularni arterie se postupné opakované vétvi v arterie s klesajicim primérem,
které ptechazeji v arterioly kruhového prisvitu o priméru cca 15-80 um s mnozstvim hladké
svaloviny ve sténé. Po dalsich 3-5 vétvenich pfechazeji v metarterioly (prekapilary). Zweifach
popisoval struktury charakteru sfinkterti v okoli prekapildr. V mnoha pozdé&jsich pracich vsak
tyto struktury nalezeny nebyly, jejich existence je kontroverzni (Biederman 1976). Funkéné
by pak témto prekapilarnich sfinkterim odpovidala svalovina terminalnich arteriol, tj.
arterioly urovni tésné¢ pted prekapilarami. Z kazdé metarterioly vychazi nékolik kapilar o
priméru pod 20 um, vzajemné propojenych s ostatnimi v kapilarni sit’. Délka a uspofadani
kapilar se podstatné lisi v jednotlivych orgdnech. Napf. v kosterni svaloving jsou kapilary o
délce az 1 mm linedrn€ usporaddané podél svalovych vldken (Obr. 1), v glomerulu vytvareji
kapilary sit’ o rozméru nékolika desitek mikrometrii apod. Ptiklady obrazi mikrocirkulace
riznych organi zobrazené SDF technikou (viz oddil 3.4.) jsou na obrazcich 15-18. Kapilary
se dale spojuji ve venuly a ty postupné ve velké vény. Venuly drénujici krev z ur€ité oblasti
odchazeji podél arteriol ptivadejicich krev do stejné oblasti, coz ma funkéni vyznam (viz
oddil 1.3.3). Venula byva SirS$i nez sousedni arteriola. Tvar nizkotlakych venul nebyva
kruhovy, méni se podle okolnich tlakti. Sténa venul obsahuje tenkou vrstvu hladke svaloviny.
Piesto, vzhledem k nizkému intraluminalnimu tlaku, tato svalovina umoziuje podstatnou

konstrikci vény, coz je podstatou kapacitnich schopnosti vén (Guyton 2000). Cesta z arterioly
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do venuly neni jedina, nybrz jde o mnoho moznych a rtizné dlouhych cest kapilarni siti
(Lipowsky 2005).

Obr. 1 Preparat mikrocirkulace svalu.

Konce Sipek — 2 terminalni arterioly, Sipky — 2 odpovidajici
odvodné venuly. Usecka = 250 mm. Pievzato z Segal 2005.

1.2. Reologie mikrocirkulace

Tok redlné tekutiny je omezovan "vnitinim tfenim a tfenim s okolim®, tj. vlastnosti
ozna¢ovanou jako viskozita (Westerhof 2005). Viskozita je materidlovou vlastnosti kapalin,
zavislou na teploté. Pokud viskozita kapaliny nezavisi na rychlosti toku, ptesnéji na
"aktualnim vnitinim tfeni® (shear rate), pak kapalinu oznacujeme jako newtonovskou (napf.
krevni plazma). RozloZzeni rychlosti toku newtonovské kapaliny trubici ma parabolicky
charakter a tok vyhovuje Poisseuillové zakonu, zejména roste se 4. mocninou poloméru, resp.
odpor toku klesa s r*. Viskozita nenewtonovskych kapalin se méni s rychlosti toku (resp. s
shear rate), rozlozeni rychlosti nema parabolicky charakter a neplati Poisseuilliv zakon.
Ptikladem jsou kapaliny obsahujici korpuskularni ¢astice, napt. krev. Pfi rostouci rychlosti
toku se ¢astice (erytrocyty), zvySujici tfeni vzajemnym kontaktem mezi sebou a kontakty se
sténou trubice (cévy), koncentruji uprostied toku a kapalina (krevni plazma) na okraji. Navic
se pii rychlej$im toku erytrocyty orientuji ve sméru toku. S rychlosti toku proto tzv. efektivni
viskozita krve klesa. Pfi klesajicim perfuznim tlaku, napt. v Sokovych stavech, tedy priitok
krve kleséa nelinedrng, nebot’ odpor mikrocirkulace roste. Efekt odstied’ovani plazmy k okraji
(skimming efekt) se vice projevuje u mensich cév, proto efektivni viskozita klesa s klesajicim

polomérem cévy (Fareus-Lindquistiv efekt) az po kriticky maly polomér, kdy uz se
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,rozpada“ usporadani s erytrocyty uprostied a efektivni viskozita opét roste (Lipowsky 2005).
Skimming efekt zpusobuje, ze je hematokrit v mikrocévach nizsi nez hemakrit pfitékajici a
odtékajici krve, erytrocyty uprostied totiz proudi rychleji nez plazma na okraji. V dasledku
skimming efektu téz arterioly odstupujici kolméji vedou preferenéné plazmu a erytrocyty pti
bifurkaci preferencné proudi vétvi s vySSim pritokem. To vSe pfispiva k fyziologické
heterogenité tkanové perfuze a snizuje dostupnost kysliku. Za fyziologickych okolnosti jsou
tyto efekty bezvyznamné, heterogenita perfuze je vSak podstatnym patogenetickym
mechanizmem napt. u sepse (Walley 1999).

Ve velkych arteriich rychlost toku pulzuje a efekt vizkozity na rozloZeni rychlosti je
daleko ptevySen efekty setrvacnosti toku pii zménach rychlosti (Lipowsky 2005). Rychlost
toku v prifezu cévou se proto piili§ neméni (chybi radidlni gradient rychlosti), viskozitu lIze
zanedbat a krev lze povazovat za newtonovskou kapalinu. Korpuskularni vlastnosti a
skimming efekt se projevuji az na trovni malych arteriol. Bylo experimentaln¢ ovéfeno, ze az
po troven malych arteriol plati zavislost na r* (Lipowsky 1978). K cévni rezistenci cirkulace
tedy dominanté ptispivaji arterioly (maly polomér, fddoveé nizs§i pocet nez kapilar a fadové

rychlejsi tok), nejvétsi pokles tlaku nastava na jejich arovni (Obr. 2).

Rychlost erytrocyta, Int kularni tlak
Ad4 i;yt yiu, intravaskularni tla
- 4p—4 100

T8 * Tlak
& Rychlost

'ﬂ 30 l;! :'l !Iﬂ | 20 30 40 30 a0
Arterioly Kapilary Venuly
PFUIMEF fpm)

Obr. 2 Distribuce intravaskularnich tlaki a rychlosti toku
erytrocytu v cévnim Fecisti.

Pievzato a upraveno z Lipowsky 2005.
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Pratok krve kapilarami urcuji zcela jiné faktory. Primér kapilar odpovida velikosti
erytrocyti a leukocytd, tok je vS8ak mnohem pomalejsi nez v arteriolach. Tok kapilarou mé
korpuskularni charakter, stfidaji se erytrocyty a mezery vyplnéné plazmou (Golub 2005).
Leukocyty preferencné proudi SirSimi kapildrami. Sténa kapilary je velmi tenkd, zcela
poddajnd, proto minimdlni transmuralni tlak otevie kapilaru. Kapildra je tedy bud’ plné
oteviena, nebo zcela kolabovana. Otevieni ¢i uzavieni kapilary Fidi prekapilarni sfinkter,
piipadné konstrikce ¢i dilatace terminalni arterioly. Toto stiidavé otevieni a uzavieni kapilary
(a terminalni arterioly) je ozna¢ovano jako vasomotion (Guyton 2000). Tlakovy gradient mezi
zacatkem a koncem kapilary je spotfebovan na deformaci erytrocytti a leukocytd pfi jejich
prostupu Kapilarou, pfi¢emz konkrétni anatomicka cesta erytrocytu kapilarni siti urcuje
potiebnou deformaci i rezistenci piislusné cesty (Lipowsky 2005). Rezistence kapilarni sité je
tedy podminéna snadnosti deformace erytrocytii a leukocytd i anatomickym uspotfddanim
kapilarni sité. Viskozita hraje podfadnou roli, Poisseuilliv zdkon neplati. Celkové je
rezistence kapilarni sité velmi nizka, poklesem tlaku je maly (Obr. 2). Dle matematického
modelu se uzavieni 30% kapilar prakticky neprojevi zvySenim rezistence (Hudetz 1993) a
otevieni mnoha kapildr s narGstem funk¢ni kapilarni denzity na pocatku svalové kontrakce
neni samo o sobé doprovazeno zvysenim celkového pratoku krve svalem (Honig 1982).
Otevieni dalSich kapilar tedy poskytuje zvySeni vyménné plochy a snizeni difuzni drahy
kysliku k bunikam, nesniZzuje vsak celkovou cévni rezistenci tkané (Segal 2005). Podstatné
sniZzeni poctu perfundovanych kapilar za patologickych okolnosti, napt. adhezi leukocytii na
sténu kapilary pfi zanétu, blokadou pied kapilarou agregaty erytrocyti ¢i poklesem
deformability leukocyti pii zanétu (Lipowsky 2005), vsak jiz celkovy prutok krve tkani
snizuje. Zejména vSak zvySuje heterogenitu perfuze, kdy vétSina krve rychle protece Sirokymi
kratkymi kapilarami bez dostate¢né vymeény substrati s tkanémi (funkéni zkraty).

Venuly jsou $irSi nez arterioly, tok v nich je pomalejsi, tlakovy spad pozvolny, rezistence
nevelkd (Obr. 2). Adheze leukocytl na sténu venul pfi zanétu vSak snizuje jejich efektivni
prusvit a mize podstatné zvysit rezistenci (Lipowsky 2005). Venuly nemaji kulovy tvar,
Poiseuilliv zdkon nelze dobfe uplatnit. Zvyseni okolniho tlaku, napf. pfi svalové kontrakcei,

napomaha vyprazdnéni vén.

1.3. Regulace tkanové perfuze

Z&kladnim 0kolem regulace mikrocirkulace je zaji$téni dostatecné perfuze tkané, ktera
musi odpovidat jeji metabolické aktivit¢ — tzv. flow-metabolism coupling. Zajisténi
konstantniho pratoku pii zménach perfuzniho tlaku je oznacovano jako tlakova autoregulace,
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jeji mechanizmy jsou zcasti podobné (viz oddil 1.4.). Flow-metabolism coupling je
Vv soucasnosti vysvétlovan predevsim Metabolickou teorii. Dle této teorie stimuluje pokles
tkanové perfuze lokalni produkci metabolitu, ktery pak difunduje k blizkym prekapilarnim
sfinkteriim ¢i mensim arteriolam a vede k lokalni vazodilataci se zpétnovazebnym nartistem
perfuze. Byly navrzeny i dalsi teorie, které vsak nemaji postacujici experimentalni podklady.
Napf. Teorie nedostatku kysliku (Gyuton 2005) piedpoklada, ze nedostatek kysliku vede
piimo k relaxaci hladké svaloviny cév a jejich dilataci. Neurogenni teorie pak piedpoklada
ucast lokalnich reflexti. Proti ni vSak mluvi skutecnosti, Ze je lokalni regulace zachovana i pii
denervaci tkané (Segal 2005) a ze lokalni anestetikum regulaci neovlivni (Johnson 1959,
Selkurt 1958).

1.3.1. Detekce tkanova perfuze

Co presné¢ je detektorem nedostatecné tkanové perfuze, neni zcela jasné. Ptivod
hypoxemické krve normalnim pritokem rovnéz zpiisobuje vazodilataci (Guyton 2000), coz
naznacuje dulezitost deficitu kysliku. P¥imé pusobeni kysliku na arterioly vSak nebylo
potvrzeno, arterioly o pruméru vétSim nez 15 pm izolované od okolniho parenchymu
nereaguji na zménu tenze kysliku (Jackson 1987). Byly hledany nepiimé cesty pusobeni
deficitu kysliku, tedy metabolity podminujici dilataci arteriol, které jsou produkovany v
disledku nedostatku kysliku, resp. nizké perfuze. Zvazovany byly adenosin, ionty K*, H”,
laktat a jiné. VSechny vedou k dilataci arteriol, Zddny z nich se vSak fyziologicky nevyskytuje
Vv koncentracich postacujicich k vyvolani vazodilatace.

V 90. letech byla studovana i role erytrocyti jako senzoru tkanové hypoperfuze, resp.
hypoxie. V hypoxickém prostiedi erytrocyty uvoliiuji ATP (vytvaiené anaerobni glykolyzou)
(Bergfeld 1992) a to linearné¢ umérné desaturaci hemoglobinu (Jagger 2001). Mechanizmem
je ziejmé konformacni zména hemoglobinu vazaného na membranu, kterd vede k otevieni
kanalt pro ATP (Ellsworth 2009). Uvolnéné ATP se vaze na purinergni receptory membrany
endotelu, ktery secernuje faktory vyvolavajici relaxaci okolni hladké svaloviny (oxid dusnaty
a dalsi), coz vede k dilataci arteriol. Doba od uvolnéni ATP z erytrocytu do dilatace arterioly
predstavuje zhruba 500 ms (Ellsworth 2009). Maximalni dilatace se projevuje pfi
intraluminalni koncentraci ATP 10° M, coz fadové odpovida odhadované intraluminalni
koncentraci ATP v hypoxické mikrocirkulaci (Ellsworth 1995). Obdobny efekt méa i adenosin
(degradacni produkt ATP), avSak pii mnohem vyssi koncentraci (Forrester 1979). Uvolnéni
ATP je zpétnovazebné regulovano — ADP (degrada¢ni produkt ATP) (Wang 2005) i oxid
dusny (Olearczyk 2004) tlumi uvoliiovani ATP z erytrocyta.
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Alternativou k ATP-mechanizmu je uvoliovani oxidu dusnatého (NO) piimo z erytrocytu.
Bylo prokazano, ze SH skupiny hemoglobinu vazi NO, pifi¢emz sila vazby roste s tenzi
kysliku (Jia 1996, Stamler 1997). Umémé hypoxii prostiedi se tedy miize zvysovat lokalni
uvoliiovani NO, ktery navodi vazodilataci (Segal 2005, Liu 2004). Nebylo vSak prokazano
retrogradni vedeni vazodilatace (viz oddil 1.3.3.) pfi pfimém uvoliiovani NO, nicméné bylo
proké&zano pro ATP (Ellsworth 2009).

Zda se tedy, Ze erytrocyty plisobi nejen jako pfenasece kysliku, nybrz i jako senzory
tkanové hypoxie (tedy vztahu metabolické potieby tkan¢ a pratoku) a regulatory tkanové
perfuze, ziejmé zejména mechanizmem uvoliiovani ATP. Tento mechanizmus ma ziejmé i
patofyziologicky vyznam. SniZzené uvolnovani ATP z erytrocytl bylo dokumentovano napt. u

diabetu mellitu, pficemz uvolnovani ATP klesd s hladinou glykovaného hemoglobinu

(Sprague 2006).

1.3.2. Role endotelu

Klicovou ulohu v regulaci tkanové perfuze hraje endotel cévy. Nositel Nobelovy ceny
Robert Furchgott demonstroval, Ze je pro dilatace izolované arterioly po aplikaci
acetylcholinu nezbytna ptitomnost endotelu (Furchgott 1980). Acetylcholin se vaze na
muskarinové receptory endotelu, ktery produkuje medidtory podminujici vazodilataci. Prvnim
zjisténym mediatorem byl oxid dusnaty, pozd&ji byly identifikovany i dalsi, souhrnné
oznatované EDRF (endothelium-derived relaxation factors) ¢i EDHF (endothelium-derived
hyperpolarisation factors) (Serban 2010). Mechanizmus spo¢iva ve vazbé acetylcholinu na
receptor endotelu, coz stimuluje intracelularni enzym NO syntdzu (NOS) Kkatalyzujici
pfeménu argininu na citrulin, pficemz je uvolnén NO (Hibbs 1987, Palmer 1989, Rees 1989).
Jiné intracelularni cesty vedou Kk uvolnéni dal§ich EDRF. NO pak difunduje do okolnich
bun¢k hladkych svald, kde se vaze na guanylatcyklazu katalyzujici tvorbu cGMP, coz v
dasledku vede k relaxaci svaloviny a dilataci cévy (Serban 2010). NO ma 1 jiné u€inky neZ
snizovani cévniho tonu, napiiklad inhibuje agregaci trombocytd, inhibuje expresi adheznich
molekul pro leukocyty (Radomski 1987) ¢i snizuje produkci endotelinu-1. Byly popsany 3
izoformy NOS — neuronalni, endotelova (souhrnné konstitutivni) a inducibilni (pfitomna
Vv leukocytech). I jiné faktory nez acetylcholin stimuluji endotel k produkci NO a EDRF —
napi. zvySeny shear stress, katecholaminy, produkty trombocyt a erytrocyti (ATP, ADP,

serotonin), histamin, prostaglandiny, trombin a jiné (Vanhoutte 2009).
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1.3.3. Retrogradni sireni vazodilace

Metabolickd teorie vysvétluje pasobeni na lok&lni drovni, tj. dilataci ¢i Kkonstrikci
prekapilarnich sfinkterti ¢i terminalnich arteriol. Toto vede, jak bylo vySe uvedeno, pouze k
minimalnimu poklesu rezistence a minimalnimu narustu pratoku. Az 50% rezistence je pfitom
lokalizovéno v arteriolach SirSich nez 100 um (Smaje 1970, Meininger 1987). Pro u¢inné
zvySeni perfuze tkané je tedy nezbytna i dilatace vétSich piivodnych arteriol a arterii (tzv. up-
stream vasodilation), které vSak jiz nejsou v dosahu difuze mediatoru ¢i kysliku z tkané (Pohl
2000). Bylo popsano nékolik mechanizmt retrogradni vazodilatace - vedeni signalu
endotelem (tzv. conducted vasodilation), venulo-arterialni ,,feedback a pritokem podminéna
(flow-dependent) vazodilatatace (Segal 2005).

Vedeni endotelem spo¢iva Vv §ifeni elektrického vzruchu endotelem cestou gap junctions
na vzdalenost nékolika milimetri (Looft-Wilson 2004, Murrant 2004). V experimentu
transsekce a resutura arterie vazodilataci zabranila (Hilton 1959). Vedeni endotelem bylo
potvrzeno i po intraluminalni aplikaci ATP (McCullough 1997). V proximalnim misté cévy
pak endotel uvolni vazodilata¢ni substanci, pfip. vzruch pfechazi myoendotelovymi gap
junctions na hladkou svalovinu.

Venulo-arterialni feedback vychazi z tésného kontaktu arterioly a venuly téZe oblasti
tkan¢. Tenze kysliku ve venule prakticky odpovida tenzi kysliku v tkani. Aplikace ATP 1
adenosinu do venuly vede k selektivni dilataci arteriol, které jsou v kontaktu s venulou
(Collins 1998, Hester 1990). ATP, pfipadné dalsi substance, bud’ pfimo difunduje k sousedni
arteriole, nebo je detekovano venulou, kterd produkuje dilatacni substance. Tomu odpovida
experiment, kdy selektivni rozruSeni endotelu venuly oslabilo dilataci arteriol po svalové
kontrakci (Saito 1994). Moznosti je napt. vazba ATP na endotel venuly s uvolnénim oxidu
dusnatého, ktery difunduje k arteriole. Kvantitativni vyznam venulo-arterialniho feedbacku je

vsak nejasny, nebot’ paralelizmus arteriol a venul je velmi nerovnomérny (Stingl 1996).

1.3.4. Role shear stressu
Vedeni endotelem i venulo-arterialni feedback ptisobi na vzdalenost nékolika milimetra,
zajisti proto nanejvys dilataci mensich arteriol. Pfi svalovém stahu vsak byla prokézana i
dilatace vétsich arteriol a muskularnich arterii, a to i Vv pfipadé denervace pfislusné oblasti
(Segal 2005). Vysvétlenim je flow-dependent dilatace. Pokles distalni cévni rezistence zvysi
prutok piivodnou arterii, ¢imz vzroste tfeni o sténu arterie (Shear-stress) (Koller 1990).
Zvysené treni je vnimano mechanoreceptory endotelu, ktery nasledné produkuje dilatacni
substance. V experimentu nahrada c¢asti plazmy Cinidlem s vysokou viskozitou
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(vysokomolekularni dextran) vede k dilataci malych i velkych arteriol, ackoli se pritok krve
tkani nezménil. Nasledna blokada produkce oxidu dusnatého zcela eliminovala dilataci
velkych arteriol (kde je tedy cesta pfes NO dominantni mechanizmus) a utlumila dilataci
malych arteriol (de Wit 1997). Shear stress dependentni dilatace byla potvrzena i na
izolovanych cévéach (Melkumyants 1989).

VéEtsi  arterioly a arterie maji bohatou sympatickou inervaci, ktera navozuje
vazokonstrikci. Béhem zvySené metabolické aktivity (napi. svalova prace) lokalni vlivy
podminuji dilataci az po arterioly. Dilataci arterii omezuje zvySeni aktivity sympatiku, ¢imz

zabranuje poklesu systémového tlaku (Segal 2005).

1.4. Tlakové autoregulace

Kromé ptizptisobeni tkanové perfuze lokdlnimu metabolizmu zajiStuje tkan také udrzeni
konstantniho pritoku pfi zménach perfuzniho tlaku — mechanizmus oznacovany jako tlakova
autoregulace (Paulson 1990) (Obr. 3). Od 60. let 20. stoleti existuji dvé stézejni teorie
autoregulace — Metabolicka teorie (v podstaté identicka s flow-dependent coupling) a
Myogenni teorie. V tlakové autoregulaci se uplatiiuji oba mechanizmy, ale s odlisnym
zastoupenim v riznych organech. V ledvinach se na autoregulaci podili jesté dalsi
mechanizmus, tzv. tubuloglomeruldrni feedback, ktery zménou tonu eferentni arterioly
zajiStuje udrzeni konstantniho intraglomerularniho filtraéniho tlaku. Pti dlouhodobém zvySeni
arterialniho tlaku dochézi k morfologickym zménam arteriol (hypertrofie nebo atrofie stény) a

dlouhodob4a "autoregulace" se tak stava ucinnéjsi (Folkow 1970).
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Obr. 3 Tlakové autoregulace.

Zobrazeny kiivky zavislosti prutoku krve tkani na perfazni tlaku pro zcela dilatované a
zcela kontrahované arterioly. Konstantni prutok je pii rostoucim perfuznim tlaku
zajistén kontrakci arteriol.

1.4.1. Metabolicka teorie

Podle Metabolické teorie pokles perfuzniho tlaku sniZi perfuzi tkané€, coz vyvola tkanovou
hypoxii vedouci k produkci dilata¢nich faktord s dilataci arteriol, ¢imz se obnovi (udrzi)
perfuze tkdné. Narlst perfuzniho tlaku naopak snizi koncentraci dilatacnich faktort. Pro
metabolicky mechanizmus svéd¢i napt. skutecnost, Ze ponofeni tkdn¢ do roztoku
obohacen¢ho kyslikem zcela utlumilo dilataci arteriol pii poklesu perfuzniho tlaku (Kontos
1978). V jiném experimentu (a jiné tkani) vSak ponofeni do roztoku obohaceného kyslikem
autoregulaci pouze oslabilo, nikoli eliminovalo (Morff 1982), coz naznacuje ucast jesté
dalSiho mechanizmu (napf. myogenniho). Pro metabolickou teorii svéd¢i 1 tfada jinych
experimentl (Johnson 1986).

Autoregulace, zejména v ne€kterych organech, napf. v mozku, pusobi velmi u¢inné,
vV rozmezi stfedniho arteridlniho tlaku cca 60-130 mm Hg prakticky neni méfitelnd zména
prutoku krve tkani (Mosher 1964, Strandgaard 1974). Toto je nedostatkem metabolické teorie.
Neni totiz zcela jasné, jak dojde ke tkanové hypoxii posléze dilatujici cévy, je-1i prutok tkani
prakticky konstantni. MozZnosti je mimofadna citlivost detektorii hypoperfuze, kdy 1
experimentalné neméfitelny pokles perfuze je tkani detegovan. Jiné vysvétleni je nasledujici.

Je prokazano, Ze ztraty Kysliku z krve nenastavaji teprve na trovni kapilar, nybrz az 2/3
ztraty kysliku mezi arterii a venou nastavaji pred kapilarami, na urovni arteriol (Duling 1970).
Mensi cast kysliku spotfebuje sténa arteriol, ostatni difunduje do sousednich venul a kapilér
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s niz§i tenzi kysliku. Funkéné€ se tak vytvaii prekapilarni zkrat. Bylo navrzeno, Ze dilatace
ptivodné arterioly pii poklesu perfuzniho tlaku vede (pti konstantnim pritoku) ke zpomaleni
rychlosti toku arteriolou, coz poskytuje vice Casu pro difuzi kysliku z arterioly. Kyslik se
navic preferencn¢ vice ztraci z erytrocytl pfi sténé arterioly nez uprostied toku. Pii bifurkaci
pak tyto erytrocyty tecou do cév s niz§im pratokem (viz oddil 1.2.). Pti zpomaleni rychlosti
toku se tak zvySuje heterogenita tkanové perfuze. Oba mechanizmy se snazi vysvétlit (a
zpochybnit tak slabinu Metabolické teorie), Ze i pfi nezménéném celkovém pratoku krve tkani
muze pii poklesu perfuzniho tlaku dochazet k loziskové hypoxii, kterd pak stimuluje dilataci

ptivodnych arteriol (Johnson 1986).

1.4.2. Myogenni teorie

Jak bylo uvedeno, v n¢kterych tkanich ponofeni do roztoku obohaceného kyslikem nevede
Kk uplné eliminaci autoregulace (Morff 1982). Dale, souc¢asné zvySeni venozniho i arterialniho
tlaku nezméni pratok krve tkéani, ale vede ke konstrikei arteriol (Bouskela 1979). Koneéné i
arterioly ve tkani s nulovym pritokem reaguji konstrikci na zvyseni tlaku (Baez 1968). To vse
svéd¢i pro myogenni slozku autoregulace, odehrdvajici se pifimo v cévé, bez ucasti
metabolickych faktort a endotelu (Johnson 1986). Mechanizmem je ziejmé aktivace
kontrakce hladkych svali pies iontové kanaly citlivé na tenzi ve sténé cévy (stretch-sensitive
channels). Bylo zjisténo, ze zvySeni intraluminalniho tlaku v izolované arteriole vede k
depolarizaci membrany bun€k hladké svaloviny, cca o 1,45 mV/10 mmHg (Harder 1984).
Neni zcela jasné, ktery parametr je myogennim mechanizmem regulovan. Zvazovano je
napéti ve sténé cévy. Dle Laplaceova zékona (T=P.r, kde T je napéti ve sténé, P je
transmurdlni tlak a r je polomér cévy) miiZze pfi zvySeni transmurdlniho tlaku a snizeni
poloméru cévy zustat napéti ve sténé konstantni. V nékterych studiich skute¢né vychazelo
dopocétené napéti ve sténé konstantni (Bouskela 1979), v jinych nikoli.

Problémem myogenni (ale 1 metabolické) tlakové autoregulace je moznost pozitivni
zpétné vazby. Napt. skokové zvyseni srde¢niho vydeje zvysi arteridlni tlak. Myogennim (i
metabolickym) mechanizmem reaguji arterioly konstrikci, ktera vsak pii nezménéném
srde¢nim vydeji vede k dal§imu nardstu arteridlniho tlaku. Ten opét posili konstrikci, resp.
zvysi rezistenci, ¢imz se rozviji bludny kruh. Tato pozitivni zpétna vazba by vedla ke
zhrouceni ob¢hu z hypertenze, pfipadné by byl dalsi nartst tlaku zastaven baroreceptory. Pro
rozvoj pozitivni zpétné vazby je nezbytné dostatecné vysoké zesileni zpétné vazby (tzv.
feedback gain). Pfi normalnim zesileni dojde jen k mirnému dodate¢nému nartst tlaku
(Guyton 2000). Bylo napt. prokdzano, ze cast nariistu tlaku po podani vazopresorii je
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myogenniho piivodu (Meininger 1988, Metting 1989). Kone¢n¢ zesileni autoregulace neni
stejné u vSech organi. Bylo potvrzeno v mnoha tk&nich (mozek, myokard, ledviny, sval,
mezenterium, stfevni klky, kize aj.), ale zejména intenzivni je autoregulace v mozku,
myokardu a ledvinach (Johnson 1986). Primérné celotélové zesileni autoregulace vsak
nesta¢i k navozeni vyrazngj§i pozitivni zpétné vazby. Kone¢né inervace sympatikem je
oslabena u vitalnich organt. Aktivace sympatiku pfi hypotenzi tedy zabrani myogenni

vazodilataci v ,,nevitalnich“ organech (sval, kiize, stfevo) a vede k centralizaci ob&hu.

1.4.3. Rozdily mezi malymi a velkymi arteriolami

Existuji podstatné rozdily mezi men$imi a vét§imi arteriolami, v rdamci organu i mezi
organy.

In vitro (pfi nulovém pritoku) vykazuji velké i malé arterioly stejnou myogenni odpoved’
(Kuo 1988, Sun 1994). In vivo vSak velké arterioly myogenni odpovéd’ nevykazuji (de Wit
1998). Mechanizmus ziejmé spocéiva ve vétsim shear stressu ve velkych arteriolach, ktery
podminiuje uvolnéni NO a dalSich EDRF a tim brani myogennimu mechanizmu (Pohl 2000).
Konstrikce arteriol pfi zvySeni transmuralniho tlaku zvysi shear stress (vyS$si rychlost toku pfi
nezménéném prutoku), coz ihned vede k dilataci. Po zablokovani tvorby NO (inhibitory NO
syntazy) reaguji malé i velké arterioly na zvySeni tlaku stejné, tj. i u velkych arteriol dochazi
ke konstrikci (de Wit 1998). Vétsi arterioly nejsou pod metabolickou kontrolou, vzhledem
ke zna¢né difuzni draze od tkané€ nebo pfiilehlé vétsi venuly. VEtsi arterioly jsou dale vice
inervovany sympatikem (Pohl 2000). Malé a velké arterioly vSak reaguji koordinované se

stejnym cilem — zajisténi konstantni perfuze.

1.4.4. Hypotéza tkanového a kapilarniho tlaku

Pro tlak na urovni kapiléar pfiblizné plati Pc=Pv + F. Rv, kde Pv je tlak v Zilach, F priitok a
Rv odpor toku Zilniho systému. Je vidét, Ze kapilarni tlak nezavisi na arterialnim tlaku, coz
bylo i experimentalné potvrzeno (Jarhult 1974, Johnson 1962). Zavisi vSak na prutoku krve
tkani. Je-li tedy regulovana tkanova perfuze, je regulovan i intrakapilarni tlak. Konstantni
intrakapilarni tlak zajiStuje konstantni transkapildrni filtraci a tedy i konstantni tkanovy tlak.
Alternativni hypotézy uvazuji, Ze cilem autoregulace neni udrZeni konstantniho pritoku,
nybrz konstantniho kapilarniho ¢i tkdnového tlaku.

Za patologickych okolnosti byla popséna tzv. pseudoautoregulace (faleSné autoregulace).

4

poranéni, avSak autoregulace nebyla patrna v mistech mén¢ zavazné poranénych (Enevoldsen
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1977, Enevoldsen 1978). Poranéni mozku vede k poruse autoregulacnich mechanizmii. V
zavazné poranénych oblastech je porusena i hematoencefalickd bariéra. Zvyseni arterialniho
tlaku v téchto mistech zvySuje kapilarni unik a zvySuje tak okolni tkanovy tlak. ZvySeny
tkanovy tlak vede k poklesu lokalniho perfuzniho tlaku a k poklesu perfuze. Systém tedy
pouze zdanliveé reguluje vlastni pritok. Dekomprese ptislusné oblasti vSak pseudoautoregulaci

eliminuje i v zavazné poranénych oblastech (Johnson 1986).
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2. Mikrocirkulace u kriticky nemocnych

Pacienti v ,kritickém stavu‘ pfedstavuji nemalou ¢ast pacient jednotek intenzivni péce.
Kriticky stav (critical illness) neni pouze synonymem pro ,zavazny stav”, ale ma
charakteristické klinické a laboratorni atributy (napt. zvyseny laktat, hypotenze, dysfunkce
fady organd apod.) a podobnou patogenezi. Od 70. let 20. stoleti jsou mechanizmy Sokovych
stavli rozd€lovany do 4 skupin — mechanizmus hypovolemicky, obstruk¢ni, kardiogenni a
distribucni (Weil 1971). V konkrétnich ptipadech Soku (kardiogenniho, septického,
popaleninového, traumatického apod.) se tyto mechanizmy kombinuji. Schematicky je
hypovolemicky, obstrukéni a kardiogenni mechanizmus charakterizovan primarné snizenym
srdeénim vydejem se snizenou dodavkou Kkysliku a sekundarni alteraci mikrocirkulace.
V ptipadé distribuéniho mechanizmu je srde¢ni vydej (resp. dodavka kysliku) normalni ¢i
zvysSeny, ale alterace tkanovych mechanizmi (napf. alterace mikrocirkulace ¢i
mitochondrialni dysfunkce) vedou k poruse utilizace kysliku.
extrémné komplexni problém. Existuji desetitisice praci o sepsi (v soucasnosti témét 120000
odkazli na vyraz ,,sepsis® v databdzi PUBMED) s rozpornymi a nejednoznaénymi vysledky,
mimo jiné v dasledku heterogenity sepse. Studie byly provedeny za nestejnych podminek —
rizna stadia sepse, odli$na intenzita, 1éCba, etiologie, dale se uplatiuji mezidruhové rozdily,
rozdilné genetické pozadi jedinct, metodické a technické aspekty studii apod. Interpretace
takto heterogenni a objemné skupiny studii je mimoiadné problematicka a sou¢asné chapani

sepse je znaéné omezené.

2.1. Alterace mikrocirkulace u sepse

De Backer (De Backer 2002) podrobné popsal alteraci mikrocirkulace u septickych
pacientd a porovnal ji S ostatnimi pacienty v intenzivni péci i se zdravymi jedinci (Obr. 4).
Typickym nalezem byla sniZena hustota malych cév, zvySené procento malych cév s
vymizelym ¢i intermitentnim pritokem na ukor cév s normalnim priitokem (snizena funkéni
kapilarni denzita) a neménné procento malych cév se zrychlenym prutokem. Alterace
mikrocirkulace je popisovana i v mnoha dal$ich studiich (napt. Ellis 2002). Konkrétni podoba
mikrocirkulace soucasné zavisi na stupni objemové resuscitace, srdecnim vydeji, intenzité
sepse apod. Diky snizené hustoté malych cév je do urcité oblasti tkdn¢ pfivadéno méné
kysliku a diftze kysliku z okoli je omezena vétsi vzdalenosti. Rozlozeni hustoty cév ve tkani

je navic heterogenni, deficit kysliku se tedy tyka pouze okrskii tkdné. Konecné procento
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perfundovanych malych cév bylo vys§i u piezivs§ich nemocnych nez u zemielych, coz

naznacuje patogeneticky vyznam poruch mikrocirkulace.

Obr. 4 Sublingualni mikrocirkulace v OPS zobrazeni A) u zdravého ¢lovéka a B) u
pacienta se sepsi.

Pievzato z De Backer 2002.

De Backer (De Backer 2002) soucasné ukazal, ze lokalni aplikace acetylcholinu (beze
zmény parametrii makrocirkulace) vede k téméf Uplné normalizaci obrazu mikrocirkulace
(Tab. 1), coz dokazuje, ze zmény morfologie mikrocirkulace jsou dominantné funkéniho
puvodu. I v jinych studiich nebyl prokazan podstatny piispévek mikrotrombii k ,,morfologické
obstrukci“ mikrocirkulace (Croner 2006).

Pacienti se sepsi (n=11) Dobrovolnici
Baseline Acetylcholin (0,01 M) (n=10)

Celkovy pocet cév, 1/mm 49 6 5,4
Procento perfundovanych cév, % 83 99 98
Procento perfundovanych venul, % 100 100 100
Procento perfundovanych kapilar, % a4 94 94
Nepfitomny tok (kapildry), % 29

Intermitentni tok (kapilary), % 24 8

Tab. 1 Efekt lokalni aplikace acetylcholinu na mikrocirkulaci p¥i sepsi.
Prevzato z De Backer 2002.

Byla popsana fada mechanizmti podmifiujicich heterogenitu tkanové perfuze a zastavu
prutoku nékterymi kapilarami (Ellis 2005, De Backer 2009) — funkéni alterace (vazodilatace,
vazokonstrikce, abnormalni reakce prekapilarnich sfinkter, porucha vedeni signalu
endotelem (Tyml 2001), intersticialni edém komprimujici mikrocirkulaci, poruseny

glykokalyx endotelu (normaln€ vykazujici antiagregacni efekt), adheze a rolovani leukocytd,
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adheze desti¢ek, zhorSeni deformability erytrocytti i leukocytl, tvorba shlukl erytrocytu,

mikrotromby, poruseni skimming efektu pii snizeni prutoku (viz oddil 1.2) a jiné.

2.2. Heterogenita perfuze mikrocirkulace

Dusledky heterogenity mikrocirkulace teoreticky rozpracoval Walley (Walley 1999) jako
analogii s ventilatné-perfuznimi vztahy plic. Rozdé€lil tkan na pomysiné malé oblasti. Kazda
oblast ma ur¢ity pozadavek na Kyslik, amérny jejimu metabolizmu, a uréitou dodavku
kysliku, imérnou perfuzi pfislusné oblasti a oxygenaci piivadéné krve. Pro kazdou oblast je
mozno ur¢it pomér potieby (D) a dodavky (Q) kysliku (D/Q) a histogramem popsat relativni
zastoupeni oblasti s pfisluSnym D/Q pomérem, piipadné misto cetnosti uvadét celkovou
potiebu kysliku ¢i celkovou dodavku kysliku do oblasti s pfislusnym D/Q pomérem (Obr. 5).
Budou-li oblasti dostatecné¢ malé, pak bude rozlozeni D/Q poméri ptiblizné Gaussovo.
V homogenni mikrocirkulaci ma vétSina oblasti D/Q pomér blizky priméru (rozptyl je maly),
s heterogenitou mikrocirkulace se rozlozeni rozsituje.

Predpokladejme déle, Ze je oblast tkan¢ schopna vyuzit veSkery ji ptfivedeny kyslik. Pokud
bude dodavka kysliku vétsi nez potieba (D/Q<1), pak je spotieba kysliku (V) rovna potiebé
(V=D) a oblast metabolizuje pouze acrobné. Pokud bude dodavka kysliku nizsi nez potieba
(D/IQ>1), pak je spotieba kysliku rovna dodavce (V=Q) a oblast metabolizuje zcasti

anaerobné. Oblasti s velmi nizkym D/Q pusobi jako funkéni zkraty (shunts).
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Obr. 5 Histogram A - potieby (do,) a B - dodavky (go,) kysliku viici poméru
poti‘eba/dodavka.

Plocha pod ktivkou piedstavuje celkovou potiebu a celkovou dodavku
kysliku. Pfevzato a upraveno z Walley 1999.

I v ptipadé naprosto homogenni mikrocirkulace, kde je navic mozna uplna utilizace
pfivadéného kysliku, dojdeme pfi postupném sniZovani celkové dodavky kysliku k okamziku,
kdy celkova dodavka bude nizsi nez celkova potieba, a celkova spotieba se tedy zacne rovnat
celkové dodavce — spotieba se stane zavislou na dodavce (Obr. 6). Pomér celkova spotieba
kysliku tkani/celkova dodavka kysliku do tkané je oznacovan jako extrakce kysliku (O2ER).
Nejvyssi mozna O2ER je tzv. kriticka extrakce, tj. extrakce v oblasti zavislé na dodavce. V
hypotetickém piipadé homogenni mikrocirkulace se 100% utilizaci kysliku a nulovymi
prekapilarnimi ztratami je O.ERwi=1. Za fyziologické situace se O;ERyi: pohybuje okolo
0,75. Divodem je jednak heterogenita mikrocirkulace, jednak ptestup kysliku z arteriol do

sousednich venul (¢imz kyslik obejde kapilary) (Sharan 1988), jednak difuzni limitace,
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v disledku které neni ani maximalni extrakce z kapilary 100% (Drazenovic 1992). Existence

anatomickych arterioven6znich zkrat nebyla uspokojivé prokazana.

6 + Kriticka extrakce kysliku
=45/6=075

L

Spotreba kysliku
(MmO kg "'min™)
%]

o }
0 10 20
Dodavka kysliku (ml0.kg " min™)

Obr. 6 Schéma zavislosti spoti‘eby kysliku na dodavce kysliku.

Po dosazeni kritické extrakce kysliku je spotieba zavisla na dodavce.
Pfevzato a upraveno z Walley 1999.

Pro kazdou znamou celkovou dodavku kysliku a zndmé rozloZeni D/Q pomérti je mozné
urcit celkovou spotiebu. Pro rizné hodnoty dodavky je mozné ziskat zavislost mezi spotifebou
a dodavkou (Obr. 7). Pfi rostouci heterogenité perfuze mikrocirkulace se postupné ztraci ostra
hranice mezi oblasti nezavislou a zavislou na dodavce kysliku a snizuje se maximalni
extrakce kysliku (O2ERit) — zavislost spotieby na dodavce je méné strma. Nedostatkem
Walleyova modelu je uvazovani hranic mezi pomyslnymi oblastmi tkané. Timto je
nadhodnocen vliv funkénich zkratii. Pokud bychom hranice neuvazovali, pak by kapilary s
rychlym prutokem mohly kyslikem zasobit i vzdalen&jsi oblasti, pti¢emz by toto zasobeni
bylo limitovano pouze difazi. Takové kapilary by pak nevytvarely (tak vyznamné) funkéni
zkraty.
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Obr. 7 Zavislost spotieby Kkysliku (Vo) na dodavce kysliku (Qo,) dle
matematického modelu.
S rostouci heterogenitou mikrocirkulace roste relativni disperze, kleséa
kritickd extrakce kysliku a kiivka zavislosti se oploStuje. Pievzato
z Walley 1999.

Mimotadné precizni studii publikoval Ellis (Ellis 2002). Ve svalu septickych potkani
sledoval pomoci intravitalni mikroskopie jednak celkovou kapilarni denzitu, jednak podil
kapilar s normalnim (rychlost toku erytrocytd 20 — 325 pm/s), rychlym, intermitentnim a
nulovym pritokem, dale rychlost toku erytrocyti kapilarami (tedy pratok jednotlivymi
kapilarami) a konecn¢ saturaci hemoglobinu kyslikem na zacatku a na konci kapilary a jeho
kapilarni extrakci. Zjistil, ze pfi sepsi se tok v nékterych kapilarach s ptivodné normalnim
tokem zastavil, ale podil kapilar srychlym tokem se nezménil (Obr. 8). V kapilarach
s normalnim tokem klesla saturace a vzrostla extrakce kysliku. Primérna rychlost toku v
kapilarach s normalnim tokem se pfitom nezménila. V septické skupiné prokazal negativni
korelaci mezi saturaci na venoznim konci (resp. extrakci kysliku) kapilar s normalnim tokem
a poctem kapilar s nulovym prutokem. Pokles hustoty kapilar s normalnim tokem byl tedy
kompenzovan nartstem kyslikové extrakce. Saturace vendzni krve je smési saturace z kapilar
s normalnim tokem i rychlym tokem (a nizkou extrakci kysliku), mize tedy byt abnormalné
vysoka. Alternativni teorii vysvétlujici vysokou venozni saturaci je neschopnost tkané
utilizovat kyslik, napt. diky mitochondrialni dysfunkci. Ellis vSak dokazal, Ze schopnost tkané
utilizovat kyslik je v casné fazi sepse zachovana, nebot’ v kapilarach s normalnim tokem

dochazi ke zvysSeni extrakce kysliku pfi snizeni jeho dodavky.
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Obr. 8 Zména rozloZeni perfuze kapilar p¥i sepsi.
CDtotal — celkova kapilarni hustota, CDcont — hustota kapilar s kontinualnim
prutokem, CDnorm - hustota kapilar s normalnim pritokem, CDfast - hustota
kapilar srychlym pratokem, CDint - hustota kapilar s intermitentnim
prutokem, CDstop - hustota kapilar s nulovym pritokem. CLP — septicka
skupina, sham — kontrolni skupina. Pievzato z Ellis 2002.

Data z Ellisovy studie byla pouzita v podrobném matematickém modelu septické
mikrocirkulace (Goodman 2006). Model ukazal, ze i kapilary s rychlym prutokem se dobie
uplatiuji pii vymeéné kysliku a nelze je tedy automaticky povaZovat za funkéni zkraty.
Difuzni vzdalenosti byly 1 pfes snizeni pocCtu normadlnich kapilar postacujici pro uplné
zasobeni tkan¢ kyslikem. Pfi modelovani snizeni celkové dodavky kysliku (snizeni srde¢niho
vydeje ¢i nizka arterialni saturace) vSak jiz nékteré oblasti hypoxické byly. Konkrétni situace

septické tkan¢ je tedy zavisla na stupni poruchy mikrocirkulace i na dodavce kysliku.

2.3. Problém dodavky kysliku

Vyse uvedené uUvahy naznaCuji, Ze zvySeni dodavky kysliku “piekond” alteraci
mikrocirkulace a zajisti dostate€nou oxygenaci tkang. Patologickd zdvislost spotfeby na
dodavce kysliku byla prokazana u ¢asti septickych pacientl, zejména s vysokym laktatem a s
vyraznym snizenim srde¢niho vydeje (Vincent 2004). Cileni 1é€by na supranormalni dodavku
kysliku (nad 600 ml/min.m?) skute¢n& vedlo k podstatnému sniZeni mortality u kriticky
nemocnych pooperacnich pacientii (Shoemaker 1982), avSak nikoli u smisené skupiny vSech

kriticky nemocnych (Gattinoni 1995, Hayes 1994). Dlivodem je zifejmé skuteCnost, ze se Cast
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kriticky nemocnych skute¢né nachazi v oblasti zavislosti na dodavce. Tito nemocni z cileni na
supranormalni dodavku kysliku profituji. U ostatnich vSak pfevazuji nezadouci G¢inky
nepotiebné 1écby, coz v souctu anuluje ¢i dokonce pievysi efekt u prvni skupiny. V jiné
klinické studii bylo dosazeno snizeni mortality pfi ¢asné hemodynamické 1écbé (tekutiny,
inotropika) se snahou o dosazeni jisté centralni zilni saturace (Rivers 2001). Pfi nepfilis velké
alteraci mikrocirkulace (jako napf. ve studii Ellise 2002), ktera jest¢ tkdnim umoziuje
extrahovat dostatek kysliku, mize vést nizky srdecni vydej k nizké centralni Zilni saturaci a
zvySeni Zilni saturace pii 1é¢bé je dusledkem zadouciho zvySeni srde¢niho vydeje. Bude-li
vSak alterace mikrocirkulare zna¢na (¢i bude-li pfitomna mitochondrialni dysfunkce), budou
se vice projevovat funkéni zkraty, centralni zilni saturace bude neadekvatné vysoka a nebude

ji mozné pouzit jako cil 1écby.

2.4. Vztah mikrocirkulace ke koagulaci

Zanétliva aktivace endotelu vede soucasné k prokoagulacni aktivaci endotelu. Dochézi
napt. k expresi tkanového faktoru, sniZzeni exprese trombomodulinu i TFPI ¢i degradaci
glykokalyxu (obsahujiciho heparin-like molekuly) (Ait-Oufella 2010). Laboratorni zndmky
aktivace koagulace jsou obvyklou soucasti sepse, pfiCemzZ existuje vztah mezi intenzitou
zanétu, klinickou zavaznosti stavu a aktivaci koagulace (Huisse 2008). In vitro byla
prokazana zvysena adheze leukocytt k endotelu v prostiedi septické plazmy oproti normalni
plazm¢. Tato adheze leukocyti byla dale zvysena obohacenim plazmy o trombocyty
(Krschenbaum 2004). Vzhledem k piedstavé o tvorbé mikrotrombi pii aktivaci koagulace byl
studovan efekt nékterych antikoagulancii pii sepsi. Septi¢ni pacienti s nizkou plazmatickou
hladinou proteinu C maji vys$si mortalitu (Shorr 2008). V experimentu aktivovany protein C
(aPC) zlepsil mikrocirkulaci mnoha organt (Gierer 2007). U pacientl s téZkou sepsi podavani
aPC (drotrecogin alfa) snizilo mortalitu z 30% na 24% (PROWESS study, Bernard 2001). U
septickych pacientt aPC mirné zvysil procento perfundovanych kapilar oproti septickym
pacientim nelééenym aPC (De Backer 2006). Mechanizmem ptisobeni mtize byt napt. snizeni
adheze leukocytu k endotelu (De Backer 2009). Podobné pro antitrombin bylo prokazano
snizeni adheze a rolovani leukocytd (Neviere 2001). Po modifikaci antitrombinu, Kkterd
znemoznuje jeho vazbu na endotel, ale zachovava jeho antikoagula¢ni vlastnosti, ke snizeni
adheze nedoSlo. Ne&ktera antikoagulancia tedy zlepSuji alteraci mikrocirkulace, ale
mechanizmus je zfejmé odlisny od vlastniho antikoagulacniho ptisobeni (De Backer 2009).

To koresponduje i s nizkym zachytem mikrotrombu v septické mikrocirkulaci (Croner 2006).
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2.5. Uloha oxidu dusnatého v patogenezi sepse

Oxid dusnaty (NO) je vSudyptitomny a ma ¢etné funkce (viz oddil 1.3). V sepsi je jeho
produkce zvysena a spoleéné se podili na poruSe regulace perfuze, vazodilataci a hypotenzi
(Hollenberg 2008). Piesna role NO v sepsi vS8ak prozatim neni dobfe vyjasnéna. Neselektivni
inhibice NO syntazy (resp. NO syntaz) v klinické studii zmirnila hypotenzi, av§ak nevedla ke
snizeni mortality (Lopez 2004). Neselektivni inhibice NOS déle zvySuje adhezi leukocyt
(Sundrani 2000). Mysi se selektivné snizenou expresi nNOS vykazaly vyssi mortalitu a horsi
eliminaci bakterii, podobné jako mysi se selektivni blokadou nNOS (Cui 2007). Naproti tomu
byly mysi s nadmérnou expresi eNOS chranény pied myokardialni dysfukci pii sepsi
(Ichinose 2007). Lokalni aplikace acetylcholinu, jehoz efekt je zprostiedkovan pies NO, vede
prakticky k normalizaci septické mikrocirkulace (De Backer 2002). Podobné nitroglycerin
zlepsil mikrocirkulaci u sepse (Spronk 2002) a kardiogenniho Soku (den Uil 2009), bez vlivu
na systémovou hemodynamiku. V jiné studii (Boerma 2010), kritizované pro velmi nizkou
intenzitu sepse s minimalni alteraci mikrocirkulace, vSak nitroglycerin mikrocirkulaci
neovlivnil. To v§e naznacuje mozné protektivni pusobeni NO, ptesnéji konstitutivnich NOS
(nNNOS a eNOS). Naproti tomu selektivni inhibice INOS vedla k mirnému zlepseni septické
mikrocirkulace (Hollenberg 2007) a selektivni inhibice iNOS spolu se zametaci (scavengers)
kyslikovych radikalt v klinicky relevantnim modelu sepse vedla ke zlepSeni

makrocirkulaénich i mikrocirkulaénich paramera (Matéjovic 2007).

2.6. Multiorganové selhani jako adaptivni odpovéd’

Nekolik poznatki neodpovida piedstave, ze dysfunkce mikrocirkulace vede k tkanové
hypoxii, nekroze a dysfunkci mnoha organt. V ¢asnych posmrtnych biopsiich mnoha organt
u pacientii zemfelych v dusledku sepse byly nalezeny jen minimalni znamky nekrézy c¢i
apoptozy (Hotchkiss 1999). Vétsina funkci se u piezivsich nemocnych upravi ad integrum
(Singer 2008). Nekteré prace prokazaly zvySenou tkanovou tenzi kysliku pii sepsi (v
pozd¢jsich stadiich) (Winter 2007), coz odpovida niZsi utilizaci kysliku tkanémi, kontrastuje
vsak s absenci nekroz. Vysvétlenim mize byt snizeni metabolizmu tkéni, kdy je i pti snizené
spotiebé kysliku zachovéna integrita buriky. SniZzena utilizace kysliku vedla ke studiu
mitochondrii. Bylo prok4zéno sniZeni exprese genl pro mitochondrialni proteiny dychaciho
fetézce v sepsi (Calvano 2005). Nizsi hladina trijodtyroninu a kortizolu pfi sepsi zvySuje
efektivitu utilizace kysliku v mitochondriich (Stark 2007).

Vzhledem k programovanému snizeni exprese mitochondrialnich proteinti, hormonalnim

adaptacim, absencim nekr0z a piedstavé, ze evoluce ,,m¢la dostatek Casu a prilezitosti pro

31



rozvoj strategie boje stézkou infekci, byla navrzena teorie, ze rozvoj multiorganové
dysfunkce neni dysregulovany patologicky proces, nybrz adaptivni mechanizmus, umoziujici
preziti v situaci nedostatecné dodavky kysliku (Singer 2004). Proces, ktery je v podobé
hibernace béZznou soucasti pfirody. Jinym piikladem podobného procesu je omraceni
myokardu ischémii (myocardial stunning). Nedavno byly popsany zmény analogické
hibernaci (uklddéani glykogenu, up-regulace glukézovych transportéri) v myokardu
septickych potkant (Levy 2005).

Bylo navrzeno, Ze sepse probiha ve 3 fazich (Obr. 9). Casnd hypermetabolickd faze
s normalni utilizaci kysliku, nasledovana (pokud je inzult tézky a protrahovany) obdobim
metabolického Gtlumu s klinickym obrazem organové dysfunkce. Pokud organismus piezije,

rozviji se reparacni faze s nartistem metabolické aktivity a novotvorbou mitochondrii (Haden

2007).
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Obr. 9 Schéma vyvoje sepse.

Akutni faze ptechazi pti protrahovaném zanétu v atlum. Po odeznéni inzultu se
obnovuje funkce organi. Pfevzato ze Singer 2007.
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3. Metody studia mikrocirkulace
Byla vyvinuta fada metod ke studiu mikrocirkulace. Zde bude zminéno nékolik
nejvyznamnéjsich. Nejde o vycerpavajici piehled. Podrobné jsou popsany metody OPS a SDF

a metoda indikatorové mikrodialyzy, které jsme pouzivali béhem experiment.

3.1. Intravitalni mikroskopie

Intravitalni mikroskopie (IVM) je nejstarsi a nejpodrobnéji rozpracovana metoda pro
studium mikrocirkulace (Menger 1993). Je zlatym standardem, vii¢i kterému jsou srovnavany
ostatni nov¢jsi techniky. Je pouzivana ne€kolik desitek let, poskytla velkou ¢ast dnes znamych
morfologickych 1 funk¢nich poznatkli o mikrocirkulaci. Jde o modifikaci klasické
mikroskopie (Obr. 10). Pro klasickou mikroskopii je zapotiebi tenky preparat tkdné pro dobré
prosviceni (transiluminaci) a ostry obraz. Intravitalni mikroskopii byly zprvu studovany
dostatecné prusvitné tkdné nekterych télnich krajin (napf. jazyk, nehtové lizko, usni lalticek).
Pouziti zeleného monochromatického svétla, absorbovaného hemoglobinem, usnadnilo
zobrazeni cév, které jsou pak patrny jako tmavé struktury na svétlém pozadi. Osvétleni z boku
(epiiluminace) poskytovalo nekvalitni obraz vzhledem k vyraznému odrazu svétla od povrchu
studované tkan€. Bouflivy rozvoj zaznamenala IVM az se zavedenim fluorescen¢nich
markeri. Fluorescenéni markery (napf. fluorescein sodny, Na-thiokyanat) vazané napi. na
erytrocyty nebo albumin v cévnim fecisti fluoreskuji po buzeni svétlem piislusné vinové
délky. Vyuzivana je zejména metoda epiiluminace. Tato fluorescence je sniména
mikroskopem, kdy je patrna svitici mikrocirkulace na tmavém pozadi (Obr. 11). Metoda
dosahuje zvétSeni az 1000x. MoZnost pouZiti epiiluminace umoziiuje i studium neprasvitnych
tkani, napf. povrchu organti, do hloubky né&kolika milimetr. Mlze byt pouZito i n€kolik
fluorescencnich znacCek, mohou byt vazany na jiné buiiky ¢i proteiny (napf. studium migrace
leukocytll pfi z&nétu, propustnosti znacené¢ho albuminu kapilarni st€énou apod.). Metoda
umoziuje jak zobrazeni morfologie mikrocirkulace, tak méfeni dynamickych parametrti
(napf. rychlost toku erytrocytll). Nutnost pouziti fluorescencnich markeru znesnadiuje
huméanni pouziti metody. DalSim technickym pokrokem bylo zavedeni CCD kamer,
umoziujicich zobrazeni fluorescence v neviditelném spektru nebo svétla nizké intenzity, ktere
neni patrno prostym okem.

Je mozné zobrazovat mikrocirkulaci bezprostiedné po chirurgické ptipravé (tzv. akutni
preparaty) nebo pouzivat tzv. chronické preparaty (Menger 2002), kdy je Cast urCité vrstvy

télni stény, napf. kize s podkozim nebo cast lebky, nahrazena prthlednym materidlem.
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Chronické modely umoziuji opakované sledovani stejné oblasti mikrocirkulace (napf.
posouzeni vyvoje mikrocirkulace v delsim ¢ase) bez nutnosti celkové anestezie zvifete.

V tomto sméru nejpropracovanéjsi metodou je vytvoreni okna v dorzalni kozni fase kiecka.
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Obr. 10 Schéma usporadani pristroji a dalSich prvka p¥i intravitalni mikroskopii.

Ptevzato z Menger 1993.
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Obr. 11 Priklady obrazi mikrocirkulace pomoci intravitalni mikroskopie.

A - normalni mikrocirkulace v mozku, B — mikrocirkulace v mozku pii
endotoxémii. Patrna extravazace zna¢ené plazmy mimo cévy.
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3.2. Laser doppler fluxmetry a Laser doppler flow imaging

Laser doppler fluxmetry (LDF) je metoda méfici prutok krve v mikrocirkulaci na zaklade
fazového posunu (resp. frekvencniho rozsifeni) monochromatického laserového svétla pfi
odrazu svétla od erytrocytli pohybujicich se v mikrocirkulaci tkdn€¢ (Bonner 1980). LDF
sonda o velikosti cca 1 mm je pfilozena a fixovana ke tkani, vysila laserové svétlo do okoli
tkané a snima svétlo odrazené. Signal tedy odpovida pramérnému prutoku siti kapilar v
blizkém okoli sondy, piiblizn¢ v rozsahu do nékolika milimetri. Metoda ma vSak fadu
podstatnych nedostatki. Pti uplné zastavé toku (klampy pfivodné tepny i zily) neklesne signal
na nulu. Pretrvavajici signal je oznaCovan jako ,biologicka nula®“ a musi byt odecten od
kazdého méfeného signalu. Pfi¢inou jsou zfejm¢ Brownlv pohyb a vasomotion (Kernick
1999). Ackoli byla potvrzena linearni korelace mezi celkovym priatokem tkani a LDF
signalem (Stern 1975, Bonner 1980), tato korelace neni dostatecné tésnd pro vytvoieni
kalibrace umoznujici pfevod arbitrarnich jednotek udavanych pfistrojem na prutok krve tkéni.
Kone¢né¢ fluktuace signalu v ¢ase i mezi blizkymi misty znesnadiiuje odecteni hodnoty
signalu, porovnani vice méfeni a detekci malych zmén signalu.

Laser doppler flow imaging (LDFI) je rozsifenim metody LDF. Pii této metodé laserovy
paprsek skenuje méfenou oblast (o velikosti nékolika cm?) a méfeny signal se zobrazuje jako
barva jeho intenzit¢ imérna. Napi. dobife perfundovana oblast je modra, Spatné¢ perfundovana
oblast Cervena (Obr. 12) (Wardell 1993). Metoda nema vysoké rozliSeni, nepouziva
mikroskop a neumoziuje tak morfologické zobrazeni stavu mikrocirkulace. Podobné jako

LDF nemuze byt métfeny signal vyjadien v absolutnich hodnotach.
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Obr. 12 Zobrazeni rozvoje Raynaudova fenoménu pomoci Laser Doppler flow imaging.

Cervena barva odpovida nejnizsi perfuzi, modra barva nejvyssi perfuzi.

3.3. Ortogondlni polariza¢ni zobrazeni (OPS)

Metoda Orthogonal polarisation spectral (OPS) imaging je relativné nova neinvazivni
metoda zobrazeni tkanové mikrocirkulace. V principu jde o modifikaci intravitalni
mikroskopie, kde je feSen z&kladni problém nativniho (bez pouziti fluorescen¢niho markeru)
mikroskopického zobrazeni, totiz odraz od povrchu zobrazované tkané/organu, ktery
intenzitou prehlusi odrazy zevnitt tkané (Groner 1999, Lindert 2002). Princip je schematicky
zobrazen na Obr. 13. Polarizované svétlo (po prichodu polarizatorem) prochazi
svétlovodnym tunelem (smér k CCD kamete je blokovan) ke tkani/organu, k niZz je konec
OPS mikroskopu pfilozen. Svétlo se poté odrazi jednak od povrchu tkanég, jednak od vnitfnich
struktur tkan¢ z hloubky az 3 milimetrt (dle tdaji vyrobce). VétSina odrazeného svétla

(zejména od povrchovych struktur) zistava polarizovana a pii zpétném prichodu
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svétlovodem mikroskopu je filtrovana kolmym polarizatorem (analyzator). Cast svétla (méné
nez 10%) se uvniti tkané odrazi opakované a ztraci piitom svou polarizaci (MacKintosh 1989,
Schmitt 1992). Analyzator umozni prichod tohoto depolarizovaného svétlo pies zvétSujici
¢ocky k CCD kamete. Je pouzivano zelené¢ svétlo o vinové délce 548 nm, které je
absorbovano hemoglobinem (identicky oxyhemoglobinem i deoxyhemoglobinem). V obrazu
OPS mikroskopu jsou tedy zobrazeny tmavé krevni cévy (mikrocirkulace) na svétlém
(ptiblizné homogennim) pozadi (Obr. 4). Ziskany obraz je ekvivalentni situaci, jako kdyby
byl zdroj svétla umistén za zobrazovanou tkani (transiluminace). V soucasnosti je dostupny
videomikroskop Cytoscan firmy Cytometrics (wWww.cytometrics.com). Jde o ru¢ni pfenosny
mikroskop, jehoz ,,objektiv* miize byt snadno pfilozen ke slizni¢nim povrchim ¢i povrchim
organt. Vyhodou OPS technologie oproti fluorescencni intravitalni mikroskopii je, Ze neni
zapotiebi fluorescenénich markerti, coz umoziuje humanni pouziti. Metoda umoziuje

nékolikasetnasobné zvétseni.

CCD Videocamera v Beam splitter
Lo / 4
) / 74 L4
< e A
3 W A 2
2. Polarizer Target tissue
(orthogonal) G;Q L. Polarizer

S

Light source

Obr. 13 Princip ortogonalni polariza¢niho zobrazeni (OPS).

Sipky ukazuji tok svétla. Vysvétleni v textu. Pievzato z Cerny 2007.

3.3.1. Validace OPS zobrazeni

OPS metoda byla pouZita k zobrazeni mikrocirkulace mnoha organii za fyziologickych 1
patologickych okolnosti v huménnich i animalnich studiich. VétSina validaci je zaloZena na
porovnani s fluorescenéni intravitalni mikroskopii, ktera je vnimana jako zlaty standard pro
zobrazeni mikrocirkulace. Validace probéhla napf. na standardizovaném chronickém modelu
dorzélni kozni tasy kieCka (Harris 2000a, b), kozniho laloku mysi a preparatu z m. cremaster
(Laemmel 2000), pii zobrazeni jater (Langer 2001), pankreatu (von Dobschuetz 2003),
tracniku (Biberthaler 2001), nadorové tkané (Pahernik 2002) ¢i pfi rizném stupni hemodiluce
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(Harris 2002). V jedné studii byla OPS metoda srovnavana s kapilarni mikroskopii u lidi
(Mathura 2001). Ve vSech uvedenych studiich byla OPS metoda shledana jako srovnatelna s
intravitalni mikroskopii, nebyl rozdil v méfenych kvantitativnich parametrech mikrocirkulace
(rozméry mikrocév, kapilarni denzita, denzita sinusoid v jatrech, rychlost toku erytrocyti).
Bylo opakované demonstrovano zhor$eni mikrocirkulace pti sepsi - v animalnich modelech
(Tugtekin 2001) i u ¢lovéka (Boerma 2005, De Backer 2002, Sakr 2004 a dalsi).

3.3.2. Technicka omezeni metody

OPS metoda ma ne¢kolik technickych omezeni (Lindert 2002). Nezadouci tlak pfilozené
sondy mikroskopu muze snizit krevni pratok v zorném poli. Zndmkou nepiiméfené vysokého
tlaku je oblenéni pritoku ve venulach, ktery je pii absenci zevniho tlaku zachovan i pfi t€zké
hypoperfuzi mikrocirkulace (De Backer 2007). Problém lze z¢&asti fesit upevnénim sondy do
stabilizacnich zafizeni umoziujicich mikropohyb ke tkani a minimalizaci kontaktniho tlaku.
Mirnou nevyhodou videomikroskopu Cytoscan je, ze =zaostfeni obrazu se provadi
pfiblizovanim a oddalovanim sondy od tkané (Goedhart 2007). Shoda s parametry
z intravitalni mikroskopie, kterd neni kontaktni metodou, je diikazem, Ze pfi fd&dné manipulaci
se sondou se tlakové artefakty neuplatiiuji. Dalsi limitaci je lateralni pohyb tkané viici sondé
(napf. souhyb jater s dechovymi exkurzemi branice) ¢i sondy vaci tkani pii nedostatecné
stabilizace sondy. Takovy pohyb vede k rozostfeni obrazu, znemoziuje kontinualni sledovani
urcité oblasti po delsi dobu a méfeni rychlosti toku erytrocytd. Obraz lze i Castecné
softwaroveé stabilizovat (De Backer 2007). Limitaci metody je i nemoznost méfit vyssi
rychlosti toku erytrocytl. Princip méfeni rychlosti pohybu erytrocytd spociva v méteni
posunu erytrocytl (resp. napi. plazmatické mezery mezi erytrocyty) mezi jednotlivymi obrazy
kinematografického zaznamu, jejichz ¢asovy odstup je znamy. Je-li napt. frekvence zaznamu
30 snimk@ za minutu a $itka zorného pole 1 mm, pak se erytrocyt miize pohybovat rychlosti
nejvyse cca 30 mm/s (1 mm za tficetinu sekundy), aby byl jesté pritomen na dal§im snimku.
Soucasny technicky limit méfeni rychlosti je okolo 20 mm/s. Piesn¢ lze méfit rychlosti
pfiblizné do 1 mm/s (Lindert et al. 2002). Klinické pouziti je limitovano tim, Ze jsou p¥istupny
pouze tkané kryté tenkou vrstvou epitelu (napt. sublingvalni sliznice), organy jsou piistupny

pouze perioperacng.

3.4. ,Side-stream darkfield* (SDF) zobrazeni
Side-stream darkfield (SDF) zobrazeni je podobn¢ jako OPS modifikaci intravitalni

mikroskopie se snahou o omezeni odrazu od povrchu (Ince 2005). Princip neni zalozen na

38



polarizaci svétla, kdy svétlo tkan osvécujici/prosvécujici i z tkané prichdzejici vyuziva tentyz
svétlovod, nybrz na optické izolaci svétla tkan osvécujiciho od svétla prichazejiciho z tkané
(Obr. 14). Ponévadz je sonda svym koncem piilozena ptimo ke tkani, svétlo vychazejici
z prstence osvécujicich diod umisténych na zevnim okraji konce sondy se nemuze pfimo
odrazit od povrchu tkané. Sonda prosvécuje tkan a veskeré svétlo prichazejici do sondy je
odrazené od vnitinich struktur tkané. Svétlo déle prechdzi pies zvétSujici cocky k CCD
kamete. Je rovnéz pouzivano zelené svétlo o vinové délce cca 540 nm, obrazem jsou opét
tmavé cévy na svétlém pozadi. Typické ukazky SDF obrazii jsou na Obr. 15-18.

SDF metoda je novéjsi nez OPS metoda, v soucasnosti je komercné dostupny
videomikroskop MicroScan firmy Microvision Medical. Dostupné zvétSeni je rovnéz
nékolikasetndsobné. Pouziti 1 limitace metody jsou podobné s OPS metodou. Vyhodou SDF
zobrazeni oproti OPS je skutenost, ze se konec sondy b&hem zaostfovani nepohybuje
(pohybuje se rovina CCD kamery), coz usnadiiuje prevenci tlakovych artefaktti (Obr. 19).
SDF technologie poskytuje vyssi rozliSeni a zfetelnost obrazli ve srovnani s OPS technologii
(Goedhadt 2007) (Obr. 20).

SDF technologie piedstavuje relativn€é snadnou moZnost posouzeni tkanové
mikrocirkulace v experimentu i v klinické mediciné. Napf. objemova resuscitace ¢i davkovani
katecholaminii mohou byt cileny na dosazeni/sledovani jistych parametri mikrocirkulace.

Potencial metody v téchto smérech je v soucasnosti rozvijen.

A  SDF sonda Monitor B m
i - CCD videokamera

N —1

|

ﬁ Svétlovodny kanal

/Zvetsupm cocky

2 s T e s B
Zelené svétlo i A L& ¥

Obr. 14 Princip SDF zobrazeni a uspoiadani technickych prvk.
A) vztah sondy a tkan¢, B) detail vedeni svétla. Pfevzato a upraveno z
Goedhart 2007 a Cerny 2007.
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Obr. 15 Typicky SDF obraz sublingvalni mikrocirkulace.

Obr. 16 Typicky SDF obraz mikrocirkulace z povrchu jater.
S —sinusoida, PSV — vétev portalni Zily.
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Obr. 17 Typicky SDF obraz mikrocirkulace z povrchu mozku.
A —arteriola, V — venula, C — kapilara

Obr. 18 Typicky SDF obraz mikrocirkulace z povrchu kosterniho svalu.
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IIiIIIIIl I

CCD kamera

Obr. 19 Princip zaostfovani SDF sondy.
Ptevzato a upraveno z Goedhart 2007.

“ OPS zobrazeni SDF zobrazem »[

Kap|larm
kontrast a ostrost

E OPS zobrazeni

SDF zobrazem
Venularni q‘
trost

kontrast a os

Obr. 20 Rozdily v kvalité zobrazeni kapilar a venul pomoci A- OPS a B- SDF zobrazeni.
Prevzato z Goedhart 2007.

3.5. Hodnoceni tkanové perfuze mikrodialyzou

Existuji v principu dvé metody, jak pouzit mikrodialyzu k hodnoceni tkanové perfuze.

Prvni metoda spociva v méfeni tkanovych koncentraci substanci (s vyuzitim mikrodialyzy),

jejichz koncentrace se méni pii hypoperfuzi. VétSinou jde o méfeni tkanové koncentrace

laktatu a pyruvatu (a poméru laktat/pyruvat), ptipadné jesté stanoveni glycerolu a glutamatu,

které jsou ukazateli tkanového poskozeni (Klaus 2003). Nejvétsiho klinického uplatnéni

doséahla tato metoda v neurointenzivni pééi (Klaus 2003, Bellander 2004, Sarrafzadeh 2002),
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nicméné ani zde nepfedstavuje obvyklou soucdst monitorace klinického stavu. Druhou

metodou je tzv. indiktorova mikrodialyza, kterd bude dale popisovéna.

3.5.1. Princip indikatorové mikrodialyzy

Metoda indikdtorové mikrodialyzy vyuziva specialni sondu, zavedenou do mista, kde
chceme sledovat tkanovou perfuzi. Konstrukce sondy pro mikrodialyzu je zobrazena na Obr.
21. Na svém konci zavedeném do tkan¢ je sonda kryta dialyza¢ni membranou s pory
umoziujicimi prostup ¢astic o velikosti fadové az desitek kilodaltont (kDa) - zde probiha
vyména molekul mezi tekutinou v nitru sondy a intersticiem. Membrana sondy nepiedstavuje
prakticky zadné omezeni difize pro malé¢ molekuly, koncentracni spdd na membrané je
minimalni. Rychlost difize ze sondy je urcena rychlosti difuze ve tkani. Sondu je moZné
pouzit nejen pro absorpci molekul z intersticia, ale rovnéz pro pfivod molekul ze sondy do
intersticia. Molekuly difunduji ze sondy do intersticia, odkud jsou z¢asti eliminovany resorpci
do krevnich kapilér, a to tim vice, ¢im vétsi je pritok krve tkani. Pomér koncentraci sledované
latky (indikatoru) na vystupu a vstupu sondy (Cou/Cin) by teoreticky mél byt tmérny perfuzi
tkané, tj. srostouci perfuzi by mél pomér substanci klesat a naopak. Tkanova difuzibilita
malych molekul je vétsi nez difuzibilita velkych molekul (Stallknecht 1999), ¢emuz odpovida
niz8§i pomér Cou/Cin pro malé molekuly. Teoreticky je mala velikost molekuly pro
indikatorovou mikrodialyza¢ni techniku vyhodou, ovSem relativni ¢asovy vyvoj poméru
Cout/Cin pro ruzné velké molekuly (pokud je pomér mensi nez 0,9) je totozny (Stallknecht

1999). Vybér indikatoru byva urcen spise snadnosti jeho méteni nez velikosti jeho molekuly.

dialyzat : Cout «ff—.

=

perfuzat : Cin

Obr. 21 Konstrukce sondy pro mikrodialyzu.
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3.5.2. Faktory ovliviwjici koncentraci indikatoru
Po zavedeni sondy do tkan¢ a jejim promyvani roztokem (tzv. perfuzatem) dochazi
postupné k difuzi molekul indikatoru ze sondy do intersticia, pficemz se v intersticiu vytvaii
koncentra¢ni gradient, koncentrace klesa se vzdalenosti od sondy. Eliminace molekul
indikatoru z intersticia do krevnich kapilar v jistétm bod¢ je umérna jejich koncentraci a
tkanové perfuzi v tomto bod¢. V okamziku, kdy se vyrovnd rychlost uniku indikatoru ze
sondy s rychlosti jeho tkanové eliminace kapilarami, dochazi k ustaveni stacionarniho stavu
(Stahle 2000), kdy se dale s casem neméni ani koncentrace indikatoru ve tkani, ani pomér
Cout/Cin. Pomér Cq,/Ci, ve stacionarnim stavu je tedy aumérny perfuzi tkané. Doba do ustaveni
stacionarniho stavu se oznacuje jako ¢asova konstanta a zdvisi zejména na perfuzi tkané,
s klesajici perfuzi se prodluzuje. Teoreticky model (Wallgren 1995) dospél k hodnoté cca 60
minut pifi perfuzi sondy rychlosti 2 pl/min., coz je ve shodé s experimentalnim métenim
(Stallknecht 1999), kde rovnéz po 60 minutach dochazi k ustaleni poméru Cou/Cin. V piipadé
nulové tkanové perfuze dochazi k ustaveni tzv. pseudostacionarniho stavu ptiblizné po 140
minutach (Stallknecht 1999). Intersticium se pak neustile dopliuje indikatorem, ktery dale
migruje smérem od sondy. PouZijeme-li zna¢enou vodu jako indikatoru, zistava pomér
Cout/Cin na (pseudostacionarni) hodnoté 0,7, ackoli by teoreticky (po velmi dlouhé dob&) mél
byt roven 1,0 (stacionarni stav). Velkou nevyhodou mikrodialyzy pro méfeni nizkych
tkadnovych perfuzi je tedy znacné dlouhd Casova konstanta, coz omezuje detekci rychlych
zmén prutoku (Stallknecht 1999). RovnéZz pohyby tkané a/nebo sondy mohou zménit
tkanovou difuzibilitu indikatoru a ovlivnit pomér C,,/Ci, (Radegran 1998). Koncentrace
indikatoru v intersticiu klesa se vzdalenosti od sondy. Za ptedpokladu normalni tkanové
perfuze odhaduje matematicky model (Wallgren 1995) téméf nulovou koncentraci ve
vzdalenosti zhruba trojndsobku priméru mikrodialyza¢ni sondy, coz bylo potvrzeno i
experimentalng, ve vzdalenosti 3-5 mm od sondy byla naméfena koncentrace etanolu méné
nez 0,1% z perfuzatu (Hickner 1995). Metodicky obdobna studie (Wallgren 1995) uvéadi
vzdalenost 7 mm. S rychlosti prutoku perfuzatu klesa doba kontaktu perfuzatu s intersticiem,
a roste proto pomér Cou/Cin. Podobné pro krat$i sondu je pomér Coyu/Ciy pii stejné rychlosti
perfuzatu vyssi. Teoreticky model i jeho experimentdlni ovéfeni ukazuji jako optimalni
rychlost perfuzatu 1-2 pl/min (Wallgren 1995, Hickner 1995).
Pii vSech rychlostech perfuze sondy je zavislost mezi pomérem Co/Cin a krevnim
prutokem nelinearni (Obr. 22), pficemz s vys$§im tkanovym pratokem klesa pomér Couf/Cip.

Ve studii Hicknera (Hickner 1995) v8ak byla zjisténa téméf linearni zavislost mezi pomérem
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Cout/Cin a tkanovou perfuzi pii perfuzi sondy 1 pl/min. vrozmezi tkanové perfuze 4-47
ml/100g/min. (r = -0.98) a 4-45 ml/100g/min. (r = -0.92) pti perfuzi 0,5 pl/min. Variace
pomeéru pii opakovanych odbérech z jedné sondy pii neménném krevnim pritoku (tzv. ¢asova
heterogenita) se pohybuje v rozmezi 3-18% (stfedni koeficient rozptylu) a hodnota variace
narusta s klesajici rychlosti perfuzatu. Rozdil poméri Cou/Cin mezi riznymi sondami ve
stejném okamziku pii daném krevnim prutoku (tzv. prostorova heterogenita) rovnéz stoupa
s klesajicim krevnim pratokem, koeficient variace se pohybuje v Sirokém rozmezi 4-59%
Vv zéavislosti na tkaiové perfuzi. Divodem je ziejmé odlisnd difuzibilita molekul v riiznych
oblastech tkané. Je proto obtizné srovnavat poméry ziskané z riznych sond, pfesnéjsi je
casovy vyvoj pomeér z jedné sondy. Vyznamnym faktorem je i ultrafiltrace perfuzatu pies
dialyzacni membranu sondy. Pii pouziti izotonického roztoku perfuzitu je rychlost
ultrafiltrace do 10% pratoku perfuzatu (Wallgren 1995), pii¢emz pro krat$i sondy, nizke

rychlosti perfuze a mensi péry v membrané je stupen ultrafiltrace nizsi.

Obr. 22 Zavislost poméru Cout/Cin na pritoku krve tkani (F).

Série kiivek pro 2 rGzné indikatory a rdznou rychlost promyvani
mikrodialyzacni sondy (charakterizovano parametrem A). Pfevzato
z Wallgren 1995.

3.5.3. Pouzivané indikatory
Pivodné byla metoda vypracovana pro etanol (Wallgren 1995, Hickner 1995), ktery byl
zvolen pro relativné malou molekulu a nizkou tkanovou toxicitu. Nevyhodou etanolu je

nutnost velmi rychlé analyzy vzorku v kratké dobé po odbéru pii 4 °C a vypafovani v prubéhu
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sbéru dialyzatu ze sondy a béhem zpracovani. Alternativou s niz$im stupném vyparovani je
napf. gentamycin nebo litium (Mand’ak 2004). Jejich vyhodou je snadné rutinni stanoveni, ale
jak gentamycin, tak litium maji velkou molekulu (v¢etné¢ hydrata¢niho obalu) s nizkou
difuzibilitou ve tkani, tedy vysoky pomér Co/Ciy (pies 0,9), coz podstatné snizuje piesnost
metody. Z hlediska snadnosti méfeni jsou nejvyhodnéjsi radioaktivné znacené indikatory,
nejcast&ji **C-etanol a znadena voda (*H,0). Piednosti znadené vody je mald velikost
molekuly snizkymi poméry Cou/Cin, nulova tkanova toxicita, snadné méfeni a nizkd
evaporace (Stallknecht 1999). Pribéh poméru Cou/Cin V &ase je pro **C-etanol i *H,0O
obdobny (Stallknecht 1999). Pii pouzivani znacenych indikatorti jsou pouzivany aktivity
radove jednotky kBq/ml perfuzatu (Hickner 1995), radioaktivni zatéz je velmi nizka.

3.5.4. Metodicke studie

Metoda indikatorové mikrodialyzy s etanolem byla testovana na modelu kontrolované
perfuze (Hickner 1995). Ziskané vysledky mély malé rozptyly a dobie odpovidaly predikci
z teoretického modelu. Pomér C,/Cin Se Vv uréité oblasti tkanové perfuze ménil linearné
s perfuzi a bylo mozno ze zméfeného pomeéru dopocitat tkanovou perfuzi. Prace polozila
zaklad koncepce vyuziti metody ke kvantitativnimu zhodnoceni tkanové perfuze. Studie
uzivajici model kontrolované perfuze (Stallknecht 1999) posuzovala validitu metody pii nizsi
tkanové perfuzi (1-21 ml/100g/min.), zhruba odpovidajici klidovému pratoku svalovou tkani.
Autofi prace nejprve testovali zménu poméru Cou/Cin pii zvySeni perfuze z nizkych do
stfednich hodnot a zpét, poté pii zvySovani rychlosti perfuze ze stiednich hodnot k vysokym a
zpét. V prvni ¢asti experimentu doslo k signifikantnimu poklesu pouze pii zvySeni prutoku
z nizké na stfedni perfuzi, k signifikantnimu vzristu pfi opétném sniZeni perfuze jiz nedoslo.
V druhé ¢asti  experimentu doSlo jak ksignifikantnimu poklesu, tak nasledné
k signifikantnimu vzristu poméru Cou/Cin. Vysvétleni vysledkl prvni casti experimentu
hledaji autofi v dlouhé cCasové konstanté¢ pii nizké perfuzi. Zaroven ukazali, ze pii
ztrojnasobeni pritoku dosSlo k poklesu poméru Cou/Cin pouze o cca 0,05 a uzaviraji, ze
metoda je schopna kvalitativné posoudit tkanovou perfuzi, ale neni schopna piesné
kvantifikace. Studie Radegrana posuzovala vliv pohybu na zménu poméru Cou/Ci, etanolu
(Radegran 1998). Zdravym dobrovolnikiim byly zavedeny kanyly do femoralni tepny a Zily a
soucasné¢ mikrodialyzaéni sondy do m. quadriceps femoris. Dvé skupiny byly kontrolni, dvé
se zvySenym prutokem v disledku podani adenozinu do a. femoralis, jedna se zvySenym
prutokem v disledku cviceni dolni koncetinou a jedna se zvySenym prutokem v dasledku

kombinace cviceni a adenozinu. Ve skupinich bez cviceni nedoslo k signifikantni zméné
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poméru Co,/Ci, etanolu pii zménach prutoku, naproti tomu ve skupinach se cvi¢enim doslo
k signifikantnimu poklesu poméru, ale bez ovlivnéni podanim adenozinu. Autofi vysledky
uzaviraji jako prikaz nezavislosti poméru Co/Cin etanolu na perfuzi tkané a zménu poméru
interpretuji jako disledek svalovych kontrakci. Zodpovédnym mechanizmem by mohla byt
zména difuzibility etanolu v intersticiu v disledku kontrakce (tzv. ,,michaci“ efekt kontrakce).
V diskusi uvadgji, ze v originalni Hicknerové praci (Hickner 1995) byla pro dosazeni vysSich
tkanovych perfuzi pouzita elektrostimulace svalu a zavérem zpochybiuji validitu
mikrodialyzacni indikatorové techniky k méfeni tkanové perfuze. Alternativni vysvétleni
existenci dvou skupin krevniho ob&hu ve svalu: nutritivniho (je v kontaktu s myocyty a
mikrodialyza¢ni sondou) a tzv. non-nutritivniho, ktery se pravdépodobné nachazi zejména
v interfibrilarnich septech svalu a neméa dobry kontakt se sondou. Tzv. non-nutritivni ob¢h je
homogenné distribuovan ve svalu a nejednd se o arteriovendzni zkraty, noradrenalin zvySuje
prutok nutritivnim ob&hem na tkor non-nutritivniho, serotonin naopak. V uvedené studii
(Newman 2001) byl méfen pomér Cou/Cin zna¢ené vody a etanolu na modelu s kontrolovanou
konstantni perfuzi koncetiny. Ve skupiné s aplikaci noradrenalinu doslo k poklesu poméru
Cout/Cin u znacené vody i etanolu, pii aplikaci serotoninu pomér klesl, i pfes konstantni
celkovou perfuzi. Autofi predpokladaji, ze adenozin miize napodobovat efekt serotoninu a
(Borgstrom 1990), ktera pomoci intravitalni mikroskopie mimo jiné ukazala, Ze napf.
izoproterenol specificky dilatuje pii¢né arterioly svalu kralika a presouva tok krve od
myocytl k intersticiu. Vysledek Radegranovy studie (Radegran 1998) tedy mize byt
disledkem existence dvou skupin priitokll a nemusi nutné zpochybiovat validitu indik4torové

mikrodialyzac¢ni techniky.

3.5.5. Indikatorovid mikrodialyza a porucha tkanové perfuze — experimentalni a klinické

studie

Metoda méfeni tkanové perfuze pomoci indikatorové mikrodialyzy byla pouzita
Vv relativné malém poctu studii zabyvajici se tkanovou (hypo)perfuzi. Luchetteova studie
(Luchette 2002) prokazovala hypotézu, Ze hypoxie neni jedinou pti¢inou produkce laktatu
bchem Soku, nybrZ Ze sama zvySena koncentrace adrenalinu se podili na zvySené produkci
laktatu (pravdépodobné mechanizmem zvySeni aktivity membranové Na/K pumpy zavislé na
ATP ziskaném z anaerobni glykolyzy). Byla méfena koncentrace laktatu v dialyzatu a pomér

Cout/Cin etanolu ze sondy ve svalu béhem lokalniho podani adrenalinu a bé&hem
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hemoragického Soku. Casti zvifat byl podavan ouabain, ktery blokuje ¢innost Na/K pumpy.
Béhem podani adrenalinu doslo k pétindsobnému zvySeni koncentrace laktatu ve skupiné bez
podani ouabainu a pfiblizn¢ k trojnasobnému zvyseni ve skupiné s ouabainem, pomeér Cou/Cin
etanolu vzrostl o cca 0,15, ouabain vzestup poméru neovlivnil. Obdobné vysledky plati pro
hemoragicky Sok, pouze vzestupy koncentrace laktatu i poméru Co/Ci, etanolu byly mensi.
Vrchol vzristu koncentrace laktatu byl posunut za vrchol vzristu poméru Cou/Cin, coz odrazi
ziejmé primarni pokles perfuze a teprve nasledné produkci laktatu. Piidani ouabainu snizuje
produkci laktatu, ale neovlivituje pomér Cou/Cin. Metoda byla pouzita k posouzeni tkanové
perfuze i na modelu hypotenze (Dewachter 2005). Autoti pouzili model anafylaktického Soku,
ve druhé skupiné navodili ekvivalentni hypotenzi nikardipinem. Mikrodialyza¢ni sondou ve
svalu méfili koncentraci laktatu a pyruvatu v dialyzatu i pomér Cou/Ciy etanolu. Pomér
Cout/Cin etanolu signifikantné vzrostl jak u anafylaktického Soku, tak u indukované hypotenze
(0,45 vs. 0,51), podstatné vétsi zmény vSak byly nalezeny pii méfeni laktatu a pyruvatu,
pomér laktat/pyruvat u anafylaxe vzrostl téméf dvacetinasobné. Mikrodialyza¢ni technika
s gentamycinem byla pouZita ve studii metabolickych zmén v kosternim svalu b&hem
mimotélniho obchu (Mand’dk 2004). Pacienti podstupujici kardiochirurgicky vykon
S mimotélnim ob&hem byli rozd€leni na normotermickou a hypotermickou skupinu.
V dialyzatu ze sondy v m. deltoideus byla méfena koncentrace laktatu a gentamycinu.
Koncentrace laktatu béhem operace signifikantné vzrostla cca 8 krat, v obou skupinéch stejné.
Pomér Cou/Cin gentamycinu se béhem operace signifikantné nemeénil, ale mezi skupinami byl
trvale signifikantni rozdil (0,9 u normotermické ve srovnani s hodnotou 1,1 u hypotermické
skupiny). Interpretace vysledkul je zde problematicka, za pozornost stoji jednak velmi vysoké
poméry Cou/Cin V 0bou skupinéch, pravdépodobné diky zna¢né velikosti a nizké difuzibilité
molekuly gentamycinu, jednak fakt, ze pomér v hypotermické skupin¢ byl dokonce vyssi nez
1, cozZ je zfejmé zpusobeno filtraci ¢istého perfuzniho roztoku (bez gentamycinu) do svalu pfi
pouzitych velmi nizkych perfuznich rychlostech (0,3 pl/min.). Pfesto vSak existuji prace, kde 1
za podminek nekontrolovaného prutoku tkani se podafilo dosahnout pomérné homogennich
vysledki se statisticky vyznamnymi trendy i rozdily (Luchette 2002, Dewachter 2005).

Sami jsme publikovali metodickou studii (Sitina 2007, viz oddil 1. v ¢&asti B
Experimentalni prace), kdy jsme na modelu objemov¢ kontrolovaného hemoragického Soku u
potkana testovali schopnost indikatorové mikrodialyzacni techniky kvantitativné posoudit
tkadnovou perfuzi. Zatimco stiedni arteridlni tlak signifikantné klesal a koncentrace laktatu

v mikrodialyzatu i pomér L/P signifikantné rostly s krevnimi ztratami, pomér Cou/Cin byl
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béhem celého experimentu totozny u experimentalni i kontrolni skupiny, bez vztahu ke

krevnim ztratam.

3.5.6. Zhodnoceni indikatorové mikrodialyzy

Indikatorové mikrodialyzaéni techniky jsou schopny posoudit tkanovou perfuzi jen
ptiblizné¢ a spiSe semikvantitativn€. Zakladnim podminkou ziskéni co nejptesnéjsich vysledkt
je maximalni konzistentnost celého postupu (zavedeni sondy - misto, hloubka, nehybnost
sondy 1 tkané, zcela neménné podminky pii odbéru vzorkti a jejich analyze), coz je
v podminkéch in vivo prakticky nemozné. Piestoze se v nékterych in vivo studiich podafilo
dosdhnout pomérné homogennich a statisticky vyznamnych vysledkli, moznost uplatnéni

indikatorové mikrodialyza¢ni metody v klinické praxi je dle naseho nazoru minimalni.

3.6. Kvantitativni parametry k popisu mikrocirkulace

Pro dobrou piedstavu o perfuzi tkané je nutné posoudit hustotu kapilarni sité, pratok
kapilarni siti (rychlost toku) a heterogenitu perfuze. Morfologické zobrazovaci metody
(intravitalni mikroskopie, OPS a SDF) jsou variantami mikroskopie, mohou proto k popisu
mikrocirkulace pouzivat stejné parametry. Expertni skupinou bylo v roce 2007 (De Backer
2007) navrzeno uzivani nasledujicich jednotnych parametra k popisu mikrocirkulace.

Celkova hustota cev (total vessel density, TVD) vyjadiuje hustotu cévni sité v zorném poli
bez ohledu na velikost cévy. De Backer (De Backer 2002) navrhl TVD vyjadiovat jako pocet
prusecika cévni sité s 6 arbitrarnimi tseckami (3 svislymi a 3 vodorovnymi) nakreslenymi na
obrazu mikrocirkulace déleny souétem délky vSech 6 usecek, tzv. De Backer skore,
v jednotkdch mm™ (Obr. 23 A). Tento parametr se neméni s velikosti zorného pole (tj. se
zvétSenim), je vSak citlivy na dodate¢né zpracovavani zdznamu, kdy miZze dojit ke zmenSeni
zobrazované oblasti (a tudiz poctu prusecikll), aniz by bylo soucasné uvdzeno odpovidajici
zkraceni useCek. Pii dostupnosti softwaru pro zpracovani obrazu (napt. AVA z Academic
Medical Centre, Nizozemi) je alternativou (Nolte 1995) vyjadieni hustoty cév jako podilu
celkové délky cév (vSech ¢&i pouze malych) v zorném poli a plochy zorného pole (v
jednotkdch mm/mm?). Obg vyjadfeni hustoty jsou spojité proménné a maji dobrou
reprodukovatelnost (podobny vysledek pii opakovanych méfenich) (De Backer 2002).

Hustota malych cév (small vessel density, SVD) je ekvivalentem TVD, kde jsou ovSem
zapocitavany pouze malé cévy (obvykle s primérem pod 20-25 um, mensi nez venuly), které
se ucastni vlastni vymény metaboliti s intersticiem. Vzhledem k fenoménu vasomotion, kdy
je Cast malych cév intermitentné uzaviena (krev v nich stagnuje, pfipadné krev vibec
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neobsahuji a nejsou tudiz patrny pii pouziti IVM ¢i OPS a SDF), mize pfi zméné
metabolizmu tkané dojit ke zméné hustoty viditelné cévni sité. ,,Potencialni® hustota vSech
piipadné vyuzitelnych cév neni vySe zminénymi metodami zjistitelna.

V Casti cév je sice krev pfitomna, ale tok v nich je natolik pomaly, Ze se tyto cévy funkéné
prakticky neuplatiiuji. V De Backerové systému je zavedeno semikvantitativni skore, kdy se
prostym okem posuzuje tok v jednotlivych cévach: tok ptitomny (kontinualni béhem alespori
dvacetisekundového zaznamu), nepiitomny (stagnujici krev v cévé) a intermitentni (stfida se
obdobi toku a stagnace). Funk¢éné se uplatiiuje pouze pifitomny tok. Byly proto zavedeny
parametry Procento perfundovanych cév a Procento perfundovanych malych cév (PPV).
Vynasobenim TVD nebo SVD lze ziskat Hustotu perfundovanych cév a Hustotu
perfundovanych malych cév (Perfused small vessel density, PVD). PVD nejlépe vyjadiuje
hustotu funkéné se uplatiiujici cévni sité, je odhadem Funkéni kapilarni hustoty (FCD).

PPV neptimo informuje o rychlosti toku, soucasnd znalost SVD a PPV dava i nepiimou
piedstavu o heterogenité toku. Lep$im parametrem pro popis rychlosti i heterogenity toku je
semikvantitativni Microvascular flow index (MFI) (Spronk 2002). Pti jeho vypoctu se zorné
pole rozdeli na 4 pomyslné kvadranty (Obr. 23. B), kazdému kvadrantu se odhadem (dle
ptevazujici perfuze) pfifadi hodnota 0-3 a ziskané 4 hodnoty se zpriméruji. Hodnota 0
odpovida pfevazujicimu nepfitomnému toku, hodnota 1 intermitentnimu toku, hodnota 2 toku
kontinudlnimu oblenénému a hodnota 3 rychlému normélnimu toku. Nevyhodou indexu je
jeho kategorickd povaha, tj. rozdil mezi hodnotami nema ,,fyzikalni“ smysl (napf. narGst
Z hodnoty 1 na 2 neni stejny jako narast z 2 na 3). M¢feni rychlosti toku v jednotlivych
kapilarach (oddil 3.3.2) je Casové velmi narocné a piinos takového méfeni oproti rychlému
,»odhadu* neprokazany.

Trzeciak navrhl a pouzil Index heterogenity, kdy z 3-5 riznych zornych poli je vybran
MFInin)/pramérny MFI ve vSech kvadrantech (Trzeciak 2007).

Nekteré organy maji specifickou morfologii a pouzivaji se proto specifické parametry

k popisu mikrocirkulace (napf. hustota sinusoidalnich kapilar u jater ¢i klkd u stfev).
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Obr. 23 Zpusob uréeni A-De Backerova skore a B- MFI.
Prevzato z De Backer 2007.

3.7. Doporuceni pro snimani a analyzu obrazi mikrocirkulace

Existuji nemalé rozdily mezi jednotlivymi zobrazenymi poli. VSechny parametry uvedené
v oddilu 3.6 by mély byt primérem z 3-5 rlznych zornych poli. Je nutno se vyvarovat
tlakovych artefakti, napf. pouZzitim specidlnich nosi¢i sond umoZziujicich mikropohyb
ke tkani a od ni. Pro posouzeni kontinuity toku je vhodny zdznam o délce alespon 20 sekund.
Takto dlouhy zdznam je pamétové velmi naro¢ny na zalohové médium (50-100 MB na 20

sekund). Zaznam je nutno potidit v nekomprimovaném formatu.
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B. Experimentalni prace
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Cile a hypotézy experimentalnich praci

Cilem studie ,,In vivo validita indikatorové mikrodialyza¢ni techniky pro hodnoceni
tkanové perfuze” bylo posoudit schopnost indikatorové mikrodialyzaéni techniky se zna¢enou
vodou jako indikatorem kvantitativné posoudit zmény lokalniho prutoku krve v kosternim
svalu a jatrech na modelu hemoragického Soku u potkana. Testovana hypotéza piedpokladala
korelaci mezi aktivitou znaceného indikatoru a stupném tkanové hypoperfuze vyplyvajici z
krevni ztraty.

Cilem studie ,,Vliv stfedni hypotermie na mozkovou autoregulaci bylo zjistit, zda
samotnd stfedni hypotermie, bez soucasného cerebralniho inzultu, ovliviiuje mozkovou
autoregulaci. Testovand hypotéza ptedpokladala, ze stiedni hypotermie zhorSuje funkci
mozkové autoregulace.

Cilem teoretické studie ,,Faktory ovliviujici Transient hyperaemic response (THR) test
mozkové autoregulace” bylo pomoci matematického modelu mozkové cirkulace posoudit
vliv ,,vnitfnich* faktori na vysledek THR testu: vliv setrvacnosti (zrychleni) toku v karotidé
(a souvisejicich faktor — délka a primér karotidy, srde¢ni frekvence), vliv opozdéného
(asynchronniho) uvolnéni karotidy oproti pocatku systolického vzestupu arterialniho tlaku
(,,fazovy posun®) a vliv priichodnosti Willisova okruhu.

Cilem studie ,,Posouzeni mozkové mikrocirkulace in situ u mechanicky ventilovanych
kraliki pomoci Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni® bylo posoudit proveditelnost a
piesnost in situ zobrazeni povrchové (pidlni) mozkové mikrocirkulace pomoci SDF a urcit
zakladni parametry mozkové mikrocirkulace u kralikd.

Cilem studie ,,Zachovand mikrocirkulace mozku v c¢asném stadiu endotoxémie u
mechanicky ventilovanych kraliki” bylo vySettit zmény v povrchové (pialni) mozkove
mikrocirkulaci po podani endotoxinu u kralikd. Testovana hypotéza piedpokladala alteraci

mozkové mikrocirkulace v ¢asném stadiu endotoxémie.
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In vivo validita indikatorové mikrodialyzacni techniky pro
hodnoceni tkanové perfuze

Uvod

Indikatorova mikrodialyzaéni technika (Cerny 2006) je jednou z fady metod uréenych k
méfeni regiondlni tkanové perfuze, kterd vyuziva zavislosti mezi perfuzi tkané a rychlosti
eliminace indikatoru z mikrodialyza¢ni sondy. Metoda je zaloZzena na piedpokladu, Ze
molekuly indikdtoru, které difunduji dialyzaéni membranou mikrodialyzaéni sondy do
intersticia, jsou zcasti eliminovany z intersticia resorpci do krevnich kapilér, pficemz tato
eliminace vzriusta s rostoucim pratokem krve tkani (Wallgren 1995, Stahle 2000). Pomér
koncentrace resp. aktivity indikdtoru (v piipadé radioaktivniho indikatoru) na vystupu a
vstupu sondy (Cout/Cin resp. Aout/Ain) by mél byt imérny tkanové perfuzi a vyuzitelny pro jeji
meéfeni. Zavéry dosud provedenych studii pouzivajicich indikatorovou mikrodialyzaéni
techniku k hodnoceni tkanové perfuze (Stallknecht 1999, Hickner 1995, Radegran 1998,
Newman 2001, Luchette 2002, Dewachter 2005) jsou rozporné.

Cilem této studie bylo posoudit schopnost indikatorové mikrodialyzacni techniky
detekovat zmény tkanové perfuze na modelu hemoragického Soku potkana. Testovana
hypotéza predpokldda korelaci mezi aktivitou znacené¢ho indikatoru a stupném tkanové

hypoperfuze vyplyvajici z krevni ztraty.

Materialy a metody

Komise na ochranu zvifat proti tyrdni Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kraloveé schvalila protokol této studie. Studie byla provedena v souladu s obvyklymi pravidly
humanniho zachazeni s experimentalnimi zvitaty.

Jako experimentalni zvifata jsme pouzili samce potkant kmene Wistar o hmotnosti 280-
320 g (objem krve 6-7 ml/100g). Jeden den pied zahdajenim experimentu byly v celkové
anestezii (50 mg/kg Pentobarbitalu intraperitonealné i.p.) vypreparovany leva a. carotis a
prava v. jugularis a byly do nich zavedeny plastove kanyly s utésnénymi konci vyplnéné
heparinem. Po odeznéni efektu anestezie byla zvifata vracena do kotcti. Nasledujici den pred
zahajenim experimentu byla zvifata znovu uvedena do celkové anestezie (50 mg/kg
Pentobarbitalu i.p.) a prifixovana k opera¢nimu stolu. Arterialni kanyla byla pfipojena k
monitoru arteridlniho tlaku a zilni kanyla ke stfikacce s fyziologickym roztokem. Poté byla

provedena tracheotomie horizontalnim fezem tésné pod trovni chrupavek hrtanu a tenka (16
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G) plastova kanyla o délce 30 mm byla zavedena do trachey 8-10 mm pod incizi a pfifixovana
kK prudusnici. Zvifata byla ponechana spontanné ventilujici. Anestezie byla udrzovana
intermitentni aplikaci 10 mg/kg Pentobarbitalu i.p. pfi znamkéach nedostatecné hloubky
anestezie (t.j. pohyby voust, Celisti, koncetin nebo nahly narust arterialniho krevniho tlaku
apod.). Stfedni arteridlni tlak a rektalni teplota byly kontinudln€¢ monitorovany (monitor
Datex-Ohmeda, USA), teplota byla udrzovana pomoci termolampy v rozmezi 36,5 — 38,0 °C.

Mikrodialyzaéni sondy: Prvni sonda (CMA20, CMA, Svédsko) byla po peélivé
chirurgické ptipravé zavedena do levého m. quadriceps femoris do hloubky zhruba 20 mm a
poté byla fixovana ke kiizi. Druha sonda (CMA20, CMA, Svédsko) byla zavedena do pravého
medialniho laloku jater horni stfedni laparotomii. Pied zavedenim vlastni mikrodialyzaéni
sondy bylo jaterni pouzdro perforovano 18G jehlou.

Zvitata byla rozdélena do dvou skupin — hemoragické a kontrolni. V hemoragické skupiné
byl navozen kontrolovany hemoragicky Sok opakovanymi (kazdych 30 minut) odbéry 1 ml
krve z jugularni zily az do dmrti zvifete. Prvni odbér krve prob&hl 20 minut po zacatku
experimentu. V kontrolni skupiné¢ nebyly krevni odbéry provadény, po 4 hodinach byla
zvitata usmrcena exsangvinaci (Obr. 1).

Mikrodialyzaéni sondy byly piipojeny k 1 ml stiikackam (CMA102, CMA, Svédsko)
naplnénym fyziologickym roztokem s p¥imési *H,0 tak, aby nedoslo k priniku vzduchu do
sondy. Pred zacatkem vlastniho experimentu byly sondy 30 minut in situ promyvany
fyziologickym roztokem obsahujicim indikator (znagena voda *H,0, aktivita perfuzatu zhruba
15kBg/ml) rychlosti 2 pl/min. pomoci mikrodialyzaéni pumpy (CMA102, CMA, Svédsko).
Béhem experimentu byla sonda nadale promyvana stejnym roztokem rychlosti 2 ul/min.
Dialyzéat byl sbiran do plastovych mikrozkumavek ve dvacetiminutovych intervalech (zhruba
40 pl dialyzatu na vzorek). Prvné byla zkumavka vyménéna (t.j. odebran dialyzat) 20 minut
po zacatku experimentu, tésné pred prvnim odbérem krve.

Aktivita *H,0 ve vzorcich byla stanovena tyz den po ukonéeni experimentu. 15pul vzorku
bylo napipetovano do 10 ml Brayova roztoku (pievadi beta zafeni na svételné scintilace) a
scintilace, tj. aktivita, roztoku byla méfena analyzatorem LS6000 (Beckman Instruments,
USA). Ze zmétené aktivity dialyzatu (Aou) a perfuzatu (Ain) byl dopocitan pomér aktivit
Aot/ Ain. Zbyvajici vzorek dialyzatu byl uchovan pro dalsi analyzu pti — 5 °C. Po rozmrazeni
byla stanovena koncentrace laktitu a pyruvatu a dopocitan pomér laktat pyruvat (L/P).
Analyza laktatu i pyruvatu byla provedena pomoci analyzatoru ISCUS (CMA, Svédsko)

enzymatickou metodou.
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Obr. 1 Usporadani experimentu.

Srafovana oblast — ptiprava zviiete a proplach sond, prazdna §ipka —
odbér 1 ml krve, plna Sipka — vyména mikrozkumavky s dialyzatem.

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu MedCalc (verze 8.1.1.0).
Vysledky jsou uvedeny jako skupinovy primér a 95 % interval spolehlivosti. Normalita dat
byla ovéfena x” testem. Meziskupinové rozdily ve stejném &ase byly hodnoceny T testem,
nelinedrni korelace mezi hodnotami byla posuzovana Spearmanovym koeficientem nelinearni

korelace. Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena 0,05.

Vysledky
8 zvifat bylo zatfazeno do hemoragické skupiny a 4 zvifata do kontrolni skupiny. Do

hemoragické skupiny bylo zafazeno vice zvifat z divodu vyssi variability.

Krevni tlak

Hodnoty stfedniho arteridlniho tlaku (MAP) jsou uvedeny na Obr. 2. V prvnich 140
minutach nebyly zjistény zadné rozdily v hodnotaich MAP mezi skupinami. Od 160. Minuty
experimentu dale byly hodnoty MAP signifikantné¢ niz§i v hemoragické skupiné nez v
kontrolni. Zjistili jsme negativni korelaci mezi krevni ztratou a sttednim arterialnim tlakem (r
=-0,572, p<0,0001). V kontrolni skupiné doslo k signifikantnimu poklesu MAP vi¢i vstupni
hodnoté.

Znacenda voda
Casovy vyvoj poméru Aou/Ain pro jatra a sval je zobrazen na Obr. 3a a 3b. Béhem celého

experimentu nedosahovaly rozdily poméru Aq/Ain mezi kontrolni a hemoragickou skupinou
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statistické vyznamnosti. Nebyla zjisténa signifikantni korelace mezi krevnimi ztratami a
pomérem Ag/Ain (r = 0,323 pro jatra, r = 0,300 pro sval) ani mezi stfednim arterialnim
tlakem a pomérem Aq/Ain (r = 0,460 pro jatra, r = —0,301 pro sval) ani mezi koncentraci
laktatu a pomérem Aqy/Ain (r = —0,237 pro jatra, r = 0,454 pro sval). V hemoragické skupiné
se pomér Aqu/Ain pohyboval mezi 0,64 — 0,70 pro jatra a 0,71 — 0,76 pro sval, v kontrolni
skupin¢ mezi 0,61 — 0,65 pro jatraa 0,78 — 0,84 pro sval.

160 -
140 ~
120 ~
100 A * *
80 A
60 -
40 A
20 A

0 T T T T T T T T T T T T 1
0:00 0:10 0:20 0:40 1:00 1:20 1:40 2:00 2:20 2:40 3:00 3:20 3:40

MAP (mmHg)

¢as (hodiny:minuty)

Obr. 2 Casovy priibéh stiedniho arterialniho tlaku (MAP).
PIné body — hemoragicka skupina, prazdné body — kontrolni skupina.
* - statisticky signifikantni vysledky

Laktat, pyruvat a pomer laktat/pyruvat

Poméry L/P pro jatra a sval jsou zobrazeny na Obr. 4a a 4b. Koncentrace laktatu z jater a
svalu jsou uvedeny na Obr. 5a a 5b. Béhem prvnich 180 minut se poméry L/P mezi kontrolni
a hemoragickou skupinou pro jatra ani sval signifikantné nelisily. Od 180. minuty dale byly
poméry L/P z jater i svalu signifikantné vyssi v hemoragické skupiné neZ v kontrolni skupin¢,
kde se pomér L/P neménil. Podobny Casovy vyvoj byl pozorovan pro laktat ze svalu i jater.
Od 160. minuty dale koncentrace laktatu v hemoragické skupiné rostla, zatimco v kontrolni
skupiné zlstala neménnd. Koncentrace laktatu z jater byla 2-4 nasobné vyss$i nez ze svalu
béhem celého experimentu. Koncentrace pyruvatu byly v obou skupinich stejné béhem
celého experimentu a v Case se neménily. Zjistili jsme signifikantni korelaci mezi krevni
ztratou a koncentraci laktatu ze svalu (r = 0,619, p<0,0001) a krevni ztratou a pomérem L/P
ze svalu (r = 0,546, p<0,0001). Nebyly zjistény signifikantni korelace mezi krevni ztratou a

laktatem z jater (r = 0,370), krevni ztratou a pomérem L/P z jater (r = 0,403) a mezi stiednim
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arterialnim tlakem a laktatem i pomérem L/P ze svalu i jater. Podobné nebyla nalezena

korelace mezi laktatem ani pomérem L/P a pomérem A/ Ain Pro jatra ani sval.

1 -
= <
< g
- -
5 g 041
0,2 1 0,2 1
0 T T T T T T T T T T T o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S 8 s 8 8 S S g % 8 8 ¢
o “ — N ™ ) o — “ N ™ [
(@) ¢as (hodiny:minuty) (b) &as (hodiny:minuty)

Obr. 3 Casovy pribéh poméru Ay /A, pro jatra (a) a sval (b).
Aoy — aktivita dialyzatu, Ay, — aktivita perfuzatu, plné body — hemoragicka skupina,
prazdné body — kontrolni skupina.

70 - 70 q
60 - T
N 50 A
2 £

¢as (hodiny:minuty) ¢as (hodiny:minuty)

(a (b

Obr. 4 Casovy prib&h poméru L/P pro jatra (a) a sval (b).
PIné body — hemoragickd skupina, prazdné body — kontrolni skupina, * -
statisticky signifikantni rozdil.
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Obr. 5 Casovy pribéh koncentrace laktatu pro jatra (a) a sval (b).
PIné body — hemoragicka skupina, prazdné body — kontrolni skupina, * -
statisticky signifikantni rozdil.
Diskuze

Ze ziskanych vysledki je ziejmé, ze zmény poméru Agy/Ain nekoreluji se stupném
krevnich ztrat ani s dalsimi markery hypoperfuze (krevni tlak, laktat, pomér L/P). Nicméné
signifikantni pokles MAP spolu s néarGstem koncentrace laktatu a poméru L/P v dialyzatu
naznacuji, Ze pouzity model objemové kontrolovaného krvaceni vedl k rozvoji Soku s
tkaniovou hypoperfuzi (Eldridge 1974).

Pfi¢iny netspéchu indikatorové techniky mohou byt ¢etné. Prvni metodologicka studie
(Hickner 1995) indikatorové mikrodialyzy posuzovala metodu na modelu uméle kontrolované
perfuze s definovanym a neménnych pritokem koncetinou. Autofi dosdhli velmi ptesné
linearni zavislosti mezi pomérem Co,/Ci, a perfuzi tkané v jistém rozmezi krevniho pritoku.
Soucasné zjistili, Zze rozptyl tohoto poméru pii opakovanych stanovenich z jedné sondy s
identickym pratokem krve (t.j. ¢asova heterogenita) se pohyboval mezi 3-18 % (stfedni
koeficient rozptylu) a rozptyl pomérii mezi riznymi sondami ve stejném ¢asovém okamziku
pii stejném prutoku krve (t.j. prostorova heterogenita) se pohyboval mezi 4 % az dokonce 59
%. Pti¢inou jsou ziejmé nestejné difuzni vlastnosti molekul v riznych oblastech tkané spolu s
nehomogenni prostorovou i ¢asovou distribuci perfuze tkang. Pokud navic uvazime, Ze u
zivych zvirat, oproti modelu s kontrolovanou perfuzi, neni ani globalni perfuze, urcena
zejména srde¢nim vydejem a regionalni cévni rezistenci, konstantni, pak je zjevné, Ze

porovnani méteni mezi jednotlivymi zvifaty je velmi obtizné.
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V podobné studii (Stallknecht 1999) s kontrolovanou perfuzi vedlo trojnasobné zvyseni
perfuze ke zmén¢ poméru Cou/Cin pouze 0 0,05, tedy 0 5 % z maximalni hodnoty. Zméfeni
takto malého rozdilu vyzaduje pro in vivo studii téméf nedosazitelnou presnost provedeni
mikrodialyzy i analyzy vzorku. Napiiklad chyba pii méfeni aktivity pomoci analyzatoru LS
Beckmann se pohybuje okolo 2% a jesté vice pro pomér aktivit. Dal§Sim moznym zdrojem
chyby je nepfesnost pii pipetovani velmi malych objeml vzorku. MoZznym feSenim je bud’
zvySeni rychlosti promyvani sondy, coz ov§em soucasné zvysSuje pomér Cou/Cin a tedy snizuje
piesnost metody, nebo prodlouzeni doby sbéru dialyzatu, coz ovSem znemoziuje detekci
rychlych zmén tkanové perfuze. DalSim rusivym faktorem je pohyb tkan¢€, kde je zavedena
sonda (napf. respiraéni souhyb jater), ktery podstatné ovliviiuji pomér Agu/Ain, jak bylo
demonstrovano ve studii na zdravych dobrovolnicich (Radegran 1998).

Diky nelinearni zavislosti poméru Cou/Cin na tkanové perfuzi (Wallgren 1995) pomér
Cout/Cin rychle roste s klesajici tkanovou perfuzi, coz je pfiznivy faktor. Soucasné se vsak s
Klesajici perfuzi prodluzuje doba do dosazeni ustaleného stavu, kdy se pro danou tkanovou
perfuzi pomér Coi/Cin jiz dale neméni. Pomér Co,/Cin je v8ak imérny tkanové perfuzi pouze
béhem ustaleného stavu. Toto znesnadiiuje méteni rychlych zmén pritoku pii nizké tkanové
perfuzi, protoZze pomér Co/Cin v neustaleném stavu neodpovida skuteéné tkanové perfuzi
(Stallknecht 1999).

Setrvaly pokles stfedniho arterialniho tlaku neni patrny pouze v hemoragické skupiné,
nybrz i v kontrolni skuping. Pfi¢inou muze byt jednak mirna hypovolémie, jednak efekt
anestezie Pentobarbitalem. Ackoli nelze vyloucit 1 mirny setrvaly pokles tkanové perfuze
Vv kontrolni skuping, 1ze ptedpokladat, Ze tkanova perfuze byla niz§i v hemoragické skuping,
vzhledem K niz§imu stfednimu arterialnimu tlaku a vy$§imu laktatu v mikrodialyzatu. Pouhy
efekt anestezie nebo hypovolémie v kontrolni skupiné tedy dostate¢né nevysvétluje negativni
vysledek studie.

Jistou limitaci naSich vysledkli je nizky pocet zvifat zafazenych do studie. Z jistého
pohledu je vSak tento pocet postacujici. Nelze sice vyloucit, Ze by zvétSeni rozsahu souboru
vedlo ke statisticky signifikantnim rozdiliim mezi skupinami, absence méteného rozdilu pfi
stavajicim poctu zvifat v§ak nepochybné znaci, Ze metoda neni dostate¢né piesnad napft. pro
vyuziti v klinické medicin€.

Je cenné poznamenat, Zze se koncentrace laktatu a pomér L/P, v kontrastu s pomérem
Aot/ Ain, zvysily béhem rozvoje Soku nékolikanasobné. Monitorovani konccentrace laktatu a
poméru L/P pomoci mikrodialyzy se tedy zda byt vhodnéj$i metodou pro sledovani stupné

tkanové hypoperfuze nez indikatorova mikrodialyzac¢ni technika s 3H,0.
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Zavér

Na modelu objemové kontrolovaného hemoragického Soku u potkanti jsme hodnotili
schopnost indikatorové mikrodialyzacni techniky kvantitativné posoudit tkanovou perfuzi.
Zjistili jsme, Ze zatimco stiedni arterialni tlak vyznamné klesl a koncentrace laktatu a poméru
L/P v mikrodialyzatu vyznamné vzrostly s rostouci krevni ztratou, korelace mezi krevni
ztratou a pomérem Ay/Ain nedosahla statistické vyznamnosti a pomér Aqu/Ain S€ nelisil mezi
kontrolni a hemoragickou skupinou. Schopnost indikatorové mikrodialyzaéni techniky
posoudit zmény tkanové perfuze se tedy zda byt nizka a jeji klinické vyuziti metody je dle

naseho néazoru prakticky vylouceno.

Prace byla podpofena Vyzkumnym zamérem MZO 00179906
SITINA, M., CERNY, V. Evaluating tissue perfusion using labelled water indicator

microdialysis in a rat model of haemorrhagic shock. Physiological Measurement. June 2007,
vol. 28, No. 6, s. 689-696.
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Vliv stiedni hypotermie na mozkovou autoregulaci

Uvod

Mozkova tlakova autoregulace zajistuje v pfislusSném rozmezi perfuznich tlakla
konstantni pritok krve mozkem i pies ménici se perfuzni tlak. Rada faktord ovliviiuje funkci
mozkové autoregulace (Paulson 1990). Jednim z faktort, jehoz vyznam pro funkci mozkove
autoregulace neni dosud spolehlivé popsan, je hypotermie. Stfedni hypotermie okolo 33 °C je
pfitom stale Castéji uzivana jako soucédst postupli ochrany mozku po kardiopulmondlni
resuscitaci (Geocardin 2006), piipadné i pti kraniocerebralnim poranéni (Jiang 2006) ci
mozkové ischémii (Hemmen 2004). Zachovani funkce mozkové autoregulace b&éhem
hypotermie je dulezitym predpokladem pro protektivni uziti hypotermie u téchto stavi, kde
vyznamné zmény systémového arteridlniho tlaku (s potencidlem navozeni dal$i ischémie
mozku) jsou béznou soucasti. Cilem této studie bylo zjistit, zda samotna stiedni hypotermie,

bez soucasného cerebralniho inzultu, ovlivituje mozkovou autoregulaci.

Materialy a metody

Studie byla provedena na 7 samicich prasete domaciho o hmotnosti 48-60 kg. Protokol
studie byl schvalen Odbornou komisi pro ochranu zvitat proti tyrani Fakulty vojenského
zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzity Obrany. Studie byla provadéna v souladu se

standardnimi pravidly pro humanni zachazeni s experimentalnimi zvifaty.

Strucny popis experimentu

12 hodin ptfed zahdjenim experimentu zvite lacnilo. Poté bylo intramuskularni cestou
uvedeno do anestezie, byl zajiStén periferni Zilni pfistup, zaveden rektalni teplomér a
arteridlni katetr do pravé a. femoralis. V kombinaci lokalni a celkové anestezie byla za
spontanni ventilace provedena tracheotomie a zavedena trachedlni kanyla. Byly kontinualné
monitorovany: EKG, invazivné arteridlni tlak, saturace hemoglobinu kyslikem pomoci
oxymetru (SaOy), parcialni tlak oxidu uhli¢itého na konci vydechu (EtCO,) a rektalni teplota
(Datex-Ohmeda monitor, USA). Po zahajeni intravendzni analgosedace a myorelaxace bylo
prase piipojeno k ventilatoru. Byla vypreparovana leva a.carotis a zalozena jeji uvolnitelna
klampaz. Po otoCeni prasete na pravy bok byl levym tempordlnim oknem transkranialné
sniman dopplerovsky ultrazvukovy signal z leve a. cerebri media (ACM), sonda byla fixovana

v neménné poloze. Zahtivaci deckou (Warmtouch, DK Heating Systems, USA) byla télesna

62



teplota zvifete udrzovana na 37 °C. Po klidové periodé 60 minut byl proveden test
autoregulace. Poté byla indukovana hypotermie okolo 33 °C kombinaci zevniho a vnitiniho
chlazeni a znovu byl proveden test autoregulace. Po ukonceni experimentu bylo zviie
utraceno aplikaci letalni davky T61 (0,3 ml/kg T61, Hoechst AG, Frankfurt, Germany; sm¢s
embutramid, mebezonium jodid, tetrakain hydrochlorid).

Analgosedace, myorelaxace, uméla plicni ventilace, prijem tekutin

Uvod do anestezie byl proveden intramuskularni aplikaci smési ketaminu 20 mg/kg
(Narkamon, Zentiva, Praha, Ceska republika), azaperonu 2 mg/kg (Stresnil, Nanesen, Beerse,
Belgie) a atropinu 0,05 mg/kg (Atropin, Hoechst-Biotika, Martin, Slovensko).

Kontinualni sedace byla udrzovana kombinaci midazolamu 1 mg/kg/hod. (Dormicum, F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Bazilej, Svycarsko) a fentanylu 10 pg/kg/hod. (Fentanyl Torrex,
Torrex Pharma GmbH, Sien, Rakousko), myorelaxace byla udrzovana pankuroniem 0,3
mg/kg/hod (Pavulon, N.V. Organon, Oss, Nizozemi).

K mechanické ventilaci byl pouzit ventilator Siemens Servo 900C, rezim CMV, dechovy
objem 10 ml/kg, dechova frekvence 20 dechi/min., FiO, 0,4. Ventila¢ni parametry byly
individuaIné upraveny k dosazeni hodnoty EtCO; 38-42 mmHg pii normotermii i hypotermii.

Bazalni pfijem tekutin ¢inil 15 ml/kg/hod. fyziologického roztoku. Dalsi tekutiny

(maximalné 80 ml/kg fyziologického roztoku) byly podany béhem chlazeni zvitete.

Tracheotomie

Podkozi krku v okoli stfedni ¢ary 10 cm nad jugulem bylo infiltrovano 1% trimekainem
(Mesocain, Zentiva, Praha, Ceska republika). Byl proveden 5 cm kozni fez ve stiedni &éfe,
krvaceni bylo stavéno kompresi peanem. Jednotlivé vrstvy podkoZzi a ptedni kréni fascie byly
tupé preparovany, az byla dostate¢né oziejmena trachea. Mezi 1. a 2. prstencem trachey byl
profiznut piiény otvor délky 1 cm, kudy byla zavedena trachealni rourka velikosti 7 do

vzdalenosti 18 cm od tracheélni incize. Symetrie dychani byla ovéfena auskultaci.

Preparace karotické arterie

Podkozi krku vlevo medialné od m. sternocleidomastoideus v oblasti trigonum
caroticum bylo infiltrovano 1% trimekainem. Byl proveden 6 cm kozni fez infiltrovanou
oblasti, krvaceni bylo stavéno kompresi peanem. Jednotlivé vrstvy podkozi, m. platysma a
kréni fascie byly tupé preparovany, az byl oziejmen nervové-cévni svazek, jehoz jednotlivé
struktury byly tupé rozpreparovany. Poté byla pod levou a. carotis podvléknuta gumovéa
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hadicka, jejiz konce byly protazeny vétsi gumovou hadickou (turniketem) umoziujicim

intermitentni kompresi karotidy pti zatazeni.

Indukce hypotermie
Ochlazeni na 33 °C bylo docileno kombinaci vnitiniho chlazeni pomoci infuze
chlazeného fyziologického roztoku (4 °C, rychlost podani 60 ml/kg/hod, maximalni davka 80

ml/kg) a zevniho chlazeni pomoci studenych rousek rozprostienych po povrchu téla.

Meéreni priitoku krve mozkem a testovani autoregulace

Prttok krve mozkem byl nepfimo posuzovan transkranidlnim métenim rychlosti pritoku
v ACM pomoci dopplerovské ultrazvukové sondy (TCD). Byl pouzit ptistroj DWL Multidop
X4 RC (DWL, Sipplingen, Némecko) s 2 MHz transkraniélni pulzni dopplerovskou sondou
(Moppet 2004).

Oblast levého temporalniho okna - plocha asi 2x1,5cm dorzalné od zadniho okraje orbity -
byla oholena a leva ACM byla zamétena v hloubce 32-35 mm. Sonda byla stabilizovana
v nemé&nné poloze pomoci specidlné konstruovaného fixatoru.

Ze snimané kiivky rychlosti pritoku v case byla zaznamenana stfedni rychlost pratoku
(FVmean). Z FVmean a stfedniho arteridlniho tlaku (MAP) byla dopoétena mozkova cévni
rezistence (CVRv) podle vztahu CVRv = MAP/FVmean.

THR (Transient hyperemic response) test autoregulace: Leva spole¢na a. carotis byla po
dobu 20 sekund komprimovana podvléknutou gumovou hadickou, poté byla komprese ihned
uvolnéna. Béhem testu byly zaznamenany FVmean pied kompresi, FVmean béhem komprese
a FVmean z 1. pulzu rychlosti ihned po uvolnéni komprese. Byly dopocteny pomér THRR
(Transient hyperemic response ratio)) = FVmean bezprostiedn¢ po uvolnéni
komprese/FVmean ptred kompresi, a Kompresivni pomér CR (Compressive ratio) = (FVmean
pfed kompresi - FVmean bé¢hem komprese)/FVmean pied kompresi. Test byl pii kazdé

teploté proveden dvakrat s prestavkou v trvani 2 minut mezi jednotlivymi méfenimi.

Statistické zpracovani

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu MedCalc verze 8.1.1.0. Normalita
dat byla ovéfena Kolmogorovym-Smirnovym testem. T test byl pouzit pro meziskupinova
porovnani (normotermie vs. hypotermie). Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena 0,05.

Vysledky jsou uvedeny jako prumér + stiedni chyba priméru.
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Vysledky

Pfi normotermii se télesnd teplota pohybovala mezi 36,3 a 37,3 °C u vSech zvifat, pfi
hypotermii mezi 33,0 a 33,5 °C u 5 zvifat. U dvou zvitat se indukce hypotermie nezdatila pro
rozvoj tachyarytmie béhem ochlazovani.

Zmétené¢ hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 1. Béhem hypotermie, ve srovnani s
normotermii, byly stfedni arteridlni tlak a mozkova cévni rezistence signifikantné vyssi a
sttedni rychlost toku byla signifikantné nizs§i. Srdecni frekvence se s teplotou vyznamné
nezménila.

Vysledky THR testu autoregulace jsou uvedeny v Tabulce 2. Kompresivni poméry se pfi
testech provedenych za normotermie a hypotermie vyznamné neliSily. THR pomér byl

signifikantn¢ vyssi pti hypotermii.

normotermie | hypotermie
teplota (°C)* 36,3-37,3 33,0-33,5
MAP (mmHQg)* 93+2 11645
frekvence (1/min) 875 109+10
FVmean (cm/s)* 47,615,2 22,3£3,9
CVRv (mmHg.s/cm)* 2,2+0,3 5,54+1,1

Tab. 1. Mérené hodnoty pii normotermii a hypotermii.
MAP = stfedni arterialni tlak; FVmean = stfedni rychlost toku v levé a.
cerebri media; CVRv = mozkova cévni rezistence; *Signifikantni rozdil

(p<0,05); hodnoty jsou pramér + stiedni chyba pruméru

normotermie | hypotermie
CR 0,53+0,03 0,50+0,02
THRR* 0,98+0,02 1,16+0,04

Tab. 2. Vysledky transient hyperemic response testu pi#i normotermii a
hypotermii.
CR = kompresivni pomér; THRR = transient hyperemic response pom¢r;
*Signifikantni rozdil (p<0,05); hodnoty jsou primér * stfedni chyba

praméru
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Diskuze

Mozkova tlakova autoregulace je komplexni mechanizmus udrzujici konstantni pritok
krve mozkem pii zméné perfuzniho tlaku. Byla navrzena fada testi posuzujicich funkci
mozkové autoregulace (Moppett 2004). Transient hyperemic response test posuzuje soucasné
dynamickou i statickou slozku autoregulace, jeho vyhodou je zejména snadnost provedeni bez
farmakologické intervence. THRR byl navrzen jako parametr charakterizujici funkci
autoregulace pii THR testu a byla prokazana jeho tésna korelace jak s testem staticke
autoregulace (Tibble 2001), tak s testem dynamické autoregulace (Smielewski 1996). Cim
vyssi je hodnota THRR nez 1, tim 1épe autoregulace funguje (Tibble 2001).

Ze ziskanych vysledkti plyne, Ze stfedni hypotermie nezhorSila funkci mozkové
autoregulace testovanou THR testem.

Otazkou vlivu stiedni hypotermie na mozkovou autoregulaci se dosud zabyvalo né€kolik
studii, s riznymi studovanymi modely i pouZitymi metodami. Cast studii dospéla k zavéru, Ze
hypotermie neovliviiuje funkci mozkové autoregulace (Bedel 2004, Georgiadis 2002, Jalan
2001, Tahala 1988, Johnsson 1987), v ¢asti studii hypotermie zhorSovala funkci mozkové
autoregulace (Verhaegen 1993, Kishi 2000, Irikura 1998).

Verhaegen (Verhaegen 1993) studoval vliv hypotermie na mozkovou autoregulaci
Vv zavislosti na pfistupu k acidobazii béhem hypotermie. Hypotermie obecné snizovala funkci
mozkové autoregulace, avSak pfi pouziti pH-stat rezimu bylo zhorSeni vyraznéj$i neZ pfi
pouziti alfa-stat rezimu. Autofi zavér vysvétluji relativni hyperkapnii béhem pH-stat rezimu
oproti alfa-stat rezimu, ktera pisobi vazodilataci mozkovych arteriol. Arterioly pak jiz
nemohou dale dilatovat v reakci na hypotenzi, coz zhorSuje funkci mozkové autoregulace.

V nasi studii nebyla hodnota PaCO; méfena z arteridlnich krevnich plynd, ale nahrazena
hodnotou EtCO,, kterd se ve stavu hypotermie blizi hodnoté PaCO, korigované na teplotu
organizmu (Sitzwohl 1998). Ventilacni parametry byly pfitom upraveny tak, aby se EtCO;
pohybovalo kolem 40 mmHg ve stavu normotermie i hypotermie. Experimentalni uspotradani
tedy odpovidalo pH-stat rezimu (Edmark 1959).

Vzhledem k miniméalnim zméndm priméru ACM béhem zmén perfuzniho tlaku mozku
odpovidaji relativni zmény rychlosti toku v ACM velmi pfesné relativnim zménam pritoku
krve mozkem (Newell 1994). Obdobné tvrzeni nutné plati i o mozkové cévni rezistenci
dopocitané z rychlosti pritoku (CVRv). Nase vysledky ukazuji, Ze béhem hypotermie doslo
ke snizeni pritoku krve mozkem a k nariistu mozkové cévni rezistence. Nartst cévni
rezistence je pfitom podminén vazokonstrikci mozkovych arteriol. Jestlize mozkové arterioly

reaguji na pokles pritoku krve mozkem vyvolany béhem THR testu vazodilataci, pak by
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hypotermie méla prostor pro vazodilataci spiSe zvétSovat nez zmenSovat. To muze byt
vysvétlenim, pro¢ vnasi studii hypotermie funkci mozkové autoregulace spiSe mirné
zesilovala, nez oslabovala (THRR byl béhem hypotermie signifikantné vyS$i nez pfi
normotermii). Nase vysledky, v rozporu s vysvétlenim Verhaegena, tedy ukazuji, Ze relativni
hyperkapnie béhem pH-stat rezimu oproti alpha-stat rezimu neptevysi vliv hypotermie na
nartist mozkové cévni rezistence.

Zajimavé by bylo studovat vliv hypotermie na vysledek testu autoregulace s indukci
hypertenze (napf. infuzi noradrenalinu). Pokud je adekvéatni reakci mozkovych arteriol na
hypertenzi vazokonstrikce, pak je mozné spekulovat, ze béhem hypotermie je prostor pro
dalsi vazokonstrikci omezen a odpovéd mozkové autoregulace na hypertenzi bude snizena.
pH-stat rezim oproti alfa-stat rezimu by mél pifitom odpovéd” mozkové autoregulace na
hypertenzi b&hem hypotermie spiSe potencovat nez oslabit. Z dostupnych studii byl
hypertenzni test autoregulace pro studium vlivu hypotermie pouzit pouze ve studii
Georgiadise (Georgiadis 2002). I pii pouziti alpha-stat rezimu vSak nebyl prokazan negativni
vliv stfedni hypotermie na mozkovou autoregulaci. Piivodnim zdmérem na$i studie bylo
pouzit hypotenzni i hypertenzni test autoregulace, pro rozvoj supraventrikularni tachykardie
pii aplikaci noradrenalinu béhem hypotermie vSak hypertenzni test proveden nebyl.

Béhem experimentu byl zvifatim podan pomérné vysoky objem krystaloidl, zejména
béhem indukce hypotermie. Vysoky pfijem tekutin by mohl zvySovat centralni Zilni tlak a
tudiz sniZovat perfuzni tlak mozku. Béhem THR testu vSak pifipadny vysoky centralni Zilni
tlak snizuje perfuzni tlak jak pied kompresi a. carotis, tak po uvolnéni komprese. THR pomér
Fvmean pfed kompresi a po kompresi by tedy nemél byt podstatné ovlivnén zménou
centralniho zilniho tlaku. Rozdil v THRR mezi normotermii a hypotermii tedy nemuze byt
jednoduse vysvétlen vysokym piijmem tekutin béhem ochlazovani zvitete.

Diskutabilni je, pro¢ THRR béhem normotermie nebyl statisticky vyznamné odlisny od
jedné, coz odpovida Spatné funkci autoregulace. Z dostupné literatury vyplyva, Ze metoda
TCD byla pro studium mozkove cirkulace u prasete pouzita pouze jednou (Bein 2006), nebyla
pfitom testovana mozkova autoregulace. Z této prace byly prevzaty ptiblizné technické
parametry nastaveni TCD sondy v¢etné umisténi na hlave, hloubky snimani i orientaéniho
uhlu zaméteni. Piesné nastaveni bylo upraveno u kazdého zvitete individualng. Detaily THR
testu u Clovéka byly studovany v dal§i studii (Cavill 1998), kde byla karotida zevné
komprimovana. Optimalnich vysledka testu autoregulace bylo dosazeno, pokud komprese
trvala alespont 10 sekund a rychlost toku béhem komprese klesla pod 60% rychlosti pied

kompresi. Tohoto pozadavku bylo v nasi studii vzdy dosazeno, doba komprese byla navic
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prodlouzena z 10 na 20 sekund. Je mozné uvazovat o negativnim vlivu anestezie, avsSak
vzhledem K nizkym davkam i druhu pouzitych anestetik je vliv anestezie nepravdépodobny.
V dostupné literatufe jsme nenalezli Zadnou studii posuzujici efekt ketaminu, midazolamu,
fentanylu ani pancuronia na mozkovou autoregulaci. Déle je mozné spekulovat, Ze nastup
autoregulace u prasete je pomalejsi nez u Clovéka a parametry THR testu postacujici u
¢lovéka nemuseji byt dostatecné u prasete. Konecné je ke zvazeni, zda ihned po uvolnéni
komprese karotidy skuteéné doslo k jejimu plnému otevieni do ptavodniho prusvitu nebo
parcialni zazeni karotidy nepietrvavalo jesté po uvolnéni zevni komprese. Jasné vysvétleni

pro vysledek THR testu pfi normotermii vSak nemame.
Zavér
Testovali jsme vliv stiedni hypotermie na mozkovou autoregulaci u prasete pomoci

modifikovaného THR testu. Neprokazali jsme ovlivnéni funkce mozkové autoregulace stiedni

hypotermii.

Studie byla podpotena Vyzkumnym zamérem MZO 00179906.
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Faktory ovliviiujici Transient hyperaemic response (THR) test
mozkové autoregulace

Uvod

Mozkové tlakova autoregulace je komplexni mechanizmus udrzujici konstantni prutok
krve mozkem pii zménach perfuzniho tlaku. K posouzeni funkce mozkové autoregulace je
dostupnych nékolik testii (Panerai 1998). Transient hyperaemic response (THR) test hodnoti
dynamickou 1 statickou sloZzku autoregulace, je snadno proveditelny, levny a nevyzaduje
farmakologickou intervenci. Spociva v méiéni vzestupu rychlosti toku v a. cerebri media
(MCA) ihned po uvolnéni prechodné komprese a. carotis interna (ICA). Komprese ICA snizi
pritok krve mozkem (zjm. stejnostranné€), na coz mozkovéa autoregulace reaguje dilataci
arteriol. Po uvolnéni komprese dojde k pfechodnému vzestupu rychlosti toku ve stejnostranné
MCA nad uroven pfed kompresi. Tento vzestup, hodnoceny jako THR pomér (THRR) —
pramérna rychlost toku v MCA béhem prvniho pulzu po uvolnéni komprese ICA dé€lend
primérnou rychlosti pfed kompresi (Obr. 1), je imérny mozkové autoregulaci (Giller 1991).
Existuje blizka korelace THRR a jinych statickych (Tibble 2001) i dynamickych (Moppett
2004) testi autoregulace. Cim vyssi je THRR, tim lépe autoregulace funguje, hodnota 1,0

odpovida neptitomnosti autoregulace

rychlost toku v MCA

komprese karotidy .
£as

Obr. 1 Rychlost toku v a. cerebri media béhem THR testu.

Motivaci pro nasi studii byly problematické vysledky THR testu v naSi ptedchozi
experimentalni studii, kde hodnoty THRR naznacovaly absenci autoregulace, pro coz
nemame dobré vysvétleni. Je otazkou, zda by né&jaké faktory, které piimo nesouvisi
s autoregulaci, mohly vést k nizkému THRR, naznacujicimu absenci autoregulace, ackoli by
autoregulace byla funkéni.

Dle nasi literarni reSerSe se dosud dvé studie zabyvaly technickym provedenim THR testu.
Byla testovana optimalni doba komprese ICA a minimalni nezbytny pokles pritoku v MCA

béhem komprese ICA (Cavill1998, Smielewski 1996). Bylo dosud publikovano nékolik
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teoretickych modelujicich studii vztahujicich se k THR testu (Mopett 2007, Czosnyka 1992,
Czosnyka 1997), avsak zadna z nich se nezabyvala otazkou vlivu faktorti nesouvisejicich
s autoregulaci. Vsechny tyto studie predpokladaji nekone¢né zrychleni krevniho toku
(nulovou setrvacnost).

V této teoretické studii jsme se pokusili zhodnotit vyznam nékolika faktort, které by
mohly ovlivnit THR test, ale nesouviseji pfimo s autoregulaci. Pracovné jsme je oznacili jako
,vnitini faktory. Jde o setrvacnost toku, rozméry ICA (délka, polomér), pruchodnost
Willisova okruhu (Wo) a asynchronizaci mezi uvolnénim komprese ICA a pulzacemi
arterialniho tlaku (,,fazovy posun®). Setrvacnost toku se projevuje skutecnost, zZe zrychleni

toku krve v ICA po uvolnéni komprese neni nekone¢né, maximum rychlosti toku tedy neni

dosazeno ihned po uvolnéni komprese

Metody

Pro analyzu téchto faktord jsme vytvofili matematicky model prvki ucastnicich se THR
testu a pfi riznych parametrech jsme modelovali pritoky krve v jednotlivych cévach a
vzestup rychlosti toku v MCA po uvolnéni komprese ICA. Vzhledem k interindividualng
odlisné prichodnosti Wo (Obr. 2A) jsme modelovali dvé extrémni situace — dokonale
prichodny (dWo) (Obr. 2B) a zcela izolovany Willistiv okruh (iwo) (Obr. 2C) — a porovnali

jsme rozdily vysledki mezi obéma variantami.

A B C

|
A
n

)

A}
1
1 1
1 \
) \

)

Obr. 2 A) Willisiiv okruh. B) Dokonale priuchodny Willisuv okruh, C)
Zcela izolovany Willistiv okruh.
Céarkované linie — aferentni arterie. PIné linie - eferentni arterie.

Hodnoty konstant a proménnych
Pouzité konstanty a proménné jsou uvedeny v tabulkdch 1 a 2. Jejich hodnoty byly
ziskany z ruznych zdroju (Krejza 2006, Yazici 2005, Hendrikse 2005, Tanaka 2006), ptipadné
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dopo¢itany z jinych znamych hodnot tak, aby odpovidaly b&znym hodnotdim u dospélého
¢loveka. Predpokladame, ze a) pratok krve mozkem je 750 ml/min., b) priutoky g;=0,=300
ml/min., 29,=150 ml/min. (Tanaka 2006) a c) vystupni tlak p, je identicky pro vSechny
odvodné cévy a je roven intrakranialnimu tlaku (Ursino 1997).

Tab. 1 Pouzité konstanty a koeficienty.

q pratok krve cévou

v rychlost toku krve v cévé

01 prutok krve v a. carotis interna

010  pocatecni prutok krve v a. carotis interna (v t=0)
g2  pratok krve v druhostranné a. carotis interna

020  pocatecni prutok krve v druhostranné a. carotis interna (v t=0)
Qv  pratok krve v a. vertebralis

g0  pocatecni prutok krve v a. vertebralis (v t=0)

Oa pritok krve v a. cerebri anterior

0.0 pocatecni prutok krve v a. cerebri anterior (v t=0)
Om  priatok krve v a. cerebri media

gm0 pocatecni priutok krve v a. cerebri media (v t=0)
(o prutok krve v a. cerebri posterior

o0 pocatecni pritok krve v a. cerebri posterior (v t=0)
R rezistence a. carotis interna

Ry  rezistence a. vertebralis

R. rezistence a. cerebri anterior

Rm  rezistence a. cerebri media

R,  rezistence a. cerebri posterior

L index setrva¢nosti a. carotis interna

L, index setrvacnosti a. vertebralis

L, index setrvacnosti a. cerebri anterior

Ly  index setrva¢nosti a. cerebri media

L,  index setrvacnosti a. cerebri posterior

Pi vstupni tlak (v aortalnim oblouku)

Po  Vvystupni tlak (tj. intrakraniélni tlak)

p tlak na urovni Willisova okruhu

Ps systolicky arterialni tlak

[oF diastolicky arterialni tlak

AP tlakovy gradient mezi zacatkem a koncem cévy
Cas

délka cevy

polomér cévy

plocha pti¢ného prifezu cévy

srde¢ni perioda

srde¢ni frekvence

podil casu od zacatku systoly do uvolnéni komprese a periody
hustota krve

hmotnost krve v cévé

sila ptisobici na krev v céve, zpusobujici zrychleni toku krve
volitelna konstanta

volitelnd konstanta

oo M3 6 0~ —~
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Tab. 2 Hodnoty konstant a po¢ate¢nich podminek.

Predpoklady modelu

Model je zalozen na piedpokladech, ze 1) cévy jsou rigidni, tj. zanedbavame zméeny

10
020
o0

0ml/s

8,04 ml/s

2,01 ml/s

1,21 ml/s

3,62 ml/s

1,21 ml/s
0ml/s

0ml/s

0ml/s

131,6 Pa.s/ml
526,3 Pa.s/ml
8,95 kPa.s/ml
2,98 kPa.s/ml
8,95 kPa.s/ml
1,27.10" kg/m*
3,54.107 kg/m*
2,98.10" kg/m*
2,55.10" kg/m*
2,98.10" kg/m*
1,32 kPa

15,8 kPa

10,5 kPa
25cm

2,5 mm

25cm

1,5 mm

6cm

0,8 mm

8cm

1 mm

6cm

0,8 mm

1000 kg/m?
100

2

pruméru cév béhem tlakovych pulzaci i jejich kapacitni vlastnosti, a 2) pramér cév se v jejich

prubéhu neméni (zména priméru cév nastava pouze pii jejich vétveni).
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Popis toku krve v izolované céve

Povazujme cévu za rigidni trubici délky | a poloméru r. Pfi ustaleném toku krve s konstantni

rychlosti plati

kde gq=v.S.

AP = Rq

Pokud vsak tok krve zrychluje, ¢ast tlakového gradientu se spotiebuje na zrychleni. Dle 2.

Newtonova zakona plati F=m.a. Ptitom F=A4P.S, m=p.S.| a a=dv/dt. Po dosazeni ziskame

vztah

ol dyg
S dt

AP =

Pokud je soucasné ptitomna ztrata tlaku podminéna vizkoznim odporem toku (rezistenci),

muzeme psat

AP =

ol dg
S dt

kde L=p.I/S je index setrvacnosti.

Dokonale priichodny Willisuv okruh

1
+Rq=L%+ﬁ'q
ar

Pti dWo mtizeme jeho rozméry povazovat za zanedbatelné oproti rozmérim piivodnych a

odvodnych cév a miZeme Wo ztotoznit sjednim bodem, do néhoZ pfichdzeji a z n¢hoz

odchazeji vSechny piivodné a odvodné cévy (Obr. 2B). Na obrazku 3 je zobrazen fyzicky a

analogicky elektricky model mozkové cirkulaci pfi dWo. Pokud tlak ve Wo oznacime p,

muzeme cely systém popsat soustavou rovnic

1
P —p= L& + Hqy
dt

dis

; —p=1L + Ryq.
I 1 T 12
lg,,
Pi—P= La't & + Ra'fjre-
dt
1 i
=P = -erE 1 + R:rfjr:r
dt
dq,.,
PP = L.lr.l— =+ RI,HEJI'J”

dt
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dg,,
=0 = L}.’.l?; + H;Jq_n

Vzhledem ke kontinuité toku musi platit
i1 - tf2 T 2q: = Zq:x T ZLFFH + qu

Rezistence Ra, Rm @ Rp jsou kombinované (sériové) rezistence vyvodné cévy a cévniho fecisté

perifern¢ za cévou.

Pi
ELLLE
—1 —
qa L-?I
SLLLR
FYYEY + —
| -
R - 5
! CTTEY
EEET 1 ‘J e ]_—_
by
E ql‘l1 LI'I1
¥ ™ EP '_I'-r'ij'-l
o e Y
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Obr. 3 Fyzicky a analogicky elektricky model mozkové cirkulace.
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Izolovany Willisitv okruh

Pokud je Wo zcela izolovany, mizeme mozkovou cirkulaci povazovat za 3 izolované
cirkulace, kde pfivodnymi cévami jsou a.carotis dx, a.carotis sin. a a. basilaris (dvojice aa.
vertebrales) (Obr. 2C). Pro potfeby modelovani THR testu pak sta¢i modelovat ¢ast cirkulace

s jednou piivodnou ICA a a.cerebri anterior a MCA jako odvodnymi arteriemi. Miizeme tedy

psat
diy
pi —p = L—+ Ry
dt
dg,,
P—ps = L:r_ + R:rff:r
dt
dq,.,
P—Ps = L.lr.l— + RI,HEJI'J”
dt
a vzhledem ke kontinuité toku
f,lr] — fJlrrr + f,lr.lr.l

Model pulzaci arterialniho tlaku

Ponévadz uvolnéni komprese nemusi nastat synchronné s narGistem arterialniho tlaku,
muze narust rychlosti toku po uvolnéni komprese nastat v dobé poklesu arterialniho tlaku.
Prvni maximum rychlosti (a THRR) pfitom bude falesné€ sniZeno. V modelu je ¢as 0 ¢asem
uvolnéni komprese. Casovy posun mezi uvolnénim komprese a zadatkem néartistu arterialniho
tlaku jsme pracovné oznadili jako ,,fazovy posun®. Jeho mirou je ¢ (=0 — 1), podil ¢asu od
zacatku nérlstu arterialniho tlaku do uvolnéni komprese ze srdecni periody.

V nasi studii jsme vstupni tlak pj, tj. tlak v oblouku aorty, modelovali pomoci 2 funkci:

systolickou ¢ast jako logaritmickou funkci

pi = pa+ Knfe(t + oT) + 1]

a diastolickou ¢ast jako klesajici exponencialni funkci

pi=A+ Betl0.28—t—pT)

kde

Ps — Pd

B = 1 — gd(0.25-T)
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A=p,— B

Pa — Pd

K = -
In(0.28c+ 1)

Délku systoly jsme zvolili jako 1/3 trvani srde¢ni periody pii frekvenci 70/min (tj. 0,28 s)
a povazovali jsme ji za konstantni. Se zménou frekvence se ménila pouze doba trvani

diastoly. Prab¢h tlaku p; je pii téchto parametrech zobrazen na Obr. 4.
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Obr. 4 Pulzace arterialniho tlaku.

Reseni modelu

Reseni sestaveného matematického modelu jsme provedli pomoci programu MATLAB v.
R2008a. Slo o feseni soustavy obyéejnych diferencialnich rovnic, které ziskame po eliminaci
proménné p z vyie uvedenych rovnic. Pouzili jsme funkci ode45 s parametry reltol 1073,
abstol 10, initialstep 10™°. Hodnoty po&ateénich podminkek jsou uvedeny v Tabulce 2.
Model jsme fesili za predpokladu absence mozkové autoregulace, tj. vSechny rezistence i
indexy setrvacnosti jsou v Case konstantni. Pfi absenci autoregulace je idedlni hodnota

THRR=1, ,,vnitini* faktory tuto idedlni hodnotu snizuji, tmérné svému vyznamu.

Hodnocené veliciny

Cilem modelu bylo zhodnotit efekt tfi faktort — zrychleni toku krve vICA (a
souvisejicich parametri — délka a polomér ICA), fazového posunu (a souvisejici srdecni
frekvence) a prichodnosti Wo. Pfi riznych parametrech jsme modelovali zavislosti THRR na

délce a poloméru ICA a na fadzovém posunu pro dokonaly i izolovany Willistv okruh.
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A) Posouzeni efektu zrychleni toku krve v ICA

Efekt zrychleni jsme posuzovali porovnanim dvojic zavislosti pti uvazovaném zrychleni a
neuvazovaném zrychleni. Pokud neuvazujeme existenci zrychleni, pak L=0 a priitok ve vSech
oddilech je vzdy ihned pfimo umérny aktualnim tlakovym gradientim.

Modelovali jsme zéavislosti THRR na délce a poloméru ICA, pro ¢=0 a ¢=0,5, pro
dokonaly i izolovany Wo, pfi uvazovaném i neuvazovaném zrychleni. Zavislosti byly
modelovéany pii frekvenci 70/min. Vlivy zmény délky a poloméru ICA na jeji rezistenci a

index setrvacnosti byly kalkulovany rovnicemi
R [ ( To ) .
R 1:. IF” I .i"'

L _ [ rron2
Lo Iy (T)
kde Lo a Ro jsou hodnoty pii lp a ro.

Déle jsme dopoditali ¢as do 1. maxima toku v MCA od uvolnéni komprese ICA pii ¢=0,5.
Protoze pti pti ¢=0,5 arteridlni tlak jiz klesa, 1. maximum toku v MCA nastava v piipad¢
neuvazovaného zrychleni ihned (t.j. pfi t=0). Naopak, ¢as pro zrychleni toku v ICA z nuly k
prvnimu maximu (pokud je zrychleni ve vypocétu uvazovano) mize byt chapan jako méfitko

efektu zrychleni.

B) Posouzeni efektu fazového posunu a srdecni frekvence
Modelovali jsme zavislosti THRR na fazovém posunu pii riznych srde¢nich frekvencich

pro dokonaly i izolovany Wo. Zavislosti byly modelovany pro r=0,25 cm a I1=25 cm.

C) Posouzeni efektu priichodnosti Wo

Hodnoty vypoctené pro izolovany a dokonaly Wo byly vzajemné porovnany.
Vysledky

Efekt zrychleni toku krve v ICA
Zavislosti THRR na délce a poloméru karotidy jsou zobrazeny na Obr. 5 a 6. Pro zadny
Z parametri nebyla nalezena podstatna zavislost ani podstatny rozdil mezi dWo a iWo. Byla

nalezena pouze marginalni zavislost mezi THRR a délkou ICA. Rovnéz rozdily mezi
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uvazovanym a neuvazovanym efektem zrychleni byly minimalni (nejvyssi rozdil v THRR je
mensi nez 0,05). Cas do prvniho maxima toku v MCA se pii ¢=0,5 pohybuje okolo 0,05 s pfi
uvazovaném zrychleni a 0 s pii neuvaZovaném zrychleni (Obr. 7). Cas okolo 0,05 s tedy
odpovida dob¢ zrychlovani toku krve v ICA po uvolnéni jeji komprese, je nepatrné delsi pro

iwo.

Efekt fazového posunu a srdecni frekvence

Zavislosti THRR na fazovém posunu pfi rtiznych srde¢nich frekvencich pro dWo 1 iWo
jsou zobrazeny na Obr. 8. Pro dWo i iWo byly nalezeny podstatné zavislosti. S rostoucim
fazovym posunem THRR Kles4, s rostouci frekvenci THRR roste. Pokles THRR s rostoucim

fazovym posunem je mirné vétsi pro iWo, kde THRR dosahuje hodnoty az 0,7.

Efekt priichodnosti Wo
V Tab. 3 jsou porovnany THRR mezi dWo a iWo, pro normalni parametry (frekvence
70/min, 1=25 cm, r=0,25cm) a rtzné fazové posuny. Je patrno, ze mezi dWo a i Wo se lisi

pouze THRR pro vyssi fazové posuny, rozdily jsou v§ak minimalni.
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Obr. 5 Zavislost THRR na délce a priaméru ICA pro ¢=0.
A) pWC, r=0,25 cm; B) iWC, r=0,25 cm; C) pWC, 1=25 cm; D)
IWC, I=25 cm. Céarkovana &ara — neuvazované zrychleni. PIna
¢ara - uvazované zrychleni.
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Obr. 6 Zavislost THRR na délce a priaméru ICA pro ¢=0,5.

A) dWC, r=0,25 cm; B) iWC, r=0,25 cm; C) dWC, I=25 cm; D)
IWC, 1=25 cm. Céarkovana &ara — neuvazované zrychleni. Plna ¢ara -
uvazované zrychleni.
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Obr. 7 Zavislost ¢asu do prvniho maxima rychlosti toku v MCA po

uvolnéni komprese ICA.
IWC, r=0,25 cm, ¢=0,5.
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Obr. 8 Zavislost THRR na fazovém posunu p¥i riznych srde¢nich

frekvencich.

A) dWC, 1=25 cm, r=0.25 cm; B) iWC, 1=25 cm, r=0.25 cm.

Tab. 3 Efekt priichodnosti Willisova okruhu.

—— 30/min
— — B0 /min
-~ 90/min
--— 120/min
—— 150 /min

0.z 04 0B 0.8 1
Fazowy posun

THRR
[0) pwWC iWC
0,0 1,00 1,00
0,2 1,00 1,00
0,4 0,92 0,90
0,6 0,80 0,78
0,8 0,77 0,70

Pouzity matematicky model vedl k nékolika zavérim: a) efekt zrychleni (setrvacnosti) a

souvisejicich parametrt (délky a poloméru ICA) je zanedbatelny; b) efekt ,,fazového posunu*

muze vyznamné snizovat THRR, coz muze zcela anulovat autoregulaci podminény nartst

THRR; c¢) prichodnost Wo vysledek THR testu prakticky neovliviiuje.
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Z praktického hlediska lze doporucit provadét THR test autoregulace nckolikrat a
z naméfenych hodnot THRR vybrat nejvyssi, ktera je pravdépodobné nejméné ovlivnéna
fazovym posunem. Provedeni pouze jednoho méfeni nese riziko ndhodného uvolnéni ICA
s vy$§im fazovym posunem, coz mize vyznamné ovlivnit vysledek THR testu. Re§enim mtize
byt téZ uziti az 2. maxima pulzaci v MCA pro vypoc¢et THRR, nikoli ,,netipIného* 1. maxima,
jak je obvykle uvadéno v literatufe. Prodluzuje se tim ovSem ¢as mezi uvolnénim komprese
ICA a uvazovanym (2.) maximem (o cca 1 sekundu pii srdeéni frekvenci 60/min.). Casova
konstanta mozkové autoregulace je, nicméné, piiblizn¢ 20 s (Ursino 1997, Aaslid 1989),
rezistence mozkovych arteriol se tedy mezi 1. a 2. maximem prakticky nezméni a pfipadné
prodlouzeni doby do odec¢tu THRR vysledek neovlivni.

Studie mé nékolik limitaci.

Cévy jsou povazovany za rigidni trubice, nikoli elastické elementy s Sifenim pulznich vin.
Pokud uvazujeme pulzni viny, pak ke zrychleni krve nedochazi soucasné v celé délce cévy
(jako je tomu v ptipadé¢ rigidni trubice), avSak pouze v Gseku pravé probihajici viny. Odtud
plynou dva dusledky — jednak Casové zpozdéni mezi uvolnénim karotidy a zrychlenim
v MCA, jednak sniZeni vyznamu zrychleni (setrva¢nosti). Casové zpozdéni mezi uvolnénim
karotidy a zrychlenim v MCA odpovida dobé $ifeni pulzni viny po ICA a Willisové okruhu.
Na vlastni narast rychlosti v MCA nema toto zpozdéni vliv. Snizeni vyznamu zrychleni
(setrvacnosti) je déano skuteCnosti, Ze tlakovy gradient podminujici zrychleni krve
Vv pfislusném useku ICA (kde pravé probiha vlna) piisobi pouze na sloupec krve v tomto
Useku, nikoli na sloupec v celé cévé. Pfi daném tlakovém gradientu (ktery je identicky
Vv piipad¢ rigidni 1 elastické ICA) je pfitom zrychleni neptimo umérné hmotnosti sloupce krve
V cévé (2. Newtonlv zdkon). Lokalni zrychleni v elastické cévé je tedy vySsi neZ zrychleni
sloupce krve v celé rigidni céve. Jestlize tedy pouzity zjednoduseny matematicky model vedl
k zavéru, ze efekt zrychleni (setrva¢nosti) je nevyznamny, model uvazujici pulzni viny by
k tomuto zavéru vedl tim spise.

Efekt priachodnosti Wo byl hodnocen porovnanim vysledkt z pouze dvou extrémnich
situaci — dWo a i Wo. V piipad€ iWo je rychlost toku v ICA i MCA pfi t=0 nulova. V ptipadé
dWo je pii t=0 nulova pouze rychlost toku v ICA. Krev v MCA pii t=0 teCe nenulovou
rychlosti, ale pomaleji nez pifed kompresi. Po urcité dobé od uvolnéni komprese ICA se toky
v ICA i MCA mezi iWo a dWo nelisi, ponévadz se nelisi ani metabolizmus mozkové tkan¢ a
oblasti zasobené piislusnymi eferentnimi arteriemi. Tok v MCA tedy musi zrychlit vice
v piipadé¢ iWo nez dWo, coz trva déle. Na§ model vSak ukazal, ze je tento Casovy rozdil
nepatrny (zhruba 0,05 s). Pokud se prichodnost Wo nachazi mezi dvéma extrémy (iWo a
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dWo), tok v MCA zrychluje z nenulové hodnoty, ale nizsi nez v piipadé dWo. Proto se doba
zrychlovani nachazi mezi 0 s a 0,05 s. Tato uvaha rozsifuje zavéry odvozené pro dvé extrémni
situace na Wo s libovolnou prichodnosti.

Pouzity model dale neuvazuje existenci extra-intrakranialnich arteridlnich anastomoz.
Nicméné jejich pfitomnost by neméla podstatny vliv na vysledek modelu. V ptipadé dWo by
se jejich vliv neuplatnil, protoze ,,anastoméza* cestou piivodnych cév do Wo (obchézejicich
komprimovanou ICA) jiz dokonalad je. Ponévadz pfevazna cast cévni rezistence mozku je
lokalizovana periferné od Wo (Tab. 2), dalsi anastomoza by pouze od¢erpala ¢ast krve tekouci
Jiz existujici ,,anastomozou, ale vyznamné by nezvysila celkovy piivod krve do mozku.
V ptipadné iWo by extra-intrakranialni anastoméza porusila ,,izolovanost™ a cévni situace by
se ocitla mezi dokonalou a izolovanou variantou Wo. Jestlize jsme vSak neshledali podstatny
rozdil mezi témito dvéma extrémnimi variantami, pak by ani existence extra-intrakranialni
anastomozy neznamenala podstatny rozdil.

Pti feSeni jsme neuvazovali mozkovou autoregulaci, tj. vSechny rezistence i indexy
setrva¢nosti jsme povazovali za konstantni. Ponévadz se mechanizmus autoregulace uplatiiuje
prevazné v oblasti rezistence periferné od vyvodnich cév (Paulson 1990), nema piitomnost ¢i
nepfitomnost autoregulace jiny vliv na chovani systému v oblasti velkych cév (tj. az po
vyvodné cévy Willisova okruhu), nez Ze ovlivituje nejvyssi hodnotu pratoku velkymi cévami.
PonévadZ Zadny z analyzovanych ,vnitinich® faktori (délka a polomér ICA, srdecni
frekvence, f4zovy posun) neni odvozen od parametri cév periferné od vyvodnych cév, nejsou
zavéry modelu ovlivnény pfitomnosti €1 nepfitomnosti autoregulace. Jestlize tedy efekt
"vnitinich" faktorti snizi THRR napt. o 0,2 a autoregulace zvySuje THRR o 0,4, pak THRR
pfi ptislusném THR testu vychézi 1,2, nikoli 1,4.

Kone¢né moznym faktorem ovliviiujicim THR test je nepredikovatelna doba obnoveni
normalniho prisvitu ICA po uvolnéni jeji komprese. V nasi studii pfedpokladame, Ze je tato

,reparace ICA okamzita.

Zavér

S pomoci matematického modelu THR testu jsme ukazali, Ze z ,,vnitinich* faktord THR
testu je podstatny pouze efekt fazového posunu, efekty zrychleni a prichodnosti Willisova
okruhu jsou zanedbatelné. Pii provadéni THR testu doporucujeme zmétit nékolik hodnot
THRR a pro hodnoceni autoregulace zvolit tu nejvyssi, ptipadné vyuzit druhého vrcholu

rychlosti toku v MCA po uvolnéni ICA komprese pro vypocet THRR.
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Studie byla podpotfena Vyzkumnym zdmérem MZO 00179906.
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Posouzeni mozkové mikrocirkulace in situ u mechanicky
ventilovanych kralika pomoci Sidestream dark-field (SDF)
zobrazeni

Uvod

Postupné piibyva dikazti naznaCujicich ucast mikrocirkulace v mnoha patologickych
stavech (Elberts and Ince 2006, Ellis 2005, den Uil 2008). Je dostupnych nékolik technologii
umoziujicich intravitalni zobrazeni mikrocirkulace. NejCastéji pouzivané jsou intravitalni
mikroskopie (IVM), orthogonal polarization spectral (OPS) zobrazeni, sidestream dark-field
(SDF) zobrazeni a laser Doppler flowmetry (De Backer and Dubois 2001). U SDF metody
(Ince 2005) zelené nepolarizované svétlo emitové prstencem diod umisténym okolo konce
svétlovodného kanalu piimo osvétluje tkan. Toto svétlo je opticky izolovano od svétla
vracejiciho se z tkané svétlovodnym kandlem, ¢imz je zabranéno odraziim svétla od povrchu
tkané. Protoze je zelené svétlo absorbovano hemoglobinem, cévy se jevi jako tmaveé struktury
na sv€tlém pozadi. SDF technologie poskytuje lepsSi rozliSeni a kontrast obrazii nez OPS
technologie (Goedhadt 2007). Valida¢ni studie ukazaly dobry souhlas mezi daty ziskanymi
pomoci OPS a SDF technologii a IVM (Cerny 2007).

Ackoli byla mikrocirkulace nékolika organi dikladné studovéana (den Uil 2008), pouze
omezeny pocet studii se zabyval mikrocirkulaci mozku.

Cilem nasi studie bylo posoudit kvalitu zobrazeni mozkové mikrocirkulace pomoci SDF
metody a zméfit zakladni parametry mozkové mikrocirkulace u mechanicky ventilovanych

kralikt. Ziskané vysledky jsme porovnali s vysledky jinych studii mozkové mikrocirkulace.

Materialy a metody

Experiment byl proveden se souhlasem Komise na ochranu zvifat proti tyrani Lékaiské
fakulty Univerzity Kralovy v Hradci Kralové, v souladu s legislativou Ceské republiky na
ochranu zvitfat. Do studie bylo zafazeno sedm samic kralikti (Bio-Test, Konarovice, Ceska
republika) o hmotnosti 3,0-4,0 kg. Zvitata byla chovana ve standardnich kotcich pfi teploté
21°C s 12 hodinovym cyklem svétlo/tma s neomezenym piijmem laboratorni stravy a vody.

Po tydenni aklimatizaci bylo zvife zafazeno do studie.
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Anestezie a chirurgicka priprava

Po no¢nim laénéni s neomezenym piistupem k vodé byli kralici uvedeni do anestezie
intramuskularni aplikaci ketaminu (50 mg/kg, Calypsol, Gedeon Richter Plc., Mad’arsko) a
xylazinu (4 mg/kg, Rometar, Bioveta, Ceska republika). Zvife bylo otodeno na hibet a
fixovano k operacnimu stolu. USni arterie a dvé marginalni Zzily byly zakanylovany
polyetylenovymi kanylami pro kontinualni monitoraci krevniho tlaku, analyzu arteridlnich
krevnich plynu a kontinudlni infuzi tekutin (fyziologicky roztok, 10 ml/kg/hod.), anestetik
(fentanyl 0,5 ug/kg/min. (Fentanyl-Janssen, Janssen Pharmaceutica N.V., Belgie), midazolam
33 pg/kg/min. (Dormicum, Roche, Praha, Ceska republika), propofol 0,1 mg/kg/min.
(Diprivan, AstraZeneca, Velka Britanie)) a svalovych relaxancii (pipecuronium bromid 0,6
mg/kg/hod., Arduan, Gedeon Richter Plc., Madarsko). Zvifatim byla provedena
tracheotomie, zavedena polyetylenova endotracheélni kanyla o priméru 3 mm incizi trachey a
byla zahajena mechanicka ventilace (Harvard Scientific ventilator, Boston, USA, ventila¢ni
parametry: dechovy objem = 8 ml/kg, PEEP = 0 cm H20, dechova frekvence = 30/min, FiO2
= 0,21). Adekvatnost ventilace (pCO, 4-6 kPa) byla ovéfena analyzou arterialnich krevnich
plynt. B€hem studie byly monitorovany stiedni arterialni tlak (MAP), srde¢ni frekvence a
rektalni teplota. Rektalni teplota byla udrzovana v rozmezi 38,5 — 39,5°C pomoci zahiivaci
ploténky.

Zvite bylo poté otoceno do pronacni polohy a prava temporo-parieto-okcipitalni oblast
hlavy byla oholena. Kiize a periost oholené oblasti lebky byly incidovany a odklopeny.
Okraje exponované oblasti, 0 rozmérech zhruba 1,5 cm x 1,5 cm, byly tvofeny stfedni ¢arou,
bazi pravého ucha, zevni okcipitalni protuberancii a pravym kaudalnim supraorbitalnim
vybéZzkem. V lebce byly vyvrtany tfi 3mm otvory a zbytky kosti byly odldmany pomoci
malého pednu. Rozméry vytvofeného kranidlniho okna byly pfiblizné 12 mm x 10 mm s
intaktni dura mater na spodin€. Krvaceni z diploe bylo zastaveno pomoci kostniho vosku.
Réna byla kryta tampony navlhéenymi sterilnim fyziologickym roztokem o teploté 37 °C. Po
kontrole krvaceni a 30-minutové stabiliza¢ni period¢ s vy$sim piijmem tekutin (20 ml/kg/hod
fyziologického roztoku) byla provedena incize dura mater, ¢imz byl odkryt temporoparietalni
povrch pravé mozkové hemisféry. SDF sonda byla ihned pfilozena k povrchu mozku a byla

zobrazena mikrocirkulace.

Sidestream dark-field zobrazovaci procedura
Pro minimalizaci tlakovych a pohybovych artefakti byla SDF sonda (MicroScan Video

Microscope, Microvision Medical, Inc., Amsterdam, Nizozemi) upevnéna ve specialné
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vyrobenem (Arrow International Czech Republic, a.s.) fixatoru s flexibilnim ramenem
umoznujicim mikropohyb SDF sondy v riznych osach a sou¢asné pevnou stabilizaci (Obr. 1).
Ve snaze maximaln¢ standardizovat SDF zobrazovani mikrocirkulace byl pouzit nasledujici
postup. Kdyz byla vybrana oblast k zobrazeni, SDF sonda byla umisténa ptiblizn¢ 0,5 mm
nad cilovou tkan pomoci flexibilniho ramene. Rameno bylo posléze zafixovano a sonda, kryta
plastovym pouzdrem, byla posunovana adaptérem pro mikropohyb. Jakmile doslo ke kontaktu
s povrchem mozku, byl obraz zaostien k ziskani ostrého a kontrastniho obrazu. Mista méfeni
na povrchu mozku byla vybrana ndhodné, jak umoznovaly anatomické podminky. Veskeré
exponované tkan¢, s vyjimkou tkané pravé kryté SDF sondou, byly intermitentné zvlhéovany
ad hoc kapkami sterilniho fyziologického roztoku o teploté¢ 37 °C. U kazdého zvifete byly
pofizeny zdznamy ze dvou riznych oblasti (poli) exponovaného povrchu mozku. Veskerd
SDF zobrazeni mikrocirkulace byla digitaln¢ zaznamenana a pozdé&ji analyzovana off-line. Po

ukonceni experimentu byla zvifata usmrcena pifedavkovanim chloridu draselného.

—

(1) Flexibilni rameno

.Y

(3) SDF sonda

11T

2

_/""E 3|
(2) Mikrometricky Sroub

(4) Cocka MicroScan —p
(5) Cilova tkan - ( =)

o ' —

Obr. 1 Schéma fixatoru SDF sondy.

(1) Flexibilni rameno umozZiujici horizontalni, vertikalni a rotacni
mikropohyb, (2) mikrometricky Sroub pohyb SDF sondy, (3) SDF
sonda, (4) konec SDF sondy se systémem cocek, (5) zobrazovanou
tkani.
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Off-line analyza

Pro ,,off-line* analyzu byly vybrany nejstabilnéj$i ostré a kontrastni videosekvence.
Celkové 6 sekvenci (3 sekvence pro kazdou oblast) v trvani 10 sekund bylo analyzovéano u
kazdého zvitete a jejich prumér byl pouzit pro nasledné vypocty. Konecné zvétSeni obrazu na
monitoru SDF pfistroje bylo 325x, skute¢né rozméry zobrazované¢ho pole byly 1280 um x
960 pum. Microcirkulaéni parametery byly méfeny pomoci softwaru AVA V3.0 (AMC,
University of Amsterdam, Nizozemi). Software je schopen automatické detekce cév a
kalkulace jejich parametri — praméru, délky, hustoty a dalSich dopoctenych parametra. Pokud

neni detekce cévy spravna, je mozna manualni korekce automatické detekce.

Analyzovany byly nasledujici parametry:

1. Celkova hustota malych nebo vSech cév, definovana jako celkova délka malych nebo vsech
cév uvnitf obrazu d&lena celkovou plochou obrazu, uvadéna v mm/mm? (De Backer
2007).

2. De Backeovo skore, uvadéné v um™, je kalkulovano jako podet priseciki cév s tiemi
horizontdlnimi a tfemi vertikdlnimi Carami stejné délky (nakreslenymi na obrazovce)
déleny celkovou délkou vsech 6 ¢ar (De Backer 2007).

3. Microvascular flow index (MFI), ktery je primérnou hodnotou 4 semikvantitativnich skore
(0 — neptitomny tok, 1 — intermitentni tok, 2 — kontinualni oblenény (pomaly) tok, 3 —
kontinudlni normdlni (rychly) mikrovaskularni tok) ve ctyfech kvadrantech obrazu,
subjektivné posuzovanych pozovatelem (De Backer 2007).

4. Délkou vazena distribuce polomérii cév, kde hodnota pro dané rozmezi primért vyjadiuje
procento celkové délky cév s priméry v piislusném rozmezi z celkové délky vSech cév v
obrazu, uvadéna v %.

5. Plochou vazena distribuce polomérii cév, kde hodnota pro dané rozmezi primeéra vyjadiuje
procento celkové plochy cév s priméry v piislusném rozmezi z celkové plochy vSech cév
v obrazu, uvadéna v %.

Malé cévy jsou definovany polomérem mensSim nez 25 pm. “Plocha cévy” je plocha v

projekci cévy do roviny SDF obrazu.

Statistické zpracovani

Statistické analyzy byly provedeny pomoci programu SIGMASTAT 2.0 (Jandel
Scientific, San Rafael, CA, USA). Normalita dat byla ovéfena Kolmogorovym - Smirnovym
testem. Popisné data jsou uvedena jako pramér + sttedni chyba praméru.
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Vysledky

Hlavni kardiovaskularni parametry byly béhem studie stabilni, s MAP 71+4 mmHg. S
pouzitim specidlniho fixacniho aparatu pro SDF sondu byly uspésné ziskany ostré, vysoce
kontrastni obrazy z povrchu mozku kralikd in situ pomoci SDF technologie. Morfologické
struktury mozkoveé mikrocirkulace byly zietelné identifikovany a bylo mozné provést
zékladni méteni mikrocirkulacnich parametrii. Typicky obraz potizeny SDF sondou je ukdzan
na Obr. 2. Celkové hustota malych cév byla 14,6+1,8 mm/mm?, celkova hustota viech cév
byla 17,9+1,7 mm/mm?, De Backerovo skére 12,0+1,6 um™ a microvascular flow index

3,0+0,0. Délkou a plochou vazené distribuce polomérii cév jsou zobrazeny na Obr. 3.

1.0

0.5

0 0.5 1.0 mm

Obr. 2 Typicky Sidestream dark-field (SDF) obraz mozkové
mikrocirkulace krélika.
Objektiv 5%, na obrazovce 325x, velikost zobrazené oblasti 1280 um

x 960 um. A — arteriola, V — venula, C — kapilara.
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Obr. 3 Délkou a plochou vazené distribuce cévnich praméri.
PIné sloupce - délkou vazené distribuce, prazdné sloupce - plochou
vazené distribuce. Hodnota pro dané rozmezi polomérti vyjadiuje procento
celkoveé délky/plochy cév s priméry v pfislusSném rozmezi z celkové

délky/plochy vSech cév v obrazu, uvadénd v %.

Diskuze

Studie potvrdila proveditelnost a ptesnost posouzeni mozkové mikrocirkulace kralika
pomoci SDF zobrazeni.

Tabulka 1 shrnuje hodnoty mikrocirkula¢nich parametri ziskané z nékolika studii, které
se zabyvaly intravitalni morfologii mozkové mikrocirkulace (Ben Mime 2005, Duebener
2001, Hudetz 1997a, Hudetz 1997b, Hudetz 1995, Kroppenstedt 2003, Pennings 2004,
Pennings 2006, Perez-Barcena 2009, Ristagno 2007, Ristagno 2009, Thomale 2001, Wan
2009). Rozlicné parametry byly méfeny rliznymi metodami u riznych zivocisnych druhi
(potkan, prase, ¢loveék). Dusledkem je pon€kud obtizné porovnani téchto tidaji. Intravitalni

zobrazeni mozkové mikrocirkulace kralika dosud publikovano nebylo.
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autor studie | Experim | metoda prameér rychlost jiné ukazatele
entalni cevy toku krve
objekt (nm) (mm/s)
BenMime prase IVM
2005
Duebener 2001 | prase IVM
Hudetz 1997 potkan IVM CO0,6
Hudetz 1995 potkan IVM C 1,47£0,58
Hudetz 1997 IVM C0,5-1,8
Kroppenstedt | potkan OPS | Al15,vV24 | V05 A4
2003
Thomale 2001 | potkan OPS | A19,1+2,7 | V 0,68+0,08
V 22,2+1,4
Pennings 2004 | clovek OPS A 53+39
V 51+48
Pennings 2006 | c¢lovek OPS A 53%39 Funkéni C hustota
V 51+48 30,0+0,5, MFI 3
Ristagno 2007 prase OPS Pocet perfund. C 15,
MFI 3
Ristagno 2009 prase OPS Pocet perfund. C 15,
MFI 3
Wan 2009 potkan SDF Procento perfund.
cev 98
MFI 3
DeBacker score 5,0
Pérez-Barcena | clovek SDF distribuce

2009

Tab. 1 Souhrn hodnot mikrocirkula¢nich parametri z nékolika studii

zabyvajicich se intravitalni morfologii mozkové mikrocirkulace.

A —arterioly, V — venuly, C— kapilary, IVM — intravitalni

mikroskopie, OPS — orthogonal polarization spectral zobrazeni, SDF -

sidestream dark-field zobrazeni, MFI — microvascular flow index.
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V na8i studii jsme vySetfovali cévy do pruméru arteriol (a venul) a mensi, ale
nerozliSovali jsme mezi arteriolami a venulami. Ackoli viditelny tok erytrocyti v SDF
zaznamu umoznuje rozliSeni mezi arteriolami a venulami, neni snadné urcit hranici mezi
kapilarami a arteriolami ¢i venulami. Pokud jsou tyto typy mikrocév definovany rozmezim
primeért, pak ,,pramér arteriol a venul, jak je uveden ve studiich v Tabulce 1, je vazenym
prumérem rozmezi pramért. Namisto konkrétniho “priméru” proto uvadime distribuci
praméru cév vazenou podle délky nebo plochy odpovidajicich cévnich segmenti na SDF
obrazu. Toto poskytuje detailnéjsi a uplnéjsi popis praméri cév v mikrocirkulaci. Vazeny
pramér libovolného rozmezi praméri cév muize byt dopocten. Napiiklad dopocteny délkou
vazeny pramér vSech cév (arteriol i venul) o praméru vétsim nez 10 um je 30,0 um, ¢imz
spada mezi literarni hodnoty pro potkana (15 a 24 um pro arterioly a venuly - Kroppenstedt
2003) a ¢loveéka (53 a 51 um pro arterioly a venuly - Pennings 2004).

Pouze ve studii Péreze-Barceny (Pérez-Barcena 2009) jsou uvedeny distribuce cévnich
priméra (u mozkové mikrocirkulace ¢lovéka). Po Gpraveé hranic distribu¢nich tfid (Tab. 2) je
zjevnad podobnost uvedenych a nami neméfenych distribuci. Ackoli byly Zivoé¢isné druhy
(Clovek vs. kralik) odlisné, relativni distribuce priméra cév jsou téméf stejné, coZ naznacuje,

ze je architektura mozkové mikrocirkulace podobna.

Primér cévy Procento z celkové délky cév
Pérez-Barcena 2009 Nase studie
0-20 um 77,9 81,6
20-40 pm 12,3 10,4
40-60 pm 6,7 5,7
nad 60 um 3,1 2,9

Tab. 2 Porovnani distribuce délkou vaZenych pruméra v nasi studii a ve

studii Péreze-Barceny.

Ponévadz jsme neindexovali vSechny cévy viditelné na SDF obrazu Boermovymi indexy
(De Backer 2007), nemtzeme urcit hustotu perfundovanych cév (resp. funkéni hustotu) a
procento perfundovanych cév, jak bylo navrzeno v konsenzualni konferenci (De Backer
2007). Jako ptiblizné¢ nahradni parametry mizeme kombinovat hustotu vSech (pfipadné jen

malych) cév a microvascular flow index (MFI). Protoze byl MFI 3,0 ve vSech méfenich,
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indexovani vSech individudlnich cév by vedlo k hustoté perfundovanych cév blizici se hustote
vSech cév. Ve studii Penningse (Pennings 2006) u ¢loveka byla funkéni kapilarni hustota,
odpovidajici hustoté malych cév v na$i studii, 30+5 mm/mm?, oproti 14,6+1,8 mm/mm? v
nasi studii. Ponékud vyssi hodnota pro mozkovou povrchovou mikrocirkulaci ¢lovéka (nez
krélika) neni v rozporu s intuitivnim ocekavanim.

Kazdy zdznam mikrocirkulace trval zhruba 10 sekund. V pfipravné fazi experimentu jsme
pofizovali i zaznamy del$i nez 60 sekund, avSak nezjistili jsme zadné podstatné rozdily v
Case. Povazujeme proto pozorovani po dobu 10 sekund za postaCujici. Takto dlouha
pozorovani jsou uvadéna i v jinych pracich uzivajicich stejnou technologii.

Kréalik byl zvolen jako experimentalni druh diky optiméalnimu kompromisu mezi
rozmérem hlavy zvifete a velikosti SDF sondy. Hlava (a tedy 1 mozek) menSich zvifat, napf.
potkanii, ma rozméry podobné SDF sondé, z cehoZz plyne potieba relativné rozsahlé
kraniotomie se soub&znymi technickymi obtizemi (zjm. kvaceni z diploe pfi kraniotomii).
jak je doporuceno konsenzualni konferenci (De Backer 2007), ponévadZ by konec SDF sondy
velikosti tésn€¢ odpovidal kraniotomii. Na druhou stranu vét§i zvife, napt. prase, zvySuje
naklady na experiment, aniz by vét§i rozméry zvifete pifinaSely jinou podstatou vyhodu.
Povazujeme proto kralika za ideélni zvife pro studium mozkové mikrocirkulace pomoci SDF
technologie.

Studie mé nékolik limitaci.

Tlakové artefakty pii kontaktu s SDF sondou jsou spole¢nym problémem vSech
kontaktnich metod (Lindert 2002). Pouzivali jsme velmi opatrnou techniku SDF zdznamu,
jak je uvedeno v metodické €asti, ve snaze minimalizovat tento typ artefaktu. Jednou z vyhod
SDF zobrazeni (oproti OPS zobrazeni) je fixni (nehybna) pozice konce SDF sondy pfi
zaostfovani (Goedhadt 2007).

Boény pohyb tkané je dalsi obecnou limitaci SDF metody, interferujici zejména s
méfenim rychlosti toku. V nasi studii jsme SDF sondu fixovali ve specialné konstruovaném
fixdtoru umoznujicim mikropohyb, ale omezujicim bo¢ny pohyb sondy. Vyhodou
zobrazovani povrchu mozku je pomérné stabilni pozice tkan¢ v hlavé, coz dale omezuje
bocny pohyb béhem zobrazeni.

Artefakty jsou rovnéZz navozeny punkci dura a arachnoidea mater. Ve studii Thomala
(Thomale 2001) provedeneé na potkanech nebyla dura mater otvirdna, SDF zdznam byl
pofizen transdurdlné. V pfipad¢ kralikli pfitomnost dura mater podstatné zhorSuje vizualni

ostrost obrazu povrchové mikrocirkulace a prakticky znemoziuje transdurdlni SDF
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zobrazovani, nejspiSe diky $ir§i dura mater i SirSimu subarachnoidalnimu prostoru nez u
potkani. Po otevieni arachnoidey byl mozek intermitentné zvlhcovan fyziologickym
roztokem o teplot¢ 37 °C béhem celého experimentu. Nepiiznivé dusledky takoveho
zvlh¢ovani, jako mnapi. odstranéni pfirozeného mozkomisniho moku, na mozkové

mikrocirkula¢ni parametry nemtizeme zcela vyloucit.

Zavér

Potvrdili jsme proveditelnost a piesnost posouzeni mozkové mikrocirkulace kralika
pomoci SDF zobrazeni a zméfili jsme zakladni mikrocirkulacni parametry, které jsou
srovnatelné s méfenimi jinych autord. Vysledky mohou byt pouzity jako reference pro
budouci studie mozkové mikrocirkulace na krali¢im modelu. Metoda SDF zobrazeni se zda
byt pouZzitelnd v animalnich studiich ¢i béhem operace u lidi. Poskytuje jedine¢nou moznost

studovat mozkovou mikrocirkulaci za riznych experimentalnich a klinickych podminek.

Studie byla podpotfena Vyzkumnym zédmérem MZO 00179906
Dékujeme spole¢nosti Arrow International Czech Republic za konstrukci specialniho fixatoru
SDF sondy.

SITINA, M., et al. In situ assessment of the brain microcirculation in mechanically-ventilated
rabbits using sidestream dark-field (SDF) imaging. Physiological Research. January 2011,
vol. 60, No. 1, s. 75-81.
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Zachovana mikrocirkulace mozku v ¢asném stadiu
endotoxémie u mechanicky ventilovanych kraliki

Uvod

Existuje rozsahlad evidence dulezité role mikrocirkulace v patogenezi sepse (Den Uil
2008, Elberts 2006, Ellis 2005). Role mikrocirkula¢ni dysfunkce je rovnéz zvazovana v
patogenezi septické encefalopatie, avSak dikazy jsou méné¢ jasné (Ebersoldt 2007,
Papadopoulos 2000, Sharshar 2006, Pytel 2007). Encefalopatie je Casto popisovadna jako
Casny priznak sepse, ktery predchdzi dal§im klinickym ptiznakim (Papadopoulos 2000).
V databdzi PubMed jsme vsak nenalezli Zadnou studii zabyvajici se intravitdlnim zobrazenim
mozkové mikrocirkulace v ¢asném stadiu sepse ¢i endotoxémie.

Cilem nasi studie bylo vysetfit zmény v povrchové (pidlni) mozkové mikrocirkulaci po
podani endotoxinu u kralikd. Testovanou hypotézou je signifikantni alterace mozkové

mikrocirkulace v ¢asném stadiu sepse indukované aplikaci endotoxinu.
Materialy a metody

Priprava zvirete

Po no¢nim laénéni s neomezenym piistupem k vodé byli kralici uvedeni do anestezie
intramuskularni aplikaci ketaminu (50 mg/kg, Calypsol, Gedeon Richter Plc., Mad’arsko) a
xylazinu (4 mg/kg, Rometar, Bioveta, Ceska republika). Zvife bylo otodeno na hibet a
pfipevnéno k opera¢nimu stolu. USni arterie a dvé marginalni Zily byly zakanylovany
polyethylenovymi kanylami pro kontinualni monitoraci krevniho tlaku, analyzu arterialnich
krevnich plynti a kontinualni infuzi tekutin (fyziologicky roztok, 10 ml/kg/hod.), anestetik
(fentanyl 0,5 ug/kg/min. - Fentanyl-Janssen, Janssen Pharmaceutica N.V., Belgie, midazolam
33 pg/kg/min. - Dormicum, Roche, Praha, Ceskd republika, propofol 0,1 mg/kg/min.
Diprivan, AstraZeneca, Velkd Britanie) a svalovych relaxancii (pipecuronium bromid 0,6
mg/kg/hod, Arduan, Gedeon Richter Plc., Mad’arsko). Zvifatim byla provedena tracheotomie,
zavedena polyetylenova endotrachealni kanyla o priméru 3 mm incizi v trachee a byla
zahajena mechanicka ventilace (Harvard Scientific ventilator, Boston, USA, ventilacni
parametry: dechovy objem = 8 ml/kg, PEEP = 0 cm H20, dechova frekvence = 30/min., FiO2
= 0,21). Adekvétnost ventilace (pCO, 4-6 kPa) byla ovéfena analyzou arterialnich krevnich

plyni. Béhem studie byly monitorovany stfedni arterialni tlak (MAP), srde¢ni frekvence a
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rektalni teplota. Rektalni teplota byla udrzovana v rozmezi 38,5 — 39,5°C pomoci zahiivaci
ploténky.

Zvite bylo poté otoceno do prona¢ni polohy a prava temporo-parieto-okcipitalni oblast
hlavy byla oholena. Kiize a periost oholené oblasti lebky byly incidovany a odklopeny.
Okraje exponované oblasti, o rozmérech zhruba 1,5 cm x 1,5 cm, byly tvofeny stiedni ¢arou,
bazi pravého ucha, zevni okcipitalni protuberancii a pravym kaudalnim supraorbitalnim
vybézkem. V lebce byly vyvrtany tfi 3 mm otvory a zbytky kosti byly odldmany pomoci
malého peanu. Rozméry vytvoieného kranialniho okna byly pfiblizn¢ 12 mm x 10 mm, s
intaktni dura mater na spodiné. Krvaceni z diploe bylo zastaveno pomoci kostniho vosku.
Rény byla kryta tampony navlhéenymi sterilnim fyziologickym roztokem o teploté 37 °C. Po
kontrole krvéceni a 30-minutové stabilizaéni periodé s vy$§im piijmem tekutin (20 ml/kg/hod.
fyziologického roztoku) byla opatrné provedena incize dura mater, ¢imz byl odkryt
temporoparietalni povrch pravé mozkové hemisféry pro vizualizaci pidlni mozkové

mikrocirkulace.

Experimentalni protokol

Kralici byli nahodné rozdé€leni do dvou skupin - ,.endotoxemicka“ a kontrolni.
Endotoxemické skupiné byl navozen endotoxinovy Sok 30-minutovou intravendzni infuzi 2
mg/kg endotoxinu (lipopolysacharid z E. coli 055:B5, L4005, Sigma-Aldrich) ziedéného ve
20 ml fyziologického roztoku. Kontrolni skupiné bylo podano 20 ml fyziologického roztoku
30-minutovou intravendzni infuzi. Pokud bylo nutno, MAP byl udrzovan na hodnoté 70+5
mmHg titraci infuze s noradrenalinem (1 mg noradrenalinu ve 20 ml fyziologického roztoku).
Zadné daldi tekutiny, vyjma kontinudlni infuze fyziologického roztoku (10 ml/kg/hod.),
nebyly béhem zbytku experimentu poddny. Zaznam mozkové mikrocirkulace byl pofizen
vstupné (pifed podanim endotoxinu nebo fyziologického roztoku) a 90 minut poté (t.j. 60
minut po podani endotoxinu nebo fyziologického roztoku). Po ukonceni experimentu byla

zvifata usmrcena vVysokou davkou chloridu draselného.

Sidestream dark-field zobrazovaci procedura

Mikrocirkulace byla zobrazena Sidestream dark-field (SDF) technologii (Cerny 2007,
Goedhart 2007). Pro minimalizaci tlakovych a pohybovych artefakti byla SDF sonda
(MicroScan Video Microscope, Microvision Medical, Inc., Amsterdam, Nizozemi) upevnéna
ve specialné vyrobeném (Arrow International Czech Republic, a.s.) fixatoru s flexibilnim

ramenem umoziujicim mikropohyb SDF sondy v riznych osdch a soucasné pevnou
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stabilizaci. Ve snaze maximalné standardizovat SDF zobrazovani mikrocirkulace byl pouzit
nasledujici postup. Kdyz byla vybrana oblast k zobrazeni, SDF sonda byla umisténa ptiblizné
0,5 mm nad cilovou tkan pomoci flexibilniho ramene. Rameno bylo posléze zafixovano a
sonda, krytd plastovym pouzdrem, byla posunovana adaptérem pro mikropohyb. Jakmile
doslo ke kontaktu s povrchem mozku, zaostfovacim prstencem byl obraz zaostfen k ziskani
ostrého a kontrastniho obrazu. Mista zajmu na povrchu mozku byla vybrana nahodné, jak
umoznovaly anatomické podminky. Veskeré exponované tkan¢, s vyjimkou tkané praveé kryté
SDF sondou, byla kontinualn¢ zvlhéovany fyziologickym roztokem o teploté 37 °C. U
kazdého zvitete byly pofizeny zdznamy ze dvou riznych oblasti (poli) exponovaného povrchu
mozku. Veskerda SDF zobrazeni mikrocirkulace byla digitdln¢ zaznamendna a pozd&ji

analyzovana ,,off-line*.

Off-line analyza

Pro ,,off-line* analyzu byly vybrany nejstabilnéj$i ostré a kontrastni videosekvence.
Celkové 6 sekvenci (3 sekvence pro kazdou oblast) v trvani 10 sekund bylo analyzovédno u
kazdého zvifete a jejich primér byl pouzit pro nésledné vypocty. Kone¢né zvétSeni obrazu na
monitoru SDF pfistroje bylo 325x, skute€né rozméry zobrazovaného pole byly 1280 um x
960 pum. Microcirkulaéni parametry byly méfeny pomoci softwaru AVA V3.0 (AMC,
University of Amsterdam, Nizozemi). Software je schopen automatické detekce cév a
kalkulace jejich parametrt — priiméru, délky, hustoty a dalSich dopoctenych parametrii. Pokud

neni detekce cévy spravnd, manudlni korekce automatické detekce je mozna.

Analyzovany byly nasledujici parametry (De Backer 2007):

1. Celkové hustota malych nebo vSech cév, definovana jako celkova délka malych nebo vSech
cév uvniti obrazu délena celkovou plochou obrazu, uvadéna v mm/m m? .

2. De Backerovo skoére, uvadéné v um™, je kalkulovano jako podet prisecikil cév s tiemi
horizontdlnimi a tfemi vertikalnimi Carami stejné délky (nakreslenymi na obrazovce)
déleny celkovou délkou vSech 6 Car.

3. Microvascular flow index (MFI), ktery je primérnou hodnotou 4 semikvantitativnich skore
(0 — neptitomny tok, 1 — intermitentni tok, 2 — kontinualni oblenény (pomaly) tok, 3 —
kontinudlni normdlni (rychly) mikrovaskularni tok) ve ctyfech kvadrantech obrazu,
subjektivné posuzovanych pozovatelem.

Malé cévy jsou definovany polomérem mensim nez 25 um.
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Statisticke zpracovani

Statistické analyzy byly provedeny pomoci programu SIGMASTAT 2.0 (Jandel
Scientific, San Rafael, CA, USA). Normalita dat byla ovéfena Kolmogorovym - Smirnovym
testem. Popisna data jsou uvedena jako primeér + sttedni chyba praméru. Porovnani dat pred a
po aplikaci endotoxinu nebo fyziologického roztoku bylo provedeno pomoci parového T-testu
a porovnani dat mezi endotoxemickou a kontrolni skupinou bylo provedeno pomoci

neparoveho T-testu. Hladina vyznamnosti byla zvolena 0,05.

Vysledky

Celkem bylo 5 kralika zafazeno do endotoxemicke skupiny a 5 do kontrolni skupiny. 1
kralik kontrolni skupiny zemiel béhem chirurgickych vykont. Tabulka 1 porovnava nékolik
hemodynamickych, respiracnich a fyzickych parametri obou skupin. Po poddni endotoxinu
doslo k signifikantnimu narastu davky noradrenalinu a srdeéni frekvence. Zadné dalsi
parametry se signifikantné nelisily.

Nebyly zjistény signifikantni rozdily v Zadném z méfenych parametri mozkové

mikrocirkulace, jak je uvedeno v Tabulce 2. MFI byl 3,0 ve vSech mé&fenich u vSech zvitat.

Typicky obraz potizeny SDF sondou je ukazén na Obr. 1.

Podani Parametry Endotoxemicka Kontrolni skupina
skupina
Hmotnost (kg) 34+0,1 3,4+0,2
PFijem tekutin (ml/kg) 709+2,0 65,2+ 0,9
MAP (mmHg) 74,0+ 2,0 69,6+ 1,8
pred Srdeéni frekvence (min™) 215,0 + 7,2* 200,5+ 19,1
endotoxinem/ |\, radrenalin (ug/kg/min.) 0,3+0,1" 0,2+0,1
fyziologickym 0O, (kPa) 81+08 99+09
roztokem
pCO; (kPa) 52+0,5 44+04
MAP (mmHg) 774+£272 778+7,0
60 minutpo | 5yqeeni frekvence (min™) 242,0 +3,7** 220,5+5,9"
endotoxinu/- | \oradrenalin (ug/kg/min.) 0,6 +0,2°" 0,1+0,1"
fyziologickém pO; (kPa) 9,1+0,8 8,7+0,8
roztoku
pCO, (kPa) 51+0,5 55+0,7

Tab. 1 Hemodynamické, respiraéni a fyzické parametry pied a po podani

endotoxinu nebo fyziologického roztoku.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM.

Pozn. Piijjem tekutin je celkovy pifijem vSech tekutin béhem celého
experimentu. MAP — stiedni arterialni tlak. pO, — parcialni tlak kysliku v
arterialni krvi. pCO;, — parcialni tlak oxidu uhli¢itého v arterialni krvi.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM

*trend k vyznamnému rozdilu v srde¢ni frekvenci pfed a po podani
endotoxinu (p=0,06), *vyznamny rozdil v davce noradrenalinu pfed a po
podani endotoxinu (p=0,04), *vyznamny rozdil v srde¢ni frekvenci mezi
endotoxemickou a kontrolni skupinou po podani endotoxinu/fyziologického
roztoku (p=0,01), "trend k vyznamnému rozdilu v davce noradrenalinu mezi
endotoxemickou a kontrolni skupinou po podani endotoxinu/fyziologického
roztoku (p=0,09).

Podani Parametry Endotoxemicka skupina | Kontrolni skupina
pred SVD (mm/mm?) 12,0 +1,2 12,8 +1,8
endotoxinem/ | TVD (mm/mm?) 159 £1,1 16,5 £1,7
fyziologickym | DBS (mm™) 10,9 £0,6 10,5 £1,2
roztokem
60 minutpo | SVD (mm/mm°) 14,7 £ 1,4 14,5 £1,0
endotoxinu/ | TVD (mm/mm?) 18,1 £1,0 17,4 1,1
fyziologickém | DBS (mm™) 11,9 £1,6 10,6 +0,9
roztoku

Tab. 2 Parametry mozkové mikrocirkulace pi‘ed a po podani endotoxinu
nebo fyziologického roztoku.

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér = SEM. SVD — hustota malych cév,
TVD - hustota vSech cév, DBS — De Backerovo skore.
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Obr. 1 Typicky obraz mozkové mikrocirkulace kralika ziskany Sidestream
dark-field (SDF) technologii.
Objektiv 5x, na obrazovce 325x, velikost zobrazovaného pole 1280 pum x
960 um. A —arteriola, V — venula, C — kapilara.

Diskuze

Ve studii nebyla zjisténa signifikantni alterace mozkové mikrocirkulace kralika
zobrazené SDF technologii v ¢asném stadiu endotoxinového Soku. Vysledek naznacuje, ze v
casnych stadiich endotoxinového Soku je mozkova mikrocirkulace zachovana, podobné jako u
kardiogenniho a hemoragického Soku (Wan 2009 a 2010). V takovém piipadé by patogeneze
septické encefalopatie, pfinejmensim v Casném stadiu, zahrnovala jiné mechanizmy, nez
alteraci mozkové mikrocirkulace. Vzhledem k vyrazné komplexnosti dosud popsanych
mechanizmil septické encefalopatie je takova predstava dobie piijatelnd (Papadopoulos 2000).

Mozn4 jsou vsak i alternativni vysvétleni nasich vysledkd.

Endotoxinovy Sok byl navozen uspésné, pro coz sveéd¢i nardst davky noradrenalinu a
srde¢ni frekvence po podani endotoxinu. Davka endotoxinu a vyplyvajici intenzita Soku vsak
nemusely nabyt dostate¢né intenzity, aby vedly k detekovatelnym zménam mozkové

mikrocirkulace.
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Rychlé podéni vysoké davky endotoxinu téz neni zcela realistickym modelem septického
Soku, jak se obvykle projevuje v klinické praxi, kde je progrese sepse obvykle pomalejsi, je
pfitomen infekéni fokus a cytokinové spektrum je odlisné (Schultz 2002).
Makrohemodynamické cirkulacni selhani s rychlym rozvojem zavazné hypotenze, spise nez
progresivni alterace mikrocirkulace, je charakteristické pro takovy model (Schultz 2002,
Dyson 2009).

Konecné Cas nezbytny pro rozvoj alterace mozkové mikrocirkulace mize byt del$i nez
trvani naseho experimentu. Ve studii Nakajimy (Nakajima 2006) vSak byla zjisténa
signifikantni alterace mikrocirkulace stievni mukozy jiz 60 minut po podani endotoxinu.
RovnéZ nékteré cytokiny (napt. TNF-a, IL-6) dosahuji vrcholovych hodnot mezi 60. a 120.
minutou po podani endotoxinu (Boogaard 2010, Carlsson 2009). Je mozné spekulovat, Ze
doba do rozvoje alterace mozkové mikrocirkulace mize byt delsi nez u jinych organt,
vzhledem k “ochrang" pted plisobenim endotoxinu cestou hematoencefalické bariéry
(Papadopoulos 2000). Na druhou stranu zhors$eni vztahu pratoku a metabolizmu mozku (flow-
metabolism coupling) bylo popsano jiz ve velmi Casném stadiu zavazné endotoxémie
(Rosengarten 2007). Takové zhorSeni v§ak mize byt Cist¢ funkéniho pivodu a nemusi byt
dusledkem morfologické alterace mozkové mikrocirkulace, kterd zejména je metodou SDF
studovéna.

I jiné faktory mohou limitovat naSe vysledky.

Pocet zafazenych zvifat byl pomérné nizky. Nicméne rozdily ve stfednich hodnotach
parametri mozkové mikrocirkulace (Tabulka 2) byly minimalni, MFI byl spolehlivé 3,0 ve
v§ech méfenich u vSech zvifat a subjektivné jsme béhem ,,0ff-line analyzy nepostiehli zadné
rozdily €1 trendy mezi endotoxemickou a kontrolni skupinou. Na druhou stranu
makrohemodynamicka alterace byla signifikantni 1 pfes maly rozsah souboru. Véfime proto,
Ze pozorovana absence alterace mozkové mikrocirkulace odpovida jeji skutecné absenci a
zvétSeni rozsahu souboru by vysledky neovlivnilo.

Snazili jsme se vyloucit efekt hypotenze samotné, rozvijejici se béhem progrese Soku,
titraci noradrenalinu na predefinovanou hodnotu stfedniho arterialniho tlaku. Nemizeme vsak
vylouéit pfipadny negativni efekt poddvané¢ho noradrenalinu, ackoli jeho davka nebyla
vysoka.

Urc¢itou technickou limitaci, ktera komplikuje detekci drobnych zmén v mikrocirkulaci, je
maly rozmér kraniotomie poskytujici pouze omezeny pocet riznych poli (Casto pouze dve)
dostupnych pro konec SDF sondy. Podle doporuceni pro SDF ¢i OPS zobrazovani by mély
byt zobrazeny a proméfeny nejméné tfi razné oblasti tkané pro adekvatni zachyceni
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heterogenity mikrocirkulace (Papadopoulos 2000). To bylo v nasem experimentalnim
usporddani vétSinou nemozné, protoze provedeni vétsi kraniotomie je komplikované a
nebezpecné.

Studie je rovnéz predmétem vSech obecnych limitaci SDF metody a dalSich kontaktnich
metoda, jako jsou tlakové artefakty, bocny pohyb tkané apod., popsané v detailech jinde
(Lindert 2002). Pouzivali jsme velmi opatrnou techniku SDF zaznamu, jak je uvedeno v
metodické Casti, ve snaze minimalizovat tlakové artefakty. Bo¢ny pohyb tkané je limitaci
zvlasté pii métfeni rychlosti toku, netyka se tedy nasi studie. Vyhodou zobrazovani povrchu
mozku je pomérné stabilni pozice tkan¢ v hlavé, coz dale omezuje bocny pohyb béhem
zobrazeni.

Artefakty jsou rovnéz navozeny punkci dura a arachnoidea mater. Ve studii Thomala
(Thomale 2001) provedené na potkanech nebyla dura mater otvirdna, SDF zaznam byl
potizen transduralné. V piipad¢ kralikti pfitomnost dury mater podstatn¢ zhorSuje vizualni
ostrost obrazu povrchové mikrocirkulace a prakticky znemoziuje transdurdlni SDF
zobrazovani. Po otevieni arachnoidey byl povrch mozku zvlhéovén fyziologickym roztokem
o télesné teploté b&hem celého experimentu. Neptiznivé disledky takového zvlhcovani, jako
napf. odstranéni pfirozeného mozkomiSniho moku, na mozkové mikrocirkulaéni parametry
nemuzeme zcela vyloucit. Prvni zdznam mikrocirkulace byl v§ak potfizen velmi zahy po incizi
dury mater, dfive, neZ se mohly nezaddouci efekty zvlhcovani projevit. A v kontrolni skupiné
nebyl patrny rozdil mezi zdznamy na zacatku a na konci experimentu. Nezadouci efekty

zvlh¢ovani tedy pravdépodobné nejsou podstatné.

Zavér
Nezjistili jsme signifikantni alteraci mozkové mikrocirkulace kraliki zobrazené SDF
technologii v ¢asném stadiu endotoxinového Soku. Pro vyjasnéni naSich zjiSténi jsou zapotiebi

dalsi studie.

Studie byla podpofena Vyzkumnym zamérem MZO 00179906
Dé&kujeme spole€nosti Arrow International Czech Republic za konstrukci specialniho fixatoru
SDF sondy.

SITINA, M., et al. Preserved cerebral microcirculation in early stages of endotoxemia in
mechanically-ventilated rabbits. Clinical Hemorheology and Microcirculation. January 2011,
vol. 47, no. 1, s. 37-44,
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Zavéry

V pribéhu doktorskeého studia jsme provedli 4 experimentalni animalni studie a jednu
teoretickou studii pomoci matematického modelu.

Metodologickou studii indikatorové mikrodialyza¢ni techniky na modelu hemoragického
Soku u potkana jsme tuto techniku posoudili jako nepostacujici k dostate¢né piesnému
posouzeni tkanové perfuze vanimalnim experimentu ¢&i v klinické praxi. Prace byla
publikovana v ¢asopisu s Impact faktorem.

Neprokazali jsme negativni ovlivnéni mozkové autoregulace prasete stfedni hypotermii.
Podstatnym nedostatkem prace byla skute¢nost, Ze i pfi normotermii pisobila autoregulace
velmi omezené. Jednoznacné vysvétleni pro vysledek experimentu jsme nenalezli.

S pomoci matematického modelu THR testu jsme ukazali, Ze z ,,vnitinich* faktord THR
testu je podstatny pouze efekt ,,fdzového posunu®. Efekt priichodnosti Willisova okruhu a
efekt setrvacnosti, t.j zrychleni a zpomaleni toku krve, vyhodnotil matematicky model jako
efekt okrajovy. Jedno z moznych vysvétleni absence autoregulace pii THR testu u prasete,
totiz veétsi vliv setrvacnosti toku krve pfi odliSnych anatomickych pomérech oproti clovéku,
tim bylo vyvraceno. Pti provadéni THR testu 1ze doporuéit zmétit nékolik hodnot THRR a
pro hodnoceni autoregulace zvolit tu nejvyssi, pfipadné pro vypocet THRR pouzit druhého
maxima rychlosti toku v MCA po uvolnéni ICA komprese.

Metodicka studie zobrazeni mikrocirkulace povrchu mozku kralika pomoci SDF techniky
prokazala vysokou kvalitu zobrazeni, zméfené parametry mikrocirkulace odpovidaly jinym
literarnim tdajim. Prace byla publikovana v ¢asopisu s Impact faktorem.

Aplikace vysSe uvedeného zobrazeni SDF povrchu mozku neprokazala zmény mozkové
mikrocirkulace kralika pii ¢asné endotoxémii. Prace byla publikovana v ¢asopisu s Impact

faktorem.
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