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Abstrakt:

Uvod: Pi prenosu volnych laloké uzivanych v plastické a rekonstrukéni chirurgii dochazi ke
stiidani ischemie a reperfuze - ischemicko-reperfuzni syndrom (I/R).

Cil: 1) vytvofit klinicky relevantni experimentalni model volného svalového laloku musculus
latissimus dorsi (MLD), 2) vypracovat metodiku, kterd by pomoci béznych laboratornich postupt
detekovala zmény vznikajici béhem oxida¢niho stresu a 3) zjistit, do jaké miry ma ischemie a
naslednd reperfuze vliv na svalovou tkan volného laloku MLD (z hlediska oxida¢niho stresu).
Metody: U 18 prasat domacich byl oboustranné vypreparovan MLD (kontrolni a zkoumany) jehoz
vyziva byla ponechana pouze na cévni stopce thorakodorzédlniho svazku. Byl odebran prvni
kontrolni zilni, arterialni a svalovy vzorek. Nasledn¢ byla cévni stopka zkoumaného MLD docasné
zasvorkovan (na 60 min.) - simulace ischémie pfi odpojeni laloku. Po uvolnéni svorky - simulace
reperfuze po provedeni mikroanastomozy - byly v arterialni krvi, Zilni krvi a svalu z kontrolniho a
ischemického laloku v Case tésné€ pred zasvorkovanim a dale v 1., 30., 45., 60. minuté reperfuze
stanoveny: krevni obraz, laktat, pyruvat, glutationperoxidaza, glutation, carbonyl, superoxid-
dismutaza, TBARS, isoprostany, kreatinkindza, aspartataminotransferdza, myoglobin, D-dimery,
PF4, ICAM-1, VCAM-1.

Vysledky: Béhem experimentu statisticky vyznamné rostla hladina kalia v arteridlni krvi
(4.08+0.127; 4.35+0.159; 4.67+0.201; 4.79+0.198; 4.86+0.202 mmol/l; p* = <0.001) i zilni krvi
obou lalokt (v-i 4.17+0.108; 4.83+0.229; 6.22+0.513; 5.59+0.189; 5.57+0.221 mmol/l; p* =
<0.001), (v-c 4.17+0.108; 4.92+0.214; 5.34+0.251; 5.47+0.276; 5.53+0.244 mmol/l; p* = <0.001).
Hladina pyruvatu v arteridlni krvi vyznamné klesala (0.363+0.038; 0.231+0.034; 0.188+0.025;
0.216+0.041; 0.176+0.030 mmol/l; p#= 0.003), v Zilni krvi ischemického laloku vyznamné vzrostla
(0.383+0.074; 0.371+0.050; 0.3124+0.039; 0.536+0.080; 0.397+0.058 mmol/l; p* = 0.002), v krvi
kontrolniho laloku se neménila. Hladina laktatu vyznamné klesla na systémové trovni (8.29+1.200;
5.27+1.074; 5.344+0.978; 5.33£1.006; 5.27+0.875 mmol/l; p? = 0.014), na lokalni stagnovala.
Hodnoty sledovanych parametri ve svalu a dynamika ostatnich sledovanych parametra v
porovnani systémovych a lokalnich zmén se vyznamné nelisila.

Zavér: Lokalni projevy oxidacniho stresu tkané volného svalového laloku jsou potlaceny v
porovnani se systémovymi, nejspiSe jako projev ochrany navozené piredchozi ventilaci
hyperoxickou smési.

Kli¢ova slova: oxidacni stres, volny svalovy lalok



Summary:

Background: Free muscle flap transfers, frequently used in plastic and reconstructive surgery, are
associated with alternating episodes of ischemia and reperfusion, a condition denoted ischemic-
reperfusion injury (I/R). This phenomenon could be a cause of damage in the transferred flap.
Major detrimental effect is usually attributed to the oxidative stress.

Aim: The aim of this study was therefore 1) to develop a clinically relevant experimental model of
free muscle flap for musculus latissimus dorsi (MLD), 2) to elaborate a technique allowing, by
means of routine laboratory methods, the detection of changes occurring with oxidative stress, and
3) to evaluate the impact of ischemia and subsequent reperfusion on free flap muscle tissue (in
terms of oxidative stress).

Methods: In 18 domestic pigs, MLD was prepared on both sides (experimental and control),
leaving just the thoracodorsal branch for nutrition. The vascular stalk for the experimental MLD
was clamped temporarily (60 min) to mimic ischemia during flap transfer. After the clamp release
(corresponds to reperfusion following anastomosis), both arterial, venous blood, and tissue samples
were obtained from the ischemic as well as control flaps at timepoints 1, 30, 45, and 60 min. For
baseline characteristics, tissue, arterial, and venous blood were sampled prior to clamping. In all
samples, lactate, pyruvate, glutation peroxidase, glutation, TBARS, creatinkinase, aspartate
aminotransferase, and myoglobin were determined.

Results: During the experiment, statistically significant time-dependent changes were observed in
potassium levels within arterial blood (4.08+0.127; 4.35+0.159; 4.67+0.201; 4.79+0.198;
4.86+0.202 mmol/l; p<0.001), ischemic flap venous blood (4.17+0.108; 4.83+0.229; 6.22+0.513;
5.59+0.189; 5.57+0.221 mmol/l; p<0.001), and control flap venous blood (4.17+£0.108; 4.92+0.214;
5.3440.251; 5.47+0.276; 5.53+0.244 mmol/l; p<0.001). While arterial blood pyruvate decreased
significantly (0.363+0.038; 0.231+0.034; 0.188+0.025; 0.216+0.041; 0.176+£0.030 mmol/l;
p=0.003), its ischemic flap venous levels raised significantly (0.383+0.074; 0.371+0.050;
0.312+0.039; 0.536%0.080; 0.397+0.058 mmol/l; p=0.002) and control flap venous levels remained
unchanged. Systemic lactate was found to decline (8.29+1.200; 5.27£1.074; 5.34+0.978;
5.33+1.006; 5.27+0.875 mmol/l; p=0.014) while venous levels did not differ significantly. The other
determined blood and tissue markers did not show significant changes.

Key words: oxidative stress, free muscle flap
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ZKratky

aa - arterialni krev

a. - arteria (tepna)

ACC - arteria carotis communis

ANOVA - statistickd analyza rozptylu (Analysis of Variance)
AST - aspartataminotransferaza

AV - arterio - vendzni

CB - celkova bilkovina

cca - asi, priblizné

ccm - centimetr krychlovy

CK - kreatinkinaza

cNOS - konstitutivni NO syntaza

co - kontrolni sval

CTAG - angiografie, pocitacova tomografie

CZK - centralni zilni katetr

df - dechové frekvence

DIEP - deep inferior epigastric perforator (flap)

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EKG - elektrokardiogram

ET CO - kapnometrie - obsah COz ve vzduchu na konci vydechu
Fe - zelezo

FiO» - frakce kysliku - procentualni podil O> v dychaci smési
GSH - gluthathion

GSHP - gluthathionperoxidaza

HO - molekula vody

H202 - molekula peroxidu vodiku

Hb - hemoglobin

HIT - heparin-induced thrombocytopenia

HITT - heparin-induced thrombocytopenia and thrombosis
ICAM-1 - intercellular adhesion molecule 1

I/R - ischemicko - reperfuzni syndrom (poskozeni)

is - ischemicky sval

U - international units

KCl - chlorid draselny

KO - krevni obraz

LMWH - low molecular weight heparin (nizkomolekularni heparin)
LF UK - Iékarska fakulta Univerzity Karlovy

MAP - mean arterial pressure (stfedni arterialni tlak)

Mb - myoglobin

MLD - musculus latissimus dorsi

M/L - morbidita/letalita

MSAP - medial sural artery perforator (flap)

NO - oxid dusnaty

NR - no-reflow fenomén

02" - superoxid

*OH - hydroxilovy radikal

p - statistickd vyznamnost



P - puls

p.o. - per os (Usty)

PBS pufr - fosfatovy pufr

PF4 - platelet factor 4

PMK - permanentni mocCovy katetr

pyr - pyruvat

Q - prutok

RH - organicky substrat

ROH - peroxidovany organicky substrat

ROS - reactive oxygen species

SAK - subarachnoideélni krvaceni

SpO2 - saturace krve kyslikem (%)

SOD - superoxid dismutaza

TBARS - thiobarbituric acid reactive substances (produkty lipidové
peroxidace)

t-1 - koncentrace latky v tkanovém lyzatu ischemického laloku

t-c - koncentrace latky v tkanovém lyzatu kontrolniho laloku

TK - krevni tlak

TP - time point

TR - trachedlni rourka

TT - télesna teplota

VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule 1

VCV - objemov¢ fizena ventilace

VEGF - vascular endothelial growth factor

Vt - dechovy objem za jeden dechovy cyklus

v-C - hodnoty v Zilni krvi z kontrolniho laloku

v-i - hodnoty v zilni krvi z ischemického laloku

Vit - objem vzduchu vdechnuty na jeden nadech

X0 - xantin oxidaza

3-H terapie - hypervolémie, hemodiluce, hypertenze

# - statistickd vyznamnost zmén koncentrace



1. Uvod

Ptenos volnych lalokl v plastické a rekonstrukéni chirurgii zaziva v soucasné dobé vyrazny rozvoj.
Volny lalok je tkan s definovanou vyzivujici cévni stopkou pfendsend na vzdalené misto. Obvykle
jsou cévy prenaSenych tkani tak malé, Ze k jejich suturdm se pouziva operac¢ni mikrochirurgicka
technika za pouziti mikroskopu a specidlniho instrumentaria 1 Siciho materidlu. Metoda je naptiklad
uzivana k uzavieni defektl mé&kkych tkani (rozsédhlé tumory [85, 86], urazy s devastaci mekkych
tkani [82, 83, 87, 88]). Pii 1écbé chronické osteomyelitidy [47, 89], k 1écbe defektii kosti [24, 67].
Volné 1ze pienasSet i sval z divodu nahrady funkéni (svalové) jednotky. Volny lalok se uziva i k
rekonstrukci chybéjici tkan€ prsu [14, 84]. Tkan€ volné prendSenych lalokl jsou obecné nejvice
ohrozené ischémii a néaslednou reperfuzi. D¢je, které se ve tkanich volného laloku béhem ischémie-
reperfuze uplatiiuji, mohou zplsobit jejich poskozeni a tim vyrazné prodlouzit morbiditu pacienta
[3, 4, 5, 6, 10]. V poslednim desitileti dochdzi k rozvoji studia biologického efektu vysoce
reaktivnich kyslikovych a dusikatych piisobkii v mechanismech vyvolavajici rizné nemoci. Tyto
reaktivni plsobky, hlavné volné kyslikové radikaly se nachédzeji v normalnich fyziologickych
procesech a v malém mnozstvi mohou byt uziteéné [3, 51, 61]. Ucastni se uvoliiovani a pfemény
energie, kterd je nezbytné pro Zivotni pochody, jsou mediatory signalnich funkci nebo imunitniho
systému. Skodlivymi se stavaji ve vysokych koncentracich, kdyz endogenni obranné mechanismy
selzou (oxidacni stres). Na zakladé tohoto zakladniho schématu byly nalezeny souvislosti v mnoha
patologickych dé&jich ucastnicich se rozvoje napt. atheroskler6zy, hypertenze, diabetu a mnoha
dalsich [11, 23, 58]. I v plastické chirurgii se s t€émito patologickymi stavy setkdvame. Jedna se o
pfipady, kdy pienaSime tzv. volny lalok. Pii tomto manévru dochazi k preruSeni proudéni krve
lalokem - ischemii, pfevaze tvorby vysoce reaktivnich plisobkli v buiikach laloku. Po obnoveni
krevniho pratoku lalokem - provedeni funk¢ni anastomdzy, dochazi k jejich vyplavovani z bun€k do
ob¢hu, kde mohou dale Skodlivé piisobit na ostatni burniky laloku ¢i pfimo ovlivnit i reakci v celém
organismu. Tento d¢j se souhrnné nazyva ischemicko - reperfuzni syndrom (I/R) [60]. V
nékterych pifipadech nedochédzi k obnoveni prokrveni ischemizované tkédné i pfes bezchybné
provedenou mikroanastomozu. PfiCiny tohoto stavu jsou nejspiSe na urovni mikrocirkulace pii
poruSe rovnovahy vasokonstrikce a vasodilatace, vicecetné mikrotrombodzy, které v koneéném
dasledku vedou k ¢aste¢né ¢i tipIné ischemii tkan¢€ - no-reflow fenomén [39, 92].

Zakladni biochemické a fyziologické mechanismy, které zplsobuji vznik volnych kyslikovych
radikali a jejich naslednou degradaci, se nazyvaji oxidace a redukce. D¢j, pfi kterém béhem
ischemie vznikaji volné kyslikové radikaly se nazyva oxidacni stres.

1.1 Oxida¢ni stres

Kyslikové radikaly vznikaji fyziologicky pii kazdém aerobnim dé&ji. Proces, kdy prevazi geneze
kyslikovych radikali nad jejich degradaci (napi. béhem ischemie), se nazyva oxidacni stres.
Reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species - ROS), jsou velmi reaktivni Castice, které
se ve snaze doplnit si parovy elektron, pohotové vazi na okolni molekuly nebo jim ptedavaji ¢i
odebiraji elektron. Reakci dvou radikali vznikd molekula bez neparového elektronu, protoze
neparové elektrony se spoji ve dvojici. Pokud vSak dojde k reakci radikdlu s molekulou, kterd
radikdlem neni, stdva se tato ,normalni molekula®“ radikdlem a zahajuje fetézec dalSich
radikalovych reakci. V aerobnich organizmech jsou nezbytnou soucasti tady dualezitych de&jh.
Reaktivni kyslikové radikaly se v organismu odbourdvaji ¢innosti specidlnich redukujicich proteint
(3,48, 51].

1.2 Ischemicko - reperfuzni syndrom (I/R)
Ischemie a néslednd reperfuze se souhrnné nazyvaji ischemicko-reperfuzni syndrom. Obnova
perfuze tkani po ischemii je sice zadouci a pro pieziti funkce organu i nezbytna, ale zaroven jde i o

8



velmi kritické obdobi. Nékteré studie prokazaly vétsi destrukéni uCinky tkané vystavené ischemii a
nasledné reperfuzi, nez kdyz stejna tkan byla vystavena pouze kontinualni ischemii za stejny casovy
interval. I/R je soubor zmén poSkozujici tkan funkéné i1 morfologicky komplexem
patofyziologickych procesti. Spolupiisobi zde volné kyslikové radikaly, metabolické zmény
aktivujici komplement a zanétlivé procesy. Dochézi k endotelialnim zménam, které ovliviiuji mistni
1 celkové hemodynamické poméry. I/R se v soucasné dob¢ t&si velkému zajmu prakticky vSech
veédeckych obort [9, 41, 66, 74, 80, 93, 94]. Ischemicko - reperfuzni poskozeni je dynamicky a
komplexni fenomén, ktery zacinad ischemii a mize skoncit bunéénym poskozenim ¢i piimo
bunécnou smrti. Bunécné poskozeni se logicky projevi jako poSkozeni ¢i nekroza tkané [79].

1.2.1 Ischemie

Ischemii v chirurgii volnych lalokii rozumime dobu, kdy dojde k oddéleni tkané laloku od pivodni
cévni vyZivy a je pienaSena na jiné misto, kde je poté cévni vyziva obnovena po pfipojeni na
recipientni cévy. Tkan volného laloku mtize obsahovat jeden druh tkdn€¢ nebo mtze byt kompozitni.
To je diilezité v rozhodovani nebo pro planovani doby pifenosu (ischémie) laloku. Zde pak musime
nejvice zohlednovat vzdy tu tkén, kterd je na ischemii citliva nejvice. Béhem ischemie se reakce
oxida¢niho stresu (viz vySe) vymknou slozité kontrole a geneze ROS pievazi nad jejich redukci.
Patologické ucinky kyslikovych radikali se zacnou projevovat. Na endotelidlni urovni se objevuji
formace drobnych bul a endotelidlni protruze, které vedou k obstrukci mikrocirkulace. Nekroza
endotelidlnich bun€k vede k destrukci jejich té€snych, adherujicich spojeni a tim i ke ztraté
vaskularni integrity. Tato situace vede k extravaskularni akumulaci tekutiny a krevnich bunék [79].
Extravaskularni expanze zplsobuje vaskularni kompresi a tim dal$i zmenSeni cévniho lumen [40].
Béhem ischemie téz vzrista mnozstvi intracelularniho vapniku, jez ma za nasledek zvySenou tvorbu
oxidu dusného (NO) - tkanového hormonu, hlavniho vasodilatatoru. Vysoké mnozstvi
intracelularniho vapniku, které vznika v bunice béhem ischemie, zaptiCini aktivaci enzymu
konstitutivni NO syntazy (cNOS), diky ¢emuz zacne vznikat velké mnozstvi NO z L-argininu
(semiesencialni aminokyselina). L-arginin je vychozim metabolitem pro tvorbu NO. Tim postupné
dojde k jeho spotfebovani a nasledné i nedostatku NO ve tkani. Spotiebovani NO vede k
vasokonstrikci na urovni mikrocirkulace. Paradoxné tim dale klesd pritok ischemickou tkani [44,
77].

1.2.2 Reperfuze

Po obnoveni normélniho priatoku ischemickou tkani hovoiime o reperfuzi. V plastické chirurgii se
jedné se o provedeni patentni anastomo6zy volného laloku ¢i odstranéni obstrukce ve vyzivujicich
cévach laloku. Reperfuze je stav pribuzny ischemii. Po obnoveni pritoku do ischemické tkané se
vrati krev s kyslikem. Tkan to sice z dlouhodobého hlediska zachrani, ale z kratkodobého hlediska
dojde k jejimu dalsimu poskozeni. Dochazi ke vzniku zdnétu, méni se propustnost krevnich cév a
zvysuje se pocet zanétlivych bunék. Na poskozeni bunék v reperfuzi se podileji volné kyslikové
radikaly vzniklé béhem ischemie, se kterymi si tkan narusend piedchozi ischémii neumi poradit.
Déle iontova dysbalance, aktivace protedz, indukce apoptézy a vyznamnou roli hraje jisté také
aktivace zanétlivych mechanizmt. Nahlym obnovenim normalniho pritoku (oproti ischemii) mutze
dojit k poskozeni cév mikrocirkulace, endotelidlni disrupci a zanétlivé reakci [40]. V prubéhu
prvnich minut po obnoveni pritoku ischemickou tkani dochéazi ke zvySené produkci ROS, které¢ se
téz dale ucastni na bunécném poskozeni [8]. ZvySené mnozstvi ROS zpisobuje peroxidaci
Dochazi k destrukci tkan¢ (i vzdalené), aktivované neutrofily a desti¢ky tvoii mikroagregaty, které
jsou zodpovédné za mechanickou obstrukci lumen na urovni mikrocirkulace [1, 20]. Poskozenim
bun¢k endotelu se zvySuje permeabilita a vznika intersticidlni edém, dochézi k aktivaci leukocytt,
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které¢ sami kyslikové radikaly dale produkuji [9, 59]. Objevuje se téz dysfunkce automni nervové
regulace, kdy vasokonstrikce zplsobend ptlisobky reperfuze, mize nakonec vést k no-reflow
fenoménu [72]. Circulus vitiosus je uzavien.

1.2.3 No-reflow fenomén

Reperfuzi vlastné vznikd v pivodné ischemické tkéni lozisko sterilniho zanétu. Na no-reflow
fenomén lze pohlizet jako na variantu zéanétlivé reakce, kterd se projevuje pretrvavajici ztratou
prichodnosti na Grovni mikrocirkulace v dasledku vystupniovanych interakci mezi aktivovanymi
neutrofily a endotelovymi buiitkami béhem ischemicko-reperfuzni faze. V nékterych ptipadech tento
stav vede k tomu, Ze i1 kdyz je pln¢€ obnoven krevni pritok ptes zcela prichodnou mikroanastomozu,
nedojde nakonec k plnému prokrveni laloku [28, 30]. Porucha prokrveni vznikd na urovni
mikrocirkulace - no-reflow (NR) [59]. NR byl prvné popsén pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni
myokardu na experimentalnim zvifecim modelu [39]. Zacind inicialni tézkou ischemii, ktera
poskozuje endotelové bunky cév na urovni mikrocirkulace. Béhem reperfuze se dale zvysuje
permeabilita endotelu cév a dochézi k tvorbé mikrotrombi, které zptisobuji obstrukci lumen cév
mikrocirkulace. Patofyziologie NR je slozitd a neni jeSté plné prozkoumana. Non-reflow fenomén,
nebo také microvascular obstruction/reperfusion injury je dynamicky a komplexni proces na
kterém se podileji ischemie, zvySend produkce ROS, reperfuze. Pti vSech téchto d¢jich miize dojit k
poruse permeability cévniho endotelu na urovni cév mikrocirkulace. Toto poskozeni se v
soucasnosti jevi jako hlavni faktor no-reflow fenoménu [9]. Hlavnim reguldtorem endotelidlni
integrity je vascular endothelial growth factor (VEGF), ktery je exprimovan v zavislosti na
hypoxii béhem faze ischemie [15]. Za fyziologickych podminek tvoii VEGF-receptor komplex se
specifickym adhezivnim proteinem, ktery stabilizuje mezibunécné spoje [71]. Ischemii indukovany
VEGF se vaze na VEGF-receptor. Tim dochazi k rozpadu vazby komplexu VEGF-receptor/
specificky adhezivni protein, adheze mezibunécnych spojii se snizuje, permeabilita endotelu se
zvysuje [93]. V dalSim priibéhu se snizuje produkce specifickych adhezivnich proteinti, endotelova
bariéra se rozpada, mikrocirkulace je poskozena [56].

1.3 Krevni pritok

dostate¢ny krevni pratok. Protoze proudéni krve v cévé je laminarni (tzv. newtonovska kapalina),
fidi se fyzikdlnimi zdkonitostmi dle Hagen-Poiseuillova zdkona. Ten fikd, ze pritok Q je pifimo
umérny rozdilt tlak na zacatku a konci trubice (AP) a ¢tvrté mocniné€ jejiho poloméru. Nepiimo
umérny pak délce trubice a koeficientu viskozity. V praxi tento zdkon znamend, ze maly narist
periferni rezistence ma za nasledek velky pokles krevniho prutoku.

1.3.1 Cévni spasmy

1.3.1a Cévni spasmy v neurochirurgii

Jak bylo zminéno vyse, tkan volného laloku je téZ velmi ohroZena spasmy na cévni stopce. Tento
jev je v soucasnosti asi nejvice prostudovan v neurochirurgii. Analogie s ischemii mozku pii
vazospasmu mozkovych tepen pii subarachnoidedlnim krvéaceni s vysledky studii na volnych
lalocich plastickymi chirurgy jsou zfejmé. Vazospasmy jsou v 1é¢bé subarachnoidealniho krvaceni

vvvvvvvvvvvv

ze jsou velmi Spatné predvidatelné. Typicky se vyvinou s Casovym odstupem az n¢kolika dnii a jsou
velmi obtizné terapeuticky ovlivnitelné. NejCastéji se vazospasmy objevuji 6.-8. den, vyjimecné az
17. den po krvéaceni. Odeznivaji nejcastéji 12. den po krvaceni. Jsou nejcastéjsi pti¢inou morbidity/
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cey

letality u pacientl, kteii v prvni fazi pteziji subarachnoidealni krvaceni. Zjistilo se, ze vznik a tize
cerebralnich vazospasmii ma pfimou souvislost s pfitomnosti a mnozstvim krve v
subarachnoidedlnim prostoru. Tedy prostoru, kde se nachazeji mozkové cévy. Ziejmé rozpadové
produkty krve, resp. hemoglobinu (Hb), ovliviiuji cévni sténu, ktera pak reaguje spasmem.
Histologicky se v cévni stén¢ nalézd 1.-8. den v adventicii zvySeny pocet zanétlivych bunck
(lymfocyty, plazmatické buiilky, mastocyty). V medii je pfitomna svalova nekrdza a svrastovani
elastickych vldken. V intim¢ pak zahustovani s endotelidlnim otokem a vakuolizaci, porusovani
tésnych interendotelidlnich spojeni. V 9.-60. dni po krvéceni pak lze v intimé nalézt proliferaci
bunék hladké svaloviny, coZ ma za nésledek progredujici ztlusténi intimalni vrstvy. Jedna se tedy o
chronicky proces s trvalymi a zadvaznymi nasledky. O cerebrovaskuldrnich spasmech nemame do
této doby pfilis validni poznatky, protoze zvifeci modely jsou schopny zachytit pouze tivodni fazi
spasmil, ale jiz nezachycuji dlouhodoby vyvoj. Ze se jedna o piimé piisobeni rozpadovych produktt
na cévni sténu odpovida i Casovému intervalu od vzniku krvaceni do objeveni se spasmu [26].

1.3.1b Cévni spasmy v plastické chirurgii

V plastické chirurgii pfi vzniku vasospasmu a tedy ischemii laloku, nedochéazi k tak zadvaznému
stavu pacienta jako u neurochirurgickych pacientti. I zde se jedna o komplikaci zptsobujici ischemii
prendseného volného laloku a pfi dlouhodobém pietrvavani spasmu miize zpisobit nekrézu casti ¢i
celého laloku a tim prodlouzit morbiditu pacienta. Prikopniky studia vasospasmii v plastické
chirurgii na mezinarodni urovni jsou u nas brnénsti autofi. Jiz v roce 1987 popsali v experimentalni
praci jak segmentalni spasmy, tak i spasmy celé cévy volného laloku, které néasledné vedly k jeho
ischemii [90, 91]. Své zkuSenosti s vasospasmy pienaseli a prenaseji do klinické praxe. Nejnovéji
mechanickym tahem vyvoldvali spasmus na cévé a. epigastrica inferior superficialis
vypreparované¢ho ttiselného laloku u laboratorni krysy. Na tomto modelu spasmu cévy volného
laloku poté zkouseli rizné postupy vasodilatacni terapie a 1€¢iv. V souladu s poznatky zabyvajici se
CVS v neurochirurgii nakonec dospéli k zavéru, Ze vznik spasmu je snadny, jeho odeznéni
pretrvava nekonstantn¢ dlouhou dobu a je navic t€zko ovlivnitelné. Jako nejucinné;si vasodilatans
pfi vzniklém spasmu poddvany lokalné (intraadventicialng) i celkové (i.v. infuze) se dle této studie
ukézal 10% roztok magnézium sulfatu. Vedle nalezené nejucinngjsi latky k prevenci a odeznéni
vasospasmu je doporuceno udrzovani stalé télesné teploty (zahfivanim pacienta béhem operace),
oplachovani operacniho pole teplym fyziologickym roztokem. Pfi preparaci volného laloku je tieba
se vyvarovat predevs§im tahu za cévni stopku a provadét dislednou hemostazu [35].

1.3.2 Hyperdynamicka terapie

Pti hledani optimalni 1éCby cerebralnich vasospasmii bylo vyzkouseno mnoho lé¢ebnych postupt a
1é¢iv. Nakonec se jako nejucinngjsi ukdzala hyperdynamické terapie, kterd zachovava dostateCny
krevni pritok a tedy dostateCnou oxygenaci mozkové tkané. Jako ,hyperdynamickou
terapii” (zndmé t€z jako 3-H terapie) nazyvame postupy, které navozuji: hypervolémii, hemodiluci,
hypertenzi (v soucasnosti preferovanou normotenzi) [26, 53]. Tento postup a zasady jsme zatadili i
do naseho protokolu operativy volnych lalok.

1.4 Elektivni mikrochirurgicka operace

Pti elektivnich operacich s vyuzitim volnych laloki je operace peclivé naplanovana, ma svij fad a
lalok je do posledni chvile ptipojen ke své piivodni vyzive - cévni stopce laloku. Pfijmové cévy jsou
pied odpojenim laloku fadné vypreparované a ptipravené k nasledné cévni sutuie. Dobu ischemie
tak vlastné predstavuje pouze doba potiebna k cévni mikrosutufe. Ta vétSinou nepiesahne hranici 60
minut. Tedy doby, ktera je prakticky pro vSechny druhy volnych lalokii z hlediska nevratného
poskozeni ischemii bezpecna. Néktefi autofi uvadi bezpe¢nou dobu teplé ischémie tkdné volného
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laloku (bez ohledu na druh tkan¢€) do 2 hodin [63]. Samotnd ischemie, ktera je zpisobena docasnym
klipem na vyzivujicich cévach pfi pienosu laloku, tkan volného laloku pfimo neohroZuje. Ani nase
experimentalni studie zaméfend na zjisténi poskozeni tkdn€ svalového volného laloku z hlediska
ischemicko-reperfuzniho poskozeni, neprokazala signifikantni poskozeni laloku. Protoze vSak v
klinické praxi dochazi k nekr6zdm volnych lalokt, at’ uz ¢astecnych nebo uplnych, a tim 1 delsi
morbidité pacienta, usuzuje se, Zze ke zménam ve tkani volného laloku dochézi az pii prolongované
ischémii [46, 62, 63]. Ta je zplisobena nejcastéji dlouhym casem potiebnym k provedeni cévni
mikrosutury, trombdzou v misté mikrosutury, prolongovanymi vasospasmy nebo vicecetnymi
patologickymi zménami na Grovni mikrocirkulace - souhrné tzv. no-reflow fenoménem (viz vyse),
které v kone¢ném disledku mohou vést k uplné ischemii tkané laloku a jeho ztraté [52].

K ohroZeni laloku ischemickym insultem miize dochéazet ve vSech fazich operacniho obdobi.

1. Piedoperacni obdobi: vzdy je tieba piihlédnout k celkovému stavu pacienta nebo jeho
navykim. Posoudit v jakém stavu se nalézaji pacientovi tepny, protoze ateroskleroticka nemoc,
zvlasteé je-li kombinovana s diabetem, hypercholesterolémii, hypertenzi ¢i abuzem tabaku, mize
zaptiCinit nezdar celé operace. Déle to mohou byt nékteré méné Casté vaskulitidy ¢i nasledky
predchozi tromboembolické nemoci. To jsou vSe kritéria, kterd je nutno vzit v uvahu pfii
planovani volného laloku s ohledem na jeho prokrveni. Nelze opomenout ani stresovou reakci
pacienta (strach z operace), hypotermii (pacient lezi nahy v posteli ¢i na operacni sale),
hypovolémii (nedostate¢na hydratace pacienta pted operaci). Ve vSech téchto situacich dochézi
k periferni vasokonstrikci, kterd zhorSuje prokrveni tkani uzivanych pti pfenosech volnych
laloka [12].

2. Perioperaéné je lalok ohrozen hypovolémii, ktera je zplisobena krevni ztratou, ztratou tekutin
(napf. odparovanim tekutin z velké operacni plochy), vasospasmy stopky laloku (neSetrna
preparace, krvaceni kolem cév stopky laloku, poSkozeni adventicie cév stopky laloku).
Denervaci sympatické pletené¢ kolem cév pifi odpojeni laloku dochazi k prekapildrni
vasokonstrikci, pti prolongovaném vykonu [65, 68].

3. Pooperacéni obdobi: nejcastéjsi pricinou ischemie laloku je trombdza Zily ¢i tepny stopky laloku,
ktera je zptisobena bud’ nedokonalou mikrosuturou nebo tutlakem zvenci napi. hematomem,
pfetrvavajicimi vasospasmy, intersticidlnim edémem pii podavani nadbytku tekutin.

Prestoze jsou pomérné dobfe znamy déje, které negativné ovlivituji tkdn volného laloku, nebyl
dosud vytvofen a odbornou vefejnosti obecné pfijat jednotny protokol pre-, peri- i postoperacni
péce, ktery by tyto negativni procesy maximaln¢ eliminoval.

Cilem experimentalni prace bylo vytvofit model ischemie izolovaného svalového laloku na velkém
zviteti, ktery by umoznoval studium patofyziologie dé&ju probihajicich v tomto laloku z hlediska
oxida¢niho stresu. Vysledky pak aplikovat v klinické praxi operativy volnych lalokd.

2. Experimentalni model ischemicko-reperfuzniho poskozeni svalového
laloku musculus latissimus dorsi prasete domaciho

2.1. Hypotéza a cil prace

Cilem nasSeho projektu bylo aplikaci mezioborové spoluprace vytvofit co nejkomplexnéj$i a co
nejrealnéjsi experimentalni model ischemie svalového volného laloku musculus lattisimus dorsi
(MLD) prasete domaciho tak, aby co nejvice odpovidal klinické praxi. Tento lalok je v
rekonstruk¢ni chirurgii jeden z nejuzivanéjSich. Na tomto modelu jsme chtéli oziejmit, zda zmény
probihajici béhem ischemicko-reperfuzni faize mohou vést k ¢astecnému ¢i uplnému poskozeni
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tkan€. Oxidacni stres béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni tkané je v soucasnosti velmi
studovanym jevem s perspektivou nalezeni novych postupli a podévani latek, které¢ by eliminovaly
vliv metabolitl oxida¢niho stresu a tim i poskozeni tkani. ZvIlasté se jedna o praktické vyuziti v
onkochirurgii nebo transplanta¢ni chirurgii [66]. I z hlediska rekonstrukéni chirurgie mé takovyto
vyzkum smysl. Uziva se zde pienosu tkdnovych celki ¢i organti, které jsou logicky téz ischemicko-
reperfuznim syndromem postizeny. V experimentu jsme si vyty¢ili za cil:

1. Vytvofit klinicky relevantni model volného svalového laloku.
2. Vypracovat metodiku, ve které by byly vyuzity bézné, automatizované
laboratorni postupy a metody, které by s jistotou zmény probihajici béhem ischemie, resp.
oxidac¢niho stresu detekovaly.
3. Na zaklad¢ zhodnoceni vysledkt (ziskanych z krevnich vzorka a tkanovych
homogenatil) zjistit, do jaké miry mé ischemie a nasledna reperfuze vliv na
svalovou tkan volného laloku MLD z hlediska oxida¢niho stresu.

Zmény probihajici béhem I/R faze byly hodnoceny na zikladé laboratornich hodnot ziskanych
izolovan¢ z krevnich vzorki a tkdnovych homogenath svalového laloku MLD. Odbér vzorkl krve
byl provadén z arteria carotis communis (ACC) a z vena thoracodorsalis — drénujici zily cévni
stopky laloku. Porovnavali jsme hodnoty ziskané z arteridlni a zilni krve, tzv. arterio-venozni (AV)
diferenci. Timto postupem jsme obsahli zmény probihajici béhem I/R faze pouze v daném svalovém
laloku. Soucasn¢ s krevnimi vzorky byly téz odebirany svalové vzorky z tkdn¢ MLD. Ty byly
nasledné pouzity k tvorbé svalovych homogenati. V obou druzich vzorkl se stanovovaly zmény v
hodnotach veli¢in ménicich se béhem oxidacniho stresu. Experiment byl provadén na velkém
experimentalnim zvifeti tak, aby se co nejvice pfiblizil fyziologii lidského organismu [38, 75].

2.2 Metodika a odbér vzorku, vlastni provedeni

Cely projekt byl schvalen Etickou komisi Lékaiské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy v Praze.
Experiment, resp. odbér a sbér krevnich i1 svalovych vzorkli béhem operace na praseti domacim,
probihal v letech 2010 az 2012. Celkem bylo operovano 24 prasat, do zavérecné analyzy byly
zatfazeny vzorky z 18 laboratornich zvifat. Prvnich 6 zvifat bylo uréeno k optimalizaci
chirurgickych postupii a metodiky. Zvitfata byla béhem jednotlivych vykonti v celkové anestezii,
endotrachedlni intubaci, fizené ventilaci, svalové relaxaci, za trvalé monitorace elektrokardiografem
(EKGQG) a saturace krve kyslikem.

2.3 Anestézie prasat

Anestézie byla vedena dle doporuceni autora MVDr. Petra Rausera, Ph.D. z Kliniky malych zvitat
Veterinarni fakulty Veterinarni a farmaceutické university Brno.

Premedikace: byla volena formou intramuskuldrni aplikace kombinace anticholinergika,
trankvilizéru a disociacniho anestetika. Konkrétné jsme pouzivali kombinaci atropin + azaperon +
ketamin. Po premedikaci byl zajiStén Zilni vstup punkci zily na uchu a prase bylo v celkové
anestézii intubovano. Byla zahdjena monitorace EKG. Poté byla vypreparovéana vnitini krkavice a
zaveden arteridlni katetr k monitoraci krevniho tlaku. Celkovéd anestézie pak byla vedena
kontinualnim podanim trankvilizéru (midazolam) a disociacniho anestetika (ketamin). Pti zahajeni
preparace svalli bylo podano nedepolarizujici myorelaxans. Infizni terapie byla poddvéana cestou
periferniho zilniho vstupu, po dobu anestézie byl podavan nahradni roztok (Plasmalyte) se
zvySenim davky pii operacnim krvaceni. Ke kryti vétSich krevnich ztrat byl podévan koloidni
roztok (Voluven). Uméla plicni ventilace byla provadéna ptistrojem ES 900C, v reZimu objemové
ventilace, ventilacni parametry byly v prib¢hu anestézie upravovany dle aktudlnich hodnot ET COo.
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Celkova anestezie byla ukoncovana smrti pokusného zvitete. Na zavér celkové anestézie byl podan
bolus barbituratu (thiopental) s naslednym podanim vysoké davky drasliku (KCl1 7,5%).
O pribéhu celkové anestézie byl veden standartni anesteziologicky zaznam.

2.4 Operacni technika

Na experimentalnim sale byl kazdému pokusnému zvifeti, po U€inné premedikaci, nejprve zaveden
zilni katetr do usni zily k podavani celkovych anestetik a ndhradnich roztokti k doplnéni tekutin
béhem operace (v poloze na biise).

2.4.1 Odbér arteridlnich krevnich vzorku
Zviteti byla nasledné vypreparovana ACC. Do ni byl zaveden arteridlni katetr, ktery slouzil k
invazivnimu méreni arteridlniho tlaku a k odbéru arterialnich krevnich vzorkda.

2.4.2 Preparace musculus latissimus dorsi

Po pretoCeni zvifete na bficho jsme odklopili kozni nad MLD pomoci dvou protilehlych lalokt.
Pokracovala preparace musculus latissimus dorsi tak, ze byly po celém obvodu odpojeny jeho
paravertebralni a Zeberni ipony. Déle jsme pokracovali smérem k hlavé, postupné jsme prerusovaly
paravertebralni i interkostalni vyzivujici perforatory az do mist, kdy se na vnitini stran¢ svalového
laloku objevila cévni stopka (vyziva svalu). V této Urovni jsme transverzalné prerusili vSechna
zbyvajici svalova vldkna (4pon MLD na pfedni nohu). Tim bylo zajisténo prokrveni svalového
laloku pouze cévami thorakodorzalniho svazku. Uvedeny postup byl proveden simultanné na obou
stranach. Byl tedy pfipraven jak svalovy lalok referencni, tak i svalovy lalok zkoumany. Z obou
stran byl proveden odbér referen¢nich krevnich vzorkt z ACC.

2.4.3 Odbér zilnich krevnich vzorku

Vzorky zilni krve jsme odebirali tak, ze jsme pietali jednu ze dvou drénujicich zil (venae
thoracodorsales) cévni stopky a do ni zavedli upraveny Zilni katetr. Ten byl v Zile ponechan béhem
celého experimentu. Pozd¢ji, v dobé ischémie a v prubéhu simulované reperfuze, byla mezi
jednotlivymi odbéry Zila vzdy pted katetrem zasvorkovana a uvoliiovala se pouze v dobé odbéru.
Zila s takto zavedenym katetrem nekolabovala a odbér krve tak byl kontinualni a mohl byt piesné
smétovan do odbérové zkumavky.

2.4.4 Odbér svalovych vzorkii

Odbér svalovych vzorkli byl provadén ze tfech riznych casti svalu, abychom zjistili, zda existuji
rozdily v intenzité¢ oxidativniho stresu v rGznych castech svalového laloku. Kazdy takovy vzorek
obsahoval cca 1 cm?® svalové tkané.

2.4.5 Simulace ischémie

Pted simulovanou ischémii byl zvifeti podan heparin v davce dle hmotnosti (az 10000 IU) a po 5
minutdch cévni mikrosvorkou uzaviena cévni stopka zkoumaného laloku na 60 minut - redlny
model simulace ischémie pii odpojeni laloku od donorskych cév. Uéinnost zasvorkovéani stopky
laloku jsme kontrolovali povolenim svorky na drénujici zile. Pokud nedochazelo k odtoku krve,
bylo zasvorkovani dostate¢né a naopak.

2.4.6 Simulace reperfuze
Po sejmuti svorky - redlny model simulace obnoveni vyzivy laloku krvi po provedeni patentni
mikrosutury na recipientni cévy - byly opét odebirany krevni i svalové vzorky vyse popsanym
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zpusobem a dale pak v urCenych casovych intervalech béhem dalSich 60 minut - simulace
reperfuze.

Oba druhy vzorki byly odebirany v ptedem urcenych Casovych intervalech:

* 1. minuta - tésn¢ pted zasvorkovanim cévni stopky jednoho svalu MLD - timepoint 1;

* 60. minuta (60. minuta ischemie) - tésn¢ po sejmuti svorky ze stopky - timepoint 2;

* 90. minuta (30. minuta reperfuze) - timepoint 3;

* 105. minuta (45. minuta reperfuze) - timepoint 4;

* 120. minuté (60. minuta reperfuze) - timepoint 5.

Krevni vzorky byly ihned zpracovavany laborantkou pfimo na operacnim sale. Vzorky ze svalové
tkan¢ byly, po mechanickém ocisténi od zbytkd tukové a pojivové tkan€, okamzité¢ hluboce
zmrazeny v tekutém dusiku. Takto zpracované svalové vzorky byly transportovany do laboratoie,
uskladnény a pouzity k dal§imu zpracovani a analyze.

2.5 Homogenizace vzorki tkani

Abychom mohli sledované parametry stanovit i ve svalové tkani, musely se tyto vzorky nejprve

upravit na homogenaty:

* Odebrané tkan¢ jsme po odbéru okamzité zmrazily v tekutém dusiku a uschovaly do dalSiho
zpracovani v Eppendorfovych zkumavkach pfi cca -78 °C;

* Pro vlastni homogenizaci jsme ze zrazené tkané odrtizli cca 0,3—0,4 g do nerezové homogenizacni
patrony a ptidali jednu nerezovou kuli¢ku;

» Dokonale zavienou patronu jsme poté celou ponofili na 3 minuty do tekutého dusiku. Soucasné
jsme zpracovavali dvé tkdné, levou a pravou stranu odbéru. Tim byly zaruceny stejné podminky
zpracovani tkani, které jsme srovnavali a obé dve patrony v homogenizatoru byly vyvazené;

» Homogenizator byl nastaven na provoz 3 minuty, frekvence 30 kmitl za minutu. Po této dobé
jsme zkontrolovali, zda probih4 homogenizace spravné a pokracovali jsme za stejnych podminek
jesté 6 minut;

» Po této dob¢ byla tkan dokonale rozbita a provadéli jsme extrakci pomoci PBS pufru. Mnozstvi
ptidaného pufru zaviselo na navézce tkané. Pocet ul pufru odpovidal dvojnasobné hmotnosti
v mg. Napft. 0,3 g tkdn¢ = 600 pl pufru. Extrakci jsme provadéli v homogenizatoru za stejnych
podminek (3 minuty /30);

* Po stazeni jsme na zavér ptidali poloviéni mnozstvi pufru, v nasem piipadé 300 pl;

* Pufry ze vSech extrakei se spojily. Pro nés ptipad: 0,3 g tkan¢ 2x600 pl + 1x300 pl = 1500 pl.

» Po odstfedéni jsme stazeny supernatant zvazili, rozd¢€lili do 3 alikvotl a dali zmrazit na cca - 78
°C k analyzam.

 Po rozmrazeni jsme alikvot dokonale promichali, odstiedili a analyzovali.

S takovymto alikvotem se néasledné pti analyze pracovalo jako se sérovym vzorkem.

2.6 Faze optimalizace metodiky

Projekt jsme dle planu nejprve zahajili optimalizaci operativy, sbéru vzorkli a metodiky koncem
roku 2010. Bylo operovéano 5 zvifat (prasat domécich, 34-40 kg). Na tomto zéklad¢ byla poprvé
optimalizovéna a korigovana metodika pokusu: bylo provadéno lalokové odklopeni kozniho krytu k
lepsi ptehlednosti operacniho pole, arteridlni krev byla odebirdna pouze z usni arterie ¢i ACC -
pritékajici krev do laloku je pro oba MLD vzdy stejna a bylo tedy zbytecné odebirani arteridlni krve
z cévni stopky laloku. Preparace laloku byla od poc¢atku mikrochirurgicka pomoci lupovych bryly
se 4-nasobnym zvétSenim. To vedlo k eliminaci poskozeni struktur cévni stopky laloku MLD.
Standardné byla zavedena heparinizace krve zvifete pfed zasvorkovanim jedné cévni stopky MLD k
eliminaci trombdzy intraarterialni 1 intravendzni krve béhem ischemické faze. BEhem roku 2011 byl
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na zaklad¢ dalSich praktickych zkusenosti a dil¢ich laboratornich vysledkl zruSen odbér vzorki v 5.
a 15. minuté reperfuze a byla téZ modifikovana metodika odbéru vzorkl ze svalové tkané. Ty byly
nov¢ odebirany ze tfech riiznych oblasti svalového laloku ke zjisténi, zda je néktera ¢ast laloku
ischemii postizena vice. Celkem béhem této faze bylo operovano 12 prasat.

2.7 Faze studijnich odbéri

Po zvladnuti a zautomatizovani operacnich postupii bylo operovano dalSich 12 prasat. I z této
skupiny jsme museli vyloucit 2 zvifata. A sice prase €. 12 pro piferuseni vyzivujici arterie laloku a
prase €. 15, kde jsme vzhledem k anatomické anomalii nebyli schopni odebirat arteridlni krev.

Celkem béhem experimentu bylo operovano 24 prasat.

2.8 Sledované parametry

V obou dvou druzich vzorki (krevnich i svalovych) jsme stanovovali mnozstvi riiznych veli¢in a
aktivitu enzymu oxidativniho stresu, abychom zachytili aktivitu procest ti€astnicich se oxidativniho
stresu pii I/R poSkozeni na raznych trovnich [18]. Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) samostatné
laboratorn¢ stanovit nelze. Jejich produkce, resp. mnozstvi se zjistuje nepiimo metodou ELISA [21]
- stanovenim aktivity enzymii, které ROS v organismu redukuji [33, 66, 75]:

* krevni obraz (KO) + diferencialni rozpocet leukocytt (rutinni metody);

* laktat, pyruvat (ukazatel ischemie);

« aktivita enzymu ucastnicich se oxidativniho stresu - glutathionperoxidadza, glutathion, carbonyl,
superoxid-dismutaza;

* stupeii lipidové peroxidace - TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances), isoprostany;

* svalové enzymy - kreatinkindza, aspartataminotransferaza (CK, AST) a myoglobin (poskozeni
svalu);

* D-dimery (aktivace koagulace) a PF4 (Platelet factor 4 - aktivace desticek);

* ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) a VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) -
endothelova dysfunkce.

Zaroven byla stanovena tzv. arterio-venozni (AV) diference krevnich vzorkd - rozdily hodnot
naméfenych v arterialni a zilni krvi v daném Casovém intervalu v ischemickém a kontrolnim svalu.
Timto jsme obsahli zmény probihajici béhem ischémie pouze v daném svalovém laloku .

2.9 Statisticka analyza

Sérové parametry oxidacniho stresu byly korigovany na hemodiluci piepoctem na vychozi
koncentraci celkové bilkoviny. Tkanové parametry oxidacniho stresu byly pfepocitany na gram
celkové bilkoviny obsazeny ve vychozim vzorku. Lokdlni zmény sérovych parametri oxida¢niho
stresu byly posuzovany na zaklad¢ rozdilu koncentrace prislusné latky v tepenné krvi a zilni krvi
opoustéjici lalok (arteriovendzni diference). Srovnani parametrii oxidac¢niho stresu mezi obéma
laloky v ramci jednoho pokusného subjektu bylo realizovano parovym t-testem. Srovnani vyvoje
parametri oxidac¢niho stresu v €ase v rdmci jednoho laloku bylo realizovdno analyzou variance
(ANOVA). Vsechna data jsou prezentovana jako aritmeticky primér a smérodatnd odchylka.
Hodnota p<0,05 byla povaZovana za statisticky vyznamnou.
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2.10 Vysledky

Béhem experimentu statisticky vyznamné rostla hladina kalia v arteridlni krvi (4.08+0.127,
4.35+0.159; 4.67+0.201; 4.79+0.198; 4.86+0.202 mmol/l; p* = <0.001) i Zilni krvi obou lalokt (v-i
4.17+0.108; 4.83+0.229; 6.22+0.513; 5.59+0.189; 5.57+0.221 mmol/l; p* = <0.001), (v-c
4.17+0.108; 4.92+0.214; 5.34+0.251; 5.47+0.276; 5.53+£0.244 mmol/l; p* = <0.001). Hladina
pyruvatu v arteridlni krvi vyznamné klesala (0.363+0.038; 0.231+0.034; 0.188+0.025; 0.216%0.041;
0.176+0.030 mmol/l; p* = 0.003), v zilni krvi ischemického laloku vyznamné vzrostla
(0.383+0.074; 0.371+0.050; 0.312+0.039; 0.536+0.080; 0.397+0.058 mmol/l; p* = 0.002), v krvi
kontrolniho laloku se neménila. Hladina laktatu vyznamné klesla na systémové turovni (8.29+1.200;
5.27+1.074; 5.34+0.978; 5.33+£1.006; 5.27+0.875 mmol/l; p# = 0.014), na lokalni stagnovala.
Hodnoty sledovanych parametri ve svalu a dynamika ostatnich sledovanych parametri v
porovnani systémovych a lokdlnich zmén se vyznamné nelisily.

2.11 Diskuze

Cilem projektu bylo vytvofit co nejredlnéjsi a nejkomplexnéjsi experimentalni model svalového
volného laloku a v ném probihajici zmény béhem I/R faze z hlediska oxida¢niho stresu. Vysledky
piredchozich praci ukazuji na potiebu takovychto experimentalnich modelii jako standardd k
dals$imu hleddni moznosti ovlivnéni neptiznivych déjti probihajicich béhem I/R v riznych odvétvich
transplantacni a rekonstrukcni chirurgie [1, 2, 8, 20, 23, 32, 36, 41, 45, 80, 81].

V naSem experimentu jsme vytvofili klinicky relevantni model peropera¢ni ischémie volného
svalového laloku u prasete. Béhem néj jsme méfili:

1) casovy vyvoj systémovych hladin vybranych parametrti

2) casovy vyvoj lokalni arteriovendzni diference vybranych parametri

3) tkanové koncentrace vybranych parametrti v homogenatech bioptickych vzorku.

Ptestoze bylo mozné dokumentovat fadu dynamickych zmén na systémové trovni (narast hladiny
kalia a pyruvatu, pokles hladiny laktatu a celkové bilkoviny), odrazel lokalni vyvoj pfedevsim tyto
systétmové procesy zmény, zatimco specifické zmeény odpovidajici ischemicko-reperfuznimu
poskozeni v operovanych svalech byly pouze diskrétni (vzestup hladiny kalia, laktatu, pyruvatu a
myoglobinu).

V experimentalnich pracich zabyvajicich ischemicko-reperfuznim poskozenim, se vétSinou uvadeji
modely volnych svalovych lalokl pievazné na mysich [2, 17, 22, 29, 34, 35, 59, 73, 78, 92].
Ojedinéle se provadéji experimenty na vétSich zvitratech [8, 20, 39, 75, 79]. Tyto modely vétSinou
nezohlednuji komplexnost déjii probihajicich béhem anestezie a operace tak, jak je zname z
humanni mediciny. Potkan je na rozdil od cloveka, resp. prasete anestezovan intraperitonealné
pentobarbitalem, neni intubovan, umeéle plicné ventilovan. Dale nelze prakticky izolovat pouze
svalovy lalok a z jeho zily pak odebirat krev k dal§imu hodnoceni. Na téchto modelech malych
zvitat je pak problematickd i naslednd extrapolace vysledkii do humanni mediciny, metodika
nekoreluje s redlnymi podminkami bézné praxe [38]. Hlavni pfednosti nasi prace je charakter
experimentalniho modelu, zejména pouziti velkého zvifete (prase domaci). Vyhodou tohoto modelu
je ptibuznost ¢lovéku na anatomické i1 fyziologické rovni a moznost bez vétSich modifikaci
aplikovat postupy (chirurgické, anesteziologické) rutinné pouzivané v praxi. Diky tomu nas ptistup
velice vérné simuluje redlnou klinickou situaci a zajiSt'uje pfesnou pienositelnost vysledkl. Dalsi
prednosti je relativné velky pocet zatazenych subjektl navic zplisobem, v némz kazdé zviie
poskytuje zaroven i kontrolu, takze je potlacena interindividudlni variabilita.

Jsme si védomi, Ze jsme nebyli schopni stanovit vSechny laboratorni ukazatele I/R [10, 18, 33, 41].
Nasi snahou byla komplexnost, tedy stanoveni ukazatele I/R na co moznd nejvice urovnich.
Abychom co nejvice objektivizovali 1 ischemické poSkozeni svalu samotného, odebirali jsme téz
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vzorky svalové tkané a vytvaieli z nich homogenaty. V nich jsme pak nasledné stanovovali stejné
laboratorni hodnoty jako v krevnich vzorcich. Odebirali jsme vzdy 3 vzorky svalu z rtizné casti
svalu v Case stanoveném k odbéru biopsie. Srovnanim variability vysledki jsme provedli analyzu,
zda stanoveni uvedenych ukazateld je vypovidajici o svalovém poskozeni béhem I/R. Z analyzy
vSech sebranych dat béhem experimentu jsme zhodnotili chovani modelu volného svalového laloku
MLD.

Jako hlavni nedostatek nasi prace se ukazuje relativné kratka doba arteficidlni ischémie a takeé
kratké sledovani reperfiznich déji. Lze namitat, Ze pokud bychom prodlouzili ischémii nebo dobu
sledovani po obnoveni krevniho priutoku, zaznamenali bychom vyraznéjsi lokalni zmény
odpovidajici I/R poskozeni. Nicméné nami zvolené podminky velmi pfesné kopiruji skutecnou
klinickou situaci, tj. bézn¢ dosahované operacni Casy. Vyznamné delsi sledovani by navic bylo
technicky obtizné.

Pfi sledovani Casového vyvoje vybranych parametri bylo mozno vysledovat nékolik moznych

trend:

1. sledovany parametr podléhal systémovym zméndm, pfitom zmény na Urovni operovanych
volnych svalovych lalokl tyto zmény pouze kopirovaly, napt. dochédzelo k setrvalému poklesu
celkové bilkoviny v arteridlni krvi, arteriovendézni diference vSak byla minimélni. Tento
konkrétni nalez odpovidd hemodiluci v dusledku objemové hrazené (nahradnim roztokem)
krevni ztraty. V kontextu tohoto zjiSténi jsme vSechny ostatni parametry korigovali na stupen
hemodiluce. Podobné chovani jsme zachytili v pfipadé nékterych markert oxidacniho stresu,
ICAM, VCAM, jejichz arteridlni koncentrace setrvale nartstala, opét pfi minimalni
arteriovenozni diferenci. Tento nalez interpretujeme jako disledek celkového oxidac¢niho stresu
v pritbéhu anestezie, zatimco piispévek ptipadného lokalniho stresu v operovanych svalech byl
v porovnani s celkovymi zménami zanedbatelny;

2. sledovany parametr podléhal systémovym zménam, pfitom zmény pii prachodu krve
operovanymi volnymi svalovymi laloky byly vyznamné. Tento trend byl patrny napt. v piipadé
sérového drasliku, jehoZ systémova koncentrace v pribéhu experimentu nartstala (a to dokonce
do hodnot vyrazné patologickych), a to (vzhledem k vyznamné arteriovendzni diferenci) se
zietelnym pfispévkem operovanych svalovych lalokd. Tento nélez lze s vysokou
pravdépodobnosti pfisoudit uvoliiovani intracelularnich zasob kalia pii rozpadu svalovych
bun¢k — at’ uz ptimo v disledku chirurgického traumatu, nebo ischémie;

3. pokles systémového laktatu, pfi stagnaci hladin v obou zkoumanych svalech (oba laloky
produkuji relativné stejné mnozstvi laktatu), ziejm& odpovidd urc¢ité mife ischemie obou
paravertebralnich a interkostalnich perforatort. MLD je totiz typickym zastupcem tzv. V.
kategorie cévni vyzivy svalového laloku dle Mathese-Nahaie [50], ktera je charakterizovéana
jednou dominantni cévni stopkou (vasa thoracodorsalis) a né€kolika segmentdlnimi vétvemi
zastoupenych v tomto ptipad¢ paravertebralnimi a interkostalnimi perforatory. Po jejich
odpojeni, pro potieby prenosu svalu jako volného laloku, je tkan vyzivovana pouze
torakodorzalni arterii. Dochazi k urcité redistribuci krevni vyzivy svalu, kterd se zpocatku
projevuje pretrvavajici relativni ischemii. To ma za nasledek zvySenou koncentraci laktatu, ktery
vznikd pii anaerobni svalové praci. Laktat je v organismu odbourdvan oxidaci za vzniku
pyruvatu, ktery Ize pak v citratovém cyklu pfimo vyuzit jako zdroj energie. ProtoZe jsme zjistili
zvysSenou hladinu pyruvatu v obou preparovanych svalech a jesté vyraznéji v ischemickém
svalu, vytvofili jsme hypotézu, Ze je tento stav zplsoben dostateCnym piisunem kysliku
(hyperémie v reperfuzni fazi po uvolnéni svorky, kdy je pln¢ obnoven piisun okysli¢ené krve do
svalu). Z téchto vysledkl 1ze usuzovat, Ze jsme ve zkoumaném organu navodili stav, ktery se
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podoba praktické operativé volnych svalovych laloki a ktery by mohl byt detekovatelny
standardnimi laboratornimi metodami. Vétime, ze se nam tedy, dle zadani a s pouzitou
metodikou, podatilo vytvofit funk¢ni experimentalni model ischemicko-reperfuzni faze operace.
4. sledovany parametr se béhem experimentu vyznamné nemeénil. Tak tomu bylo napt. u sérového
natria a logickym zévérem je, ze tento parametr neni podminkami experimentu vyznamné
ovliviiovan. V piipadé TBARS, gluthathionu, gluthathionperoxidazy, I-CAM, V-CAM,
isoprostant vSak pfipada v tivahu i jiné vysvétleni — zatimco v prvnich timepointech celkem
presvédcivé k zaddné zmeéné nedochazi, je v poslednim timepointu patrny vyrazny narist
variability. V souboru se tedy ke konci objevuji jedinci s vyrazné€ odliSnym chovanim. Moznym
vysvétlenim je napt. vznik trombozy mikrocirkulace vétsiho rozsahu nebo jiny proces vedouci
k vyrazngj$imu I/R poskozeni. To vSak ziistava pouze spekulativni, blize se nelze z dostupnych

Mrve

Vysledky ze svalové tkané ukazuji mirny pokles hladiny celkové bilkoviny, ktery by mohl
znamenat otok svalovych lalokl. Pokles koncentrace laktitu v 1. resp. 30. minuté reperfuze
(timepoint 2 a timepoint 3) oproti ptuvodni hladiné pied ischemii (timepoint 1), bychom mohli
hodnotit tak, Ze béhem reperfuze dochazi k vymyvani laktatu z tkdné. V souladu s vysledky
ziskanych z krevnich vzorkd. V obou piipadech vSak zmény nejsou statisticky vyznamné. Hodnoty
hladin myoglobinu a Zeleza ve tkani se neméni v jednotlivych lalocich v Case, ani v porovnani mezi
ischemickymi a kontrolnimi laloky.

2.12 Shrnuti vysledkt

Vytvotily jsme experimentalni, klinicky relevantni model pifenosu volného svalového laloku
musculus latissimus dorsi na zvifecim modelu. Simulovali jsme ischemii a naslednou reperfuzi tak,
jak k tomu dochazi v redlnych podminkach rekonstrukéni chirurgie pii mikrochirurgickém pienosu
volného svalového laloku musculus lattisimus dorsi. Tim jsme pln¢ splnili zadani experimentu. Na
tomto modelu jsme oproti predpokladu zjistili, ze pro samotnou tkan volného svalového laloku je, z
hlediska oxida¢niho stresu, nejkriti¢téjsi faze preparace (odpojeni ¢asti vyzivy) a nikoliv faze Gplné
ischemie. Domnivame se, Ze tato vysoka rezistence svalové tkan€ na oxidacni stres a ischemii je
déana i vedenim celkové anestezie.

2.13 Piinos pro klinickou praxi

Standardni pfenos volného svalového laloku nepfedstavuje pro tuto izolovanou tkan, z hlediska
oxida¢niho stresu, vyrazny inzult. Oproti ptivodnimu ptedpokladu neni tedy nutné zavadét do
protokolll operativy téchto typl lalokli podévani antioxidacnich latek [2, 3, 32, 34, 55, 76] ke
snizeni rizika morbidity ¢i letality (M/L) laloku. Tato pfipadna M/L laloku je nejspiSe dana jinymi
procesy, které nebyly v experimentu zkoumany: prolongovand ischemie cévni stopky laloku pfi
tromboze v misté anastomozy, idiopatické mikrotrombotizaci na trovni mikrocirkulace apod. [52].
Tim, Ze efekt hodinové ischemie, resp. oxidacniho stresu na lokalni Grovni byl maly a zjistili jsme
naopak vyznamné zmény celkové, méla by byt snaha (v klinické praxi) spiSe o ovlivnéni celkovych
parametrl. Z naSeho pohledu ma pro zmensSeni rizika M/L volnych laloki vedeni celkové anestezie
[19, 53, 54, 65, 68]. Z vysledki nasi experimentalni prace vyplyva i dalsi mozné zkoumani vlivi,
které by v chirurgii volnych lalokl pozitivné ovlivnily M/L pfendsené tkané. PredevSim by bylo
vhodné zhodnoceni vlivu: dostatecné oxygenace v preparacni fazi operace - FiO2 70-100 %;
dostate¢ného, ale zaroven pfiméfeného mnozstvi (z hlediska hemoreologickych vlastnosti krve)
hemoglobinu jakozto kyslikového ptenasecCe; arteficidlniho ovlivnéni krevni srazlivosti jakoZzto
prevence trombotizace nejen na irovni mikrosutury, ale i na Grovni mikrocirkulace [1, 22, 30, 37].
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Na zédklad¢ vysledkii naseho experimentu, postupnych empirickych zkusenosti a sbérem literarnich
dat, jsme zavedli standardizované preoperacni, perioperacni a postoperacni postupy péce o nemocné
podstupujici operaci s vyuzitim volného laloku na nasem oddéleni. Poznatky, které jsme ziskali
experimentem na izolovaném svalovém laloku jsme aplikovali i na ostatni druhy volnych laloka
(fasciokutanni), které uzivame na naSem pracovisti - DIEP (deep inferior epigastric artery
perforator) a MSAP (medial sural artery perforator).

Pfijem nemocného, indikovaného k elektivni operaci pomoci volného laloku na oddéleni je s
dostate¢nym Casovym predstihem - 48 az 72 hod. pted operaci. V tomto obdobi, v sou¢innosti s
anesteziologem, kontrolujeme vSechna pozadovand piedoperacni vySetfeni, ev. opakujeme ¢i
dopliiujeme ta, kde se vyskytuji nejasnosti ¢i nesrovnalosti. Jiz v tomto obdobi zakazujeme
kutrdktim koutit. Vzhledem k tomu, ze v soucasnosti povazujeme za nejdilezitéjsi Cinitel Gspésnosti
operace krevni perfuzi lalokem, kontrolujeme krevni tlak, ev. jej upravujeme ve spolupraci s
internistou. Pfi planovanych operacich s ptredpokladanou vétsi krevni ztratou, objedname na
spadové transfuzni stanici odbér autotransfuzi. V piipadé nemoznosti odbéru vlastni krve,
rezervujeme patficnou suspenzi erytrocytii. V 18:00 hod., den ptfed vykonem, téz podame s.c.
preventivni ddvku nizkomolekuldrniho heparinu (nejcastéji 0,4 ml Fraxiparinu). Premedikace (v den
operace) je standardni na zakladé doporuceni anesteziologa (nejcastéji Morfium 5-10 mg i.m., ev.
Dipidolor 10-15 mg i.m.). Operace je zahajena ivodem do anestezie. Behem operace anesteziolog,
z hlediska dostatecného prokrveni pienasené¢ho laloku, monitoruje krevni ztratu, hodinovou diurézu,
saturaci krve kyslikem, stfedni arteridlni tlak (MAP). Dle téchto parametrt pak tidi dalsi postup. Na
zaklad¢ publikovanych studii, podavame nyni antikoagulancia ,,pouze” v preventivnich davkach.
Kvalitn¢ provedenou mikroanastomézu povazujeme za zaruku prevence trombozy a v pripadé
Spatn¢ provedené mikroanastomézy antikoagulacni 1é¢ba trombdze v mist¢ mikroanastomozy
nezabrani.

Ditlezitym faktorem je téz Casovy interval od zjisténi piiznakii poruchy prokrveni laloku do
poruchy prokrveni a tim vétsi Sance na pieziti laloku pii odstranéni piic¢iny patologického stavu. Pii
delsich casovych prodlevach mohou nastat nevratné stavy, které i pfes odstranéni pficiny trombozy
nevedou k obnové krevni cirkulace lalokem a zapfticini tak nekrézu laloku - no-reflow fenomén.

Po operaci dbame hlavné na dostateCny perfuzni tlak lalokem. Monitorujeme krevni tlak
kontinualn€, hodinovou diurézu, saturaci krve kyslikem. VSechny tyto parametry v soucasnosti
prevenci proti trombdze a spazmim v mist¢ a okoli mikroanastomoézy. Jsme presvédCeni, Ze
kontinualni podavani heparinu v poopera¢nim obdobi nema smysl. Pfi technicky Spatné provedené
mikroanastomoze heparin trombdze v tomto misté stejné nezabrani.

Zaroven se v soucasnosti nejnoveji objevuji ditkazy o ne zcela bezproblémovém celkovém podavani
heparinu (mysleno i.v. kontinualné ¢i s.c. frakcionovan¢) ve vyssich davkach nez 5000 IU za den.
Jedna se o tzv. HIT (heparin-induced thrombocytopenia) nebo téz HITT (heparin-induced
thrombocytopenia and thrombosis). Coz je reakce organismu na heparin. Imunitni systém vytvari
protilatky typu IgG namifené proti heparinu navazaného na bilkovinu platelet factor 4 (PF4). To ma
za nasledek aktivaci erytrocytl, které se zaCnou seskupovat v mikrocastice. Tento stav vede ke
snizeni poctu kolujicich jednotlivych trombocytii (trombocytopénii) a téz k perifernim tromb6zam
se vSemi disledky [42], které mohou byt nepoznanou ¢i nediagnostikovanou pfi¢inou selhani
laloku.

V soucasné dob¢ tedy heparin po operaci celkové kontinudlné nepodavame. Nahrazujeme jej
frakcionovanym podéavanim preventivnich ddvek LMWH u kterych byl HIT (HITT) prokazan v
daleko mensi mife nez u heparinu samotného [49]. Heparin podavame pouze jednorazové v piipadé
nutnosti dle konkrétni situace vzniklé pii operaci, ev. po ni [37].
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3. OSetirovatelsky a lécebny protokol - mikrochirurgicky vykon

3.1 Pied opera¢nim vykonem:

1. Pfijem na odd¢leni (obvykle 2-3 dny pted vykonem)

2. Zakaz koufeni

3. VySetfeni chirurgem

4. Vysetteni anesteziologem

5. Ev. doplnéni pozadovanych vySetieni

6. Farmakoterapie - preventivni ddvka LWMH v 18:00 hod. den pied vykonem
- ev. uprava krevniho tlaku
- ev. Uprava glykémie

7. Zavedeni centralniho Zilniho katetru (CZK) — u vykonti s pfedpokladanou

vyznamnou krevni ztratou — DIEP)
8. Objednani krve (rezerva)
9. Ptiprava operacniho pole (mechanické ocisténi, oholeni)

3.2  V den operacniho vykonu:

1. Celkové koupel

3. Premedikace

3. Antibioticka profylaxe spolecné s premedikaci (obvykle 2 g cefazolinu i.v.
ve 20 minutové infuzi)

4. Zavedeni permanentniho mocového katetru (PMK) — k méfeni hodinové
diurézy

3.3  Perioperacni péce:

ANESTEZIE: celkova anestezie s orotrachealni intubaci a fizenou ventilaci. Anestetika: uvod:
propofol 1%, svalové relaxace atrakurium nebo rokuronium dle ptidruzenych chorob pacienta,
poté intubace. Analgezie - sufentanyl. Inhala¢ni anestetikum - sevofluran - MAC 0,8. O2 + Air,
FiO2 0,4-0,5. Relaxace béhem vykonu dle potieb operatéra. Antiemetikum ondansetron 4 mg
pred ivodem a 4 mg i.v. na konci operace. Asi 30 min. pted koncem operace ketoprofen 100 mg
1.v. Krevni tlak udrzovan takovy, jaky ma pacient v klidu pted operaci - normotenze. Pfipadn¢
krevni tlak korigujeme aplikaci objemu krystaliodi nebo aplikaci noradrenalinu kontinualné v
nizké dadvce. MAP dle situace 70-85 mm Hg. Diuréza kolem 1 ml na 1 kg. Béhem vykonu
kontrola KO, hemokoagulace, arteridlni Astrup. Udrzovani teploty - aplikace ohtatych roztokl a
ohfivani pacienta ohfivaci , elektrickou podlozkou. Kontrola télesné teploty méfenim rozdilu
hodnot télesné teploty z povrchu téla (v blizkosti operacniho pole) a sondou zavedenou do jicnu.
Rozdil nesmi pfesahnout 1 stupen Celsia.

3.4  Pooperacni péce:

Monitorace fyziologickych funkci &4 1hod. (TK, TT, P, df, SpO2) — kontinualn¢

Nebulizace (polomaska/kyslikové bryle)

Kompresivni bandaze — trvale

Bilance tekutin a4 1hod. — PMK (Tensamin lamp./20 ml F1/1, Furosemid 20 mg/20 ml F1/1)
Monitorace prokrveni laloku & 15 min./4 hod., dale kazdych 30 min. po dobu min. 4 dni
(barva, teplota, Dopplerometrické kontrola flow cév laloku — zapis a 1 hod.)

Aplikace LMWH frakcionované (2x denng) na zéklad¢ hodnot anti-Xa

. Podavani preparatii kyseliny acetylsalicylové p.o. - antiagregace trombocyta

8. Zaznam bolesti 4 1hod. — analgosedace (morfin kontinudln¢)
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9. Fyzioterapie: opera¢ni den — klid na Itizku
1. oper. den — dechova rehabilitace
2. oper. den — prvni postaveni u lizka, postupna mobilizace
3. oper. den — rehabilitace, mobilizace
4. oper. den — celkova koupel
Dale dle stavu nem.
9. Péte 0 CZK
10. Pfevaz operacnich ran
11. Poloha nemocného v polosedé s podlozenymi koleny a DK
12. Infzni terapie
13. Kontrola odvodu drénti
14. Kontrolni laboratorni vySetieni
15. Psychoterapie, edukace
16. Realimentace

4. Uziti volnych laloki na nasem pracovisti

V ramci chirurgické 1écby s vyuzitim volnych laloki jsme od listopadu 2010, kdy jsme tuto metodu
na naSem pracovisti zvladli a zavedli do praxe, do konce prosince 2015 operovali celkem 26
pacientl. U nich jsme uzili 26 volnych lalokl. Laloky jsme uzivali k rekonstrukci prsu po
mastektomii pro karcinom, k uzavéru chronického defektu — 1é¢beé osteomyelitidy kosti dolni
koncetiny, ke korekci jizevnaté kontraktury, ke kryti protruze titanové dlahy ve spolupraci se
stomatochirurgy.

4.1 Volny m. latissimus dorsi / m. serratus anterior

Volny svalovy lalok musculus latissimus dorsi (eventudlné musculus serratus anterior). Jedna se o
jeden z nejcastéji uzivanych laloki v plastické rekonstrukéni chirurgii. Lalok musculus latissimus
dorsi mize byt uzit samostatné jako Cisté¢ svalovy lalok, ¢i se svalem mizeme ptenasSet i kozni
ostrov (obr. 28). Lalok musculus serratus anterior ma shodnou stopku jako musculus latissimus
dorsi a uzivame jej pouze jako svalovy lalok. Svalové laloky jsme uZzili do této doby ve dvou
piipadech. Ke kryti defekt na koncetinach s chronickou osteomyelitidou tibie (obr. 27). Dobie
prokrvena tkan svalového laloku slouzi nejen ke kryti defektu (obr. 30), ale té¢z jako zdroj velmi
dobie prokrvené tkané, ktera je schopna do poSkozeného (ischemického) mista zajistit dostateCny
pifisun antibiotik. Stopka laloku je tvofend arteria thoracodorsalis odstupujici z arteria axillaris
(obr. 28). Piijmové cévy v naSem piipad¢ tvofila arteria et vena tibialis anterior. V pfipad¢€, ze
odebirame lalok tvofeny pouze svalem, kryjeme jej meshovanym dermo-epidermalnim koznim
Stépem o sile 0,4 mm (obr. 31). Piihojeny lalok je vidét na obr. 33.

Souhrn:

Pocet lalokt: 2

Sval: 1x - m. latissimus dorsi
1x - m. serratus anterior

Zpusob uziti: 2x - uzavér defektu bérce po sanaci chronického
osteomyelitického loziska

Recipientni cévy: 2x - a. tibialis anterior

Komplikace: 0

Revize: 0
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5. Zavér

Experimentem jsme exaktné prokazali, Ze oxidacni stres neni pro volny svalovy lalok vyznamny ani
po 60-ti minutové ischemii. Vysledky védecké prace tedy potvrdily klinickd pozorovéni. Zmény
hodnot v markerech oxida¢niho stresu odrazeji celkové zmény organismu v souvislosti s celkovou
anestézii. Prokdzali jsme, Ze i izolovand a relativné mala svalova tkan je k dlouhé ischemii velmi
rezistentni. S nejvétsi pravdépodobnosti se na této skutecnosti podili i zvySeny podil kysliku ve
vdechované smési pfi umélé plicni ventilaci (FiO2 = 50 %). Ta sice zvySuje celkovou zatéz
organismu oxidanim stresem, ale zaroven vytvari vhodné podminky pro planovanou ischemii
prendseného laloku. O vysledcich operace tak rozhoduje spise Spatn¢ provedend mikroanastomodza a
eventualni zilni nebo tepenna tromboza, nez vlastni ptrechodna ischémie.

Na zaklad¢ vysledkli experimentalni prace jsme standardizovali dil¢i postupy a vytvofili protokol
1é¢by pacient podstupujici mikrochirurgicky vykon na nasem pracovisti. Zjistili jsme, Ze naprosto
zasadnim a neoddélitelnym clenem tymu je anesteziolog (zasvéceny do specifické problematiky
operativy volnych lalokil) a jeho peclivé vedeni anestezie pfi tomto vykonu.

Nemén¢ dulezitym faktorem UspéSného vysledku operativy volnych lalokt je Casovy interval teplé
ischemie laloku béhem samotné operace a predevsSim pii eventudlni revizni operaci. Hodina je
primérnd doba od odpojeni laloku od donorskych cév do provedeni mikrosutury a obnoveni krevni
perfuze lalokem z piijmovych cév. Tento interval se vSak vyrazné prodluzuje pii komplikované
anastomoze Ci pii revizni operaci, kdy je perfuze krve lalokem snizena ¢i zastavena i nékolik hodin.
Nenalezli jsme univerzalni latku ¢i postup, po které by byla tspéSnost operativy volnych lalokt
vyssi. I pfes veskeré slozitosti, které provazeji mikrochirurgické operace postupné zjistujeme, Ze
uspéch zavisi na komplexni syntéze znamych, relativné jednoduchych a béznych opatienich. Jemna
preparace laloku a jeho stopky, dokonale technicky provedend mikroanastoméza, udrzovani stalé
télesné teploty, udrzovani normotenze, vyrovnané bilance tekutin a piiznivych reologickych
vlastnosti krve jsou pravé ta bézna opateni, které 1ze neustdlym opakovanim a tréninkem velmi
dobie zautomatizovat. Technickd opatfeni a postupy vSak sami od sebe nestaci. K tomu, aby
procento uspésnosti kazdé slozité operace bylo co nejvyssi, je nezbytnd operatérova neustala
sebereflexe a pokora.
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Richtr Patrik: Experimentalni model ischemicko-reperfuzniho poskozeni svalového volného laloku
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