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1 UvoD
Sepse je v soucasnosti desatou nejcastéjsi pticinou umrti v USA a velmi podobna situace je 1
ve vétsiné zemi Evropské unie (1). Podle velkych statistik se sepse stdva medicinskym
problémem nového tisicileti (1), coz souvisi nejen se starnutim populace, ale i se zvySujicim
se poctem imunokompromitovanych osob. Problém sepse se promita do vétSiny medicinskych
disciplin, negativnim zplisobem ovliviiuje vysledky 1é€by a nejcastéji se manifestuje u
nemocnych riznych diagnostickych skupin pfijatych na jednotky intenzivni péce (JIP).
Vlastni patogeneticky mechanizmus vzniku sepse a multiorganové dysfunkce (MODS,
multiple organ dysfunction syndrome) je pfes mimotfadné intenzivni klinicky a experimentalni
vyzkum nejasny. Zakladnim rysem je nekontrolovana a deregulovand systémova zanétliva
odpovéd’ na infekci, kterd je zprostiedkovand Sirokym spektrem endogennich pisobki.
Predpokladany komplex vzajemné propojenych mechanizmti zahrnuje interakci bakterialnich
faktorti, inflamatornich mediatorti, endotelidlniho poskozeni, selhani mikrocirkulace, naruSené
bunécné energetiky a apoptdzy. Jejich vlivem vznika dysfunkce tady organi vzdalenych

puvodnimu lozisku infekce.

Mimotadny medicinsky a socio-ekonomicky dopad sepse a navazujiciho MODS je divodem
velmi intenzivniho celosvétového experimentalniho i klinického vyzkumu. Informace o
moznostech prevence a 1écby tkanového poskozeni a orgdnové dysfunkce v sepsi jsou vSak
stale nedostatecné a proto se staly vychodiskem ptredkladané dizertacni prace. Selhani
klinickych studii zamétenych proti jednotlivym vybranym mediatoriim sepse stimulovalo
vyzkum cileny na neselektivni odstranéni nadbytku mediatorti sepse. Tato ,,detoxifikace*
organizmu tvoii zdkladni biologické vychodisko a teoreticky podklad pro vyuziti
hemoelimina¢nich metod jako podpirné 1écby sepse (2, 3). Na pozadi téchto uvah byl

zkouman vliv rtiznych modalit hemoeliminacnich metod na klinicky relevantnim modelu



septického Soku prasete. Studie konkrétné hodnotily pfinos vysokoobjemové hemofiltrace a
plazmafiltrace spojené s adsorpci v podptrné 1é¢bé sepse. Hlavnim cilem projektu bylo blize
popsat vhodné biologické cile pro uplatnéni ,,pleiotropniho® ucinku elimina¢nich metod a
ucinnost jejich ovlivnéni zvolenou metodou. Proto byl vliv 1écebnych intrervenci zkouman na
rad¢ vzajemné nezavislych patofyziologickych trovnich uplatiiujicich se v procesu sepse a
organové¢ dysfunkce. Protoze zadnou z hemoelimina¢nich metod nelze rutinn¢ klinicky
pouzivat bez zajisténi nesrazlivosti krve pacienta nebo mimotélniho okruhu, zamétili jsme se
na vyvoj nové metody antikoagulace pfi ndhrad¢ funkce ledvin regiondlnim ochlazenim

mimotélniho okruhu.



2 ORIGINALNI STUDIE

Tato dizertani prace je zalozena na komentovaném souboru niZze uvedenych originalnich
experimentalnich studii a souhrnnych c¢lankt, které jsou v textu oznaceny fimskymi

¢islicemi.

[. Sykora R, Chvojka J, Krouzecky A, Radej J, Karvunidis T, Varnerova V, Novak I and
Matejovic M. High versus standard-volume haemofiltration in hyperdynamic porcine
peritonitis: effects beyond haemodynamics? Intensive Care Med 2008; Oct 14. [Epub

ahead of print] IF 4,6.

Prdce byla ocenéna: Vitezna prace 1. cesko-slovenského kongresu intenzivni mediciny deti
a dospélych a XIV. Narodniho kongresu Ceské spolecnosti anesteziologie, resuscitace a

intenzivni mediciny. Prednaska z oblasti intenzivni mediciny.

I. Sykora R, Chvojka J, Krouzecky A, Radej J, Kuncova J, Varnerova V, Karvunidis T,
Novak I and Matejovic M. Coupled plasma filtration adsorption in experimental

peritonitis-induced septic shock. Shock 2008; Sep 29 [Epub ahead of print] IF 3,3.

Prace byla ocenéna: Poster award, 28th International Symposium in Intensive Care and

Emergency Medicine Brussels, March 18 — 21, 2008.

III. Krouzecky A, Chvojka J, Sykora R, Radej J, Karvunidis T, Novak I, Ruzicka J,
Petrankova Z, Benes J, Bolek L and Matejovic M. Regional cooling of the

extracorporeal blood circuit: a novel anticoagulation approach for renal replacement

therapy? Intensive Care Med 2008; Sep 18 [Epub ahead of print] IF 4,6.



Prace byla ocenéna: Oceneni za nejlepsi prednasku na I1. kongresu Ceské spolecnosti pro

intenzivni medicinu, 5.¢ervna 2008.

PiihlaSeny patent, leden/2008, u Patentového uradu CR. Vlastnik: Univerzita Karlova
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Petrankova, MUDr. Jifi Benes, PhD., MUDr. Lukas Bolek, PhD., MUDr. Ales Krouzecky,
PhD., MUDr. Roman Sykora, Doc. MUDr. Martin Matéjovic, PhD. Zpusob sniZeni
sraZlivosti krve v okruhu pristroje pro nahradu funkce ledvin a zafizeni k provadéni

tohoto zpusobu.

IV.Sykora R, Chvojka J, Krouzecky A, Rad¢j J, Karvunidis T, Novak I a Matéjovic M

Hemoelimina¢ni metody v 1é¢bé sepse: soucasny stav. Vnitini 1ékatstvi 2008; v tisku.

V. Krouzecky A, Novak I, Rad¢j J, Sykera R, Chvojka J, Karvunidis T, Mat&jovi¢ M.
Moznosti antikoagula¢niho zajiSténi metod mimotélni niahrady funkce ledvin u

kriticky nemocnych. Anesteziologie a intenzivni medicina 2008, 19: 154-158.



3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1 Kontinudlni nahrady funkce ledvin v 1é¢bé sepse - vysokoobjemova hemofiltrace

Nejcastéji pouzivanou hemoeliminacni metodou na jednotkach intenzivni pée u nemocnych
v sepsi €1 septickém Soku se souCasnym akutnim poskozenim ledvin (AKI, acute kidney
injury) je kontinualni nédhrada funkce ledvin (CRRT, continuous renal replacement therapy)
hemofiltraci (CVVH, continuous veno-venous hemofiltration) nebo hemodiafiltraci
(CVVHDF, continuous veno-venous hemodiafiltration) (4). Pfednosti téchto metod je 24
hodinova efektivni a flexibilni kontrola metabolické homeostdzy a nelimitované zajisténi
vyzivy. Pouziti mimotélnich hemoelimina¢nich metod jako podpirné terapie v 1é¢be sepse je

v posledni dob¢ velmi diskutovanym a dosud neuzavienym tématem (5, 6).

Podle multicentrické studie, kterd hodnotila efekt davek 20, 35 a 45 ml/kg/h, intenzivné;si
hemofiltraéni 1é¢ba pravdépodobné zlepSuje prognézu kriticky nemocnych s akutnim
selhanim ledvin. Podskupinovéa analyza této randomizované klinické studie naznacila, ze
pravé pacienti se sepsi a soucasnym selhdnim ledvin by mohli mit prospéch z dalSiho
zvySovani davky filtrace (7). Koncept tzv. vysokoobjemové hemofiltrace (HVHF, high-
volume hemofiltration) v 1é€be sepse je podporovan klinickymi (8-14) a experimentalnimi
(15-19) studiemi, které poukazuji na schopnost ¢asné hemofiltrace piiznivé ovlivnit
piredev§im hemodynamickou nestabilitu a davku vazopresort. Kritické zhodnoceni
metodologické kvality téchto studii vSak neumoznuje formulovani zavaznych klinickych
doporuceni. Klinické studie jsou limitovany nekontrolovanym nebo retrospektivnim designem
a velmi malou velikosti sledovaného souboru nemocnych. Podobné kvalita provedenych
experimentalnich studii je nedostate¢na jak z pohledu zvoleného modelu sepse, tak z hlediska

nacasovani a délky intervence (8-19).



V souhrnném ¢lanku ,,Hemoeliminaéni metody v 1é¢bé sepse: soucasny stav (IV.), ktery je
prilohou této dizertatni prace se detailné zabyvame biologickymi mechanismy
hemoelimina¢nich metod v sepsi. Rozebirame faktory ovliviiujici u¢innost hemoeliminac¢nich
metod jako je diskutovand davka hemofiltrace, HVHF, doba zahédjeni CRRT, pouziti filtr

s vysokou propustnosti a adsorpci a volba vhodné modality CRRT ¢i IHD.

Z rozboru soucasné literatury jednoznacné vyplyva nutnost dalsiho zkoumdani konceptu
vysokoobjemové hemofiltrace. Protoze klinické studie jsou zatizené fadou rusSivych faktort,
je perspektivnim feSenim experimentalni vyzkum, ktery v maximalni mozné mife napodobuje
patofyziologickou situaci kriticky nemocnych. Vysledky studii uvedené v této dizertaci
vychézeji z klinicky relevantniho modelu sepse (Obrazek 1), ktery umoziuje vyzkum
zakladnich patofyziologickych komponent sepse a zhodnoceni lécebnych intervenci, véetné

hemoelimina¢nich metod.

3.2 Plazmafiltrace spojena s adsorpci v 1é¢bé sepse

Plazmafiltrace spojena s adsorpci (CPFA, coupled plasma filtration adsorption) je novy druh
hemoelimina¢ni metody, ktera je zaméiena predevSim na neselektivni odstraiiovani
cirkulujicich mediatorii, které se spolupodileji na patogenezi sepse (20). Tato metoda se
sklada z plazmafiltru, adsorpcni kapsle obsahujici syntetickou makroporozni pryskyfici
s vysokou adsorpcni kapacitou a ze standardniho hemofiltru (Obrazek 4). Krev prochazi
rychlosti 150 ml/min plazmafiltrem, dochézi k separaci plazmy, nejcastéji se jedna o 20%
objemu protékajici krve. Separace plazmy vyznamné zpomali jeji pratok (30 ml/min) a
umozni po delsi dobu kontakt plazmy s extrémné pordéznim adsorpénim povrchem

(50000m” v na§i studii) hydrofobni styrénové pryskyfice obsazené v kapsli, kterd ma
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vysokou schopnost adsorpce solubilnich cirkulujicich mediatord a cytokind (21, 22), coz
podporuji in vitro a ex vivo studie (23, 24). Takto ocisténd krev dale postupuje do

hemofiltru a podstoupi bud’ hemofiltraci ¢i hemodialyzu (Obrazek 4).

Dosud byla na toto téma publikovana jen jedna experimentalni prace. U¢inek CPFA byl
zkouman na krali¢im modelu endotoxinového Soku navozeného letdlnim bolusem endotoxinu
E. coli (25). V této studii byla 1écba CPFA spojena s prodlouzenim doby pieziti (72 hodin)
(25). Studie je vsak omezena fadou limitaci: a) vysledkem bolusového podani endotoxinu a
absence tekutinové resuscitace byl hypodynamicky endotoxinovy Sok, ktery je zcela
v protikladu k obvyklé klinické situaci, b) 1écba CPFA byla zah4jena pied indukci Soku, tzn.

ve schématu, které nelze klinicky uplatnit.

U obou dosud publikovanych klinickych studii (24, 26) je vypovédni hodnota slibnych a
pozitivnich vysledki limitovana ptedevsim velikosti soubort sledovanych pacientli a absenci
randomizace. V klinické studii u deseti pacientd v septickém Soku Ronco et al. ukdzali, ze
desetihodinova 1écba CPFA zleps$i systémovou hemodynamiku a reaktivitu leukocyti vice
nez hemofiltrace (24). Formica et al. v observacni klinické studii, bez kontrolni skupiny,
zkoumal efekt opakované 1é¢by CPFA na hemodynamiku u dvandacti pacientd v septickém
Soku (26). V této studii pozoroval zvySeni stfedniho arterialniho tlaku a vys$si nez predikované
prezivani nemocnych (26). Difive nez bude mozné CPFA metodu doporucit pro klinickou
praxi, je jednoznacné nezbytné ovéfit jeji ucinnost a bezpecnost na klinicky relevantnich

modelech septického Soku.
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3.3 Antikoagulace pri nahradé funkce ledvin: regionilni ochlazeni mimotélniho

okruhu

NejcastéjSim zpisobem prevence srazeni krve v pribéhu nahrady funkce ledvin je systémova
antikoagulace, kterd vSak neni vhodna pro nékteré rizikové pacienty. V téchto ptipadech se
pouzivaji alternativni zpusoby antikoagulace: regiondlni antikoagulace, minimalni
heparinizace, prostaglandiny nebo proplachy mimotélniho okruhu (27, 28). Jedna se ovSem o
metody, které jsou bud’ nedostate¢né efektivni, spojeny s nezadoucimi u€inky nebo jsou piili§
drahé. SniZeni teploty krve vede ke snizeni sraZlivosti (29). Tento efekt je dan predevSim
inhibici enzymatickych reakci koagulacnich kaskad a poruchou funkce krevnich desticek (30,
31). Cim je zchlazeni intenzivngjsi, tim lze oéekavat vétsi antikoaguladni efekt (29) a naopak
pii ohtivani krve lze sledovat opacny efekt na normalizaci krevni srazlivosti (32). Na zakladé
téchto tidajii jsme postulovali hypotézu, ze ochlazeni krve v mimotélnim okruhu a nésledné
ohrati krve pfed navratem do organizmu mize vést k dostatecnému protisrazlivému efektu.
Tim by bylo mozné vyhnout se jakékoliv farmakologické antikoagulaci v pribéhu

mimotélnich hemoelimina¢nich metod.

12



4 CILE PRACE

Cilem této prace bylo v experimentalnich studiich na zvifecim modelu septického Soku:

1) a) Zhodnotit vliv hemofiltrace na uwrovni systémové hemodynamiky, regiondlni
hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho stresu,

endotelu a koagulace.

b) Porovnat vliv vysokoobjemové hemofiltrace s davkou 100 ml/kg/h s ,konvenéni -

septickou’ davkou hemofiltrace 35 ml/kg/h.

2) Zkoumat vliv plazmafiltrace spojené s adsorpci na trovni systémové hemodynamiky,

regiondlni hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho

stresu, endotelu a koagulace.

3) Overit hypotézu, Ze ochlazeni krve v mimotélnim okruhu a nasledné ohtati krve pied

navratem do organizmu muze vést k dostatecnému protisrazlivému efektu.

13



5 LEGALNI A ETICKE ASPEKTY STUDIi

Experimentalni prace byly provedeny v souladu se zavaznymi doporucenimi pro praci

s laboratornimi zvitaty a schvaleny etickou komisi Lékatské Fakulty UK v Plzni.
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6 METODOLOGICKA CAST

6.1 Zvireci model - uvod

Zviteci modely v naSich studiich jsou vybirany a tvotfeny tak, aby byly maximaln¢ klinicky
relevantni (tzn. se svymi vlastnostmi co nejvice podobaly klinické situaci v humdanni
medicing) (33, 34). Pro vyzkum mimotélnich eliminaénich metod pouzivame model velkého
zvitfete — selete, jehoz anatomické, fyziologické a metabolické parametry se velice blizi
clovéku. Pii tekutinové resuscitaci sepse a septického Soku bylo pouzito velkych objemil
tekutin ke korekci intravaskularni naplné s cilem vyloucit hypovolémii, kterd by mohla
negativné ovlivnit hemodynamické a metabolické parametry. Timto zplisobem bylo dosazeno
hyperdynamické cirkulace, typické pro sepsi, charakterizované zvySenim minutového
srdecniho vydeje a snizenim systémové vaskularni rezistence s poruchami mikrocirkulace a
energetického metabolizmu. Selata jsou vhodna k zavedeni stejnych invazivnich vstupt a
kanyl, které se pouzivaji u pacienti na jednotkdch intenzivni péfe. Navic nabizeji
nekomplikovany operacni pfistup ke zkoumanym organtim hepatosplanchniku a ledviné
umoznujici sledovat pfimo regiondlni hemodynamiku a selektivné odebirat krevni vzorky

z cév jednotlivych sledovanych organt.

Pouziti antibiotik by nas model jeste vice piiblizilo klinické situaci. Na§ model vSak
napodobuje hyperdynamickou sepsi s narlstajici tizi onemocnéni a progresi do septického
Soku v dostateCnych ¢asovych intervalech (Obrazek 2 a 3). Pouziti antibiotik by vyznamné
zasahlo do pribéhu onemocnéni a rozvoje septické odpoveédi v pribehu naseho modelu. Nas§
instrumentovany model je konstruovany pro pifima méfeni a hodnoceni patofyziologickych

odpovédi a neni svou povahou urcen pro hodnoceni preziti.

15



Na zakladé zkuSenosti s prase¢im modelem jsme zdravad selata pouzili jako objekty pro
vyzkum metody regiondlni antikoagulace pro CRRT chlazenim mimotélniho okruhu

v mnohem jednodussi instrumentaci.

6.2 Experimentilni model septického Soku pri peritonitidé

6.2.1 Anestézie a instrumentace experimentdlniho modelu septického Soku

V experimentech jsme pouzili selata obou pohlavi, vazici 27-44kg. Jako premedikaci jsme
intramuskularné podavali atropin (1mg), ketamin (50mg) a azaperon titrovany podle
klinického efektu. Na tivod do anestézie byl podan intraven6zné atropin (0,5 mg), propofol
2% (1-2 mg/kg), ketamin (2 mg/kg) a pancuronium (4mg). Po intubaci byla selata napojena
na umélou plicni ventilaci (FiO; 0,4; PEEP 5-10 cm H,O; dechovy objem 10 ml/kg; dechova
frekvence byla nastavena tak, aby se cilovy arterialni pCO, pohyboval mezi 4,0 a 5,0 kPa).
Béhem chirurgické instrumentace byla celkova anestézie vedena kontinualnim intravenéznim
podavanim thiopentalu (10 mg/kg/h) a fentanylu (10-15 pg/kg/h). Po dokonceni operace byly
snizeny davky thiopentalu (5 mg/kg/h) i fentanylu (5 pg/kg/h) a touto rychlosti byly podavany
do konce experimentu. Svalovd relaxace byla zajiSténa kontinudlnim intraven6znim
podavanim pancuronia (0,2 mg/kg/h) po celou dobu experimentu. Infazni roztok Plasma Lyte
byl poddvan jako udrzovaci tekutina v pribehu chirurgické instrumentace rychlosti 15
ml/kg/h, poté byla davka sniZena na 7 ml/kg/h. Hladina glykémie v arteridlni krvi byla

udrzovana mezi 4,5-7 mmol/l infazi 20% glukézy v priibéhu celého experimentu.

Do levé jugularni zily byl zaveden trojcestny centralni zilni katétr k podévani farmak a infuzi.

Cestou pravé jugularni zily byl zaveden plicnicovy katétr. Do levé femoralni tepny jsme

zavedli katétr, ktery slouzil k invazivni monitoraci krevniho tlaku, sbéru vzorkl a zavadéni
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fibrooptického katétru k méfeni nitrohrudniho objemu krve (ITBV, intrathoracic blood
volume). Do pravé femoralni zily byla zavedena dialyza¢ni kanyla, ptes kterou byla selata
napojovana na hemoelimina¢ni metody. Po provedeni horni stfedni laparotomie jsme na
portalni zilu, spolecnou jaterni tepnu a renalni tepnu vlevo upevnili ultrazvukové pratokové
sondy (Transonic Systems, Ithaca, New York). Poté jsme do portdlni a rendlni Zily vlevo
zavedli katétry ke sbéru vzorkd. Do jaterni zily jsme zavedli katétr az po ukonéeni pokusu
pod ultrazvukovou kontrolou. Pfimo na povrch ledviny, skrze incizi v rendlni kapsuli, jsme
umistili laser Doppler sondu (PF 404, Suturable angled probe, Perimed, Jarfalla, Svédsko)
slouzici k monitoraci mikrocirkulace. Nasledovalo vysiti dvouhlaviiové ileostomie, kterou
jsme pouzili k monitoraci stfevni mikrocirkulace a to laser Doppler sondou (PF 409, Straight
endoscopic probe, Perimed, Jarfalla, Svédsko) a intravitalni videomikroskopii (Microscan,
MicroVision Medical, Amsterdam, Holandsko). Ileostomie byla mezi méfenimi piikryta
sterilni gazou navlhcenou fyziologickym roztokem a zakryta stomickym saCkem. Na konci
operace jsme umistili skrze bfiSni sténu dva trubicové drény k derivaci ascitu a k indukci
peritonitidy. Perkutdnné jsme zavedli cystostomicky katétr pod ultrazvukovou kontrolou a
méfili vydej moci. Po uzavieni laparotomie nasledovalo 6 hodin pooperacni stabilizace.
Soucasné s tvodem do anestézie bylo 0,5g/kg autologni stolice selete rozpusténo ve 200 ml
fyziologického roztoku a kultivovdno ve vodni lazni pii 37°C. Tento roztok byl pouzit

nasledné k indukci peritonitidy.

6.2.2 Méieni systémové a regiondlni hemodynamiky, mikrocirkulace a vypocty

Z parametrii  systémové hemodynamiky byly méfeny tyto parametry: srdecni vydej,
systémova vaskularni rezistence, ITBV a plnici tlaky obou komor. Na trovni regionalni
hemodynamiky hepatosplanchniku byly monitorovany pratoky krve portalni Zilou, spole¢nou

jaterni tepnou a levou rendlni tepnou. Odebirali jsme vzorky arteridlni, portalni, jaterni a

17



rendlni zilni krve k analyze pH, pO,, pCO; a saturaci hemoglobinu kyslikem. Nasledn¢ jsme
podle obvyklych vzorct vypocitavali systémovou a predevsim regionalni dodavku kysliku,

spotiebu kysliku jatry a ledvinou:

Systémova dodavka Kkysliku DO, = (CO x Ca0,)

Systémova konzumpce kysliku VO, =CO x (Ca0; - Cv0O,)

CcO Srde¢ni vydej (cardiac output) [ml/kg/min]

Ca0, Obsah kysliku v arterialni krvi = (Hb x 1,34 x Sa0,) + (0,003 x PaO,)
CvO, Obsah kysliku vendzni krve = (Hb x 1,34 x SvO,) + (0,003 x PvO,)
Hb Hemoglobin [mg/ml]

Sa0, Saturace arterialni krve kyslikem

SvO, Saturace smiSené zilni krve (a.pulmonalis)

PaO, Parcialni tlak kysliku v arteridlni krvi [kPa]

PvO; Parcialni tlak kysliku ve smiSené zilni krvi [kPa]

Dodavka kysliku do ledviny DO, renal = RABF x Ca0,

Spotieba kysliku ledvinou VO; renal = RABF x (Ca0; — Crv0,)
CrvO;, Obsah kysliku: rendlni zile = (Hb x 1,34 x SrvO;) + (PrvO; x 0,003)
RABF Pratok ledvinnou tepnou, renal arterial blood flow [ml/kg/min]
SrvO, Saturace rendlni zily kyslikem

PrvO, Parciélni tlak kysliku v renélni Zile

Dodavka kysliku do jater DO; liver = (HABF x Ca0,) + (PVBF x CpvO,)

Spotreba kysliku jatry VO, liver = DOliver — ((HABF + PVBF) x ChvO,)

HABF Pratok krve spole¢nou jaterni artérii, hepatic arterial blood flow
PVBF Pratok krve portalni Zilou, portal venous blood flow
CpvO, Obsah kysliku: portalni zila = (Hb x 1,34 x SpvO2) + (PpvO2 x 0,003)
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SpvO, Saturace krve portalni zily kyslikem

PpvO, Parcialni tlak kysliku v portalni zile

ChvO, Obsah kysliku v jaterni zile = (Hb x 1,34 x ShvO2) + (PhvO2 x 0,003)
ShvO, Saturace jaterni zily kyslikem

PhvO, Parcialni tlak kysliku v jaterni zile

Mikrovaskularni perfuze sliznice ilea a kiry ledviny byla hodnocena za pouziti laser
Dopplerometrické metody hodnocenim perfuznich jednotek pii adekvatnim zpétné¢ odrazeném
signalu (back scattered light). Soucasné jsme vyuzili techniku intravitalni videomikroskopie
(SDF, Side-stream Dark imaging) k pfimému zobrazeni mikrocirkulace sliznice ilea. Béhem
kazdého méfeni jsme natocili ze tif rlznych mist sliznice ilea dvacetivtetfinovou
videosekvenci. Za pomoci softwaru vyvinutého k hodnoceni téchto sekvenci: Microscan
Analyzing Software (MicroVision Medical, Amsterdam, The Netherlands) jsme urcovali
microvascular flow index (MFI) a flow heterogeneity index (FHI). MFI je zalozen na
hodnoceni jednotlivych charakteri priitoku v kapilarach a cévach do priméru 20 mikrometra
v kazdém ze 4 kvadranti videosekvence (Zadny prutok = 0, intermitentni = 1, zpomaleny = 2,
kontinudlni = 3). Priimér hodnot z jednotlivych kvadrantii je MFI. V nasi studii jako vysledek
uvadime pramérny MFI ze tfi ndhodné vybranych lokalit sliznice ilea. FHI ukazuje spise nez
na charakter priitoku na prostorovou heterogenitu perfuze. Vypocet FHI provadime jako

rozdil mezi nejvyssi a nejnizs$i hodnotou MFI délenou primérnym MFI (35).

6.2.3 Odbér a hodnoceni vzorki krve, plazmy a tkani
Z arterialni, portalni, jaterni a rendlni Zilni krve jsme stanovili koncentrace laktatu (L) a
pyruvatu (P), dale byly stanoveny arterialni sérova hladina alanin aminotransferazy (ALT) a

poméru ketolatek zjaterni zilni krve (KBR, acetoacetat/B-hydroxybutyrat). K popisu
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oxidativniho a nitrosativniho stresu jsme pouzili méfeni arteridlnich reaktantd s kyselinou
thiobarbiturovou (TBARS, thiobarbituric acid reactive species) a koncentraci arteridlnich
nitratl a nitritd. Z arteridlni krve jsme stanovili také aktivitu von Willebrandova faktoru
(VWF), koncentraci komplexti trombinu-antitrombinu (TAT), pocet krevnich desticek,
koncentraci asymetrického dimetylargininu (ADMA), tumor necrosis faktoru alfa (TNF-a)
interleukinu 6 (IL-6) a v pripad¢ studie plazmafiltrace spojené s adsorpci také arteridlni
hladiny neuropeptidu Y (NPY) a vazoaktivniho intestinalniho peptidu (VIP). VSechny vzorky
jsme hodnotili dvojmo a abychom odstranili efekt hemodiluce pfi objemové resuscitaci,
korigovali jsme nasledujici hodnoty na celkovou bilkovinu: NOx, TBARS, ADMA, ALT,

vWF, TAT, TNF-0, IL-6, NPY a VIP.

Obrazek 1. Instrumentace experimentalniho modelu septického Soku pii peritonitideé
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6.3 Protokol studii a nastaveni hemoelimina¢nich metod

6.3.1 Protokol studie

Prvni méfeni a sbéry vzorkli byly provedeny po 6 hodinovém zotaveni z chirurgické
instrumentace. Nasledovala indukce peritonitidy inokulaci 0,5 g/kg autologni stolice
rozpusténé v 200 ml fyziologického roztoku do bfiSni dutiny jednim z drén. Druhy set
méteni a sbéru vzorki byl proveden po 12 hodinach od indukce peritonitidy. V této dobé byla
jiz plné rozvinutd hyperdynamicka sepse, tekutinové resuscitovana krystaloidem i koloidem
podle protokolu. Poté byla zvifata randomizovnana bud’ do kontrolnich skupin, kde spontanné
progredovala sepse nebo byla napojena na 10 hodin na n¢kterou z hemoelimina¢nich metod
(HVHF, CVVH, CPFA). Dalsi méfeni byla provedena v 18. a 22. hodin€, v pribéhu

hemoelimina¢ni metody (Obrazek 2 a 3).

6.3.2 Experimentalni skupiny
Ve studii ,,vysokoobjemova hemofiltrace v septickém Soku“ jsme randomizovali do tfi
skupin: kontrolni (Control, n = 7), standardni hemofiltrace 35 ml/kg/h (HF, n = 7) a

vysookobjemova hemofiltrace 100 ml/kg/h (HVHF, n = 7).

Ve studii ,,plazmafiltrace spojena s adsorpci v septickém Soku* jsme randomizovali do dvou

skupin: kontrolni (Control, n = 8) a plazmafiltrace spojend s adsorpci (CPFA, n = 8).

6.3.3 Resuscitace experimentdalni sepse a septického Soku
K zékladni, udrzovaci, infuzi roztoku Plasmalyte jsme od Sest¢ hodiny od indukce
peritonitidy ptidali infuzi 6% hydroxyetylSkrobu 130 kD/0,4 rychlosti 10 ml/kg/h (7 ml/kg/h

v ptipad€ ze byl CVP nebo PAOP vyssi nez 18 mm Hg) tak, abychom udrZeli plnici tlaky
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komor vys$i nez 12 mm Hg. Kontinudlni infize noradrenalinu byla zahdjena, pokud se
tekutinovou resuscitaci nedafilo udrZet stfedni arteridlni tlak nad 70 mm Hg. Poté, co jsme
ziskali posledni set mefeni a odebrali posledni vzorky, byla zvifata utracena za hluboké

celkové anestézie injekci KCI.

6.3.4 Nastaveni kontinudlni veno-venozni hemofiltrace

K hemofiltraci byl pouzity ptistroj MultiFiltrate (Fresenius Medical Care AG & Co. KGaA,
Bad Homburg, SRN) se syntetickou membranou (Ultraflux AV600S; high-flux polysulphon
filter, povrch 1,4 mz, cut off do 30000 Daltonti, Fresenius Medical Care). Kontinudlni veno-
venozni hemofiltrace a vysokoobjemovéd hemofiltrace s nulovou cilovou ultrafiltraci byly
nastaveny na davku hemofiltrace 35 a 100 ml/kg/h. Priitok krve byl nastaven na 200 ml/min.
K substituci byl pouzit bikarbonatovy roztok (35 mmol/l), ktery byl napojen rovnomérné pre-
1 postdiluénim zptisobem (50% + 50%). K prevenci poklesu télesné teploty v mimotélnim
okruhu byl substitu¢ni roztok ohfivan na 39°C v hemoelimina¢nim piistroji a soucasn¢ byl

zapojen na vendzni linku i oh¥iva¢ HOTLINE®,

6.3.5 Nastaveni plazmafiltrace spojené s adsorpci

Lécba CPFA byla provadéna na komeréné dostupném piistroji uréeném k raznym modalitam
extrakorporalni hemoeliminace (LYNDA, Bellco®, Mirandola, Italie), za pouziti kitu CPFA
kit (ABL 814, Bellco SpA), ktery obsahuje polyétersulfonovy plazmafiltr (MPS 05, 0.5 m?)
v sérii s vysoce propustnym polyétersulfonovym hemofiltrem (HFT 14, 1.4 m?, Bellco SpA) a
adsorbéni kapsli obsahujici styrénovou pryskyfici makroporézni strukturou (Mediasorb,
50000m*/cartridge). Pritok krve byl nastaven na 150 ml/min, objem separované plazmy na
20% v plazmafiltru (pritok plazmy 30ml/min). Poté, co plazma byla ocisténa v adsorpéni

kapsli, spolecn¢ se zbytkem krve jest€ proSla hemofiltrem, na kterém byla nastavena
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hemofiltrace 35ml/kg/h s nulovou ultrafiltraci. K substituci byl pouzit bikarbonatovy (35
mmol/l) roztok, ktery byl napojen postdilu¢nim zptisobem. K prevenci poklesu télesné teploty
v mimotélnim okruhu byl substitucni roztok ohfivan na 39°C v hemoelimina¢nim pfistroji a

soucasné byl zapojen na venodzni linku i ohtivaé HOTLINE®.

6.3.6 Antikoagulace
K antikoagulaci vSech zvifat z obou studii jsme pouzili intravendzni bolus 0,2 ml/10 kg
nadroparinu tésné po druhém méfeni a sbéru vzorkt (Obrazek 2 a 3). V zadné ze studovanych

skupin v obou studich jsme neménili ani filtry ani adsorpéni kapsle.

Obrazek 2. Schéma protokolu studie: Vysokoobjemova hemofiltrace v septickém Soku

-10h - 6h 0h 6 h 12h 18h 22h
OPERACE ZOTAVENI ROZVOJ PERITONITIDY / SEPTICKEHO S$0KU + MODS
INDUKCE TEKUTINOVA RESUSCITACE + NORADRENALIN
PERITONITIDY

HEMOFILTRACE 35 ml/kg/h

VYSOKOOBJEMOVA
HEMOFILTRACE 100 ml/kg/h
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Obrazek 3. Schéma protokolu studie: Plazmafiltrace spojena s adsorpci v septickém Soku
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6.4 Material a metody studie: Antikoagulace pri nahradé funkce ledvin: regionalni

ochlazeni mimotélniho okruhu

6.4.1 Experimentdlni model a popis technickych parametrii

Pro ucely této studie byl pouzit zvifeci model, celkem 12 selat o hmotnosti 37 (33; 43) kg.
Intraveno6zni anestézie a ventilace byla vedena stejn¢ jako je popsano u piedeslych studii s tim
rozdilem, ze zde jako analgetikum byl pouzit buprenorfin podavany intraven6zn¢ v bolusech
0,3 mg a byla podavana infuze roztoku Plasmalyte 10 ml/kg/h béhem instrumentace a
nasledné byla po operaci redukovana na 5 ml/kg/h. U selat jsme zavadéli dialyzacni kanylu do
femoralni zily, do levé femoralni tepny byl zaveden arteridlni sheath, ktery slouzil k odbéru
vzorkil a zavadéni katétru k méfeni teploty télesného jadra. Také byla zavedena cystostomie

k derivaci modi.

K CVVH byl pouzity piistroj MultiFiltrate se syntetickou polysulfonovou membranou
(Ultraflux AV600S). CVVH snulovou cilovou ultrafiltraci byla nastavena na déavku
hemofiltrace 20 ml/kg/h. Pritok krve byl nastaven na 150 ml/min. K substituci byl pouzit

laktatovy roztok, ktery byl napojen postdilu¢nim zptsobem.

K antikoagulaci bylo pouzito ochlazeni krve ptfed vstupem do CVVH nami vyvinutym
piistrojem. Krev vychéazejici ze selete byla ochlazena na 20°C chladici jednotkou a po
prichodu mimotélnim okruhem CVVH byla pfed navratem do selete v ohfivaci jednotce
zahtatd na 38°C. Detailni popis pfistroje je dostupny v piilozené praci ,,Regional cooling of
the extracorporeal blood circuit: a novel anticoagulation approach for renal replacement

therapy?" (IIL.).
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6.4.2 Experimentdlni skupiny a protokol studie

Zvitata byla randomizovana do dvou skupin. U kontrolni skupiny (CONTR, n = 6) byla
Sestihodinova CVVH provadéna zcela bez antikoagulace. Ve druhé skupiné (COOL, n = 6)
bylo pouzito zafizeni na zchlazeni krve jako metoda antikoagulace pro Sestihodinovou
CVVH. Vzorky byly odebirany a méteni byla provadéna pred zahdjenim a dale pak 15, 60,
180 a 360 minut od zahajeni CVVH. M¢rili jsme a) parametry okruhu: ¢as do vysrazeni
okruhu, pocet alarmem navozenych zastaveni CVVH, transmembranové a venozni tlaky; b)
parametry koagulace okruhu: komplexy trombinu a antitrombinu (TAT), tromboelastografii
(TEG, ve 180 minuté, provadéné bud’ pfi teploté extrakorporalniho okruhu 20°C nebo 37°C
podle mista odbéru vzorku) a c) parametry bezpecnosti metody: hemodynamika, teplota
télesného jadra, krevni obraz, hladinu volného plazmatického hemoglobinu, bilirubin a jaterni

enzymy a krevni plyny.

6.5 Pouzité statistické metody

Hodnoty vysledkil prezentujeme jako median a 25. a 75. percentil (interkvartilové rozpéti).

Absenci normalniho rozlozeni hodnot jsme testovali testem normality Kolmogorov-Smirnov.

Ve studiich ,,vysokoobjemova hemofiltrace v septickém Soku a plazmafiltrace spojena
s adsorpei v septickém Soku® byly rozdily v case pred indukci a po indukci peritonitidy
v ramci jedné skupiny otestovany statistickym testem ANOVA pfi opakovanych méfenich
(Friedman ANOVA on ranks) za nésledného pouziti post hoc Dunnova testu pro identifikaci
statisticky vyznamnych rozdili pfi mnohocetném porovnavani. Rozdily mezi jednotlivymi
skupinami v danych timepointech v pfipadé studie ,,vysokoobjemova hemofiltrace

v septickém Soku* byly testovany za pomoci Kruskal-Wallisova testu (Kruskal-Wallis
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ANOVA) opét snaslednym pouzitim post hoc Dunnova testu. Rozdily mezi skupinami
v danych timepointech v piipad¢ studie ,,plazmafiltrace spojena s adsorpci v septickém Soku*

byly testovany za pomoci Mann-Whitneyova U testu (rank sum test).

Ve studii ,,Antikoagulace pii nahradé funkce ledvin: regiondlni ochlazeni mimotélniho
okruhu“ byly rozdily v ¢ase v ramci kazdé skupiny testovany statistickym testem ANOVA pii
opakovanych méfenich (Friedman ANOVA on ranks) za nasledného pouziti post hoc
Dunnova testu pro identifikaci statisticky vyznamnych rozdili pti mnohocetném porovnavani.
Rozdily mezi skupinami v danych timepointech byly testovany za pomoci Mann-Whitneyova

U testu (rank sum test).

Grafy pouzité v pfiloZzenych pracich jsou bud’ jednoduché bodové grafy nebo standardni
krabicové grafy zobrazujici median, interkvartilové rozpéti a rozpéti rozsahu neodlehlych

hodnot (koeficient 1,5).

6.6 Poznamka
V této Casti prace nejsou zminovani vyrobcei bézné pouzivanych farmak, spotfebniho
materidlu, pfistrojii ani preanalytické a analytické metody stanovovani jednotlivych markert.

Tyto informace jsou dostupné v metodologickych ¢astech piiloZzenych praci, kde jsou detailn¢

popsany.
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7  SOUHRN VYSLEDKU STUDI{

7.1 Vysokoobjemova hemofiltrace v septickém Soku (I)

Cil: V experimentalni randomizované kontrolované studii zhodnotit efekt hemofiltrace na
klinicky relevantnim modelu septického Soku na urovni systémové a regionalni
hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho stresu, endotelu a
koagulace. Porovnat vysokoobjemovou hemofiltraci s davkou 100 ml/kg/h s ,konvencni -
septickou‘ davkou hemofiltrace 35 ml/kg/h.

Metody: Cela metodika experimentu je detailn¢ popsana v ¢asti 6 (Metodologicka cast).
Vysledky: Ve skupinach lécenych hemofiltraci byl nizs$i celkovy pocet zvifat, kterd
potiebovala podporu ob&hu noradrenalinem (86%, 43% a 29% zvitat ve skupinach Control,
HF a HVHF). Davka hemofiltrace 100 ml/kg/h stejné jako davka 35 ml/kg/h nezvratila
hyperdynamickou cirkulaci, plicni dysfunkci, ani nezlepSila sepsi zpiisobené poruchy
mikrocirkulace stfeva a ledviny. Zadnd z davek hemofiltrace neovlivnila poruchy
energetického metabolizmu (L/P, kinetika kysliku, KBR), troven nitrosativniho a
oxidativniho stresu (nitraty a nitrity, TBARS, GSH/GSSG), dysfunkci endotelu a koagulace
(VWF, ADMA, pocet trombocytil) ¢i aktivaci systémové inflamace (TNF-a, IL-6).

Diskuze: Stejn¢ jako v predchazejicich experimentalnich (15, 16, 18, 36) i klinickych (9, 11,
12, 14) studiich jsme pozorovali niz§i potfebu noradrenalinu pfi pouziti hemofiltrace
v septickém Soku. Pozitivni vliv na systémovou hemodynamiku se vSak neprojevil v jinych
urovnich nami zkoumanych biologickych systémi (regiondlni hemodynamika,
mikrocirkulace, energeticky metabolismus, oxidativni/nitrosativni stres, koagulace,
endotelidlni dysfunkce, systémové inflamace). Oproti studiim na toto téma, kde byla

srovnavana s HVHF pfedev§im davka 20 ml/kg/h (low volume haemofiltration) nebo
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nelécené objekty, jsme v nasi studii hodnotili ,,standardni* davku hemofitlrace 35 ml/kg/h a
srovnavali ji s davkou 100 ml/kg/h. Pfinos nasich vysledkd je nasledujici: 1) studie
nepodporuje koncept vysokobjemové hemofiltrace v sepsi; 2) vysledky naopak podporuji
souCasna doporuceni pro 1é¢bu sepse, tj. nepouzivat hemoelimina¢ni metody pro tzv. non-
renalni indikace, 3) studie poukazuje na nutnost obezietné interpretace tzv. pozitivnich
vysledkt, které vyplynuly z experimentalnich studii na klinicky irelevantnich modelech (tzn.
kratkodobé, hypodynamické modely v pre-treatment rezimech); 3) jednoznacna disociace
mezi pfiznivym vlivem na systémovou hemodynamiku (resp. potfebou noradrenalinu) a
absenci pozitivniho ovlivnéni fady jinych na sobé nezavislych patofyziologickych
mechanizmii zpochybiiuje systémovou hemodynamiku jako spolehlivy marker ucinnosti

hemoelimina¢nich metod.

Zavér: V naSem klinicky relevantnim modelu septického Soku selete byla vysokoobjemova
hemofiltrace G¢inné€jsi v prevenci progrese sepse do septického Soku vyjadieno potiebou
noradrenalinu. Nicméné¢ zadna z testovanych ddvek hemofiltrace nedokézala zabranit progresi
sepsi indukovanych poruch mikrocirkulace a energetického metabolismu ¢i pfiznivé ovlivnit

ukazatele oxidativniho stresu, endotelidlni a koagula¢ni dysfunkce.

7.2 Plazmafiltrace spojena s adsorpci v septickém Soku (II)

Cil: V experimentalni randomizované kontrolované studii zhodnotit efekt CPFA na klinicky
relevantnim modelu septického Soku na Urovni systémové hemodynamiky, regiondlni
hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho stresu, endotelu a
koagulace.

Metody: Cela metodika experimentu je detailné popsana v ¢asti 6 (Metodologicka ¢ast).
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Vysledky: Napojeni septickych selat na CPFA neovlivnilo progresi hyperdynamické
cirkulace do hyperdynamického septického Soku (vyjadieno Casem do zahdjeni podpory
ob¢&hu noradrenalinem a jeho davkou) a vyslednou multiorganovou dysfunkci. Lécba CPFA
nezlepsila poruchy mikrocirkulace stteva a ledviny, skupina lécend CPFA méla dokonce horsi
charakter mikrovaskularni perfuze sliznice ilea (FHI). CPFA rovnéz ptiznivé neovlivnila
zmény jednotlivych ukazatelti poskozeni bunééné energetiky (L/P, kinetika kysliku, KBR),
endotelu (VWF, ADMA) ¢i dynamiku markert systémové zanétlivé odpovédi (TNF-a, IL-6) a
neuropeptidi (NPY, VIP). Pti 1é¢bé doslo naopak k vyznamnému zhorSeni v parametrech
oxidativniho/nitrosativniho stresu (TBARS, NOx) a aktivace koagulace (TAT, pokles poctu
trombocytil).

Diskuze: V nasem pokusu jsme jako prvni pouzili 1é¢bu CPFA v plné rozvinuté sepsi
s MODS a to na velkém zvifecim modelu. Navzdory ¢asnému zahéjeni jsme neprokazali, Ze
by metoda CPFA zabranila rozvoji septické hypotenze, piizniv€ ovlivnila rozvoj
multiorganové dysfunkce ¢i systémovou zanétlivou odpovéd na peritonitidu. Podobné
CPFA nezlepsila poruchy mikrovaskuldrni perfuze a energetického metabolismu. Naopak
jsme pozorovali dal§i zhorSeni parametrt koagulace a oxidativniho a nitrosativniho stresu.
Cilem studie bylo maximalné¢ se pfiblizit klinickym podminkdm objemové resuscitované
sepse pii peritonitidé. V pln€ rozvinuté hyperdynamické sepsi jsme zahajili 10 hodinovou
1écbu CPFA. Timto protokolem a schématem naSeho modelu se vyznamné odliSujeme od
dosud jediné publikované studie, kde byla CPFA u kraliciho modelu endotoxémie zah4jena jiz
30 minut pfed inzultem. Pozitivni vysledky této experimetalni studie (lepSi 72 hodinové
preziti) kontrastuji vyznamné s negativnim vysledkem nasi prace. Nas projekt opét odhaluje
zasadni rozdily vysledkii experimentalnich praci provadénych na modelech rtizné klinické
relevance. Rada 1é¢ebnych intervenci, které byly shledany efektivni pravé v téchto modelech,

se ukazaly jako netcinné v klinickych randomizovanych kontrolovanych studiich. Selhani
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ucinnosti CPFA metody a naopak riziko nezddoucich ucinkt, plynoucich pravdépodobné
z procest bioinkompatibility, doklada nutnost dalSich studii, které musi dostatecné zhodnotit
jak ucinnost tak bezpecCnost této jinak koncepcné perspektivni metody. Do té doby nelze
CPFA metodu pies slibné vysledky pilotnich klinickych studii ¢i kazuistik doporucit pro

klinické ucely.

Zavér: V tomto modelu septického Soku nevedlo Casné zahajeni 1écby CPFA k zabranéni
rozvoje septického Soku a multiorgdnové dysfunkce. CPFA neovlivnila pfiznivé poruchy
mikrocirkulace a bunééné energetiky a naopak zhorSovala prokoagulacni stav a parametry

oxidac¢niho stresu.

7.3 Antikoagulace pri nahradé funkce ledvin: regionialni ochlazeni mimotélniho

okruhu (I1T)

Cil: Optimalni antikoagulac¢ni rezim pii CRRT nebyl stile nalezen. Je dobfe znamo, Ze
ochlazeni krve vede ke snizeni jeji srazlivosti. Proto bylo cilem na$i prace vyvinout a v
experimentalnich podminkach testovat zafizeni k selektivnimu ochlazeni krve v mimotélnim
okruhu kontinudlni hemofiltrace (CVVH) umoziujici protisrazlivé oSetfeni krve bez nutnosti
pouziti antikoagulancia.

Metody: Celda metodika experimentu je detailné popsana v ¢asti 6 (Metodologickd cast) a
v ptilozené publikaci III.

Vysledky: 1) Viastnosti mimotélniho okruhu v prubéhu CVVH (Cas do vysrdzeni okruhu,
pocet alarmem vynucenych zastaveni pump mimotélniho okruhu, venozni a transmembranové
tlaky) byly vyznamné alterovany u kontrolni skupiny, u které nebyla pouzita zadna
antikoagulace (5 ze 6 planovanych Sestihodinovych CVVH vibec nebylo dokonceno).

Vsechny CVVH ve skupiné s chlazenim mimotélniho okruhu byly pldnované ukonceny po
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Sesti hodindch s vyznamné lepSimi parametry mimotélniho okruhu. 2) Koagulacni parametry
krve z mimotélniho okruhu ukazovaly vyznamné vyssi aktivaci koagulace (hladiny TAT) u
kontrolni skupiny a rovnéz tendenci k delSimu ,,initial clotting time* a vyznamné snizeni
nclotting rate” pii TEG v 180 minuté. 3) Stav zvirat (systémova hemodynamika, hemolyza,
biochemickad vySetfeni, volny hemoglobin) nebyl opakovanym chlazenim a ohfivanim v
mimotélnim ob¢hu nijak alterovan.

Diskuze: Hlavnim vysledkem nasi experimentalni studie je, Ze regionalni ochlazeni krve
v mimotélnim okruhu CRRT na 20°C na dobu 6 hodin umozni proceduru realizovat bez
potfeby pouziti jakéhokoliv antikoagulancia, aniz by doslo k vysraZeni krve v mimotélnim
okruhu. Vysvétleni, pro¢ chlazeni mimotélniho okruhu vede k udrZeni jeho patence, aniz by
doslo k vysrdzeni krve, 1ze nalézt v datech tykajicich se tvorby trombinu a dynamiky tvorby
trombu z okruhu. Ta ukazuji, ze ochlazeni krve vedlo primarné k inhibici iniciacni faze tvorby
trombinu a tak kompromitovalo srdzeci proces. To se projevilo jednak odddlenim zahéjeni
tvorby trombu a jednak sniZzenim rychlosti jeho nartstu. Pevnost takto vzniklého trombu se
ale od normalniho trombu neliSila. Nase vysledky jsou v plném souladu s daty popsanymi
Martinim (37), ktery studoval vliv t€lesné hypotermie na koagulaci u prasat (37, 38). V ramci
procesu krevni srazlivosti jisté hraji dilezitou roli pocet trombocyti a jejich funkce. My jsme
béhem metody pozorovali pokles v poctu trombocytll v obou skupinach. V obou se vsak
intenzita poklesu nelisila a je tfeba fici, ze pocet trombocyti byl stdle v dostatecnych
fyziologickych mezich, takze by nemélo timto mechanismem dojit k ovlivnéni procesu tvorby
trombu a alteraci jeho pevnosti. Netestovali jsme téZz funkci trombocytl. Nicméné, dle
dostupnych udajt se zd4, Zze hypotermie funkci desticek mize vyznamné ovlivnit (31, 39),
takze lze pfipustit, Ze se mlize na antikoagulacnim efektu chlazeni podilet. Nase studie byla
zatim zamétena predevsim na funkEnost systému a nikoliv jeho vedlejsi €inky. Tyto G€inky

je tieba komplexné testovat jak na trovni bunécnych tak nebunécnych krevnich slozek, coz je
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predmétem navazujiciho projektu.

Zavér: Nami vyvinutd metoda selektivniho ochlazeni krve v mimotélnim okruhu se ukazuje
jako realné fungujici alternativa pro antikoagulacni zajisténi metody. K tomu, aby se vSak
mohla stat klinicky vyuzitelnou, je piedev§sim nutné prokazat, ze jeji aplikace je bezpec¢na.

V tom ptipadé by pak mohla doznat Sirokého klinického uplatnéni.

8 ZAVER

Hemoelimina¢ni metody maji kromé ucinné kontroly metabolické homeostazy schopnost

»detoxifikovat® organizmus eliminaci mediatori sepse, coz tvoii zdkladni biologické

vychodisko a teoreticky podklad pro vyuZziti CRRT jako podplirné 1écby sepse. Ziistava vSak

mnoho nejasnosti, tykajicich se predev§im exaktniho stanoveni davky RRT, jejiho
nacasovani, volby modalit, indika¢niho spektra a definovéani konkrétnich biologickych cili.

Podobné chybi presveédcivé dikazy pro efektivni odstranéni mediatorti v klinickych studiich a

stadle jsou hledany nové hypotézy, které by teoreticky piiznivy vliv vysvétlily. Na pozadi

téchto skutecnosti jsme provedli sérii experimentt, jejichz zavéry v souhrnu formulujeme.

V klinicky relevantnim modelu septického Soku vyvolaného peritonitidou:

1. Vysokobjemova hemofiltrace miize oddalit rozvoj septické hypotenze. Konvecni ani
vysokoobjemova hemofiltrace vSak neovliviiuje pfiznivé poruchy mikrocirkulace,
energetického metabolizmu a vybrané parametry koagulace, endotelidlni dysfunkce a
oxidacniho stresu. V souladu s vysledky recentni a dosud jediné multicentrické studie
(Acute Renal Failure Trial Network) (40) usmérnuji nase zavéry v literatufe casto
akcentovany pifinos vysSich davek pouzivanych metod nédhrady funkce ledvin.

2. Metoda CPFA pies sviyj teoreticky vétsi ,,detoxifikacni® potencidl nezabréanila progresi

sepse do septického Soku a neovlivnila pribéh multiorgdnové dysfunkce. V rozporu
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s dosud dostupnymi studiemi nase prace zieteln¢ dokumentuje nutnost obezietné
interpretace tzv. pozitivnich vysledkl, které vyplyvaji z experimentalnich studii na
klinicky irelevantnich modelech.

Antikoagulace pro hemoelimina¢ni metody ochlazenim krve vstupujici do mimotélniho
okruhu a jeji ohtati pted vstupem do organizmu je slibnou technologii. V naSem projektu
jsme vyvinuli zafizeni pro selektivni ochlazeni krve v mimotélnim okruhu a nasledné€ jsme
demonstrovali technickou proveditelnost CVVH stouto metodou antikoagulace.
Navaznym krokem je ovéfit bezpecnost a biokompatibilitu dlouhodobé CVVH
v experimentalnim modelu. Nami uvedena metoda by se v budoucnu mohla stat atraktivni
alternativou nejen pro kriticky nemocné s velkym rizikem krvaceni, kterym nelze béhem

CRRT podat antikoagulancia.
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12 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABR

ADMA

ALT

AKI

CPFA

CRRT

CVP

CVVH

FHI

HF

HVHF

I[HD

IL-6

ITBV

KBR

LDF

MFI

NOx

NPY

PAOP

RRT

SDF

Acidobazické rovnovéha

Asymetricky dimetylarginin

Alanin aminotransferaza

Akutni poSkozeni ledvin (acute kidney injury)

Plazmafiltrace spojend s adsorpci (coupled plasma filtration adsorption)
Kontinualni nahrada funkce ledvin (continuous renal replacement therapy)
Centralni zilni tlak

Kontinualni veno-vendzni hemofiltrace (Continuous veno-venous hemofiltration)
Flow heterogeneity index

Hemofiltrace

Vysokoobjemova hemofiltrace (high-volume hemofiltration)
Intermitentni hemodialyza

Interleukin 6

Nitrohrudni objem krve (intrathoracic blood volume)

Pomér ketolatek (acetoacetat / betahydroxybutyrat)

Laktat

Laser Doppler flowmetry

Microvascular flow index

Plazmatické koncentrace nitrat + nitrith

Neuropeptid Y

Pyruvat

Tlak v zaklinéni

Néhrada funkce ledvin

Side-stream Dark Field imaging
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TAT

TBARS

TEG

TNF-a

VIP

vWF

Komplexy trombinu a antitrombinu
Reaktanty s kyselinou thiobarbiturovou
Tromboelastografie

Tumor necrosis factor alfa

Vazoaktivni intestindlni peptid

Von Willebranduv faktor
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