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UVOD

Sepse je v soucasnosti desatou nejcastéj$i pri¢inou umrti v USA a velmi podobna
situace je 1 ve vétSiné zemi Evropské unie (1). Podle velkych statistik se sepse stava
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 zpiisobem ovliviiuje vysledky 1é¢by a nejcastéji se
manifestuje u nemocnych rtiznych diagnostickych skupin piijatych na jednotky intenzivni
péce. Vlastni patogeneticky mechanizmus vzniku sepse a multiorgdnové dysfunkce (MODS,
multiple organ dysfunction syndrome) je pfes mimoradn¢ intenzivni klinicky a experimentalni
vyzkum nejasny. Zékladnim rysem je nekontrolovand a deregulovand systémova zanétliva
odpovéd’ na infekci, kterda je zprostfedkovana Sirokym spektrem endogennich plisobkd.
Predpokladany komplex vzajemné propojenych mechanizmili zahrnuje interakci bakteridlnich
faktori, inflamatornich mediatorti, endotelidlniho poskozeni, selhdni mikrocirkulace, narusené
bunécné energetiky a apoptodzy. Jejich vlivem vznika dysfunkce tady orgdnt vzdalenych
puvodnimu lozisku infekce.

Mimotradny medicinsky a socio-ekonomicky dopad sepse a navazujictho MODS je
diivodem velmi intenzivniho celosvétového experimentdlniho 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 predkladané dizertani prace.
Selhani klinickych studii zaméfenych proti jednotlivym vybranym mediatorim sepse
stimulovalo vyzkum cileny na neselektivni odstranéni nadbytku medidtorti sepse. Tato
»detoxifikace* organizmu tvoii zdkladni biologické vychodisko a teoreticky podklad pro
vyuziti hemoelimina¢nich metod jako podptirné 1€cby sepse (2, 3). Na zaklad¢ téchto uvah byl
zkouman vliv riznych modalit hemoeliminacnich metod na klinicky relevantnim modelu

septického Soku prasete. Studie konkrétné hodnotily piinos vysokoobjemové hemofiltrace a



plazmafiltrace spojené s adsorpci v podptrné 1é¢b¢ 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 rutinné 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.

ORIGINALNI STUDIE

Dizertaéni prace je zaloZzena na komentovaném souboru niZze uvedenych originalnich

experimentalnich studii a souhrnnych ¢lanku.

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. DOI:

10.1007/s00134-008-1318-y. IF 4,6.

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

intenzivni mediciny.

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. DOI: 10.1097/SHK.0b013e318188dec5. IF 3,3.



Prace byla ocenéna: Poster award, 28th International Symposium in Intensive Care and
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1000-1005
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antikoagulacniho zajisténi metod mimotélni nahrady funkce ledvin u Kriticky

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



SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY
Kontinualni nahrada funkce ledvin v 1é¢bé sepse - vysokoobjemova hemofiltrace
Nejcéastéji pouzivanou hemoeliminacni metodou na jednotkach intenzivni péce u
nemocnych v sepsi ¢i septickém Soku se souc¢asnym akutnim poskozenim ledvin (AKI, acute
kidney injury) je kontinualni ndhrada 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 metabolick¢ 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,
intenzivnéj§i hemofiltracni 1é¢ba pravdépodobné zlepSuje progndézu kriticky nemocnych
s akutnim selhdnim ledvin. Podskupinovd 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 I1é€bé sepse je podporovan klinickymi (8-14) a
experimentalnimi (15-19) studiemi, které poukazuji na schopnost ¢asné hemofiltrace piiznive
ovlivnit pfedev§im hemodynamickou nestabilitu a davku vazopresort. Kritické zhodnoceni
metodologické kvality téchto studii vSak neumoznuje formulovéani 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¢nd jak z pohledu zvoleného modelu sepse, tak z hlediska
nacasovani a délky intervence (8-19).

V souhrnném ¢lanku ,,Hemoeliminacni metody v 1écbé sepse: soucasny stav®, ktery je

ptilohou dizertacni prace se detailné zabyvame biologickymi mechanismy hemoelimina¢nich



metod v sepsi. Rozebirame faktory ovlivitujici u¢innost hemoelimina¢nich metod jako je
diskutovana davka hemofiltrace, HVHF, doba zahajeni CRRT, pouziti filtri s vysokou
propustnosti a adsorpci a volba vhodné modality CRRT ¢i THD.

Z rozboru soucasné literatury jednoznacné vyplyvad nutnost dal§iho zkoumani
konceptu vysokoobjemové hemofiltrace. Protoze klinické studie jsou zatizené fadou rusivych
faktord, je perspektivnim feSenim experimentalni vyzkum, ktery v maximalni mozné miie
napodobuje patofyziologickou situaci kriticky nemocnych. Vysledky studii uvedené v této
dizertaci vychazeji z klinicky relevantniho modelu sepse, ktery umoznuje vyzkum zakladnich
patofyziologickych komponent sepse a zhodnoceni I1é¢ebnych intervenci, vcetné

hemoelimina¢nich metod.

Plazmafiltrace spojena s adsorpci v 1é¢bé sepse

Plazmafiltrace spojend s adsorpci (CPFA, coupled plasma filtration adsorption) je
novy druh hemoeliminaéni metody, kterd je zaméfena predevSim na neselektivni
odstraniovani cirkulujicich mediatori, které se spolupodileji na patogenezi sepse (20). Tato
metoda se sklada z plazmafiltru, adsorpéni kapsle obsahujici syntetickou makropor6zni
pryskyfici s vysokou adsorpéni kapacitou aze standardniho hemofiltru. 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 del§i dobu kontakt plazmy sextrémné pordznim adsorpénim povrchem
(50000m® v nadi studii) hydrofobni styrénové pryskyfice obsazené v kapsli, ktera ma
vysokou schopnost adsorpce solubilnich cirkulujicich mediatord a cytokind (21, 22), coz
podporuji in vitro a ex vivo studie (23, 24). Takto ocisténa krev dale postupuje do

hemofiltru a podstoupi bud’ hemofiltraci ¢i hemodialyzu.



Dosud byla na toto téma publikovana jen jedna experimentélni prace. U¢inek CPFA
byl zkouman na krali¢im modelu endotoxinového Soku navozeného letdlnim bolusem
endotoxinu E. coli (25). V této studii byla Ié¢ba CPFA spojena s prodlouzenim doby pieziti
(72 hodin) (25). Studie je vSak omezena tadou 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 zahdjena pted indukci
Soku, tzn. ve schématu, které nelze klinicky uplatnit.

U obou dosud publikovanych klinickych studii (24, 26) je vypovédni hodnota slibnych
a pozitivnich vysledkd limitovana piedevsim velikosti soubord sledovanych pacienti a
absenci randomizace. V klinické studii u deseti pacientl v septickém Soku Ronco et al.
ukazali, ze desetihodinova lécba CPFA zlepsi systémovou hemodynamiku a reaktivitu
leukocytli vice nez hemofiltrace (24). Formica et al. v observacni klinické studii zkoumal
efekt opakované 1é€by CPFA na hemodynamiku u dvanacti pacientl v septickém Soku (26).
V této studii pozoroval zvySeni sttedniho arterialniho tlaku a vy$si nez predikované ptezivani
nemocnych (26). Diive nez bude mozné CPFA metodu doporucit pro klinickou praxi, je
jednoznaéné nezbytné oveftit jeji ti€innost a bezpecnost na klinicky relevantnich modelech

septického Soku.

Antikoagulace pri nahradé funkce ledvin: regionalni ochlazeni mimotélniho okruhu
NejcastéjSim zplisobem prevence srazeni krve v pribéhu nahrady funkce ledvin je
systémova antikoagulace, kterd vSak neni vhodna pro nékteré rizikové pacienty. V téchto
pfipadech se pouzivaji alternativni zplsoby antikoagulace: regiondlni antikoagulace,
minimalni heparinizace, prostaglandiny nebo proplachy mimotélniho okruhu (27). Jedna se
ovSem o metody, které jsou bud’ nedostatecné¢ efektivni, spojeny s nezadoucimi ucinky nebo

jsou piilis drahé. SniZeni teploty krve vede ke snizeni srazlivosti (28). Tento efekt je dan
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predevsim inhibici enzymatickych reakci koagulacnich kaskad a poruchou funkce krevnich
desti¢ek (29). Cim je zchlazeni intenzivngjsi, tim lze odekavat vétsi antikoagulaéni efekt (28)
a naopak pfi ohfivani krve lze sledovat opacny efekt na normalizaci krevni srazlivosti (30).
Na zéklad¢ téchto udaji jsme postulovali hypotézu, ze ochlazeni krve v mimotélnim okruhu a
nasledné ohtati krve pted ndvratem do organizmu miize vést k dostate¢nému protisrazlivému
efektu. Tim by bylo mozné vyhnout se jakékoliv farmakologické antikoagulaci v prib&hu
mimotélnich hemoelimina¢nich metod. Problematika metod antikoagulace je detailné
diskutovana v souhrnném c¢lanku ,,Moznosti antikoagulacniho zajisténi metod mimotélni

nahrady funkce ledvin u kriticky nemocnych®, ktery je soucasti dizerta¢ni prace.

CILE PRACE

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

1) a) Zhodnotit vliv hemofiltrace na uwrovni systémové hemodynamiky, regionalni
hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho stresu,
endotelu a koagulace.

b) Porovnat vliv vysokoobjemové hemofiltrace s davkou 100 ml’kg/h s ,konvencni -
septickou‘ davkou hemofiltrace 35 ml/kg/h.

2) Zkoumat vliv plazmafiltrace spojené s adsorpci na urovni systémové hemodynamiky,
regionalni hemodynamiky, mikrocirkulace, energetického metabolismu, oxidativniho
stresu, endotelu a koagulace.

3) Ovéfit hypotézu, Ze ochlazeni krve v mimotélnim okruhu a nasledné ohtati krve pred

navratem do organizmu muze vést k dostate¢nému protisrazlivému efektu.
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ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Experimentalni model

Zviteci modely v naSich studiich byly vybirany a tvofeny tak, aby byly maximalné
klinicky relevantni. Pro vyzkum mimotélnich eliminacnich metod jsme vyuzili model velkého
zvitete — selete, jehoZ anatomické, fyziologické, imunologické a metabolické parametry se
velice bliZi ¢lovéku. Selata jsou vhodna k zavedeni stejnych invazivnich vstupil a kanyl, které
se pouzivaji u pacienti na jednotkdch intenzivni péce. Navic nabizeji nekomplikovany
operacni piistup ke zkoumanym orgdniim hepatosplanchniku a ledviné umoziujici sledovat
pfimo regiondlni hemodynamiku a selektivné odebirat krevni vzorky zcév jednotlivych
sledovanych organti. Studie byly realizovany na modelu dlouhodobé (22h) peritonitidou
indukované sepse s progresi do septického Soku. Tento model uzce napodobuje humanni sepsi
a splnuje kritéria pro klinicky relevantni model sepse. Zakladnimi rysy zvoleného modelu
jsou: (1) hyperdynamicka cirkulace charakterizovana zvySenym srdec¢nim vydejem a nizkou
systémovou cévni rezistenci; (2) agresivni tekutinova resuscitace odpovidajici klinické realité
a vylucujici hypovolemii jako faktor ovliviiujici hemodynamické a metabolické zmény; (3)
hypermetabolizmus a hyperinflamace; (4) vyvoj multiorgdnové dysfunkce. Lécebné
intervence byly provedeny ,post-treatment zpisobem scilem maximalné¢ napodobit
klinickou situaci, tj. stav, kdy 1é€bu obvykle zahajujeme jiz v dobé plné¢ rozvinutého obrazu
sepse. Zdrava selata jsme rovnéz pouzili jako objekty pro vyzkum metody regionalni

antikoagulace pro CRRT chlazenim mimotélniho okruhu v jednodussi instrumentaci.

Méreni systémové a regionalni hemodynamiky, mikrocirkulace a vypocty
Z parametrii systémové hemodynamiky byly méfeny tyto parametry: srdecni vydej,
systétmova vaskularni rezistence a plnici tlaky obou komor. Na urovni regionalni

hemodynamiky hepatosplanchniku byly monitorovany priatoky krve portalni Zilou, spole¢nou

12



jaterni tepnou a levou rendlni tepnou. Odebirali jsme vzorky arteridlni, portalni, jaterni a
renalni zilni krve k analyze pH, pO,, pCO; a saturaci hemoglobinu kyslikem. Nasledn¢ jsme
podle obvyklych vzorct vypocitavali systémovou a predev§im regiondlni dodavku kysliku,
spotiebu kysliku jater a ledviny.

Mikrovaskularni perfuze sliznice ilea a kiry ledviny byla hodnocena za pouziti laser
Dopplerometrické metody (LDF) hodnocenim perfuznich jednotek. Soucasné jsme vyuzili
techniku intravitalni videomikroskopie (SDF, Side-stream Dark imaging) k pfimému
zobrazeni mikrocirkulace sliznice ilea a nasledné jsme popsali charakter prutoku
mikrocirkulace za pomoci indexti (microvascular flow index — MFI a flow heterogeneity

index - FHI).

Odbér a hodnoceni vzorku

Z arteridlni, portalni, jaterni a rendlni zilni krve jsme stanovili koncentrace laktatu a
pyruvatu, dale byly stanoveny atreridlni sérova hladina alanin aminotransferazy a pomeéru
ketolatek z jaterni Zzilni krve. Oxidativni a nitrosativni stres jsme stanovovali méfenim
arteridlnich reaktanti s kyselinou thiobarbiturovou a koncentrace arteridlnich nitrat a nitritd.
K popisu endotelidlni dysfunkce, koagulace a systémové zanétlivé odpovédi jsme stanovovali
aktivitu von Willebrandova faktoru, koncentraci asymetrického dimetylargininu, koncentraci
komplext trombinu-antitrombinu, pocet krevnich desticek, tumor necrosis faktoru alfa (TNF-
a) a interleukinu 6 (IL-6). Téz jsme hodnotili hladiny neuropeptidu Y a vazoaktivniho

intestinalniho peptidu v arterialni krvi.
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SOUHRN STUDII

Studie: Vysokoobjemova hemofiltrace v septickém Soku

Cile: Uloha hemoelimina¢nich metod jako pomocné 1é¢by sepse ziistava stile otevienym
tématem. Cilem studie bylo zhodnotit biologicky efekt hemofiltrace a ulohu jeji davky.
Porovnévali jsme standardni davku hemofiltrace s vysokoobjemovou hemofiltraci (HVHF) v
experimentadlnim modelu septického Soku selete pfi peritonitidé. Typ studie: Kontrolovana
randomizovana experimentalni studie. Materidl a metody: Ve studii jsme pouzili 21
ventilovanych selat v celkové anestezii. Po 12 hodindch hyperdynamické sepse jsme selata
randomizovali do tii skupin: kontrolni skupina jen s podptirnou 1écbou (CON, n = 7), skupina
navic se standardni davkou hemofiltrace (HF, 35 ml/kg/h, n = 7) nebo s HVHF (100 ml/kg/h,
n = 7), vzdy na 10 hodin. Sledované parametry a vysledky: Pied indukci peritonitidy, dale
ve 12, 18. a 22. hodiné jsme méfili: syst¢tmovou a hepatosplanchnickou hemodynamiku,
regiondlni metabolizmus kysliku a energeticky metabolizmus (laktat/pyruvat, pomér
ketolatek), mikrocirkulaci sliznice ilea a kliry ledviny, systémovou zanétlivou odpovéd’ (TNF-
a, [L-6), nitrosativni/oxidativni stres (reaktanty s kyselinou thiobarbiturovou, nitraty + nitrity,
pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu) a dysfunkci endotelu a koagulace (von
Willebrandtiv faktor, asymetricky dimetylarginin a pocet desti¢ek). Prestoze méné zvitat
1é¢enych hemofiltraci pottebovalo podporu obehu noradrenalinem (86%, 43% a 29% selat ve
skupin¢ kontrolni, HF a HVHF, resp.), zadnd z davek hemofiltrace nezvratila
hyperdynamickou cirkulaci, plicni dysfunkci ani nezlepSila poSkozeni mikrovaskularni
perfuze stfeva a ledviny. U¢inek HF i HVHF se neprojevil ani v ostatnich sepsi navozenych
poruchach bunécné energetiky, nitrosativniho/oxidativniho stresu, endotelialni/koagulacni
dysfunkce a systémového zanétu. Zavéry: V naSem klinicky relevantnim modelu septického

Soku selete byla vysokoobjemova hemofiltrace ucinnéj§i v prevenci progrese sepse do
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septického $oku vyjadfeno potfebou noradrenalinu. Zadné z testovanych davek hemofiltrace
vSak nedokazala zabranit progresi poruch mikrocirkulace a energetického metabolismu c¢i

priznive ovlivnit ukazatele oxidativniho stresu, endotelialni a koagula¢ni dysfunkce.

Studie: Plazmafiltrace spojena s adsorpci v septickém Soku

Cil: Plazmafiltrace spojena s adsorpci (CPFA) je nova hemoelimina¢ni metoda zalozena na
adsorpci a vyvinuta k neselektivnimu odstraniovani mediatort sepse. Cilem nasi studie bylo
zhodnotit G¢innost této hemopurifikaéni metody v pribéhu septického Soku na celkovou a
regionalni hemodynamiku, mikrocirkulaci, energeticky metabolismus, oxidativni/nitrosativni
stres, endotelidlni a koagulacni dysfunkci. Typ studie: Kontrolovand randomizovana
experimentalni studie. Materidl a metody: U 16 selat jsme v celkové anestezii a na umélé
plicni ventilaci indukovali peritonitidu, kterd postupné progredovala za tekutinové resuscitace
do hyperdynamického septického Soku. Noradrenalin jsme pouzili v pfipadé, Ze objemova
resuscitace nestacila k udrzeni stfedniho arteridlniho tlaku nad 65 mm Hg. Po 12 hodinach
peritonitidy jsme zvifata randomizovali do skupiny pouze s podpirnou lé¢bou (Control, n =
8) nebo byla navic napojena na CPFA (CPFA, n = §). Sledované parametry a vysledky:
Pited zahdjenim peritonitidy a dale ve 12., 18. a 22. hodin¢ jsme méfili systémovou
hemodynamiku, regionalni hemodynamiku hepatosplanchniku a ledvin, systémovy a
regionalni metabolizmus kysliku a energeticky metabolizmus (laktat/pyruvat, pomér ketolatek
v jaterni zilni krvi), mikrocirkulaci sliznice ilea a kiry ledviny, markery zanétu (TNF-a, IL-
6), parametry nitrosativniho/oxidativniho stresu (reaktanty s kyselinou thiobarbiturovou,
nitraty+nitrity), endotelidlni a koagulacni dysfunkci (asymetricky dimetylarginin, von
Willebrandtiv faktor, komplexy trombin-antitrombinu a pocet trombocytll). Lécba CPFA
nezabranila rozvoji hypotenze ani neovlivnila pouzitou davku noradrenalinu. Lécba CPFA

neovlivnila poruchy mikrocirkulace a bunééné energetiky, znamky endotelidlniho poSkozeni a
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miru systémového zanétu. Podobné plicni a jaterni dysfunkce nebyly 1é€bou CPFA ovlivnény.
Naopak doslo ke zhorseni poruch koagulace a oxidativniho/nitrosativniho stresu.

Zavér: V tomto modelu septického Soku nevedlo ¢asné 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

oxidacniho stresu.

Studie: Antikoagulace pri nahradé funkce ledvin: regionialni ochlazeni mimotélniho
okruhu

Cil: Testovat hypotézu, ze ochlazeni krve v mimotélnim okruhu (EC) kontinudlni veno-
ven6ézni hemofiltrace (CVVH) umozni realizovat proceduru bez potieby pouziti
anitkoagulancii. Typ studie: experimentdlni studie. Material a metody: Vyvinuli jsme
zafizeni umoziujici jak selektivni ochlazeni krve v mimotélnim okruhu CVVH na 20°C tak
jeji znovuohiati tésn¢ pred navratem do t€la na 38°C. Dvandct anestezovanych a
ventilovanych selat bylo randomizovano tak, Ze 6 znich podstoupilo 6 hodin CVVH
s aplikaci tohoto chladiciho zafizeni a 6 podstoupilo CVVH bez jeho aplikace. MéFeni: Pied
procedurou, dale pak v 15, 60., 180. a 360. minut¢ po jejim zahajeni jsme sledovali
proménné vztahujici se k: 1) prichodnosti mimotélniho okruhu (¢as do vysrdzeni krve v EC,
pocet =zastaveni krevni pumpy zpiisobenych vysokym tlakem v EC, ven6zni a
transmembranovy tlak v EC), 2) aktivaci koagulace v EC (komplexy trombinu-antitrombinu,
tromboelastografie) a 3) stavu zvifat (teplota, hemodynamika, hemolyza, biochemie).
Vysledky: Béhem vsech procedur, které byly realizovany s aplikaci chladiciho zatfizeni byla
zachovana vyborna prichodnost mimotélniho okruhu. Naopak v kontrolni skupiné doslo
k pred¢asnému vysrazeni u 5 z 6 procedur. PoCet zastaveni krevni pumpy zplsobenych

vysokym tlakem v EC byl signifikantné¢ vys$i v kontrolni skupin€. Progresivni tvorba
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krevnich srazenin v EC kontrolni skupiny byla provazena signifikantné¢ vys$Sim nardstem
koncentrace komplext trombinu-antitrombinu v krvi ziskané z EC. Tromboelastograficka
vySetieni krve z okruhu prokazala, ze chlazeni krve vedlo k opozdéni zahajeni tvorby trombu
a signifikantnimu snizeni rychlosti jeho nartstu. Neprokazali jsme zadné zndmky hemolyzy
zpusobené opakovanymi cykly ochlazeni/ohfati a stav vSech zvitat byl béhem pokusu stabilni.
Zavér: Nami vyvinutd metoda selektivniho ochlazeni krve v mimotélnim okruhu se ukazuje
jako redlné¢ fungujici alternativa pro antikoagulaéni zajisténi mimot€lni elimina¢ni metody
CVVH. K tomu, aby se vSak mohla stat klinicky vyuzitelnou, je pfedev§im nutné prokazat, ze

jeji aplikace je bezpecna. V tom piipade by pak mohla doznat Sirokého klinického uplatnéni.

ZAVERY

Hemoelimina¢ni metody maji krom¢ ucinné kontroly metabolické homeostazy
schopnost ,,detoxifikovat organizmus eliminaci mediatord sepse, coz tvoii zdkladni
biologické vychodisko a teoreticky podklad pro vyuziti CRRT jako podpirné 1écby sepse.
Zustava vSak mnoho nejasnosti, tykajicich se pfedev§im exaktniho stanoveni davky RRT,
jejiho nacasovani, volby modalit, indika¢niho spektra a definovani konkrétnich biologickych
cilt.

Podobné chybi piesvédcivé dikazy pro efektivni odstranéni mediator v klinickych
studiich a stale jsou hledany nové hypotézy, které by teoreticky piiznivy vliv vysvétlily. Na
pozadi téchto skuteCnosti jsme provedli sérii experimentl, jejichz zavéry v souhrnu

formulujeme.

V klinicky relevantnim modelu septického Soku vyvolaného peritonitidou:

1. Vysokobjemova hemofiltrace mize oddalit rozvoj septické hypotenze. Konvecni ani

vysokoobjemova hemofiltrace vSak neovliviluje piiznivé poruchy mikrocirkulace,

17



energetického metabolizmu a vybrané parametry koagulace, endotelidlni dysfunkce a
oxida¢niho stresu. V souladu s vysledky recentni a dosud jediné multicentrické studie
(Acute Renal Failure Trial Network) (31) usmérnuji nase zavéry v literatufe Casto
akcentovany pfinos vyssich davek pouzivanych metod nédhrady funkce ledvin.

2. Metoda CPFA pfes sviij teoreticky vétsi ,,detoxifikacni® potencial nezabranila progresi
sepse do septického Soku a neovlivnila pribéh multiorgdnové dysfunkce. V rozporu
s dosud dostupnymi studiemi nase prace zieteln¢ dokumentuje nutnost obezietné
interpretace tzv. pozitivnich vysledkl, které vyplyvaji z experimentalnich studii na
klinicky irelevantnich modelech.

3. 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 nasledn¢ jsme
demonstrovali technickou proveditelnost CVVH stouto metodou antikoagulace.
Navaznym krokem je ovéfit bezpecnost a biokompatibilitu dlouhodobé CVVH
v experimentalnim modelu. Nami uvedend metoda by se v budoucnu mohla stéat atraktivni
alternativou nejen pro kriticky nemocné s velkym rizikem krvaceni, kterym nelze béhem

CRRT podat antikoagulancia.

PODPORA PRACE

Tato prace byla vypracovana s podporou v ramci hlavniho vyzkumného zaméru ¢. MSM

0021620819 Nahrada a podpora funkce nékterych zivotné diilezitych organt.
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SUMMARY

The most common cause of death in patients with sepsis/septic shock is deterioration of
the function of multiple organs, termed multiple organ dysfunction syndrome. Although our
understanding of mechanisms involved in the pathophysiology of sepsis-induced tissue
damage has improved substantially, therapy of these syndromes still remains largely
supportive. The hallmark of sepsis is an overwhelming systemic production of both pro- and
anti-inflammatory mediators leading to generalized endothelial and epithelial damage,
microcirculatory-mitochondrial distress, altered endocrine and coagulation homeostasis and
cellular immune hyporesponsiveness. Therefore, the hypothesis that modulation of this
excessive immunological and biological response to infection might improve patient outcome
appears reasonable. Hemoelimination techniques represent biologically plausible way to
provide non-specific removal of soluble pro- and anti-inflammatory mediators, although the

concept of blood purification in sepsis remains a matter of considerable debate.

The aim of this thesis was to elucidate effects of 1) high volume hemofiltration (HVHF)
and 2) coupled plasma filtration adsorption (CPFA) in a long-term, hyperdynamic porcine
septic shock model, which fulfils the criteria for human sepsis. We hypothesized that both
HVHF and CPFA may exert beneficial effects via a ,,pleiotropic* effects including both
systemic and regional hemodynamics and microcirculation, oxygen kinetics, tissue energy
metabolism, coagulation and endothelial systems. Moreover, the mechanism(s) by which
HVHF exerts its potentially beneficial effects were explored. In these mechanistic studies the
main outcome variables were selected physiological parameters, providing biological insight
for future (clinical) studies. In addition, in a separated study we verified the hypothesis, that
the cooling of blood entering the extracorporeal circuit to 20°C and following rewarming of

blood before it enters the organism could assure the sufficient anticoauglation and circuit
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patency during continuous veno-venous hemofiltration. This method would allow performing

of renal replacement therapies without any other anticoagulation.

The main results of this thesis were: a) early HVHF proved superior in preventing the
development of septic hypotension. However, neither of tested hemofiltration doses was
capable of reversing the progressive disturbances in microvascular, metabolic, endothelial and
lung function; b) in a very similar model of septic shock the early CPFA treatment failed to
prevent from progression of sepsis to septic shock and was not capable of reversing the
sepsis-induced disturbances in various biological pathways and organ systems. Hence, both
the efficacy and safety of this method require further rigorous experimental validation in
clinically relevant models; c) regional cooling of blood in the CRRT extracorporeal circuit to
20°C for 6 hours makes it possible to perform the procedure without the need to use any
anticoagulant with no blood clotting in the extracorporeal circuit. The method of selective in-
circuit blood cooling seems to be a feasible alternative strategy for anticoagulation during

CRRT.
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