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ABSTRAKT

Sepse je nejcastejsi pri¢inou imrti na jednotkéch intenzivni péce celosvétoveé. Navzdory
nezpochybnitelnému pokroku na poli preklinického i klinického vyzkumu dosud neexistuje
efektivni kauzalni 1é¢ba. S ohledem na komplexnost a heterogenitu odpovédi hostitelského
organismu na piitomnost infekce je snaha o vyuziti 1écebnych strategii, které maji
potencial postihnout tyto mechanismy na vice irovnich. Bunééna terapie s vyuzitim
mezenchymalnich kmenovych bunék predstavuje vyzkumny smér, ktery ptinesl pozitivni
vysledky v fad¢ studii s malym zvifecim modelem sepse. Dosud vSak nebyl testovan vliv
kmenovych bunék na pribéh sepse u klinicky relevantniho modelu. Experimentalnimu
ovéieni bezpecnosti a ti¢innosti intraven6zni aplikace kmenovych bunék je vénovana ¢ast
textu. Dalsi z potencialné efektivnich strategii je ovlivnéni neuroinflamatorniho reflexu
prostfednictvim stimulace bloudivého nervu; zhodnoceni u¢innosti vagové stimulace se

zabyva zbyvajici ¢ast prace.
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ABSTRACT

Sepsis is the most common cause of death in the intensive care units worldwide. Despite
the undeniable progress in pre- and clinical research, the effective causal therapeutic
strategy still does not exist. Given to extremely complex and heterogenic host response to
presence of infection, the paradigm ,,one disease, one drug* is obviously flawed and
combination of multiple targets that involves early immunomodulation and cellular
protection are needed. Cellular therapy using mesenchymal stem cells represents strategy
that brought positive results in experiments with rodent septic models. Part of this thesis is
dedicated to evaluation of safety and efficacy of stem cells intravenous administration to
well-established large animal model of progressive peritoneal sepsis. Affecting of the
neuroinflammatory reflex through the vagus nerve stimulation showed potential to
attenuate sepsis in rodents. Rest of the text is dedicated to evaluation of vagus nerve

stimulation effectivity in our model.

KEYWORDS
Sepsis, sepsis-associated acute kidney injury, mesenchymal stem cells, vagus nerve

stimulation
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1. UVOD

Sepse je bezpochyby jednou z nejvétsich medicinskych hrozeb pro 21. stoleti.
Soucasna definice oznacovana jako SEPSIS-3 vychazi z recentnich poznatkt
patofyziologickych mechanismu, jez vytvareji komplexni obraz zivot ohrozujiciho
syndromu organové dysfunkce vznikajiciho na podkladé deregulované odpovédi
hostitelského organismu na pritomnost infekce. U septického Soku jsou vyjadieny
abnormality cirkula¢nich, metabolickych a celularnich procest natolik, ze dojde
k vyznamnému vzestupu mortality; ta dosahuje u septického Soku vice nez 40 %. Diagndza
septického Soku se opira o potfebu uziti vazopresoru k udrzeni stfedniho arterialniho tlaku
nad 65 mmHg a soucasnou elevaci sérovych hladin laktatu nad 2 mmol/I (Singer, 2016).
SEPSIS-3 definice tak vystiidala koncept kritérii syndromu systémové zanétlivé odpovédi
(SIRS) spolu s potvrzenou ¢i predpokladanou ptitomnosti infekce. Minulosti je také jiz
pojem tézké sepse, kdy byla v rdmci sepse vyjadiena jedna ¢i vice poruch orgdnovych
funkci. Sepse je nejcastéjsi pri¢inou umrti na nekoronéarnich jednotkach intenzivni péce
celosvétoveé. Kazdoroéné postihne sepse 30 miliond pacienttl, z nichz vice nez 25 % zemfe.
Pacient piijaty s diagnézou sepse ma 6 — 10x vySsi riziko umrti nez pacient s akutnim
infarktem myokardu a 4 — 5x vyssi nez pokud by byl pfijaty pro cévni mozkovou piithodu
(Liu, 2014). U populace pacientl nad 65 let v€ku jsou infekéni piiciny CastéjsSim divodem
hospitalizace neZ srde¢ni selhani a infarkt myokardu dohromady (Goto, 2016). Finan¢ni
naklady, které kazdé¢ zdravotnictvi vynakladéa na 1écbu sepse béhem hospitalizace, jsou
enormni, dosahujici 5,2 % celkovych vydajii ve zdravotnictvi ekonomicky vyspélych zemi,
v roce 2006 Cinily finan¢ni naklady spojené s hospitalizaci septickych pacienti 7,6
miliardy Eur. Vzhledem k témto alarmujicim ¢isliim neni ptekvapivé, Ze v kvétnu roku
2017 prohlésila Sveétova zdravotnicka organizace sepsi celosvétovou zdravotni prioritou a
pfijala usneseni ke zlepSeni jeji prevence, diagnostiky a 1écby.

Diagnostika sepse se opird o dva pilife — pfitomnost infekce a nove€ vzniklou
poruchu funkce jednoho ¢i vice organii nebo progresi jejich chronické dysfunkce dle
SOFA (sequential-organ failure assessment / sepsis-related organ failure assessment)
skore, jez hodnoti Skalou 0 — 4 bodi celkem Sest organovych systému (oxygenacni index
Pa0,/FiO», rendlni katabolity, sérovy bilirubin, trombocytémie, Glasgow coma scale a
parametry makrocirkulace); k diagndze sepse je potieba dosazeni 2 a vice bodu (Singer,
2016). Mortalita septickych pacientli strmé nartstd s vysi SOFA skore a poctem

postizenych organovych systému (Vincent, 2006). Ve vétSin€ piipadt se v pomérné



casnych fazich sepse a multiorgdnové dysfunkce rozviji akutni poskozeni ledvin (AKI).
AKI je souborem syndromtl, jejichZ spoleénym jmenovatelem je pokles glomerularni
filtrace (Kellum, 2012) a prave sepse je nejcastéjsi pticinou vzniku a rozvoje AKI; az 51 %
septickych pacientl vyvine urcité poSkozeni funkce ledvin, které je v sepsi asociovano

s 41 % mortalitou (Vincent, 2006). Akutni poskozeni ledvin v sepsi (SA-AKI) predstavuje
nezavisly rizikovy faktor imrti, ktery vyznamné ovliviiuje nejen kratkodobou, ale 1
dlouhodobou prognozu pacientt (Kellum, 2018), a to zejména téch, jejichz stav si

v prub¢hu onemocnéni vyzada nadhradu funkce ledvin (Triverio, 2009).

Navzdory nezpochybnitelnému pokroku v oblasti preklinického a klinického
vyzkumu patofyziologickych mechanismti a novych lécebnych strategii v sepsi dosud
neexistuje efektivni kauzélni 1écba. Management nemocnych se opird o v€asné zahajeni
antibiotické 1éCby ptipadné o sanaci infekéniho fokusu a dale pak o podporu organovych
funkei. Vyvoj kauzalni terapie vyzaduje nezbytné dokonalou znalost procest, které stoji za
vlastnim klinickym obrazem sepse. Pfima extrakce téchto informaci vazne v humanni
medicing na etickych aspektech klinického vyzkumu. Proto ziistavaji primarnim zdrojem
poznatkil zakladniho vyzkumu experimentélni zvifeci modely. V rdmci nize uvedenych
experimentalnich projekti byl vyuzit etablovany velky zvifeci model (prase), u néjz byla
indukovéna polymikrobialni sterkoralni peritonitida, a ktery posléze umoznil testovani
novych 1écebnych strategii, jeZ v minulosti pfinesly pozitivni vysledky pfi preklinickych
experimentech s malymi septickymi zvifecimi modely.

Dizertaéni prace pfedklada komentovany vystup k diive publikovanym vysledkiim,
jez vychdzeji z experimentalnich praci s vySe uvedenym modelem progresivni peritoneéalni
sepse. Prvni ¢ast v piehledu zpracovava aktualni stav poznani tykajici se patofyziologie
sepse a SA-AKI, déle je v€novéana metodologii vyzkumu, popisu a protokolu prace
s modelem. Druh4 ¢ast se pak zabyva problematikou nove testovanych lé¢ebnych postupt,
zejména analyze bezpec€nosti a efektivity aplikace mezenchymalnich kmenovych bunék a

také vagoveé stimulaci jakoZto mozZné potencialné efektivni 1écebné modality.
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3. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1. Patofyziologie sepse

Reakce organismu na piitomnost infekce je interindividudlné zna¢né odlisna a
vychézi z genetické vybavy jedince. V tivodni fazi bakterialni infekce dochézi k alteraci
exprese vice nez 3700 genti (Calvano, 2005), které reguluji imunitni a metabolické
mechanismy a ovliviiuji fadu fyziologickych funkci véetné odpovédi akutni faze
inflamace, oxida¢niho stresu, mezibunécné signalizace a energetického metabolismu.
Akutni faze se velice vhodné oznacuje jako genomicka ¢i cytokinova boufe. Dominantni
postaveni v uvodni fazi hostitelské odpovédi mé vrozeny imunitni systém a jeho schopnost
detekovat tzv. alarminy, tj. s patogenem spojené molekularni motivy (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs; predev§im komponenty stény gramnegativnich a
grampozitivnich baktérii a jinych patogent — endotoxin ¢i beta-glukan aj.) a také
s poskozenim spojené molekularni motivy (damage-associated molecular patterns,
DAMPs; mitochondrialni DNA, adenosintrifosfat, heat shock proteiny, high mobility
group box 1 aj.). Pfitomnost téchto molekul je rozpoznana motivy rozeznavajicimi
receptory (pattern recognition receptors, PRRs) na povrchu bunék vrozeného imunitniho
systému (zejm. toll-like receptors, TLRs), dale na povrchu nékterych typl epitelialnich
bungk ¢i receptory v cytosolu. Dobte popsanym mechanismem molekularniho rozpoznéni
je reakce na lipopolysacharid (LPS) stény gramnegativnich baktérii. Ten vytvaii komplex
s cirkulujicim lipopolysacharid-vazicim proteinem (LBP), kdy tento komplex aktivuje
TLR-4 receptor na povrchu antigen prezentujicich bunék (nejcastéji makrofagtli). Interakei
téchto faktorti dochézi cestou adaptorové molekuly (MyD88) k upregulaci aktivity
nukledrniho faktoru kB (NF-kB), ktery je potentnim mediatorem produkce prozanétlivych
cytokintl - jako napf. interleukin-1, interleukin-6 ¢i tumor necrosis factor alfa. Obdobnym,
ne vSak dosud detailn¢€ objasnénym mechanismem, ptisobicim cestou TLR-2 receptort,
spousti produkci prozanétlivych cytokint i interakce s grampozitivnimi baktériemi.
Nékteré PRRs (zejm. NOD-like, ¢i RIG-I-like receptory) pak maji schopnost vytvaret
komplexy (= inflamazomy), které jsou mimo jiné potentnimi spoustéci programované
bunécné smrti cestou aktivace kaspaz. ZvySena exprese prozanéctlivych cytokinti vede ke
zvySeni poctu, Zivotnosti a miry aktivace imunokompetentnich bunék, dale vede k aktivaci
endotelidlnich bun¢k a zvyseni exprese ostatnich chemokint; parakrinni sekrece

antimikrobidlnich substanci, prooxidativnich faktorti a prokoagulacnich proteind a lipid



aktivovanymi elementy (neutrofily, trombocyty aj.) vede mimo jiné ke vzniku tzv.
imunotrombdzy, tedy tvorbé mikrotrombt, v nichz je ,,uvé€znéno* a likvidovano
mikrobidlni agens (Gotts, 2016).

Inflamatorni odpovéd’, pokud je izolovana a regulovana, vede k rychlé eliminaci
malé a lokalizované infekce. AvSak v piipadé, piekroci-li interindividualng odliSné hranice
tolerance a moznosti regulace, rozviji se systémové poskozeni, které vyusti v klinicky
obraz sepse. Nadmeérna a nekontrolovana tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku
(reactive oxygen/nitrogen species, ROS/NOS) v pribéhu imunitnich procesti, mtize vést
poskozeni bunécnych proteind a lipidli a mit za nasledek poskozeni bunéénych funkei
(Singer, 2014). Produkci ROS a NOS pak dale potencuje aktivace komplementu (zejména
C5a). Tvorba rozsahlé imunotromb6zy muize vyustit v diseminovanou intravaskularni
koagulaci (DIC) s postizenim mikrovaskularnich funkei a vést tak v dalsi tkanove a
organové poskozeni (Pool, 2018). Specifikem sepse je deregulovand odpovéd, kterou dale
posiluji a zacykluji DAMPs uvoliiované z poskozenych bunék, jez disponuji stejnou
schopnosti vyvolat deregulovanou odpovéd’. Bunééné a tkénové poSkozeni je dale
potencovano vznikem a rozvojem metabolické dysfunkce. Vysokéa mira
oxida¢niho/nitrosativniho stresu spolu s nadprodukci cytokinil a nerovnovahou mezi
genezi a odstranovanim dysfunkénich mitochondrii vede k poSkozeni téchto organel
(Singer, 2017, Pool, 2018). Dusledkem této poruchy je pokles intracelularni koncentrace
ATP s naslednym ttlumem bunécénych funkei a stavem podobny hibernaci (Singer, 2017).
Dochazi tak ke generalizovanému poklesu tkanového energetického vydeje a alteraci
bunéénych, respektive tkanovych a orgdnovych funkci; rozviji se ¢i prohlubuje akutni
poskozeni funkce ledvin, jater, deprese funkce myokardu, syndrom akutni respiracni tisné
(ARDS), encefalopatie ¢i dysfunkce gastrointestindlniho traktu (Deutschmann, 2014).

Jiz v tivodnich hodinéach akutni faze dochazi k aktivaci kompenzatorni anti-
inflamatorni odpovédi. Stimulované imunokompetentni buiiky produkuji fadu
protizadnétlivych cytokini jako zejm. interleukin-10, ktery vede k potlaceni produkce IL-6,
dale podporuje tvorbu antagonistil interleukin-1 receptorii a TNFa receptoril, ¢imz brani
signalizaci prostiednictvim téchto molekul (Schulte, 2013). Paralelné€ s tim dochazi
k aktivaci mechanismi autofagie s cilem eliminace PAMPs a DAMPs prostfednictvim
lyzozomalni degradace a deaktivace inflamazomu (Gotts, 2016). Relativné recentni popis
mechanismu rezoluce zanétu jako aktivniho procesu, nikoliv dfive chapaného pasivniho

ustupu proinflamatornich procest, vedl k popisu novych bioaktivnich a signalnich molekul



jako jsou lipoxiny, resolviny, protektiny a maresiny, jejichz vyznam spociva v redukci
miry ROS/NOS a imunomodula¢nich pochodech s cilem restituce homeostazy a

imunitnich funkci (Gotts, 2016).

3.2. Sepse jako ,,chronické* kritické onemocnéni

Diky v¢asné diagnostice a v€asnému zahajeni 1é€by v podminkach intenzivni péce
dnes preziva velka ¢ast pacientli svlij uvodni septicky inzult. Piiblizn€ polovina z nich
¢asné obnovi fyziologickou homeostazu, nicméné zbyvajici ¢ast nemocnych se zotavuje
velice pozvolna a prub¢h jejich onemocnéni je zatizen protrahovanym pobytem na JIP a
vyznamnou mortalitou. Tento stav charakteristicky potiebou komplexni intenzivni péce,
nahrady organovych dysfunkci, katabolismem a malnutrici, imunosupresi s ¢etnymi
infekénimi komplikacemi trvajici déle nez 7 dni, kdy mnozi nemocni jiz nikdy neziskaji
funkéni nezavislost, se arbitrarné oznacuje jako chronické kritické onemocnéni (CCI,
chronic critical illness; Lamas, 2014). Relativné nedavno byl popsan syndrom
charakteristicky perzistenci inflamace, imunosuprese a katabolizmu (persistent
inflammation-imunosuppression and catabolism syndrome, PICS) jako patobiologicky
korelat, ktery je kombinaci pro-inflamatorniho a imunosupresivniho fenotypu CCI
(Gentile, 2012). Nemocni s CCI maji obvykle laboratorni znadmky perzistujici inflamace
s elevaci proteinti akutni faze a prozanétlivych interleukini (IL-6 a IL-8) s bunécnou
expanzi myeloidnich supresorovych bun¢k (MDSC), dale jevi znamky imunosuprese
soucasné s reaktivaci latentnich virovych infekci a soucasné trpi progresivnim
katabolismem s rozvojem kachexie a sarkopenie (Hawkins, 2018). Mediatory perzistujici
inflamace jsou alarminy — 1) exogenni PAMPs pfi recidivujicich nozokomidlnich infekcich
a reaktivaci latentnich virovych infekci a 2) DAMPs pii konstantnim uvoliiovani
z poskozenych bungk, tkani a organt a také z aktivovanych imunokompetentnich bunék.
Nemocni v sepsi a prezivsi maji vyznamné elevovany sérové hladiny jaderné DNA,
HMGBI a S100 proteinu, které pisobi jako potentni endogenni alarminy. Neverifikovanou
hypotézou zatim zlistava identifikace priméarnich zdroj alarmind v AKI a progresivnim
muskularnim katabolizmu (Hawkins, 2018). V akutni fazi septického inzultu dochazi
vlivem cytokinové a adrenergni stimulace k aktivaci emergentni myeolopoezy
s uvoliiovanim zralych i nezralych forem neutrofilnich granulocytl a tento proces je
v pfipadé Casné regrese tlumen antiinflamatorni reakci. V piipadé CCI, kdy jsou alarminy

uvoliiovany neustéle, dochéazi k posunu fenotypu produkovanych myeloidnich bunék



smérem k posileni imunosupresivnich vlastnosti (Brudecki, 2012). MDSCs maji spolu

s imunosupresivnimi schopnostmi (cestou produkce IL-10 a inhibice proliferace a responze
CD4+ a CD8+ T-lymfocytl) zachovanou schopnost produkce prozanétlivych cytokint,
realizace oxidativnich procest s tvorbou ROS/NOS, ¢imz dale potencuji bunécné a
tkanové poskozeni a tim udrzuji proinflamatorni stav a soucasné navozuji imunosupresi
(Loftus, 2018). ZvySena koncentrace MDSC u nemocnych s CCI je silnym nezévislym
prediktivnim faktorem vzniku nozokomidlnich infekci a nepifiznivého pribéhu onemocnéni

(Hawkins, 2018).

3.3. Patofyziologie SA-AKI

Navzdory tomu, Ze jsou ledviny nejcastéji selhavajicim organem u kriticky
nemocnych septickych pacienti a jejich dysfunkce je nezavislym rizikovym faktorem
vyznamné zvySujicim riziko umrti (Kellum, 2018), neni dosud patofyziologie SA-AKI
pln¢ rozkli¢ovéana. Vzajemny vztah SA-AKI a sepse je oboustranny — nejen, ze sepse je
zdaleka nejcastéjsi pricinou AKI, nemocni s AKI také snaze rozvinou sepsi a soucasné
perzistujici AKI ma schopnost potencovat patobiologické mechanismy PICS/CCI
(Matéjovic, 2011). Pti vzniku a progresi SA-AKI se uplatiiuje fada mechanismii, které
zahrnuji alteraci cirkulace na makro- i mikro- rovni, inflamaci, oxidativni/nitrosativni
stres a zmény celularniho energetického metabolismu; tyto mechanismy jsou odrazem
kaskady dé&ju probihajici v organismu v prubéhu sepse. Informace tykajici se téchto
patofyziologickych procest jsou ziskavany primarné z experimentalnich praci s klinicky
relevantnimi, do urcité miry omezenymi zvifecimi modely.

V tvodnich fazich sepse je hypovolémie mnohdy dominujicim faktorem
podilejicim se na rozvoji AKI. Jeji korekei lze zvratit nepfiznivy vyvoj rendlniho
poskozenti, ktery by v opacném ptipadé neodvratné vedl k rozvoji ischemické akutni
tubularni nekrozy (ATN). Hemodynamicka alterace je u postupujici sepse charakteristicka
poklesem systémové vaskularni rezistence s rozvojem hypotenze nereagujici na
volumexpanzi, kterd, spolu se zménami na Grovni mikrocirkulace (zejména poklesem
hustoty funk¢ni kapilarni sit¢) a heterogenni distribuci renalniho krevniho pratoku (RBF)
(De Backer, 2002), vede k rychlému poklesu glomerularni filtrace. U fady septickych
nemocnych vSak dochazi, navzdory adekvatni a véasné korekci hemodynamické poruchy,
ke snizeni funkce ledvin a néktefi nemocni rozvinou poruchu funkce ledvin i pies absenci

hypovolémie ¢i cirkula¢ni poruchy (Matéjovic, 2015). Za dominantni mechanismus AKI u
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populace kriticky nemocnych je tradiéné povazovana pravé ATN, ktera odrazi cirkulacni
abnormality v sepsi. Post-mortem provadéné histologické analyzy vzorkl ledvin
septickych nemocnych se SA-AKI vSak opakované prokazaly vyznamné nizsi vyskyt ATN
(5 — 22 %), nez byl pozorovan u jinych kriticky nemocnych, coz poukazuje na mnohem
mensi podil hypoperfuze v patofyziologii SA-AKI. Soucasné pak opakovan¢ oziejmily
nespecifické heterogenni zmény na urovni tubuldrniho epitelu; dominujicim nalezem u
vysetieni ledvin septickych zvifecich modelii byla piitomnost apoptdzy tubularnich bunck
(Garofalo, 2019).

Dysfunkce rendlni mikrocirkulace je v souCasnosti povazovana za ¢asny a pro
rozvoj a vznik AKI zdsadni mechanismus. Alterace mikrocirkulace nezahrnuje vSak pouze
hemodynamickou slozku; na rozvoji této dysfunkce se podili i leukocytarni infiltrace,
poskozeni glykokalyxu, mikrovaskularni tromboza glomeruli a aktivace koagula¢ni
kaskady s naslednou tvorbou depozit fibrinu peritubularné (Kellum, 2011, Guerci, 2017).
Heterogenni distribuce RBF ma za nasledek vznik oblasti hypoperfize a hypoxie a to
dominantn¢ v rendlnim kortexu. Tato mista pak mohou dalsi produkci DAMPs prispivat
v procesu inflamace (Gomez, 2015). V oblastech s kompenzatorni hyperperfiuzi mize dojit
k otevieni periglomerularnich zkratl cestou Ludwigovych artérii (spoj vas afferens a vas
efferens) vedoucich k bypassu krevniho prutoku glomeruli a dalsimu k poklesu
glomerularni filtrace (Martensson, 2015).

Epitel tubulii také pomérné snadno podléhéd poSkozeni vlivem oxidativniho stresu.
DAMPs uvoliiované z posSkozenych bunék mohou déle potencovat patofyziologické
mechanismy cestou aktivace TLR receptorti (1 - 6), které jsou ve zvySené mife
exprimovany na povrchu tubulérnich bunék a jejich progresivni upregulace vede ke
zvySené reaktivité ledviny (Allam, 2012, Zager, 2006). Inflamace a oxidativni stres
spoustéji mechanismy vedouci k metabolické alteraci a mitochondridlni dysfunkci, jez se
nadale podileji na rozvoji a progresi SA-AKI (Singer, 2017). Schéma patofyziologie AKI
v sepsi piedstavuje Obrazek ¢. 1.

Neni dosud pln¢ objasnéno, z jakého diivodu jsou praveé ledviny nejcastéji
postizenym organem u kriticky nemocnych. Za fyziologickych podminek ptefiltruji
ledviny za den cca 180 1 tekutiny, coz je cca 30 nasobek objemu intravaskularni tekutiny;
v kontextu hyperdynamické septické cirkulace mtize byt teoreticky toto mnozstvi jeste

vyrazné vyssi, z cehoz vyplyva, Ze imunokompetentni buiiky rendlniho parenchymu jsou



mnohonasobné Castéji vystaveny PAMPs, DAMPs ¢i jinym reaktantim nez nékteré jiné
tkane.

Perzistujici AKI se také v posledni dob¢ ukazuje jako jeden z potencidlnich hnacich
mechanizmii PICS/CCI. Chemokiny produkované renalnim parenchymem a hojné
zastoupenymi imunokompetentnimi buiikami v odpovédi na pfitomnost alarmint potencuji
nejen lokalni poskozeni, ale mohou mit i systémovy efekt (Hassoun, 2007). Nemocni
s AKI maji konstantn¢ elevovany sérové hladiny IL-8, CXC ligandu 1, MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1) a MIP-1p proteinu (macrophage inflamatory protein 1p); tyto
pusobky jsou asociovany mimo jiné také se sekundarnim poskozenim plicniho parenchymu
(Hoke, 2007).
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Obrazek ¢. 1 — Patofyziologie SA-AKI (adaptovano z Matéjovic, 2015 se svolenim autora).

1 — filtrat obsahujici PAMPs/DAMPs, 2 — tubularni trauma indukuje lokalni vaskularni poruchy, 3 — sepsi
vyvolané poruchy peritubularni mikrocirkulace + zony lokalni ischémie, 4 — duisledkem je rozvoj
manifestniho AKI, 5 — renalni Zilni kongesce, 6 — epitelidlné endotelidlni interakce s propagaci tkanového

poskozeni



3.4. Experimentalni lécebné strategie sepse a SA-AKI

Experimentalni 1écebné strategie cilené na ovlivnéni patofyziologickych
mechanismi sepse a s ni spojenych organovych dysfunkci jsou v soucasné dobé
sttedobodem zajmu preklinického a ¢astecné i klinického vyzkumu na poli intenzivni
mediciny. Struény ptehled doplnény o poznatky z recentné publikovanych praci predklada

nize uvedeny text.

(I)  HORAK, Jan, MATEJOVIC, Martin. Experimentalni pokroky v 16¢b& sepse.
IN: GURLICH, Robert a kol., Peritonitis. 1. vydani. Praha: Maxdorf. 2019, s.
129-139. ISBN 978-80-7345-584-2

Soucasna zaméteni experimentalnich 1é¢ebnych strategii sepse 1ze rozdélit do

n¢kolika kategorii:

1) Neutralizace bakteridlni virulence

2) Inhibice inflamatorniho signalu

3) Mimotélni eliminace medidtori sepse

4) Prevence a lécba sepsi navozené imunosuprese

5) Bunécné a mitochondridlni resuscitace

Strategie cilend na neutralizaci bakterialni virulence je postavena primarné na
extrakorporalni adsorpci PAMPs, z nichZ dominantni roli hraje jizZ zminény
lipopolysacharid (LPS). Recentni snahy o neutralizaci LPS s vyuZitim hemadsorpénich
materiald s polymyxinem B, antibiotikem s vysokou afinitou k LPS, nepfinesly kyZené
vysledky v podobé redukce mortality septickych nemocnych. Dalsi z cest predstavuje
farmakologicka neutralizace bakterialni virulence. Alkalické fosfatdza (ALP) je enzymem
ze skupiny ektonukledz se schopnosti defosforylovat, a tim neutralizovat, toxické u¢inky
LPS. Cilem nedavné multicentrické studie STOP-AKI bylo zhodnoceni bezpecnosti,
tolerance a efektivity intravendzné podadvané ALP u septickych nemocnych; tato studie
vSak neprokdzala ptiznivy vliv na zlepSeni funkce ledvin v sepsi v kratkodobém Casovém
horizontu (Pickkers, 2018).

Inhibice inflamatorniho signélu je strategii, ktera cili na blokddu PRRs. V minulosti
byly testovany mnoh¢ farmakologické agens cilené na inhibici signalu cestou TLR-4, kdy

vSak zadné z nich nem¢lo signifikantni vliv na pfeziti nemocnych. Dosud detailnéji
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neprozkoumanou oblasti ziistdva moznost inhibice signali DAMPs, ovlivnéni slozek
komplementu ¢i mezibunééné komunikace na Grovni imunitniho systému.

Extrakorporalni eliminace mediatora sepse je 1écebnou strategii, jejimz ptisobenim
dochazi k neselektivnimu a neregulovanému odstraiiovani nejen faktori, které ovliviuji
pribéh sepse, ale 1 latek, které jsou nezbytné pro tcinny boj s infek¢nim agens v¢.
nékterych antibiotik. Zadna dosud publikovana data, tykajici se uziti hemoelimina&nich
metod v sepsi a septickém Soku dosud neprokazala ptiznivy efekt na mortalitu nemocnych;
experimentalni prace popisuji pouze dil¢i efekt na ¢asnéjsi dosazeni hemodynamické
stabilizace ¢i zlepSeni reaktivity na podavané katecholaminy. Mnohem mensi mnozstvi
informaci tykajicich se bezpecnosti a efektivity je dostupné u metod hemadsorpcnich.
Navzdory absenci téchto dat si nékteré z téchto systémi nasly cestu do klinické praxe.
Jejich vyuziti vSak dosud neni podpoteno robustnimi vysledky v podobé fadné
provedenych randomizovanych studii ani relevantnich preklinickych experimenta.

V ramci CCI selhava schopnost imunitniho systému odhalit a eradikovat infek¢ni,
zejména nozokomidlni ¢i reaktivované latentni, agens. Imunoterapeuticky pfistup je
moderni strategii v 16cbé téchto stavli nepochybné s velkym potencidlem. Mezi hlavni cile
patii inhibice apoptdzy, blok negativnich kostimula¢nich molekul, zvySeni HLA-DR
exprese a ,restart vycerpanych ¢i anergnich T-lymofocytd. Prislibem do budoucna jsou i
tzv. check-point inhibitory, jejichz efekt byl jiz uspesné testovan, zejména u onkologickych
nemocnych.

S ohledem na komplexnost a heterogenitu odpovédi organismu na pfitomnosti
infekce je znacné€ nepravdépodobné, Ze bude vyvinut néjaky ,,anti-sepsis‘ 1€k, ktery by byl
schopen zvratit patofyziologické procesy sepse. Kauzalni management bude vyzadovat
zasah do procesti na vice urovnich a souc¢asné bude nezbytna individualizace 1écby
s ohledem na endotyp nemocného. Praveé heterogenita sepse, at’ v experimentalnich
pracich, tak v klinickych studiich, je zdrojem negativnich vysledkt u strategii, které se
v uvodu jevily jako potencidln¢ prospesné. Tendence souCasné experimentalni intenzivni
mediciny sméiuji k vyvoji 1écebnych strategii, které umozni ¢asny a komplexni zdsah do
patofyziologickych procest akutni faze sepse, ktery bude zahrnovat imunomodulaci a
bunécnou protekci. V soucasné dobé existuje pouze omezené mnozstvi postupil, které mayji

potencial tato kritéria naplnit.
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Mezenchymalni kmenové buiiky v sepsi

Bunéénéd imunomodulacéni terapie s vyuzitim mezenchymadlnich kmenovych bun¢k
(MSCs) predstavuje 1écebnou strategii, jez ma potencial zacilit na patofyziologické
procesy sepse viceurovitové. MSCs jsou multipotentni kmenové buiiky se schopnosti
diferenciace v tkan¢ vSech tii zarode¢nych listil, primarné pak v tkdn¢ mezenchymové.
V inflamatornim prosttedi in vitro ¢i u malych zvifecich modeld vsak vystupuji do popredi
nekteré jejich jiné vlastnosti. Maji schopnost zpétnovazebné, prostiednictvim stimulované
parakrinni sekrece fady ptisobkl, modifikovat imunitni procesy ve smyslu Gtlumu a
regulace intenzity pro-inflamatorni odpovédi. Latky secernované MSCs dale snizuji iroven
oxidativniho stresu a inhibuji procesy vedouci k apoptoéze bunck. Se svou schopnosti
transferu vezikul s bioaktivnimi latkami a dle nékterych organel, jako napt. mitochondrii,
cestou nanotubuld, mohou obnovovat funkce poskozenych ¢i utlumenych bunék.
V pritomnosti bakteridlniho agens jsou schopny produkovat latky, které ptimo inhibuji
bakterialni rust. Neni proto divu, Ze se MSCs staly jednou z cest, kterymi se ubira
preklinicky vyzkum 1é€by sepse. Pozitivni vliv MSCs na prib¢h sepse, v procesu prevence
organové dysfunkce a redukce intenzity zanétlivé odpovédi byl v nedavné dobé opakované
verifikovan v experimentalnich pracich s malymi zvifecimi modely sepse. Problematiku
fyziologie MSCs a jejich vliv na pribéh sepse u malych zvifecich modelii souhrnné

predklada prehledovy ¢lanek:

(III) HORAK, Jan, NALOS, Luka$, MARTINKOVA, Vendula, BENES, Jan,
STENGL, Milan, MATEJOVIC, Martin. Mesenchymal Stem Cells in Sepsis
and Associated Organ Dysfunction: A Promising Future or Blind Alley? Stem

Cells International. 2017. (IF 3,54)

V dobé¢ publikace nebyly dostupné zadné experimentalni prace tykajici se
bezpecnosti aplikace a efektivity MSCs u klinicky relevantnich zvifecich modelt ani
v lidské sepsi. Navzdory tomuto faktu byly soucasné registrovany a jiz probihaly nékteré
klinické studie, jejichz cilem bylo zhodnotit podavani MSCs jako adjuvantni lécby
v septickém Soku a v asociovanych organovych dysfunkcich. S ohledem na nepochybné
vynechany krok v translaci poznatki ziskanych v experimentech s malym zvifecim
modelem smérem k huméanni mediciné a v kontextu nardstajicich investic do buné¢nych
terapii (Snyder, 2018, Snyder 2019) nikoliv dostatecné podlozenych principy mediciny

zalozené na dukazech, piesto tak prezentovanych, vyvstala potieba evaluace bezpe¢nosti a
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efektivity MSCs na velkém zvifecim modelu sepse, jehoz pato/fyziologické procesy
mnohem blize napodobuji mechanismy sepse u ¢lovéka, nez je tomu u zvifecich modeli,
jako jsou mysi ¢i jini hlodavci.

Velmi recentné byly publikovany vysledky pilotnich experimentt z klinické studie
(CISS, No. NCT02421484), jejimz cilem byla analyza bezpecnosti a efektivity aplikace
pfedem stanovenych davek MSCs (0,3 — 1,0 — 3,0 mil/kg) nemocnym v septickém Soku
(Schlosser, 2019). Publikované vysledky se tykaly pouze vlivu MSCs na spektrum
exprimovanych cytokinli. V zavislosti na davce podanych MSCs doslo k casnému, avSak
prechodnému utlumu produkce nékterych prozanétlivych cytokina (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8,
MCP-1); jiné slozky nebyly ptisobenim MSCs ovlivnény. V ramci hodnoceni bezpecnosti a
efektivity MSCs podstoupilo v rdmci zaslepené placebem kontrolované studie 32 zdravych
muzi aplikaci intraven6zni davky LPS po ptedchozi administraci MSCs derivovanych
z tukové tkan¢ v davce 0,5 — 4 mil/kg. Aplikace LPS vedla k pfechodné klinické odpovédi
v podobé¢ febrilie a tachykardie, ke zvySeni exprese vice nez 8000 geni spojenych s akutni
odpovédi na pfitomnost infekce a k sou¢asnému vzestupu hladin prozanétlivych cytokint.
Administrace A-MSCs nevedla k ovlivnéni klinického obrazu, soucasné neovlivnila rozvoj
leukocytozy ani koncentraci lipozomélniho baktericidniho enzymu LL-37. MSCs dale
vedly k rozvoji ptechodného prokoagulacniho stavu a na davce zavislého vzestupu
plazmatickych nukleozomil spojenych v sepsi s procesem apoptdzy; na urovni cytokinti
vedly k nadmérné expresi IL-8, IL-10, TGF a IL-12p40 — jevily tedy sou¢asné pro- i
v kratko- 1 dlouhodobém ¢asovém horizontu se zabyvala klinicka studie, ktera zahrnula
celkem 15 nemocnych v septickém Soku, jimz byly v rozdilnych davkach (ve skupinach po
peti nemocnych) transplantovany MSCs. Jednordzova aplikace nevedla k ovlivnéni
klinickych ani laboratornich parametri véetné ovlivnéni ukazatel zanétlivé odpovedi;
nemocni nejevili Zddné znamky nezadoucich ucinki spojenych s podanim MSCs.
Navzdory malému poctu nemocnych, zejména po umrti nékterych pacienti, ktera snizila
pocet pod statisticky analyzovatelny, pfinesla tato prace jako prvni ndhled na
dlouhodobé;jsi vliv MSCs — u prezivsich nebyly pozorovany zadné nezadouci ti¢inky po

dobu 18 mési¢ni observace (Xe, 2018).
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Neuroinflamatorni reflex a stimulace bloudivého nervu

Relativné nedévno byl prezentovan koncept nervové regulace inflamatorni
odpovédi, ktery sjednocuje nervovou a humoralni slozku kontroly zanétlivé reakce.
Neuroinflamatorni reflex je fyziologickym mechanismem integrovanym v ramci
nervového systému, ktery je aktivovan prostiednictvim cytokinti ¢i bakteridlnich produkta
a jeho aktivace vede k regulaci produkce prozanétlivych piisobkti a redukci miry zanétlivé
odpovédi; preruseni drah tohoto mechanismu ma za nasledek excesivni produkci cytokinii
(Tracey, 2002, Tracey, 2009, Tracey, 2012). Neuroinflamatorni reflex (také
antiinflamatorni anticholinergni cesta) je realizovan prostfednictvim bloudivého nervu.
Nervova zakonceni aferentniho ramene reflexniho okruhu reaguji na pfitomnost
lipopolysacharidu a cytokintl (zejm. IL-1fB) zvySenou aktivitou. Aferentni drahy jsou
smétovany v nejveétsi porci do nucleus tractus solitarii; cetnymi spoji pak také do
hypotalamu a koncového mozku, kde jsou zodpovédné za vegetativni a behavioralni reakci
v nemoci. Eferentni drahy vedou cestou nervus vagus do ganglion coeliacum, kde aktivuji
adrenergni neurony sleziny, jezZ kon¢i v bilé pulpé v blizkosti pamét'ovych T bunék; tyto
buniky v odpovédi na adrenergni stimulaci produkuji acetylcholin. Sekrece acetylcholinu
poté aktivuje podjednotku a7 acetylcholinovych receptori na makrofazich, monocytech,
dendritickych bunkach a endotelialnich bunkach; tato vazba vede k downregulaci CD14 a
TLR-4 exprese na povrchu imunokompetentnich bunék a soucasné aktivuje intracelularni
cesty, které potlacuji aktivitu NF-kB a tedy i produkci prozanétlivych cytokint (Tracey,
2012). Neni proto divu, Ze se vagova stimulace stala jednou z potencialnich 1écebnych
strategii a moznosti preklinického vyzkumu v sepsi. V soucasné dob¢ existuje fada
experimentalnich praci, které dokladaji pozitivni vliv vagové stimulace na pieziti,
perzistenci organovych funkci a miru zanétlivé odpovédi u malych zvifecich modeli sepse.
Vliv vagové stimulace na pribéh sepse u klinicky relevantniho modelu nebyl dosud

experimentalné ovéten.
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4. CILE PUVODNICH VEDECKYCH PRACI

1) Zhodnotit bezpecnostni profil intraven6zni aplikace mezenchymalnich kmenovych
bunék klinicky relevantnimu velkému zvifecimu modelu progresivni peritonealni

sepse.

2) Zhodnotit u¢innost aplikace mezenchymalnich kmenovych bun¢k modelu
progresivni peritoneélni sepse; srovnani s dostupnymi vysledky a moznosti

translace do humanni mediciny.

3) Zhodnotit Gi¢innost vagové stimulace u velkého zvifeciho modelu progresivni

peritonealni sepse.
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5. METODICKE ASPEKTY PRACE

5.1. Legalni aspekty experimentii se zvirecim modelem

Vsechny experimentalni prace byly provadény v souladu se Smérnici Evropské
Unie pro ochranu zvifat pouzivanych k pokusnym nebo jinym védeckym uceltim
(86/609/EU). Vsechny protokoly byly adekvatné schvaleny Odbornou komisi pro praci
s experimentalnimi zvitaty Lékaiské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy v Praze a také
Ministerstvem skolstvi, mladeze a té¢lovychovy. VSechny experimenty byly realizovany
v prostorach akreditovaného pracovisté - Laboratofe experimentalni intenzivni péce

v Biomedicinském centru Lékarské fakulty v Plzni.

5.2. Experimentalni model progresivni peritonealni sepse

Piiprava, anestezie a instrumentace

Selata bez rozdilu pohlavi, o hmotnosti 35 — 55 kg, jsou pted vlastnim
experimentem premedikovana intramuskularni aplikaci tiletaminu-zolazepamu (Zoletil) v
davce Smg/kg a xylazinu (Nerfasin) 1mg/kg. Po zavedeni kanyly do periferni Zily jsou
zvitata uvedena do celkové anestezie intravendznim podanim propofolu 2 % (2 mg/kg) a
nasledné je provedena endotracheélni intubace. Zvitata jsou po celou dobu experimentu
udrZovéna v totalni intravendzni anestezii prostiednictvim kontinualni aplikace 2 %
propofolu (20 — 40 mg/10kg/h), analgezie je udrZzovéana kontinualnim podavanim fentanylu
(5 — 15 pg/kg/h); perioperacné je podavano myorelaxans rocuronium v davce 1 mg/kg/h.
Uvedené schéma je pro zvife pln¢ protektivni a Setrné pro experimentalni zvire. Béhem
instrumentace jsou tekutinové ztraty hrazeny kontinualni infazi balancovaného krystaloidu
v davce 10 ml/kg/h; ten je posléze redukovan na 7 ml/kg/h. Zvite je v pritbéhu experimentu
fizené objemové ventilovano (inspiracni objem 8 — 10 ml/kg, pozitivni end-exspiracni tlak
6 — 8 cmH>O0, frakce kysliku 30 %, dechova frekvence se pak pohybuje v rozmezi 20 - 40
dechii/min tak, aby byl arterialni parcialni tlak oxidu uhli¢itého udrzovan v rozmezi 4,0 —
5,0 kPa).

Vlastni chirurgicka ptiprava zahrnuje zavedeni centralniho Zilniho katetru do levé
zevni jugularni zily za G¢elem aplikace infuznich roztoki a farmak. Cestou pravé zevni
jugularni Zily je zaveden Swan-Ganziiv plicnicovy katetr za i¢elem monitorace regionalni
a systémové hemodynamiky. Kanylace je realizovana USG navigovanou procedurou; ¢i

v ptipadé netispéchu otevienou cestou. Dale je cestou femoralni tepny zaveden arteridlni
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katetr, ktery umoziuje odbér krevnich vzorkl a kontinualni monitoraci arterialniho tlaku.
Nasledné je cestou stfedni laparotomie ptistoupeno k protéti Gerotovy fascie a odhaleni
renalni tepny, na niZe je nasazena dopplermetrickd sonda pro monitoraci priitoku krve.
Pted uzavienim laparotomie je vyvedena dvouhlaviiova ileostomie, ktera slouzi

k monitoraci mikrocirkulace stfevni sliznice, dale je zavedena epicystostomie k monitoraci
vydeje a v duting btisni jsou ponechany dva drény za uc¢elem indukce peritonitidy a odbéru
ascitu.

Vyse uvedena chirurgickd instrumentace nabizi moznost nasledné extenzivni
monitorace makro i mikrohemodynamickych zmén vyvolanych sepsi na urovni systémové
i regionalni (plice, ledviny) cirkulace, dale umoziuje frekventni odbér vzorki arteridlni,
venozni 1 smiSené krve za ti€elem bedside i laboratorni analyzy; nespornou vyhodou je

moznost extenzivni post-mortem analyzy tkani.

Uméla plicni ventilace Swan-Ganziiv katetr Doppler flow (a. renalis) Arterialni katetr

Centralni Zilni katetr

Peritonealni drenaz Epicystostomie

Obrazek ¢. 2 — Instrumentace experimentalniho zviireciho modelu
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Indukce peritonitidy a experimentalni protokol

Po vlastni instrumentaci je zvifeti ponechana zpravidla 6 hodinova zotavovaci
perioda, kterou nésleduje indukce sterkoralni peritonitidy. Ta je realizovana aplikaci
autologni stolice v davce 1 g/kg intraperitonealné prostfednictvim zavedenych dréni.
Stolice je ziskdna od stejného zvitete pted zahajenim vlastniho experimentu; poté je
kultivovéna pii teploté 37 °C ve fyziologickém roztoku (200 ml) po dobu chirurgického
vykonu a zotavovaci faze. V pribéhu nasledujicich 24 hodin je zvite 1éCeno dle aktualnich
doporucenych postuptli s vyuzitim kontinualniho i bolusového podavani krystaloidi ¢i
administraci vazoaktivnich (noradrenalin) latek. Antibiotika nejsou podévana, pokud neni
v protokolu uvedeno jinak. Pfed indukci a poté, v 6 hodinovych intervalech (TP 1-4), je
monitorovana systémova i regionalni hemodynamika a mikrocirkulace sttevni sliznice;
dale jsou odebirany krevni vzorky k bedside a laboratorni analyze, ktera zahrnuje zékladni
biochemické parametry, krevni obraz s diferencialnim rozpoctem, parametry koagulace a
dale pak parametry zanétlivé odpovédi a miry oxidativniho stresu. Lééebné intervence jsou
nacasovany tak, aby byly zahajeny s odstupem 6 hodin od indukce peritonitidy.
Experiment je ukoncen 24 hodin po indukci sepse predavkovanim anestetiky a odbérem

organtl. V ptipadé progrese do refrakterniho septického Soku je pokus ukoncen dfive.

Analyzované parametry
SOFA skore

SOFA skore bylo hodnoceno na zéklad¢é doporu€eni vyplyvajicich ze SEPSIS-3
definice (Singer, 2016) v kazdém méfeném intervalu. Skore bylo redukovano o parametr

Glasgow coma scale.

Mereni systemovych a regionalnich hemodynamickych parametrii, mikrocirkulace a
odvozené vypocty

Me¢fteni systémové hemodynamiky zahrnovala snimani srde¢ni frekvenci (heart rate,
HR) a 3 svodové EKG, invazivni kontinudlni monitoraci arteridlniho tlaku — sttedniho
arterialniho tlaku (mean arterial pressure, MAP), dale méfeni srde¢niho vydeje (cardiac
output, CO), stfedniho arteridlniho tlaku v plicnici (mean pulmonary artery pressure,
MPAP), déle plnicich tlakii — centralniho Zilniho tlaku (central venous pressure, CVP) a
tlaku v zaklinéni plicnice (pulmonary artery wedge pressure, PAWP). Pritok krve ledvinou

(Qren) byl méten prostiednictvim dopplermetrické sondy nasazené a rendlni arterii.
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Z odvozenych parametrt byla hodnocena cévni rezistence — systémova (systemic vascular
resistence, SVR) i plicni (pulmonary vascular resistence, PVR); méfené hemodynamické
parametry byly dale vyuzity v kalkulaci parametrt utilizace kysliku (delivery of oxygen,
D03, oxygen consumption, VO a extraction ratio, ER).

Mikrocirkulace stfevni sliznice byla snimana prostfednictvim videomikroskopie
(technika SDF, side-stream dark field). Ziskany material byl zpracovan k analyze
rozdélenim na 3 sekvence zastihujici riizna mista stfevni sliznice a tyto sekvence byly
analyzovany prostfednictvim automatizovaného software (Automated Vascular Analysis,

AVAsoft, MicroVision Medical, Amsterdam, Netherlands).

Laboratorni analyza

Odbér krve z arteridlniho a plicnicového katetru byl realizovan v 6 hodinovych
intervalech a umoznil, v kombinaci s hemodynamickymi parametry, kalkulaci parametrt
utilizace kysliku (viz vyse), dale pak te€sné&jsi kontrolu glykémie; v neposledni fadé pak
také méfeni acidobazické rovnovahy (ABR), krevnich plynii (a-PO2, a-PCO2, pa-PO2, pa-
PCO2, SvO2, PaO2/Fi02) a koncentraci laktatu.

Zakladni laboratorni analyza zahrnovala vySetfeni krevniho obrazu vcetné
diferencidlniho rozpoctu, zhodnoceni organovych funkci (urea, kreatinin, jaterni enzymy,
bilirubin, vysoce senzitivni troponin T), parametry zdnétu (C-reaktivni protein a
prokalcitonin), sérovou bilkovinu vCetné albuminu a parametry koagulace. RozSifujici
laboratorni analyza byla provedena po ukonc¢eni projektii a zahrnovala vySetfeni
zakladnich cytokint (IL-6, IL-8, TNFa, IL-10) a zhodnoceni trovné oxidativniho stresu

stanovenim sérové koncentrace 8-isoporostanu.

Analyza funkce myocytit a mitochondrialni analyza

Myocyty byly izolovany z levé komory myokardu enzymatickym oddélenim
prostfednictvim kolagenazy A. Sakromerické kontrakce izolovaného kardiomyocytu byla
méiena prostiednictvim HyperSwitch Myocyte Calcium and Contractility systému
(IonOptix LLC, Westwood, MA, USA).

Funkce mitochondrii izolovanych ze srde¢ni tkané€ byly analyzovany
prostfednictvim respirometrie (oxygraf Oroboros O2k, Oroboros Instruments, Innsbruck,

Rakousko). Detailni metodika analyzy vzorku je uvedena v publikovanych pracich.
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5.3. Experimentalni intervence

Mezenchymalni kmenové bunky

Allogenni MSCs uzité v experimentu byly izolovany z kostni dfené (tibie, femur)
zdravych zvitat. Tyto buniky byly dale zpracovany dle aktualnich standardi a po dobu
projektu zamrazeny v tekutém dusiku. Ctyfi tydny pied aplikaci byly rozmraZeny a
kultivovany na nosném médiu. V den transplantace byly buiiky sklizeny a suspendovany
ve fyziologickém roztoku. Pred vlastni aplikaci byl prostfednictvim pratokové cytometrie
zhodnocen bunéény fenotyp; s odstupem pak byla evaluovana schopnost diferenciace
v jednotlivé podtypy mezenchymalnich tkani. Detailni metodika ptipravy MSCs v ramci
experimentu je popsdna v publikovaném ¢lanku.

Vlastni aplikace MSCs experimentalnimu modelu probéhla s odstupem 6 hodin od
indukce peritonitidy. Administrace MSCs byla realizovana pomalou jednoradzovou
intravendzni infizi cestou centralniho zilniho katetru. Davka MSCs byla 1 mil MSCs / kg

hmotnosti zvifete.

Vagova stimulace

Stimulaci umoznila stimula¢ni bipolarni elektroda, ktera byla nasazena na
levostranny nervus vagus v prubéhu chirurgické instrumentace. Vlastni stimulace byla
zahdjena s odstupem 6 hodin od indukce sepse. N. X byl stimulovan impulzy o frekvenci 2
Hz, amplitudé¢ 6 mA a s dobou trvani 2 ms prostfednictvim pulzniho generatoru (Isostim,
A320, WPI, Sarasota, Florida, USA). Stimulace byla protokolarné upravovéna dle

soucasné chronotropni odezvy.
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6. SOUHRN VYSLEDKU EXPERIMENTALNICH PRACI A
DISKUZE

(IV) HORAK, Jan, NALOS, Luka$, MARTINKOVA, Vendula, TEGL, Vaclav,
VISTEJNOVA, Lucie, KUNCOVA, Jitka, KOHOUTOVA, Michaela,
JARKOVSKA, Dagmar, BENES, Jan, STENGL, Milan, MATEJOVIC,
Martin. Evaluation of mesenchymal stem cell therapy for sepsis: a randomized

controlled porcine study. Frontiers Immunology (IF 4,716) under review

V ramci projektu, jehoZ cilem bylo zhodnotit bezpec¢nostni profil a efektivitu
intravendzni aplikace MSCs velkému, klinicky relevantnimu zvifecimu modelu
progresivni peritoneélni sepse, bylo randomizovano celkem 32 selat bez vyznamného
rozdilu mezi pohlavimi a hmotnostmi zvifat do 4 skupin — kontrolni skupina zdravych
zvitat (CONTROL, n = 8), zdrava zvitata s aplikovanymi MSCs (MSC-CONTROL, n =
8), septicka kontrolni zvitata (SEPSIS, n = 8) a intervenovana septicka zvirata (MSC-
CONTROL). P&t experimentd bylo predcasné ukonceno pro predcasné umrti zvifete pred
zahajenim protokolu, ve dvou piipadech z dlivodu perioperacniho imrti. Ostatni zvifata
dokoncila cely 24h protokol.

Intravenozni aplikace suspendovanych MSCs zdravym kontrolnim zvifatim byla
dobfe tolerovana. Zvitata nejevila znamky akutni toxicity; nedoslo k alteraci cirkulacnich
parametril na makro- ani mikrohemodynamické urovni, zvitata taktéz nerozvinula
organovou dysfunkci, nedoslo k ovlivnéni sledovanych markerti zanétu a miry
oxidativniho stresu.

Zvitata v obou septickych skupindch naplnila kritéria sepse dle SEPSIS-3. Zvirata
dale rozvinula typické, sepsi indukované hemodynamické zmény charakteristické
poklesem vaskuldrni rezistence a vzestupem srde¢niho vydeje bez signifikantnich rozdila
mezi kontrolni a intervenovanou skupinou. Sest zvitat (75 %) ve skupiné SEPSIS a osm
zvitat (100 %) ve skupiné¢ MSC-SEPSIS potiebovalo vazopresorickou podporu
v progresivné navySované davce k udrzeni MAP nad 65 mmHg. Doba potiebna k zahéjeni
farmakologické podpory ob&hu byla srovnatelna u obou skupin. Stejné tak nebyl zjistén
signifikantni rozdil v maximalni ani kumulativni ddvce noradrenalinu. Aplikace MSCs
intervenované skupiné€ nevedla dale ani k redukci vaskularni permeability, kdy kumulativni

davka krystaloidu a sérové hladiny albuminu nebyly rozdilné oproti kontrolni septické
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skupin€. Na turovni mikrocirkulace nevedlo podani MSCs k ovlivnéni zmén vyvolanych
sepsi. Sepse vedla k postupnému rozvoji multiorgdnové dysfunkce charakterizované
progresivné narustajicim SOFA skore v pritbé¢hu experimentu. Aplikace kmenovych bunék
nevedla k ovlivnéni této progrese; naopak SOFA skoére bylo signifikantné vyssi u
intervenované skupiny v ¢ase 18 hodin od indukce vlivem ¢asnéjsiho, avSak nikoliv
vyznamného, zahajeni vazopresorické podpory s ohledem na arbitrarné stanovené
timepointy. Vliv MSCs na rozvoj organové dysfunkce nebyl pozorovan ani tehdy, byly-li
analyzovany jednotlivé organy separatné — aplikace MSC nevedla k ovlivnéni vzniku a
progrese AKI, jaterni dysfunkce, trombocytopenie ani alterace ventilacnich funkei
charakterizované poklesem PaO2/FiO2. Nartustajici sérové hladiny IL-6 a TNFa odrazely
postupujici sepsi; u intervenované skupiny nebyly tyto hladiny ovlivnény aplikaci MSCs.
Soucasné nebyl ovlivnén ani pozorovany pokles CD14+ a CD16+ monocyti a Tc, Treg a
Th lymfocyt. Mira oxidativniho stresu méfena prostiednictvim hladiny 8-isoporostanu
nebyla taktéz signifikantné¢ rozdilnd. Aplikace MSCs dale neovlivnila dysfunkci

kardiomyocytl ani mitochondrialni funkce.

Diskuze

Jak jiz bylo zminéno dfive, byl pfiznivy vliv MSCs do nedavné doby popisovan
pouze v experimentech s malym zvifecim modelem, u n&jz byla systémova zanétliva
odpovéd’ vyvoldna infuzi endotoxinu/LPS nebo byla provedena ligace a punkce céka (cecal
ligation-punction, CLP). V ramci vySe uvedeného experimentalniho projektu byl vyuzit
velky zviteci model progresivni peritoneédlni sepse, jehoZ patofyziologie blize napodobuje
procesy v lidské sepsi nez malé zvifeci modely (Seok, 2013, Bendixen, 2014), coz jej €ini
vhodnéjSim pro dalsi translaci ziskanych vysledkit smérem do humanni mediciny.
Recentné publikovana studie aplikace MSCs prasecimu modelu septického Soku pfinesla
pozitivni vysledky; poddni MSCs vedlo k ovlivnéni zmén hemodynamické alterace
indukované sepsi a rozvoje organovych (ledviny, plice) dysfunkci (Laroye, 2018). Vystup
z uvedené studie je do urcité miry protichiidny oproti vysledklim z nami realizované¢ho
instrumentace zvifete je v kone¢ném disledku prakticky srovnatelny; rozdilny je vSak
nasledny management experimentu. Pomérné zasadni se mtize jevit striktni kontrola
teploty zvitete (bazalni hodnoty + 1°C) oproti nekontrolované télesné teploty v pribéhu

nami realizovaného experimentu. Hypertermie je potentnim mediatorem hyperdynamické
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cirkulace, v uvodnich fazich charakterizované zvysenym srde¢nim vydejem a poklesem
vaskulérni rezistence (Walter, 2016). Recipro¢né s rostouci teplotou pak dochazi k poklesu
glomerularni filtrace s ndslednym vzestupem plazmatickych hodnot renélnich katabolitii
(Mustafa, 2007). V neposledni fad¢ dochazi na irovni myokardu k extravazaci tekutiny

s ndslednou fragmentaci myofibril, coz se muze podilet, spolu s funkénimi zménami na
subcelularni Grovni, na celkové dysfunkci myokardu (Vlad, 2010). Experiment Laroyové
dale vykazuje nizs§i miru zanétlivé odpovédi (zejména na urovni IL-6, pii srovnatelnych ¢i
mirn¢ vyssich hladinach TNFa) nez tomu bylo u naSeho modelu. Rozdilny je také zdroj
MSCs, zatimco na$ model byl transplantovan MSCs derivovanymi z kostni diené,
Laroyova vyuzila MSCs ziskané z pupecniku. Ty se recentn¢, na mysim modelu CLP-
indukované sepse, ukézaly jako potentnéjsi v ovlivnéni funkce leukocytti a v procesu
imuomodulace oproti buitkkdm ziskanych z kostni diené (Laroye, 2019). Ziskdvani a
zpracovani MSCs bylo v ptipadé naseho experimentu adherentni k aktudlné platnym
doporuc¢enim Mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii (International Society for
Cellular Therapy, ISCT). Jejich potencidl byl testovan in vitro (viz), nicmén¢ schopnost
jejich distribuce a Zivotnost nebyla in vivo analyzovana. Davka a zptsob podani jsou
srovnatelnymi s metodikou experimentd, které prinesly pozitivni vysledky.

Nadseni z moZnosti vyuziti MSCs jako terapeuticke 1écebné strategie v sepsi je
pochopitelné. Nicméné na druhou stranu je nezbytné kriticky zhodnotit soucasné postaveni
MSCs v sepsi. Vysledky ziskané z experimentélnich praci s malym zvifecim modelem jsou
zcela jisté opodstatnénym diivodem pro dalsi preklinickou experimentélni analyzu vyuZiti
MSCs v sepsi, ale soucasné naprosto nedostatecné k pirenosu vyzkumu z modelti hlodavci
smérem do humanni mediciny a klinického vyzkumu. VySe uvedeny experiment je jednim
z prvnich, které vyuzivaji klinicky relevantni model sepse. Rozporné vysledky mezi dosud
publikovanymi pracemi by mély byt impulzem pro dalsi extenzivni zhodnoceni nejen
efektivity ale 1 bezpecnosti aplikace kmenovych bun€k na obdobném modelu, optimalné ve
schématu kontrolovaného multicentrického projektu se standardizovanym protokolem, jenZ

by poskytl data se signifikantn€ vy$§im translacnim potencialem.
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(VII) KOHOUTOVA, Michaela, HORAK, Jan, JARKOVSKA, Dagmar,
MARTINKOVA, Vendula, TEGL, Vaclav, NALOS, Luka$, VISTEJNOVA,
Lucie, BENES, Jan, SVIGLEROVA, Jitka, KUNCOVA, Jitka, MATEJOVIC,
Martin, STENG, Milan. Vagus Nerve Stimulation Attenuates Multiple Organ
Dysfunction in Resuscitated Porcine Progressive Sepsis. Critical Care

Medicine. 2019; 47(6), 461-469. (IF 6,971)

V ramci experimentu bylo randomizovano celkem 25 zvitat od tii skupin —
kontrolni skupina (n = 8), septicka skupina (n = 8) a septicka skupina s vagovou stimulaci
(n=9). Vsechna zvirata dokon¢ila planovany 24h protokol. Septicka zvitata, mimo dvou
(25 %), naplnila kritéria sepse dle aktualni definice. Pfed zahdjenim vagové stimulace
nevykazovala zvitata zadné rozdily napti¢ sledovanymi parametry v septické a
intervenované skuping. Stimulovand zvifata méla v pribchu celého experimentu nizsi
SOFA skore nez skupina septickych zvitat. V ramci separatniho zhodnoceni jednotlivych
kritérii skorovaciho systému vedla vagova stimulace k ovlivnéni rozvoje poruchy ventilace
(hodnocena prostfednictvim PaO2/Fi02) a jaterniho poSkozeni (niZ8i hodnoty sérového
bilirubinu a transaminéz). Incidence AKI byla v obou skupinach stejnd, nicméné vagova
stimulace méla za nésledek parcialni redukcei nartstu sérového kreatininu. Hodnoty
trombocytl zlstaly neovlivnény.

Vagova stimulace vedla k ¢aste€nému ovlivnéni sepsi indukovanych
hemodynamickych zmén pfedevsim cestou redukce srde¢ni frekvence. Celkova davka
noradrenalinu byla signifikantné niz$i u intervenované skupiny; ¢as potfebny k zahajeni
podpory se vyznamné nelisil. Soucasné zvitata v intervenované skuping pottebovala mensi
mnozstvi resuscitacniho krystaloidu navzdory obdobnym koncentracim hemoglobinu a
plazmatického albuminu. Vagova stimulace taktéZ kompletné zabranila poklesu
extrakéniho poméru kysliku a vzestupu laktatémie. Mitochondrialni analyza prokéazala
protektivni piisobeni vagové stimulace, kdy nebyla pfitomna inhibice mitochondridlniho
komplexu Il a IV. Intervence vedla k prakticky uplnému potlaceni sepsi vyvolanych zmén

na urovni kardiomyocytu.

Diskuze

Vagova stimulace nebyla dosud testovana v ramci velkého zvifeciho modelu sepse,
proto jsou prezentované vysledky v soucasné dob¢ unikatni v celosvétovém méritku.
Hemodynamické zmény navozené stimulaci vedly k redukci srde¢niho vydeje oproti
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neintervenované skupiné primarné cestou snizeni srde¢ni frekvence. S ohledem na preload
a signifikantné nizsi potfebu resuscitacniho krystaloidu se nabizi hypoteticka uvaha
smérem k pfimému ovlivnéni cévni rezistence a/nebo cévni permeability. Tento
mechanismus vSak nebyl dosud popisovan. Vagova stimulace taktéz kompletné zabranila
vzniku a rozvoji myokardialni dysfunkce. Neni jasné, jakym mechanismem je tato
protekce zajistovana; z analyzy dat se zda pravdépodobnou cesta ochrany mitochondrii a
zajisténi energetického metabolismu kardiomyocytl. Existuji experimentalni data, ktera
potvrzuji benefitni efekt vagové stimulace na ¢innost myokardu (Schulte, 2014), nicméné
zadna z nich neptedstavuje relevantni model septické kardiomyopatie. V pfimém kontrastu
s aktudln¢ dostupnou literaturou (Tracey, 2002, Tracey, 2009, Tracey, 2012) je nami
zjisténd absence efektu vagové stimulace na hladiny cirkulujicich plazmatickych cytokind.
Tento nélez mize poukazovat na vyznamny rozdil v mechanismech neuroinflamatorniho
reflexu mezi jednotlivymi analyzovanymi druhy.

Prvotni povzbudivé vysledky vyse uvedeného experimentu by se mély stat
vychodiskem pro dalsi preklinické testovani. Rozhodnuti o pfesunu vyzkumu smérem do
humanni mediciny by mélo ptedchazet predevsim detailnéjsi pochopeni mechanismu, které
vedou k protektivnimu plisobeni vagové stimulace v sepsi. Soucasné bude nezbytné
extenzivni zhodnoceni bezpecnosti a efektivity této metody v podminkach kritického
onemocnéni. Stimulace bloudivého nervu vSak ma potencidl proniknout i do klinického
vyzkumu a to z n€kolika diivodii — 1) Tato metoda jiz byla schvalena jako 1é¢ebny postup u
nékterych stavil jako t€Zka deprese i refrakterni epilepsie. 2) V dosavadni praxi se navic
ukazal jako relativné bezpe¢na metoda, kterd nema zasadni nezadouci uc¢inky (Yang,
2019). 3) Vagova stimulace prostiednictvim povrchové transkutanni elektrody pak

pfedstavuje neinvazivni postup s minimalnim rizikem pro nemocné.
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7. PRACE BEZPROSTREDNE NAVAZUJICI NA NAS
VYZKUM

(VIII) JARKOVSKA, Dagmar, MARKOVA, Michaela, HORAK, Jan, NALOS,
Luka§, BENES, Jan, AL-OBEIDALLAH, Mahmoud, TUMA, Zdenék,
SVIGLEROVA, Jitka, KUNCOVA, Jitka, MATEJOVIC, Martin,
STENGL, Milan. Cellular Mechanisms of Myocardial Depression in
Porcine Septic Shock. Frontiers in Physiology. 2018; 726(9). (IF 3,476)

Zazemi Biomedicinského Centra umoznuje extenzivni in vitro, in vivo a ex vivo

analyzu patofyziologickych mechanismil sepse a pridruzenych organovych dysfunkci.

Elektrofyziologicka laboratot Ustavu fyziologie je uzndvanym subjektem na poli vyzkumu

fyziologie srdce. VySe uvedena prace ptimo navazuje na preklinicky vyzkum realizovany

na zvifecim modelu. Obsahem ptivodni experimentalni prace je ex vivo analyza zmén na
celularni a subcelularni urovni, které vedou k rozvoji sepsi vyvolané dysfunkce (septické

kardiomyopatie) u modelu progresivni peritonealni sepse.
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8. ZAVER

se potykd moderni medicina. Navzdory nezpochybnitelnému pokroku v oblasti
preklinického a klinického vyzkumu intenzivni mediciny dosud neexistuje efektivni
kauzalni 1écba, ktera by postihla patofyziologické mechanismy hned na zacatku
onemocnéni. Minulost opakované ukazala, ze mnohé 1é¢ebné strategie, které piinesly
pozitivni vysledky ve smyslu ovlivnéni pribéhu sepse, testované na malych zvitecich
modelech, prakticky nikdy nepronikly do klinické praxe a snaha o jejich pfenos do
humanni mediciny se témét vzdy roztiistila o komplexnost a heterogenitu procesii lidské
sepse.

Populace, ve své podstaté inbrednich malych zvifecich modelli, u nichz neexistuji
zadné komorbidity, spolu s uniformitou jejich patofyziologické odpovédi na infekcni
inzult, ani vzdéalen€ nekopiruji populaci kriticky nemocnych pacientt, ktefi jsou
hospitalizovani na jednotkach intenzivni péce po celém svéte. Testovani 1écebnych
strategii na velkém zvifecim modelu tvoii skupinu metod, které umoziuji pieklenout tuto
mezeru mezi preklinickym a klinickym vyzkumem. Vmezetenim uvedené metodiky do
procesu testovani, optimalné v podobé multicentrickych projekti se standardizovanym
protokolem a standardizovanou technikou, soucasné s vyvojem a integraci velkého
zvifeciho modelu s chronickymi organovymi dysfunkcemi, jenz by umoznil detailni
modelovani a analyzu procest kriticky nemocnych, by byla v budoucnu mozna extrakce

vysledkl s vysokym transla¢nim potencialem a silnou prediktivni hodnotou.
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