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ABSTRAKT

InfekEni nemoci jsou celosvétové hlavni pfiCinou morbidity a
mortality. Sepse je hlavni pfi€¢inou umrti na infekéni choroby. Jedna
se 0 jeden znejvaznéjSich a souCasné jeden z nejobtiznéji
|éCitelnych stavd souCasné mediciny. Sepse je nejCastéjsi pfiCinou
umrti na jednotkach intenzivni péCe. Dosud neexistuje kauzalni
lécba. Diky vyznamnému prohloubeni znalosti pato/fyziologickych
mechanismu sepse je mozné modelovat nové preklinické
experimenty k ovéreni ucinnosti a bezpecnosti novych terapeutickych
postupl. Nezastupitelnou roli maji velké animalni experimenty
progresivni sepse vyuZzivajici prase domaci. Dlouholeté zkuSenosti
stimto modelem a podobnost s Clovekem umoznuji realizaci
slozitych experimentl s potencialem relevantni translace vysledkd do
naslednych humannich klinickych studii. Cilem této dizertacni prace
bylo vyhodnotit na Kklinicky relevantnim modelu 1) uc€innost a
bezpeCnost mimotélni  membranové oxygenace v pfipadé
refrakterniho vazoplegického septického Soku; 2) pfinos dvou
inovativnich |éCebnych pfistupl v IéCbé sepse: a) intravendzni
aplikace mesenchymalnich bunék a b) aktivace neuroinflamatorniho

reflexu stimulaci bloudivého nervu.
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ABSTRACT

Infectious diseases are the worldwide leading cause of morbidity and
mortality. Sepsis is the major cause of death in infectious diseases. It
is one of the most serious and also one of the most difficult treatable
conditions of contemporary medicine. Sepsis is the main cause of
death in intensive care units. Causal therapy of sepsis does not yet
exist. With a far better understanding of patho/physiological
mechanism of sepsis, it is possible to model new preclinical
experiments to verify the efficiency and security of new therapeutic
procedures. Large animal experiments in progressive sepsis, with the
use of domestic porcine, play a vital role. Long-standing experience
with this model and similarity to human facilitate the realization of
more complex experiments with potential for the relevant translation
of results into the subsequent clinical studies on human subjects.
The objective of this doctoral dissertation was to assess on the
clinically relevant model: 1) the efficiency and security of
extracorporeal membrane oxygenation in the event of vasoplegic
septic shock; and 2) the benefit of two innovative therapeutic
approaches to treatment of sepsis: a) the intravenous administration
of mesenchymal stem cells; and b) the activation of the neuro-

inflammatory reflex through the vagus nerve stimulation.
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Prohladuji, Ze dizertaCni praci jsem vypracovala samostatné.
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Cerpala, fadné cituji a dale uvadim v seznamu literatury. Soucasné

souhlasim se zapuj¢ovanim této prace.



PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

CBF prutok karotidou

CClI chronické kritické onemocnéni

CO srdecni vydej

CVP centralni Zilni tlak

DAMPs damage associated molecular patterns

ECMO mimotélni membranova oxygenace

hs Tnl high-sensitivity troponin |

IL-6 interleukin 6

IL-8 interleukin 8

IL-10 interleukin 10

LPS lipopolysacharid

MAP stfedni arterialni tlak

MDSC myeloidni supresorové buriky

MPAP stfedni tlak v plicnici

MSC mezenchymalni kmenové bunky

NF-kB nuklearni faktor kB

NO oxid dusny

PAMPs pathogen associated molecular patterns

PAWP tlak v zaklinéni

PICS syndrom perzistujici inflamace, imunosuprese a
katabolizmu

RBF prutok krve renalni arterii



ROS

SCM

SOFA

SV

TLRs

reactive oygen species

septicka kardiomyopatie

sequential organ failure assesment skore
tepovy objem

toll-like receptory
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1. UVOD

Vv,

pfedstavuje pro spolecnost mimofadné zdravotni, finanéni a socialni
bfemeno. Mortalita sepse se pohybuje vrozmezi 25 — 30 % a
mortalita septického Soku je az 40 % [Fleischmann.et al 2016, projekt
EPOSS - Data based Evaluation and Prediction of Outcome in
Severe Sepsis, Uvizl et al. 2016]. Pacient s diagnézou sepse ma 6 -
10x vysSi riziko umrti nez pacient s akutnim infarktem myokardu a 4 -
5x vysSi riziko umrti nez pacient s diagnézou cévni mozkové pfihody
[Liu, 2014]. Celosvétove se rocné objevi 31,5 miliénl pFipadl sepse;
ztoho 19,4 milionG pfipadd ma zavazny pribéh a 5,3 milién(
nemocnych se sepsi zemre [Fleischmann, 2016]. Prevalence sepse
ve svété stoupa, napf. ve Spojenych statech americkych je to o 3 -
16,5 % za rok, ale pocet pfipadu s fatalnim prub&éhem se sniZuje
[Walkey, 2015]. U populace pacientl nad 65 let jsou infekéni pfi€iny
hospitalizace CastéjSi nez hospitalizace z dlivodu srde¢niho selhani
a infarktu myokardu dohromady [Goto, 2016]. Pacienti v této vékové
kategorii maji vysSi riziko pfechodu do chronického kritického
onemocnéni [Kumar, 2015]. Finan¢ni naklady, které s sebou |écba
sepse nese, jsou enormni. Ve vyspélych zemich Cini vydaje na léCbu
sepse 5,2 % zrozpoltu na zdravotnictvi. V roce 2009 bylo v USA
vynalozeno na l|éCbu chronicky kriticky nemocnych pacientd 20
miliard dolar(; 60 % pacientd, ktefi spadaji do této skupiny, bylo
lé€eno s diagnézou sepse [Kahn, 2015]. Vysoké procento pacientq,
ktefi pFeziji inicialni fazi sepse, pfechazi do chronického kritického
stavu, ktery probiha pod obrazem syndromu pfetrvavajiciho zanétu
imunosuprese a katabolismu s vysokou incidenci nozokomialnich
infekci [Gentile, 2012]. Priblizné 40 % pacientd vyzaduje
rehospitalizaci. Mnoho pfezivSich je poté znacné limitovano

zdravotné a socialné.

Definice sepse prodélala od roku 1980 vyvoj k souCasnému

konsensu, ktery byl postulovan v roce 2016, tzv. SEPSIS-3 definice



[Singer 2016]. Podkladem pro formulaci definice byla retrospektivni
analyza dat 1,2 miliénd pacientl postizenych sepsi. Tato nova
definice reflektuje pokrok v porozuméni patofyziologii sepse. Cilem
nové definice bylo zvySit pfesnost a rychlost stanoveni diagndzy
sepse a rozliSit nekomplikovanou infekci od té komplikované, ktera
vede k multiorganovému selhani a vysokému riziku umrti. Dle
SEPSIS-3 musi byt pro diagnézu sepse splnéna dvé zasadni kritéria:
1) pfitomnost infekce a 2) pfitomnost nové vzniklé organové
dysfunkce nebo progrese chronické organové dysfunkce jednoho Ci
vice organu dle SOFA skoére. Skére hodnoti pomoci ¢tyfbodové skaly
(O - 4 body) celkem Sest organovych systémua (respiracni funkce,
parametry koagulace, jaterni a renalni funkce, hemodynamiku a stav
védomi). Pro dosazeni diagnézy sepse je tfeba 2 a vice bodl
[Singer, 2016]. Mortalita pacientl narGsta s vySi SOFA skoére a
poctem postizenych organovych systému [Vincent, 2006]. Septicky
Sok je dle SEPSIS-3 definovan jako stav, pfi némz je sepse
komplikovana rozvojem hypotenze, kterd navzdory dostatecné
objemové resuscitaci vyzaduje uZiti vazopresoru k dosazeni
stfedniho arterialniho tlaku = 65 mmHg a souc€asné je pfitomna
hladina laktatu > 2 mmol/l. Zavaznym a nezfidka letalnim pribé&éhem
sepse a septického Soku je progrese do refrakterniho obé&hového
selhani [Auchet, 2017]. V ramci septického S$oku s refrakternim
obéhovym selhanim muzeme empiricky pozorovat dva rozdilné
fenotypy, které se mohou v rizné mife prekryvat. V pfipadé tzv.
hypodynamického  fenotypu v klinickém  obraze  dominuje
myokardialni deprese s poklesem srde¢niho vydeje (hypodynamicky
fenotyp); u hyperkinetického septického Soku pfevazuje vazoplegie s
Casto zachovalou funkci myokardu a vysokym srdeCnim vydejem
[Huang 2012, Park 2014, Cheng 2013, Brechot 2013]. Mluvime-li o
refrakternim obéhovém selhani v septickém Soku, mluvime zaroven
o vyc€erpani konvencni terapie [Rhodes, 2016]. Navzdory pokroku
v oblasti preklinického a klinického vyzkumu patofyziologie sepse a
novych léCebnych strategii neexistuje jednoducha kauzalni IéCba.



Management nemocnych se opira hlavné o rychlou diagnozu sepse,
v€asnou a cilenou antimikrobialni terapii, sanaci infekéniho fokusu a
podporu organovych funkci €i jejich nahradu. Vyvoj kauzalni terapie
a zivotaschopnych podpldrnych mechanismd organovych systému
vyzaduje dukladnou znalost procesu, které stoji za klinickym
obrazem sepse. Nezastupitelnym zdrojem zasadnich informaci jsou
velké zvifeci experimentalni modely [Osuchowski, 2018]. V ramci
nize uvedenych experimentalnich projektd byl pouzit etablovany
velky zvifeci model (prase), u néjz byla indukovana polymikrobialni
sterkoralni peritonitida, a ktery posléze umoznil testovani |éCebnych
strategqii, jejichZz potencial vyplyva ze souboru retrospektivnich studii
Ci z pfedchozich preklinickych experimentd s malymi septickymi
zvifecimi modely. Disertacni prace predklada souhrn poznatk, které
se tykaji patofyziologie refrakternihno obéhového selhani v sepsi.
Vénuje se metodologii prace s experimentalnim zvifetem a popisu a
vysledkim konkrétniho modelu experimentu. Soucasti dizertani
prace jsou dva navazujici experimenty. Jedna se o pouZiti
mezenchymalnich kmenovych bunék v sepsi a stimulaci vagového
nervu v sepsi. Problematika plvodnich praci, které jsou pfedmétem
této dizertace, byla podrobné analyzovana v plivodnich pfehledovych
publikaci autorl a uplatnéna v Casopisech s faktorem impaktu (viz

pfiloha).
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3. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1. Patofyziologie sepse

Prvotni reakce na pfitomnost infekce je dana vrozenou imunitou.
Vrozeny imunitni systém reaguje bezprostfedné a nespecificky
s cilem rychlé eradikace patogenu. Aktivace probiha cestou motivy
rozpoznavajicich receptori, PRRs (pattern-recognition receptors);
prfedevsim jde o toll-like receptory (TLR), které jsou exprimovany na
povrchu bunék vrozeného imunitniho systému (na
monocytech/makrofazich, dendritickych bunkach, myeloidnich
supresorovych burikach, neutrofilech, aj.) a o C-type lectin receptory
nebo cytosolové NOD-like receptory a RIG—like receptory. K aktivaci
vrozeného imunitniho systému a také nékterych epitelialnich bunék
dochazi pfi kontaktu PRRs s tzv. alarminy/PAMPs (pathogen -
associated molecular patterns) a DAMPs (danger-associated
molecular patterns). PAMPs jsou stavebni komponenty Gramm
pozitivnich a Gramm negativnich bakterii, vird (virové genomy, ds
DNA, ds RNA, exprimované proteiny); v pfipadé mykotickych PAMPs
se jedna o mannan, glukany aj. DAMPs jsou vysledkem poskozeni
tkani; pfi poSkozeni tkani dochazi kuvolnéni endogennich
specifickych molekul, napf. mitochondrialni DNA, adenosintrifosfatu,
S100a proteinu, HMGB1, HSPs, fibrinogenu, fibronektinu,
hyaluronanu, hemu a jinych [Karvunidis, 2013]. Signalizace
zprostfedkovana pomoci PAMPs/DAMPs a PRRs vede ke zméné
exprese vice jak 8000 genl. Nasleduje masivni produkce cytokin(,
chemokinl, adhezivnich molekul a vasoaktivnich substanci. Nékteré
PRRs, pfevazné NOD-like receptory, mohou formovat shluky, tzv.
inflamazomy. Inflamazomy jsou schopny produkovat a uvolnit velmi
potentni cytokiny (IL-113 a IL-18) a spustit programovou bunéénou
smrt; kliCovym mechanismem je kaspazami zprostfedkovana
porucha integrity plasmatické membrany (tzv. pyroproptéza),
nasledovana bunéfnou smrti. Dobfe popsanym mechanismem

imunitniho systému je reakce na lipopolysacharid (LPS) stény



Gramm negativnich bakterii [Gotts, 2016]. LPS se navaze na
cirkulujici  lipopolysacharid vazajici lipoprotein (LPB). Cestou
komplexu LPS-LPB dochazi k aktivaci TLR-4 receptoru na povrchu
antigen prezentujicich bunék (nejCastéji makrofagul). Interakci téchto
slozek dochazi cestou adaptorové molekuly (MyD88) k upregulaci
aktivity nuklearniho faktoru kB (NF-kB), zménam genové exprese
leukocytl a mediaci produkce prozanétlivych cytokinu, napf. IL-1, IL-
6, TNFa. Obdobnym mechanismem dochazi k produkci
prozanétlivych cytokind cestou TLR-2 po jejich interakci s Gramm-
pozitivnimi baktériemi. Vytvofené cytokiny aktivuji dalSi bunky
nativniho imunitniho systému, zvysSuji jejich poCet a zivotnost a
podileji se slozitymi interakcemi a zpétnymi vazbami na regulaci
celého procesu inflamatorni reakce. Mimo jiné jsou odpovédné i za
aktivaci endotelialnich bunék a produkci dalSich chemokinl a
zvyseni produkce slozek akutni faze, tj. komplementu a fibrinogenu
v jatrech. Béhem tzv. ,cytokinové boufe® dochazi k ovlivnéni
neutrofill smérem k tvorbé tzv. NETs — ,extracelularnich pasti®; ty
pfedstavuji jakousi prokoagulacni sit, ktera je tvofena DNA a
antimikrobialnimi proteiny a enzymy. Dohromady tvofi zaklad pro
aktivaci trombocytl. Z plazmatické membrany se ve fazi ,cytokinové
boufe” uvoliuji vezikuly, které obsahuji bunécné prooxidacni a
prokoagulacni lipidy a proteiny, vcCetné tkanového faktoru.
Upregulace exprese tkanového faktoru na povrchu monocytl spolu
s tvorbou NETs a vySe zminénych vezikul vede k ,imunotrombdze®,
ktera slouzi k zachyceni mikrobu a k dalSi aktivaci a migraci

leukocytu.

Nativni imunitni odpovéd s cytokinovou odezvou vede krychlé
kontrole malé izolované infekce. Pokud tato reakce presahne
interindividualné rozdilné prahy tolerance a moznosti kontroly,
dochazi k rozvoji systémového poskozeni. Nadmérna produkce ROS
a NOS v prubéhu imunitnich reakci muze zni€it bunééné proteiny,

lipidy a DNA a oslabit mitochondrialni funkce. Aktivace komplementu



(pfedevsim C5a) dale potencuje produkci ROS, uvolfiovani enzyma
z granulocytd a zvySuje propustnost endotelu. Imunotrombéza usti
v diseminovanou intravaskularni koagulopatii a spolu s dysfunkci
endotelu vede krozvoji organového posSkozeni s dalSi aktivaci
inflamatornich drah. Vlivem vzniklych DAMPs pfi organovém
posSkozeni dochazi k dalSimu prohlubovani deregulované zanétlivé
odpovédi. Na urovni mitochondrii dochazi vlivem nadprodukce ROS,
cytokinl a nerovnovahou mezi genezi a odstrafiovanim nefunk&nich
mitochondrii k jejich poSkozeni. Vysledkem je pokles tvorby ATP a
utlum  bunéCnych funkci. PovSechna redukce tkarnového
energetického metabolismu potencuje nadale projevy organového
posSkozeni. V kone¢ném dusledku se rozviji nebo prohlubuje akutni
renalni selhani, myokardialni deprese, ARDS, jaterni selhani,

encefalopatie, dysfunkce traviciho traktu.

Anti-inflamatorni mechanismy jsou aktivovany v prvnich hodinach
rozvoje sepse. Leukocyty produkované IL-10 tlumi tvorbu IL-6 a
interferonu y (INF-y); IL-10 je schopen stimulovat tvorbu antagonistu
TNF receptoru a IL-1 receptoru a neutralizovat tak potentni TNF- a a
IL-1 prozanétlivou signalizaci [Schulte 2013]. Na subcelularni arovni
dochazi k autofagi PAMPs a DAMPs, a tim kredukci aktivace
prozanétlivych procesu. Poskozené buriky a infiltrujici leukocyty musi
byt v rezolu¢ni fazi odklizeny z tkani. Tyto buriky prochazi apoptézou
a jsou pohlceny a odklizeny pfevazné makrofagy; jedna se o tzv.
a TGF- B (transforming groth factor ). V procesu resoluce a
eferocytézy se uplatfiuji recentné objevené bioaktivni lipidy-lipoxiny
(resolviny, protektiny a maresiny). Bioaktivni lipidy jsou navic
schopny redukovat ROS, permeabilitu endotelu, rekruitment
leukocytl do tkani a dale potencovat eferocytézu [Levy, 2014]. Tregs
(regulacéni T lymfocyty) a MDSC (myeloid derived suppressor cells)
jsou zapojeny v procesu tvorby protizanétlivych cytokint a eleminace

cytotoxickych bunék. Do slozitého mechanismu ,cytokinové boufe”



zasahuje nervova soustava v podobé recentné ,objeveného®

neuroinflamatorniho reflexu (Tracey 2002).

Pfesny mechanismus rozvoje organové dysfunkce béhem sepse ale
neni stale dostate¢né pochopen [Pool 2018]. 1) Organova dysfunkce
se muze vyvinout i v pfipadé dostate¢ného zasobeni tkani kyslikem.
2) Organova dysfunkce se muze rozvinout i v pfipadé absence
bunécéné smrti. Jednou z teorii je, Ze se rozvine v dusledku hibernace
a ztraty béznych bunécnych aktivit, spiSe nez vlivem strukturalnich
bunéCnych zmén. Nelze vyloucit, ze v Casnych stadiich rozvoje
sepse muze byt organova dysfunkce adaptivni strategii na bouflivou
inflamatorni odpovéd. 3) V porozuméni mechanismi vyvoje
organové dysfunkce mulze hrat roli novy koncept tzv. tolerance
hostitele; tolerance je pravdépodobné nezavisla na mechanismu
inflamatorni odpovédi hostitelského organismu na patogen, kdyz
probiha nezavisle. Nicméné pravdépodobné limituje do urcité miry

disledky hostitelské odpovédi.

Néktefi pacienti jsou schopni obnovit homeostdazu a nastoupit
trajektorii nekomplikovaného pribéhu [Mira, 2016]. Termin
,chronické kritické onemocnéni“ (CCl-chronic critical illness) se ustalil
k popisu pacientl, ktefi vyzaduji intenzivni péci po dobu vice jak 8
dni, pfi¢emz vykazuji jednu nebo vice z nasledujicich podminek: 1)
prolongovana ventilace > 96 hodin, 2) tracheostomie, 3)
sepse/zavazna infekce, 4) zavazné poranéni, 5) multiorganova
dysfunkce [Mira, 2017]. Recentné je pouzivan termin PICS
(Persistent Inflammation catabolism syndrom) pro pacienty, ktefi
preziji inicialni fazi sepse, ale stanou se chronicky kriticky
nemocnymi [Gentile, 2012; Mira, 2017]. PICS je definovan jako
pokracujici zanét, zvladnutelna organova dysfunkce, pokracujici
proteinovy katabolismus, nedostateéna nutrice, kachexie, obtizné
hojeni ran, imunosuprese se zvySenou nachylnosti k nozokomialnim
infekcim. PICS nevysvétluje fenomén CCI, ale je schopen vysvétlit

koexistenci pretrvavajiciho zanétu (nizSi urovné, nez je uvodni



cytokinova boufe) a adaptivni imunosuprese. V pocCatku sepse
dochazi k demarginaci granulocytl z kostni dfené do mista infekce
dle gradientu cytokini z uvodni cytokinové boufe. V kostni dfeni
vznika prostor pro expanzi hematopoetickych kmenovych bunék,
diferencuji se pfevazné smérem k myeloidni fadé&/granulocytum,
makrofagum, dendritickym burikam. Jedna se o tzv. emergentni
granulopoézu/myelopoézu a probiha na uUkor erytropoézy a
lymfopoézy. Diferenciace nezralych myeloidnich bunék do zralych
efektorovych bunék je za téchto okolnosti blokovana. Dochazi k
expanzi heterogenni populace inducibilnich nezralych myelodnich
bunék s imunosupresivnimi a prozanétlivymi vlastnostmi, tj. MDSC
(myeloid derived suppressor cells). MDSC pfispivaji k pfetrvavajicim
zanétlivym procesum diky své schopnosti produkovat prozanétlivé
mediatory, NO a ROS. Populace MDSC dramaticky roste béhem
sepse a pretrvava zvySena po celé tydny. Z téchto nezralych bunék
maji pfevazné granulocyty silny imunosupresivni ucinek. Pacienti
s vysokou produkci MDSC se vyznacuji €asnou mortalitou nebo
protrahovanou hospitalizaci. Dobra rezoluce téchto bunék je spojena
s dobrou progn6ézou. DAMPs a endogenni alarminy z poSkozenych
tkani, které se uvolnily v prabéhu cytokinové boufe, pfispivaji
k udrzovani zanétlivého stavu, a to navzdory uspésné eliminaci
mikrobiologického patogenu a jeho PAMPs. Dochazi k rozvoji PICS
[Timmermans, 2016]. VySe uvedené procesy potlacuji adaptivni
imunitu. Anergie, redukce absolutniho poctu lymfocytu a reaktivace
latentnich virovych infekci, jsou indikatory potlacené protektivni

imunity. Dochazi k reinfekcim a reaktivacim virovych infekci.

3.2. Septicka kardiomyopatie a refrakterni selhani obéhu

Incidence sepsi indukované kardiomyopatie kolisa v rozmezi 13,8 —
40 %, a to v disledku nekonzistentnich diagnostickych kritérii [Lin,
2020]. Septicka kardiomyopatie byla poprvé popsana pfed vice jak

vrwve

s restituci pavodni funkce myokardu v prabéhu 7 - 10 dni [Parker,
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1984]. VSeobecné pfijimanymi kritérii pro SCM (septickou
kardiomyopatii, septic cardiomyopathy) jsou pokles ejekéni frakce
levé komory (LVEF) a ventrikularni dilatace béhem sepse [Beesley,
2018]. Mortalita septickych pacientd s pravodni septickou
kardiomyopatii je 2-3 x vyS8Si, dosahuje 70-90 %.
Z epidemiologického hlediska je vyskyt septické kardiomyopatie
spojen s nizSim veékem, prfedchozi anamnézou srdec¢niho
onemocnéni, se vstupni hladinou laktatu nad 4,0 mmol/L [Li 2019].
K septické kardiomyopatii jsou nachylngjsi muzi [Sato, 2016]. Za
pfi€inu septické kardiomyopatie byly jiz v padesatych letech 20.
stoleti povazovany tzv. MDFs (The myocardial depressant factors)
[Lin, 2020]. V soucasnosti diky pokroku ve znalostech mechanismu
patofyziologie sepse a septické kardiomyopatie vime, Ze se zde
uplatiuje genomicka a nasledna cytokinova boufe, mitochondrialni
dysfunkce kardiomyocytll, systém komplementu, nerovnovaha
homeostazy vapniku v kardiomyocytech, cholinergni anti-inflamatorni
reflex a dalSi [Lin, 2020; Jarkovska, 2018].

Vazodilatace béhem septického Soku je vysledkem upregulace
vazodilataénich mechanismu a selhani mechanismu
vazokonstrikénich. Béhem sepse dohazi k nekontrolované syntéze
vazodilata¢nich substanci — NO (oxid dusny) a nasledné tvorbé
cGMP (cyklicky guanosin monofosfat). Hyperpolarizace plasmatické
membrany bunék hladké svaloviny je také odpovédna za rozvoj
vazodilatace; vtomto procesu hraji kliCovou roli K-ATP kanaly
(draslikové kanaly regulované adenosin trifosfatem) a K-Ca2+ kanaly
(draslikové kanaly regulované koncentraci vapnikl) v membrané
hladké cévni svaloviny. V zajisténi vazokonstrikce selhavaji

predevsim noradrenalin, angiotenzin Il a vasopresin.

Adekvatni vazokonstrikce je urfovana vazbou angiotenzinu Il a
noradrenalinu na povrchové receptory bunék cévni hladké svaloviny.
Vazbou dochazi k aktivaci pfislusnych receptori a koneCnym

vysledkem procesu je uvolnéni intracelularnich zasob vapniku a
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vstup vapniku z extracelularniho prostfedi do bunky cestou napétové
fizenych vapnikovych kanald, vysledkem je zvySeni koncentrace
vapniku v cytosolu bunék cévni svaloviny. Vysoka koncentrace
cytosolového vapniku umozniuje vytvofeni komplexu vapnik-
kalmodulin; tento komplex aktivuje kinazu a nasledné fosforylaci
myosinu, vysledkem procesu je kontrakce hladké cévni svaloviny a
vazokonstrikce. Klidovy membranovy potencial bunék hladké cévni
svaloviny se pohybuje v rozmezi -30 az — 60mV. Posun k pozitivnim
hodnotam napéti (depolarizace) otevira napétoveé fizené vapnikové
kanaly, zvySuje cytosolovou koncentraci vapniku a je tak umoznéna
vazokonstrikce. A naopak, hyperpolarizace zavira tyto kanaly, dojde
ke sniZzeni cytosolové koncentrace vapniku a krelaxaci. Dale je
membranovy potencial cévnich svalovych bunék ovliviiovan fadou
transportnich  kanalG, pfevazné draslikovych. Co se tyce
vazodilatacniho Soku, kliCovou roli v patogenezi hraji K-ATP kanaly.
Aktivace K-ATP kanall umoznuje vyplaveni drasliku z bunék a
hyperpolarizaci membrany a dojde takto k zabranéni vstupu vapniku
do bunék a kvazodilataci. K aktivaci K-ATP kanall dochazi pfi
poklesu koncentrace ATP v burice, vzestupem vodikovych iontd (H+)
a vzestupem koncentrace laktatu Cili za podminek zvySeného
tkaniového metabolismu ¢i tkanoveé hypoxie. Mezi aktivatory K-ATP
kanalu patfi dalSi pasobky, napf. atrialni natriureticky peptid, CGRP
(calcitonin gene-related peptid, adenozin, NO cestou cGMP (cyklicky
guanosin monofosfat) dependentniho mechanismu. Plazmatické
hladiny téchto substanci jsou vyznamné zvySeny béhem septického
Soku [Schneider 1993, Martin 2000]. V dasledku zvySené exprese
iINOS (inducibilni NO syntetazy) v burikach hladké svaloviny cév a v
endotelialnich bunkach béhem sepse [Thiemermann, 1993] dochazi
k nadmérné produkci NO (oxidu dusného). Oxid dusny je schopen
aktivovat myosin fosfatazu, defosforalizovat myosin a zpuUsobit
relaxaci hladké svaloviny cév. NO je také schopen zpUsobit
vazodilataci aktivaci draslikovych kanalld (K-Ca2+ kanala)

v plasmatické membrané bunék hladké cévni svaloviny. Za
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normalnich okolnosti reguluji tyto kanaly vazokonstrikéni ucinky
noradrenalinu a angiotenzinu Il. Pfi zvySené cytosolové koncentraci
vapnikl  (vlivem vySe popsaného ucinku noradrenalinu a
angiotenzinu IlI) se tyto draslikové kandly oteviou a dojde
k hyperpolarizaci  plazmatické = membrany, sniZzeni  vstupu
extracelularniho vapniku do bunky a k omezeni vazokonstrikce. Oxid
dusny (NO) muze aktivovat K-C2+ kanaly dvéma zpusoby. 1) pfimou
nitrosylaci kanalu a 2) aktivaci cGMP dependentni protein kinazy.
Rezistence na vazopresory, ktera je charakteristicka pro refrakterni
septicky Sok, je tedy pravdépodobné zprostiedkovana i schopnosti
NO aktivovat K-Ca2+ kanaly a zpUsobit hyperpolarizaci plazmatické
membrany hladké cévni svaloviny. Oxid dusny, jak bylo zminéno
vySe, aktivuje K-ATP kanaly a hyperpolarizaci je odpovédny za
relaxaci svalovych cévnich bunék a vazodilataci. Vasopresin je za
normalnich okolnosti pfitomen v koncentracich, jez se pohybuji v
rozmezi 0,9-6,5 pmol/L; pfi téchto koncentracich se uplatiuje jeho
antidiureticky ucinek. Vazokonstrik¢ni efekt se objevuje az pfi
mnohonasobné vys$Sich koncentracich, 9-187 pmol/L [Landry 2001].
Za normalnich okolnosti ma vasopresin minimalni vliv na regulaci
arterialniho tlaku. Nicmeéné pfi hypotenzi nebo sepsi je vasopresin
masivné uvolfiovan z neurohypofyzy a jeho koncentrace v plazmé se
znacné zvySi a vasopresin spolu s dalSimi vazokonstriktory pfispiva
k udrzeni arterialniho tlaku. V pribéhu Soku vSak vlivem nepfetrzité
osmotické a baroreflexni stimulace neurohypofyzy dochazi
k vyCerpani zasob vasopresinu. Koncentrace vasopresinu postupné
klesa (i béhem jedné hodiny) ke koncentracim, jez nejsou dostate¢né
k zajisténi vazokonstrik¢niho uc€inku [Landry, 1997]. Exogenné
dodany vasopresin v pfipadé vazodilatacniho Soku je prekvapivé
ucinny pfi hypotenzi rezistentni na vazokonstriktory, jako jsou
noradrenalin a angiotenzin Il. Na vysvétleni takto pfiznivého ucinku
exogenné podaného vasopresinu se podili nékolik hypotéz: 1)
koncentrace vasopresinu jsou relativné nizké a cévni receptory jsou

k dispozici pro exogenné dodany vasopresin; jina situace je
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v pfipadé noradrenalinu a angiotenzinu |l. Jejich endogenni
koncentrace jsou neustale relativné vysoké, receptory mohou byt jiz
,obsazeny“ endogennimi vazokonstriktory anebo desenzitizované.
Proto po exogennim podani, v pfipadé vazodilatacniho Soku, nemusi
dojit k vazbé na receptory. 2) Vasopresin je schopen potencovat
ucinek noradrenalinu a hladiny noradrenalinu jsou v septickém Soku
vysoké [Bartelston,1965]. 3) Vasopresin pfimo deaktivuje K-ATP
kanaly ve svaloviné cév a tim zabrani hyperpolarizaci a vazodilataci.
4) Vasopresin je schopen omezit vzestup cGMP (cyklicky guanosin
monofosfat) indukovany oxidem dusnym a atrialnim natriuretickym
peptidem a snizit produkci inducibilni NO syntetazy (iNOS); tj. omezit
hyperpolarizaci a tak vazodilataci [Landry, 2001]. Navzdory pokroku
v poznatcich patofyziologickych mechanism( zlstava stale hlavni
terapeutickou strategii refrakterniho obéhového selhani kontrola
infekéniho zdroje, konvencni terapie sepse a farmakologicka

podpora.

3.3. Experimentalni Ié¢ebné strategie sepse a mechanismy
implementace mimotélni membranové oxygenace

v refrakternim obéhovém selhani v sepsi

3.3.1. Mimotélni membranova oxygenace

Zarazeni mimotélni obéhové podpory (VA-ECMO) do terapie
refrakternino septického Soku je béhem poslednich deseti let
diskutovanym a stale kontroverznim tématem [Shekar, 2016].
Problém s pfenosem do klinické praxe spocCiva v malém poctu Cisté
retrospektivnich studii ¢i kazuistik [Brechot, 2013; Huang, 2013;
Park, 2015; Cheng, 2013; Yeo, 2016], v absenci Ffadnych
randomizovanych preklinickych Ci klinickych studii a
v nedostate¢ném rozliSovani mezi obéma fenotypy septického Soku
jak ve studiich, tak v klinické praxi. V pediatrii je VA-ECMO
etablovanou metodou s pfezitim 68-74 % [Davis, 2017].
Novorozenci, ktefi maji nejvyssi preziti pfi napojeni na VA-ECMO pro

septicky  Sok, vykazuji znamky dysfunkce levé komory
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s redukovanym srdec¢nim vydejem. Tento fenotyp septického Soku je
Casty u novorozencli a menSich déti, se stoupajicim vékem
pfevazuje hyperdynamicky septicky Sok s vysokym srdeCnim
vydejem [MacLaren, 2007]. Vysvétleni je mozné CasteCné hledat i
v infek€nim agens. V experimentalnim modelu Gram pozitivhi sepse
byla inicialné pozorovana myokardialni deprese, ale u sepse
zpusobené endotoxinem byla srde¢ni kontraktilita relativné
zachovana [Alhamdi, 2015; Opal, 1999]. U pneumokokovych infekci
se cirkulujici pneumolysin chova jako potentni spoustéc
myokardialniho poskozeni [Alhamdi, 2015]. Tato hypotéza nachazi
oporu i Vv retrospektivnich studiich na dospélé populaci. Zde je
pozorovano vysSi preziti u pacientd s pneumokokovou pneumonii
[Cheng, 2013; Brechot, 2013]. V détské populaci pfevazuji invazivni
streptokokové a stafylokokové infekce [MacLaren, 2007]. Mortalita
dospélych pacientl napojenych na VA-ECMO v pfipadé refrakterniho
septického Soku kolisa v rozmezi 15 — 70 % [Brechot, 2013; Huang,
2013; Park, 2015; Cheng, 2013; Yeo, 2016]. V soucasnosti se
indika¢ni doporuceni u dospélé populace opiraji o nevelky pocet
kazuistik a retrospektivnich studii z jednotlivych center [Brechot,
2013; Huang, 2013; Park, 2015; Cheng, 2013; Yeo, 2016,
Firstenberg, 2010; Pofizka, 2015]. Tyto studie naznacuiji, ze uziti VA-
ECMO ma své limity u pacientl s refrakterni vazoplegii a s relativné
zachovalou srdecni funkci. DalSim problémem, ktery neulehCuje
orientaci v problematice, je vymezeni terminu refrakterni septicky Sok
a rozliSovani, resp. nerozliSovani mezi dvéma fenotypy septického
Soku: hypodynamicky septicky Sok s kardialni depresi (septickou
kardiomyopatii) a vazoplegicky septicky Sok s relativné zachovalou
srde¢ni funkci. Oba fenotypy se pochopitelné mohou v rizné mife

v

prekryvat. V dostupném souboru retrospektivnich studii (tabulka €.
3.3.1.) jsou dvé ,fenotypové“ vyhranéné studie. 1) Bréchotova et al,
kdy studovali vysledky VA-ECMO u populace mladych pacientl
s kritickou septickou kardialni depresi (pacienti s anamnézou

srde¢niho onemocnéni byli vyloucCeni); preziti v této retrospektivni
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nekontrolované analyze dosahlo prekvapivych 70 % [Brechot, 2013].
2) DalSi podobné vyhranéna studie je od Yeo et al., zde bylo k VVA-
ECMO indikovano osm pacientu se septickym Sokem a respiracnim
selhanim; u v8ech byla relativné zachovala ejekéni frakce levé
komory, preZziti bylo 50 % [Yeo, 2016].

Park et al, definuje refrakterni septicky Sok jako organovou
hypoperfuzi, progresivni laktatovou acidézu, neschopnost udrzet
stfedni arterialni tlak nad 65mmHg navzdory vysoké vazoaktivni
podpofe. Davky noradrenalinu jsou nad 1ug/kg/min, dobutaminu a
dopaminu 20ug/kg/min; Park nerozliSuje fenotyp refrakterniho
septického Soku ve vztahu k indikaci VA-ECMO [Park, 2015]. Cheng
et al. pouzili VA-ECMO jak u pacientl s refrakterni vazoplegii se
zachovalou kardialni funkci, tak u pacientd s hypodynamickym
fenotypem septického Soku s kardialni depresi; mortalita v této
skupiné byla 70,2 % [Cheng, 2013]. Zda se, Ze ucinek VA-ECMO
podpory je limitovany v pfipadé septické refrakterni vazoplegie s
relativné zachovalou funkci myokardu [Schmidt, 2016]. Nicméné VA-
ECMO bylo uspéSné pouzito v pripadé ,Cistého* vazodilatacniho
refrakterniho Soku u otravy amlodipinem [Weinberg, 2014; Vignesh,
2018]. Prekvapivé vysoké procento preziti (50 %) zaznamenali i Yeo
et al. u osmi pacientl se septickym Sokem s relativné zachovalou
ejekéni frakci levé komory [Yeo, 2016]. Zavérem Ize shrnout, Ze
indikace k VA-ECMO u dospélych pacientd s farmakologicky
refrakternim septickym Sokem je nadale velmi kontroverzni a pouze
kazuisticka Ci retrospektivni data ukazuji, Zze pfinosem muize byt
pfevazné u hypodynamickych forem septického Soku. Zda-li muze
VA-ECMO byt u€innym ,rescue” opatfenim k pfeklenuti kritické faze
dominantné vazoplegického septického Soku, neni jasné a nelze najit

oporu v zadné prospektivni preklinické ani klinické studii.
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Tabulka 3.3.1. Charakteristika souboru retrospektivnich studii hodnotici okolnosti a vysledky
pouziti VA- ECMO/VVA-ECMO v refrakternim septického Soku.

Studie Fenotyp EFLK | CI SVRI Inotropni Preziti | Mortalita
septického Soku | (%) (L/min/m2) | (dyn*s/cm5) | skére/davka
nordadrenalinu
Brechot et al., Hypodynamicky | 16% 1,3 3162 Inotropni skoére | 71%
France, 2013; fenotyp (10%- 250 (73-629)
Crit Care Med | s kardialni 30%)
depresi
Cheng et al., NerozliSuje 2,1mv 3883 Inotropni skore | 29,8% | 70,2 %
Taiwan, 2016; (1,9) 64,4 mv
The Journal of (132,3)
Thoracic and
Cardiovascular
Surgery
Park et al., NerozliSuje 25% 22%
Korea, 2015; (20%-
European 41%)
Journal of
Cardio-
Thoracic
Surgery
Huang et al., NerozliSuje 15%
Taiwan, 2013;
The Journal of
Thoracic and
Cardiovascular
Surgery
Yeo et al,, Hyperdynamicky | 42,5% Davka 50% 50%
Korea, 2016; fenotyp noradrenalinu
Crit Care s relativné 0,7ug/min/kg
zachovalou
funkci myokardu

Komentar k tabulce 3.3.1. V souboru studii jsou dvé fenotypové vyhranéné: 1) Brechot et al. zahajili
VA-ECMO u pacientl s hypodynamickym fenotypem septického Soku s myokradialni dysfunkci. 2) Yeo
et al. pouzili VVA-ECMO u pacientd s hyperdynamickym fenotypem septického Soku s relativné
zachovalou funkci myokardu. Ostatni autofi mezi fenotypy septického Soku nedélali rozdil, co se tyce
indikace k VA-ECMO. CI- cardiac index, SVRI-systemic vascular resistance index, EFLK-ejekéni frakce

levé komory, mv-mean value.
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3.3.2. Mesenchymalni kmenové bunky

S ohledem na mimorfadnou komplexnost patogeneze sepse a jiz
pfekonané paradigma ,jedna nemoc, jeden |ék“ se do popredi
vyzkumu dostava potfeba ovlivnéni nékolika patofyziologickych
mechanismu SOubézné. Bunécna terapie S vyuzitim
mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC), s cilem pfeprogramovat
imunologické vlastnosti kompetentnich bunék a pUsobit protektivné
v procesu bunécného poskozeni, je jednou z perspektivnich strategii
v |écbé sepse a asociovanych organovych dysfunkci.
Imunomodulaéni, anti-inflamatorni, anti-apopotické a anti-mikrobialni
ucinky MCS jsou racionalnim biologickym vychodiskem pro védecké
ovéreni jejich pfinosu coby adjuvantni IéCby nejen sepse, ale i fady
jinych kritickych stavd (HORAK, Jan, MATEJOVIC, Martin.
Experimentalni pokroky v I1é¢bé sepse. IN: GURLICH, Robert a kol.,
Peritonitis. 1. vydani. Praha: Maxdorf. 2019, s. 129-139. ISBN 978-
80-7345-584-2).

Mezenchymalni kmenové bunky (MSCs) jsou multipotentni kmenové
buriky se schopnosti diferenciace tkané vSech tfi zarodeénych listu,
primarné pak tkané mezenchymové. MSCs disponuji dalSimi
vlastnostmi, které maji potencial modulovat inflamatorni odpovéd
béhem sepse na nékolika urovnich, jak bylo prokazano u in vitro
experimentd €i u malych zvifecich modell. Sekrece fady signalnich
molekul je schopna zasahnout do procesu tkanové reparace Ci
modulovat intenzitu pro-inflamatornich drah na zpétnovazebné bazi.
DalSi latky secernované mezenchymalnimi burikami jsou schopny
zmirnit uroven oxidativnino stresu a inhibovat procesy vedouci
k apoptéze bunék. Se svou schopnosti transferu vezikul
s bioaktivnimi latkami a transferu nékterych organel, jako napf.
mitochondrii cestou tzv. nanotubuld, mohou obnovovat funkce
poskozenych ¢i utlumenych bunék. Jsou schopny produkovat latky,
které pfimo inhibuji bakterialni rast. PFiznivé ucinky MSCs v sepsi

byly prokazany vyluéné na malém zvifecim modelu (potkan, mys), a
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tudiz je pfenos vysledku dale do klinické praxe minimalné relevantni.
Rozdily v imunitni a zanétlivé reakci mezi lidmi a hlodavci jsou dobfe

zdokumentovany [Seok, 2013].

Problematiku fyziologie MSCs a jejich vliv na pribéh sepse shrnuje

prehledovy Clanek:

(IV) HORAK, Jan, NALOS, Lukas, 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)

Recentné byly zvefejnény prvni humanni klinické studie, jejichz cilem
je ovéfeni bezpeCnosti aplikace a ucinnosti  podanych
mezenchymalnich bunék. Prvni faze CISS studie [Schlosser, 2019]
zkoumala dynamiku vyvoje hladin 49 cytokind a biomarkerd u 30
septickych pacientl, z nichz skupina deviti pacientl v septickém
Soku byla Ié¢ena postupné eskalujicimi davkami MSCs (0,3-1,0-3,0
mil/kg). BEhem experimentu byl zaznamenan jen pfechodny pokles
hladiny nékterych prozanétlivych cytokind, a to v zavislosti na davce;
kromé jednoho pacienta byl pokles zaznamenan pfi aplikaci
stfednich davek MSCs. Aplikace MSCs neméla vliv na vyvoj hladiny
cytokin a ostatnich markert v jinych smérech. V dalsi studii (15
pacientl v septickém Soku) byla ovéfovana bezpec€nost a uc€innost
aplikace  allogennich  mezenchymalnich  bunék  ziskanych
z pupeCniku [HE, 2018]. Zaroven byla ovéfovana ucinnost a
bezpecCnost v zavislosti na podané davce. Jednorazova aplikace
neméla vliv na klinické ani laboratorni parametry, neovlivnila
dynamiku cytokinl. Nebyly pozorovany znamky nezadoucich uc&inku
spojenych s podanim mezenchymalnich bunék. U prezivSich nebyly
pozorovany zadné nezadouci ucinky po dobu 18 mésicu [HE, 2018].
DalS$i studie zkoumala bezpecnost a vliv mezenchymalnich bunék na
C¢asnou fazi inflamatorni odpovédi u modelu humanni endotoxémie

navozené podanim purifikovaného LPS. Jednalo se o zaslepenou,
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placebem kontrolovanou studii se souborem 32 zdravych muzl, s
davkami MSCs (tukovych mesenchymalnich bunék) v rozmezi 0,5-
4mil/kg. Zkoumanim genové exprese leukocytll béhem uvodni faze
zanétlivé reakce po podani LPS byla zaznamenana dramaticka
zmeéna exprese vice jak 8000 gend, ktera byla nasledovana procesy
nativni imunitni reakce. Aplikace MSCs vedla k nadmérné expresi IL-
8, IL-10, TGFR a IL-12p40, Cili vysledkem byla aktivace jak
vysokych davek A-MSCs (tukovych mesenchymalnich bunék) byla
patrna mirna prokoagulaéni aktivita; MSCs asociovany tkarnovy faktor
je zfejmé odpovédny za zvySenou prokoagulacni aktivitu v tomto
modelu. Podani A-MSCs nevedlo k ovlivnéni klinického obrazu,
leukocytdzy ani koncentraci lipozomalniho baktericidniho enzymu LL-
37 [Peerle, 2018]. Schopnosti mesenchymalnich bunék a jejich
potencial ovlivnit inflamatorni déje béhem sepse jsou jisté velmi
atraktivni, a navic povzbudivé ovéfené na Cetnych modelech sepse,
bohuZel toliko na malém zvifeti, typu mysi &i jiného hlodavce.
Ukvapené pouziti téchto pozitivnich vysledkl pfi modelovani
humannich klinickych studii a jejich zahajeni bez relevantnich
preklinickych zvifecich studii vS8ak neodpovida principum translacni
mediciny. Z tohoto dlvodu jsme realizovali experiment na velkém
zvifecim modelu sepse, ktery hodnotil efektivitu a bezpeénost podani

mezenchymalnich bunék v progresivni sepsi prasete domaciho.

3.3.3. Cholinergni anti-inflamatorni reflex

Recentné byla v sérii studii odhalena spojitost mezi nervovym
systémem a imunomodulaci. Byl postulovan koncept cholinergniho
anti-inflamatorniho reflexu [Tracey 2002, 2007; Czura, 2005;
Andersson 2012]. Dle konceptu je aferentni signal reflexu indukovan
pomoci PAMPs a DAMPs (Cili cytokiny, eikosanoidy, patogeny a
markery tkanového poskozeni). Aferentni signal pokracuje cestou
vagoveho nervu do nucleus tractus solitarii; zde dojde k pfepojeni do

jader v mozkovém kmeni a hypothalamu a vySSich center. Eferentni
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signal putuje zpét, opét cestou vagového nervu, do gangliom
coeliacum. V ganglion coeliacum dochazi k aktivaci adrenergnich
splenickych neuront a vedeni signalu do sleziny, pfesnéji do bilé
drené, kde se nachazeji zakoncCeni téchto splenickych adrenergnich
neuronu Vv blizkosti T lymfocytd. T lymfocyty reaguji na adrenergni
stimulaci produkci acetylcholinu. Takto uvolnény acetylcholin aktivuje
podjednotku a7 nikotinovych acetylcholinovych receptord nebo [32
adrenergnich receptort pfevazné na makrofazich; vysledkem je

downregulace produkce zanétlivych mediatorti [Andersson, 2012].

Recentné provedené série experimentalnich praci na malém
zvifecim modelu dokladaji pfiznivy vliv vagové stimulace na preziti.
Uginek této metody na prabéh sepse u klinicky relevantniho modelu

nebyl dosud experimentalné ovéren [Borovikova, 2000; Song, 2008].
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4. CILE PUVODNICH VEDECKYCH PRACI

1) Zhodnotit a definovat roli VA-ECMO v pfipadé refrakterniho
vazoplegického septického Soku na Kklinicky relevantnim velkém

zvifecim modelu progresivni peritonealni sepse.

2) Zhodnotit ucinnost a bezpeénost aplikace mezenchymalnich
kmenovych bunék na velkém zvifecim modelu progresivni

peritonealni sepse.

3) Zhodnotit ucinnost vagové stimulace u velkého zvifeciho modelu

progresivni peritonealni sepse.
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5. METODICKE ASPEKTY PRACE

Podrobny popis experimentalnich protokold a pouzitych metod je
uveden v pfilozenych puvodnich pracich, proto nize pouze stru¢né

shrnuji metodické aspekty pouzité pfi nasem vyzkumu.

5.1. Legalni a etické aspekty experimenti se zvifecim

modelem

VSechny experimentalni prace byly provadény v souladu se Smérnici
Evropské Unie pro ochranu zvifat pozivanych k pokusnym nebo
jinym védeckym ucelum (86/609/EU). Protokol byl schvalen
Odbornou komisi pro praci s experimentalnimi zvifaty Lékarské
fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy v Praze, a také Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy (Cislo protokolu: MSMT24725/2014-
4). Experiment byl realizovan v prostorach akreditovaného pracovisté

Lékarské fakulty v Plzni.

5.2. Experimentalni model progresivni peritonealni sepse

K experimentu byla pouzZita selata bez rozdilu pohlavi se stfedni
hmotnosti 54 kg. V uvodu experimentu byla selata premedikovana.
Po zajisténi periferni zily jsme zvifata uvedli do anestezie
intravendzné podanym propofolem, pipecuroniem a fentanylem za
souCasného zajisténi dychacich cest orotrachealni intubaci.
Nasledné byla zahajena uméla plicni ventilace s nasledujicimi
vychozimi parametry: frakce vdechovaného kysliku 0,4 (FiO2), PEEP
(positive end expiratory pressure) v rozmezi 5 - 10 cmHg, inspiracni
objem 8mL/kg, dechova frekvence se pohybovala v rozmezi 20 - 40
dechi/min. Ventilace byla vedena tak, abychom dosahli cilového
arterialniho pCO2 4,0 - 5,0 kPa a udrzeli vrcholovy tlak v dychacich
cestach pod hodnotou 40 mmHg. Béhem chirurgické instrumentace
byla  zvifata udrzovana v totalni intraven6zni  anestezii
prostfednictvim kontinualni aplikace 2 % propofolu v davce 20 -
40mg/10kg/hod, analgezie byla zajiSténa kontinualnim podavanim

fentanylu (5-15ug/kg/h), perioperacné bylo podavano pipecuronium
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vdavce 1mg/kg/h. Po ukonc€eni chirurgické instrumentace byla
zvifata vedena v analgosedaci pomoci kontinualni aplikace 2 %
propofolu a fentanylu vrozmezi vySe uvedeného davkovani.
Uvedené schéma bylo pro experimentalni zvife maximalné Setrné a
protektivni. Udrzovaci tekutinou byl zvolen kontinualné podavany
balancovany krystaloidni roztok (Ringerfundin, B.Braun, Melsungen
AG, Némecko), nejprve 10 ml/kg/h béhem chirurgické instrumentace
a poté byla rychlost podani redukovana na 7 mi/kg/h. Pfi poklesu

glykémie pod 4,0 mmol/l byla zahajena infuze 10 % glukdzy.

Chirurgicka instrumentace spocivala v zavedeni centralniho Zilniho
katetru do levé jugularni Zily, ktery slouzil k podavani farmak a infuzi.
Cestou opacné jugularni zily byl zaveden Swan-Ganz(v plicnicovy
katetr slouzici k méfeni hemodynamickych parametri a vypoctu
odvozenych parametrd. Do jedné z femoralnich tepen byl zaveden
arterialni katetr, kterého jsme vyuzili k nabéru vzorkd a invazivnimu
méfeni arterialniho tlaku. Byla zaloZena epicystostomie k derivaci
modi a k monitoraci diurézy. Schéma experimentu je znazornéno na

obrazku €. 5.2.
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Obrazek €.5.2. - Nazorné schéma experimentu

Nazorné schéma experimentu. Obrazek znazorfiuje prase domaci v supinaéni poloze po

instrumentaci.

Dale se postup u jednotlivych experimenta lisi.

5.2.1. Specifikace postupu pro experiment s VA-ECMO (I)

K experimentu s VA-ECMO bylo pouzito 12 selat obou pohlavi.
V uvodu do anestezie byla zvifata premedikovana atropinem,
ketaminem a 2 % propofolem. Béhem isntrumentace byly
druhostranna femoraini tepna a zila vypreparovany a takto
pfipraveny k budoucimu zavedeni arterialni ECMO kanyly (17F,
Maquet, Rastatt, Némecko) a zilni ECMO kanyly (21F Maquet,
Rastatt, Némecko). Cestou stfedni laparotomie byla oteviena dutina
bfiSni a na levou renalni tepnu byla aplikovana ultrazvukova
prutokova sonda (Transonic Systems, Ithaca, NY). DalSi pratokova
sonda byla instalovana na chirurgicky vypreparovanou levou kréni

tepnu. Pfed uzavienim laparotomie byly zavedeny dva bfisni drény,
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které slouzily k evakuaci ascitu a k fekalni inokulaci, tj. k indukci
peritonitidy. Byla provedena punkce mocoveého méchyfe a zavedena
epicystostomie k monitoraci vydeje. Po instrumentalni fazi byla zvifeti
ponechana Sesti hodinova zotavovaci faze. Poté byla indukovana
peritonitida inokulaci autologni stolice v mnozstvi 2 g/kg selete, ktera
byla peroperaéné kultivovana ve vodni lazni pfi teploté 37 "C. Po
indukci peritonitidy byla 1éCba vedena dle aktualnich doporucenych
postupu, které byly zakotveny v experimentalnim protokolu, viz
prilozena pavodni prace (I, Chvojka, Martinkova, 2019). Obéhova
podpora noradrenalinem byla zahajena v pfipadé poklesu stfedniho
arterialniho tlaku pod 65 mmHg pfi jiz neuc€inné odezvé na
tekutinovou resuscitaci. Davka noradrenalinu byla titrovana s cilem
udrzet MAP v rozmezi 65 — 70 mmHg. Refrakterni vazodilatacni
septicky Sok byl predefinovan hodnotami davky noradrenalinu: 1
Mg/kg/min. Pfi dosazeni kritéria pro vazodilatacni refrakterni septicky
Sok byla prasata randomizovana bud do skupiny VA-ECMO (VA-
ECMO group), nebo do kontrolni skupiny. Priming ECMO okruhu byl
proveden roztokem Ringerfundinu a pratok byl progresivné zvySovan
k dosazeni predefinované cilové hodnoty 100 ml/kg/min. Davky
nefrakcionovaného heparinu v obou skupinach byly srovnatelné,
pocate¢ni bolus 50 IE heparinu/kg, nasledovany kontinualni infuzi
s cilem udrzet ACT v hodnotach od 180 — 250 s. Obéma skupinam
prasat byl podan bolus Sirokospektrého antibiotika
(piperacillin/tazobactam 2,25 g intraven6zné€) 12 hodin po indukci
sepse. Nasledoval odbér a zapis dat dle stanoveného protokolu.
Experiment koncCil umrtim na refrakterni obéhové selhani nebo byl
ukoncen v pfipadé refrakterni hypotenze, kdy daldi 1&¢ba jiZ byla
nadale povazovana za marnou. Kompletni data byla odebirana ve
trech preddefinovanych ¢asovych milnicich (time points, TP): TP1 —
odbér dat s naslednou indukci sepse, TP2 - sbér dat 12 hodin po
indukci sepse, TP3 - finalni odbér dat 24 hodin po indukci sepse.
Sbirana data zahrnovala méfeni a vypoCty systémovych a
regionalnich hemodynamickych parametrl a spotifeby vasopresoru.
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Ze vzorku arterialni krve byl stanoven laktat. Vzorky arteridlni a
smiSené zilni krve byly analyzovany na krevni plyny, acidobazickou
rovnovahu. Byl stanoven krevni obraz, hladiny IL-1ra, IL-1b, IL-6, IL-
8, IL-10. Dalsi biochemické analyzy zahrnovaly zhodnoceni
organovych funkci (serovy kreatinin, ALT, AST, pro BNP, hsTnl),
zhodnocni parametrd zanétu (CRP). Statisticka analyza dat je

uvedena v puvodni pfilozené praci.

5.2.2. Specifikace postupu pro experiment s aplikaci

mesenchymalnich bunék (I1)

V experimentu bylo pouZito 32 selat, ktera byla randomizovana do 4
skupin (n= 8 selat na jednu skupinu): 1) pouze instrumentovana
skupina bez intervence, 2) instrumentovana skupina s aplikaci
MSCs, 3) instrumentovana skupina s indukovanou sepsi s konvencni
terapii, 4) instrumentovana septickd skupina s aplikaci
mesenchymalnich buné&k. Uvod do anestezie prob&hl pomoci
xylazinu (1mg/kg) a tiletaminu-zolazepamu (5mg/kg) a 2% propofolu
2mg/kg intraven6zné. Béhem instrumentace byla na levou renalni
tepnu aplikovana prutokova sonda, dale byla vyvedena dvojhlaviiova
ileostomie k monitoraci mikrocirkulace stfevni sliznice
prostfednictvim videomikroskopie (technika SDF, side-stream dark
field). Peritonealni sepse byla indukovana inokulaci autologni stolice
v mnozstvi 1 g/kg hmotnosti selete. V experimentu byly pouzity
allogenni MSCs, které byly izolovany z kostni dfené (tibie, femur)
zdravych prasat. Tyto bunky byly zpracovany dle aktualnich
standardt a po dobu projektu zmraZeny v tekutém dusiku. Ctyfi
tydny pfed aplikaci byly rozmrazeny a kultivovany na nosném meédiu.
V den transplantace byly bunky sklizeny a suspendovany ve
fyziologickém roztoku. Pred vlastni aplikaci byl prostfednictvim
prutokové cytometrie zhodnocen bunécny fenotyp; s odstupem pak
byla hodnocena schopnost diferenciace v jednotlivé podtypy
mezenchymalnich tkani. Detailni metodika pfipravy MSCs v ramci

experimentu je popsana v plvodnim publikovaném ¢lanku (I, Horak,
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2020). Vlastni aplikace MSCs experimentalnimu modelu probéhla
s odstupem 6 hodin od indukce peritonitidy. Mezenchymalni buriky
byly podany pomalou jednorazovou intravendzni infuzi cestou
centralniho ZzZilniho katetru. Davka MSCs byla 1 mil MSCs/kg
hmotnosti zvifete. Odbér dat probihal ve stanovenych cCasovych
milnicich. Sledovana analyzovana data zahrnovala systémovou a
regionalni hemodynamiku, spotfebu vazopresoru a resuscitacniho
roztoku, SOFA skore, acidobazickou rovnovahu, krevni plyny,
koncentraci laktatu. Laboratorni analyza =zahrnovala vySetfeni
krevnino obrazu v€etné diferencialniho rozpoctu, zhodnoceni
organovych funkci (urea, kreatinin, jaterni enzymy, bilirubin vysoce
senzitivni troponin T), parametry zanétu (C-reaktivni protein,
prokacitonin), sérovou bilkovinu, albumin, parametry koagulace.
Nadstavbova laboratorni analyza byla provedena po ukonceni
projektu a zahrnovala vySetfeni zakladnich cytokint (IL-6, IL-8,
TNFa, IL-10) a zhodnoceni urovné oxidativniho stresu (stanovenim
koncentrace 8 - isoprostanu). Kanalyze bylyz levé komory
myokardu izolovany myocyty (cestou enzymatického oddéleni
prostfednictvim kolagenazy A). Sarkomericka kontrakce izolovaného
kardiomyocytu byla méfena prostiednictvim HyperSwitch Myocyte
Calcium and Contractility systému (lonOptix LLC, Weswood, MA,
USA). Funkce mitochondrii izolovanych z myokardu byly
analyzovany pomoci respirometrie (oxygraf Oroboros O2k, Oroboros
Instruments, Innsbruck, Rakousko). Experimentalni protokol a
analyza dat jsou podrobné popsany v puvodnim publikovaném
¢lanku (I, Horak, 2020).
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5.2.3.  Specifikace postupu pro experiment s vagovou

stimulaci (I11)

25 selat obou pohlavi se srovnatelnou hmotnosti (44,5 +- 5,7kg) bylo
randomizovano do 3 skupin: 1) septicka skupina (n=8), 2) skupina se
sepsi a vagovou stimulaci (n=9), 3) kontrolni skupina,
instrumentovana, bez sepse a bez vagové stimulace (n=8). Uvod do
anestezie probéhl pomoci xylazinu (2,2mg/kg) a tiletaminu (2,2
mg/kg), zolazepamu (2,2 mg/kg) a 2% propofolu (2 mg/kg)
intravenozné. Peritonitida byla indukovana inokulaci autologni stolice
intraperitonealné v mnozstvi 1g/kg selete po 6 hodinové zotavovaci
fazi. BEhem chirurgické instrumentace byla nasazena na kréni Cast
levostranného vagového nervu stimulaéni bipolarni elektroda
(Harvard Apparatus, Holliston, MA), ktera umoznila jeho stimulaci.
Stimulace byla zahajena s odstupem 6 hodin od indukce fekalni
peritonitidy. Vagovy nerv byl stimulovan impulzy o frekvenci 2 Hz a
amplitudé 6 mA, sdobou trvani 2 ms prostfednictvim pulzniho
generatoru (Isostim, A320, PI, Sarasota, Florida, USA). Stimulace
byla protokolarné upravovana dle souCasné chronotropni odezvy.
Stimulace byla ukonfena az s ukonfenim  experimentu.
Hemodynamicke hodnoty, elektrokardiografie, biochemické
laboratorni parametry, krevni plyny, hladiny cytokinl, krevni obraz,
byly méfeny a zaznamenavany v zakladnim ¢asovém milniku (tésné
pred indukci peritonitidy) a na konci experimentu (24 hodin po
indukci peritonitidy). Dale nasledovala in vitro analyza srdeéni
kontraktility, hospodafeni s vapnikem a analyza mitochondrialnich
funkci u izolovaného myokardu. Méfeni a analyzovana data a

statistické zpracovani jsou detailné popsany v publikované praci.

5.2.4. Statisticka analyza

Statisticka analyza je popsana v jednotlivych  plvodnich

publikovanych pracich. Stru¢né: data jsou prezentovana jako median
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(25 a 75 quartiles — interquartile reange). Vypocty byly provedeny
pomoci softwaru SigmaStat, verse 3,5 (Systat Software Inc., Erkrath,
Germany) a pomoci softwaru MedCalc, verze 18.10 (MedCalc
Software bvba, Belgium). Rozdily mezi skupinami byly analyzovany
pomoci Mann-Whitney U testu, poté co bylo ur€eno normalni
rozloZeni dat dle Kolmogorovova — Smirnovova testu. Friedmanum
blokovy test pro porovnani vicero soubort a nasledny Dunniyv test,
byly pouzity pro Casové dependentni zmény v kazdé skupiné. P-

hodnota mensi nez 0,05 byla povaZzovana za signifikantni.
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6. SOUHRN VYSLEDKU EXPERIMENTALNICH
PRACI A DISKUZE

6.1. Mechanicka obéhova podpora v refrakternim

vazodilataénim septickém soku (I).

Do finalni analyzy vysledku a dat bylo zahrnuto 10 zvifat. V bazalnim
casovém milniku (TP1) nebyly zjiStény zadné statisticky vyznamné
rozdily v namérfenych hodnotach mezi obéma skupinami. Median
doby trvani experimentu, tj. od indukce peritonitidy, byl 26.4 (22.8 -
29.5) hodin u ECMO skupiny a 27.0 (21.4 - 32.6) hodin v kontrolni
skupiné (P = 0.762). Po indukci peritonitidy vykazovala vSechna
zvifata znamky hyperdynamické cirkulace se zvySenym srdecnim
vydejem a snizenou cévni rezistenci. Cas k dosazeni
vazodilataéniho refrakterniho septického Soku byl v obou skupinach
podobny: 18.8 (12.5 - 21.5) hodin v ECMO skupiné a 18.1 (13.9 -
24.3) hodin v kontrolni skupiné (P = 0.762). U obou skupin bylo po
napojeni na VA-ECMO dosazeno cilové rychlosti prutoku, tj. 100

mL/kg/min.

6.1.1. Systémova a regionalni hemodynamika a tekutinova

bilance

U kontrolni skupiny ztstaly MAP (stfedni arterialni tlak), CO (srdecni
vydej), RBF (pratok renalni tepnou) a CBF (pritok karotidou) po
dosazni refrakterniho vazodilataCniho septického Soku nezménény.
Stabilni hemodynamické hodnoty vSak byly udrzovany na ukor
progresivné rostouci davky noradrenalinu a rostouci srdecni
frekvence. Napojeni na VA-ECMO vedlo bezprostfedné k
vyznamnému zvySeni vazopresorické podpory, jez byla signifikantné
vy88i nez u kontrolni skupiny. Subjekty napojené na VA-ECMO
vyzadovaly vysSi tekutinovou naloz v porovnani s kontrolni skupinou;
21 (20 - 25) ml/kg/h v ECMO skupiné versus 10 (10 - 16) mL/kg/h ve
skupiné kontrolni (P = 0,0103). U ECMO skupiny doSlo timto

k poklesu hladiny hemoglobinu. Navzdory hemodynamické
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resuscitaci bylo po napojeni na VA-ECMO obtizné udrzet cilovou
hodnotu stfedniho arterialniho tlaku. Byla patrna tendence k poklesu
srdecniho vydeje. VySe zminéna hemodynamicka odezva probéhla
v dusledku poklesu srdecni frekvence a poklesu tepového objemu
(SV-stroke volume). VA-ECMO nemélo zpocatku vliv na pratok
renalni a karotickou tepnou; pozdé&ji v pribéhu experimentu vdak ke

snizeni obou hodnot progresivné dochazi.

32



6.1.2. Organove funkce, energeticky metabolismus, zanétlivé
mediatory, preZiti

Ve spojitosti s refrakternim  septickym Sokem jsou patrny
biochemické znamky vyznamného organového posSkozeni: srdce,
ledvin, plic; pfitomny jsou hematologické abnormality. U vSech zvirat
se rozvinul znacny metabolicky stres, jak je zdokumentovano
rozvojem vyznamné metabolické acidézy a progresivné rostouci
hladinou laktatu. Obraz sepsi indukovaného multiorganového
poskozeni, obraz zmén v energetickém metabolismu a systémové
zanétlivé odpovédi byly u obou skupin prekvapivé velmi podobné,

bez signifikantnich rozdili v asové lince.

Doba preziti se u obou skupin neliSila (méfeno od zjiSténi diagndzy
vazodilataéniho septického Soku do smrti): 7.1 (5.9 - 9.6) hodin pro
ECMO skupinu a 7.9 (7.1 - 8.7) hodin pro kontrolni skupinu (P =
0,10).

Grafy a tabulky podporujici argumentaci v textu jsou podrobné

uvedeny v publikované studii (viz pfiloha).
Diskuze

Jedna se o prvni kontrolovanou randomizovanou experimentalni
studii, ktera zkouma pato(fyziologickou) odpovéd na VA-ECMO u
klinicky relevantniho modelu refrakterniho septického Soku velkého
zvifete s predominantnim vazoplegickym fenotypem. Za této situace
neni myokard navzdory zvySeného srde¢niho vydeje schopen
saturovat pozadavky vazodilatovaného arterialniho kompartmentu a
udrzet tak dosteCny tkanovy perfuzni tlak. Pfispéni pratoku
z mimotélniho obé&hu k nativhimu srde¢nimu vydeji by mohlo tento
nepomér mezi kapacitou a naplni periferniho fecisté snizit a zlepsit
tak perfuzi tkani. Odtud vychazi racionale pro pouziti VA-ECMO
v pfipadé vazodilataéniho fenotypu septického Soku jako obéhové
podpory. Jednim z problém0 by za této situace vSak mohlo byt

omezeni srde¢niho preloadu a sniZeni nativniho srde¢niho vydeje
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odCerpanim 3 - 4 litrd krve pfi iniciaci VA-ECMO. V nasem
experimentu tato situace nenastala; po napojeni na VA-ECMO
nedoslo k bezprostfedni zméné centralniho Zilniho tlaku, ani k Casné
zméné nativniho srde¢niho vydeje. Stabilita srde¢niho preloadu a
dostateCna naplii mimotélniho okruhu vSak byly udrzovany za cenu
agresivni tekutinové resuscitace a vyznamné iatrogenni hemodiluce.
Takto agresivni pfistup k tekutinové resuscitaci mohl byt sam o sobé
zhoubny pro jiz tak oslabenou cévni bariéru a cévni tonus, integritu
cévniho endotelu [Jaffe, 2018; Byrne, 2018]. Tekutinova naloz a
nasledna iatrogenni hemodiluce jsou navic kontraproduktivni
k primarné zamyslenému ucinku VA-ECMO, tj. pfispét ke zlepSeni
tkariové oxygenace. Progresivni pokles srdec¢ni frekvence v pribéhu
experimentu ved| k poklesu srde¢niho vydeje. Mechanismus, ktery
by vysvétlil progresivni pokles srde¢ni frekvence v souvislosti
s napojenim na VA-ECMO, neni ztéto studie jednoznacny.
Vysvétleni by mohlo spocivat ve zvySeném aortalnim afterloadu, ke
kterému dochazi vlivem stfetu dvou protichidnych tokd; stret
retrogradniho toku, ktery generuje ECMO a nativniho anterogradniho
aortalniho toku. A/nebo se jedna o paradoxni bradykardii nasledkem
nahlého zvySeni davky noradrenalinu pfi zahajeni VA-ECMO.
Samotné vysoké davky katecholamini maji toxicky uc€inek na fadu
biologickych procesu, v€etné samotného myokardu [Hartmann, 2017;
Andreis, 2016]. Lécba pomoci VA-ECMO neméla v této studii zadny
pozitivni u€inek; nebyl prokazan pozitivni u€inek na hemodynamické
zmény béhem septického Soku, ani sepsi indukované zmény
regionalni hemodynamiky. VA-ECMO nemélo pfiznivy dopad na
systémovou zanétlivou odpovéd, ani na energeticky metablismus Ci
na ¢as do smrti zkoumanych subjektll. ECMO samo o sobé& miuze
indukovat progresi systémové proinflamatorni odpovédi [Millar,
2016]. Hladiny cytokini v obou skupinach (VA-ECMO vs control)
vSak byly srovnatelné. Je tedy pravdépodobné, Ze kontakt krve
s mimotélnim okruhem nevedl k prohloubeni prozanétlivé reakce;

nicméné je tfeba vzit v uvahu velmi kratky ¢asovy ramec studie.
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Hlavnim poznatkem experimentu je, Zze VA-ECMO neni vhodnym
.rescue” [é€ebnym postupem u vazoplegického septického Soku. Ve
studii bylo patrné, Ze zahajeni VA-ECMO |écby vedlo ke zhorSeni
hemodynamické situace, coz vedlo k agresivni vasopresorické
podpofe a tekutinové resuscitaci a ke snizeni organové perfuze.
V kone¢ném dusledku tedy VA-ECMO neovlivnilo pfiznivé septickym
Sokem indukovanou multiorganovou dysfunkci, alteraci
energetického metabolismu, systémovou zanétlivou odpovéd a Cas
do umrti. Nasazeni VA-ECMO v pfipadé refrakterniho septického
Soku s pfevahou vazoplegického fenotypu neni z fyziologického
hlediska tak dobfe obhaijitelné jako u hypodynamického fenotypu

s myokardialni dysfunkci.

Limity studie: Potencialnim limitem naSi studie je nizky pocet
experimentalnich zvifat v souboru. Jednalo se o velmi finanénég,
Casové a personalné naro¢ny expriment. Nicméné, u vSech
experimentalnich zvirat, ktera byla napojena na VA-ECMO, nebyl
béhem studie prokazan pfiznivy ucinek této metody, a to zcela
konzistentné. Je tedy nepravdépodobné, ze by navyseni poctu zvifat

v souboru vysledek studie zménilo.
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6.2. Hodnoceni uc¢innosti terapie sepse mesenchymalnimi

kmenovymi bunkami (ll)

Podani mesenchymalnich kmenovych bunék instrumentovanym
zdravym  zvifatim neovlivnilo  systémovou, regionalni  ani
mikrovaskularni hemodynamiku. Nebyly ovlivnény hladiny markert
inflamatorni odpovédi ani ukazatelé oxidativniho stresu, rovnéz
nebyla ovlivnéna funkce organu. V obou septickych skupinach
(sepse s MSCs, sepse bez terapie MSCs) doSlo k rozvoji sepse dle
SEPSIS-3 kritérii. Po indukci peritonitidy vyvinula vSechna zvifata
hyperdynamickou sepsi se zvySenym srdeCnim vydejem a snizenou
systémovou cévni rezistenci; v tomto ohledu nebyly mezi skupinami
rozdily. Celkova davka noradrenalinu a ¢as zahajeni vasopresorické
podpory byly v obou septickych skupinach srovnatelné: 1,093 (885-
1,165) minut v septické skupiné vs 748 (594 - 944) minut v MSC-
septické skupiné. Nebyly signifikantni rozdily v podané celkové
davce resuscitaéniho krystaloidu. SOFA skoére progresivné rostlo
v obou septickych skupinach; lé€ba mezenchymalnimi burikami
nebyla schopna zvratit ¢i oslabit rozvoj sepsi indukované organové
dysfunkce. Tendence k naristu SOFA skoére byla dokonce vyssi ve
skupiné l|é€ené mesenchymalnimi bunkami, zejména v dusledku
CasngjSi iniciace lécby noradrenalinem. Pfiznivy dopad terapie
mesenchymalnimi burikami na organové funkce nebyl patrny ani po
separatnim hodnoceni funkci jednotlivych organu. Sepse vedla
k vzestupu hladin plazmatickych cytokint (TNF-a, IL-6), poskytujici
tak dlkaz o probihajici progresivni prozanétlivé odpovédi. Aplikace
MSC bunék nevedla k Zzadnému pfiznivému ucinku na tuto dynamiku.
Porovname-li obé skupiny, MSC-sepsis vs sepsis group, povSechné
nebyly shledany signifikantni zmény spojené s aplikaci MSC, a to
v zadném Casovém milniku. Mitochondrialni funkce byly v septickém
myokardu potladeny, kdy tato redukce byla zplsobena hlavné
inhibici komplexu Il a IV. Aplikace mesenchymalnich bunék neméla
efekt na funkci myokardialnich mitochondrii a na sarkomerickou
kontrakci izolovanych kardiomyocytd v zZadné skuping, tj. jak
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v instrumentované skupiné bez sepse, tak ve skupiné septické.
Aplikace mesenchymalnich kmenovych bunék byla dobfe tolerovana
zdravymi zvifaty; nebyl zaznamenan zadny vliv MSCs na

makro/mikrocirkulaci, na organovou a mitochondrialni funkci.

Grafy a tabulky podporujici argumentaci v textu jsou podrobné

uvedeny v publikované studii (viz pfiloha).

Diskuze

Podani MSCs septickym zvifatim nepfineslo kyzené terapeutické
ucinky. Predkladame argumenty, které mohou vysvétlovat rozdily
mezi slibnymi vysledky pfedchozich studii a napadnou absenci
pfiznivého pusobeni MSC v nasem projektu: 1) Pfedchozi uspésné
animalni experimenty byly provadény pfedevSim na hlodavcich.
Mezidruhové rozdily v imunitni vybavé a odezvé na inzult jsou dobre
zdokumentovany [Seok, 2013] a jisté jsou odpovédné za vysSe
zminénou diskrepanci mezi pfiznivymi vysledky pfedchozich studii a
nasim experimentem. 2) V preklinickych septickych experimentech je
Casté uziti zvifat, ktera jsou zbavena specifickych patogent (SPF —
specific pathogen free animals). Alterovany mikrobiom SPF zvifat
ovliviiuje imunitni odezvu v sepsi [Letson, 2019; Hilbert, 2016].
Z tohoto uhlu pohledu je prase dobrym biomodelem pro svoji
genetickou a fyziologickou blizkost s ¢lovékem; srovnatelna je i
endotoxinova senzitivita a tkanova antigeneicita [Goldfarb, 2005]. To
stejné plati i pro kardiovaskularni a renalni fyziologii, véetné
fyziologie hyperdynamické cirkulace v sepsi a dalSich podobnosti
vodpovédi na septicky insult [Goldfarb, 2005]. Prase jako
experimentalni model skyta i jiné vyhody, které vyplyvaji z jeho
Prasata domaci jsou také vystavena podobnym enviromentalnim
podminkam jako lidé, tudiz je pravdépodobné, Ze jejich mikrobiom se
bude podobat lidskému [Dobson, 2019; Bendixen, 2016]. 3) Ruzné
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zdroje mesenchymalnich bunék mohou vykazovat razné
imunomodulaéni vlastnosti [Mattar, 2015; Arutyunyan, 2016].
V nasem experimentu jsme pouzili MSCs z kostni dfené. PFiznivy
efekt MSCs puvodem z kostni dfené byl jiz provéfen v nékolika
malych preklinickych studiich [Nemeth, 2009; Mattar, 2015; Ou,
2016]. Mesenchymalni kmenové buriky z kostni dfené jsou takeé
preferovanym zdrojem v klinickych situacich. Na rozdil od naseho
experimentu s MSCs odvozenymi z kostni dfené byl prokazan
pfiznivy ucinek na septické hemodynamické zmény u prasat
lé€enych MSCs puvodem z pupeéniku [Laroye, 2018]. AvSak
v experimentu s endotoxinem indukované sepse u mysi byl prokazan
pfiznivy vliv na organové postizeni indukované sepsi a na mortalitu
nezavisle na zdroji podanych mesenchymalnich bunék [OU, 2016].
4) Problémem muze byt kompatibilita MSCs s recipientem. Neexistuji
studie zkoumajici tento problém na velkém zvifecim modelu;
nicméné Garcia-Sancho et al. ukazal, Ze lepSi HLA shoda
darcovskych MSCs s HLA systémem pfijemce nezlepSila uc€innost
terapie u osteoartritidy a degenerativnich onemocnéni patefe
[Garcia-Sancho, 2017].

Na podkladé vysledku nasi studie se v sou€asnosti stavime proti uziti
MSCs vtak komplexnim onemocnéni, jakym je sepse. V této
rozsahlé, klinicky relevantni studii na animalnim modelu progresivni
peritonealni sepse nebyla IéEba mesenchymalnimi burikami schopna
zvratit ani jednu ze sepsi indukovanych zmén na vSech sledovanych
a do znacné miry nezavislych urovnich. Uziti MSCs proto vyZaduje
pfed zahajenim dalSich klinickych studii hlubSi prozkoumani.

Limity studie: 1) V nasi studii byl zkouman efekt mesenchymalnich
bunék pouze z jediného zdroje a v podobé jedné fixni davky v pevné
daném cCase. Nestanovili jsme moznost davku eskalovat v zavislosti
na odpovédi nebo ji podavat v riznych timepointech. V pfedchozich
preklinickych studiich bylo testovano ¢asné podani MSCs, a to do 4
hodin po indukci sepse [Lalu, 2016], avSak zadna studie netestovala
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podani mimo Sestihodinovy interval. V humanni studii s podanim
alogennich lidskych A-MSCs (tukovych mesenchymalnich bunék) byl
patrny prozanétlivy, protizanétlivy efekt a efekt prokoagulacni
v zavislosti na nacasovani intervence [Peerle, 2018]. MSCs vykazuji
tedy komplexni biologické vlastnosti a ucfinnost, ktera se IiSi
s ohledem na nacCasovani intervence; terapeuticky interval pro
podani MSCs muze tedy byt relativné uzky. 2) V na$i studii jsme
chtéli docilit progresivniho hyperdynamického septického Soku, a
proto nebyla pouzita antibioticka terapie, ktera by mohla pinou
manifestaci septické odpovédi oslabit. Antibioticka terapie je schopna
potencovat ucinek MSCs, coz dokazuje studie na modelu sepse u
mysSi. Zde byla kombinovana terapie mesenchymalnich bunék
s antibiotiky schopna vyznamné zlepSit pfiznaky sepse a pfreziti
[Alcayaga, 2015].
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6.3. Stimulace vagového nervu je schopna oslabit projevy
multiorganové dysfunkce u progresivni peritonealni

sepse prasete (lll)

Vagova stimulace v intervenované skupiné vedla k oslabeni progrese
sepse, coz bylo patrné z nizSiho SOFA skore v porovnani s kontrolni
skupinou. Vagova stimulace pfiznivé ovlivnila respiracni systém
(hodnoceno pomoci PaO2/FiO2), jaterni dysfunkci (hodnoceno
pomoci sérové aktivity transaminaz a sérové hodnoty bilirubinu,
hodnoty u intervenovanych zvifat byly signifikantné nizsi). Incidence
AKI byla u obou skupin statisticky bez rozdilu (AKI bylo pfitomno u 4
z 8 zvirat v septické skuping, AKI u 3 z 9 zvifat v intervenované
skupiné). Nicméné narlst sérového kreatininu byl ve skupiné vagové
stimulace méné vyrazny. PocCet trombocytl nebyl béhem
experimentu ovlivnén. Hladiny prozanétlivych cytokint (IL-6, IL-8,
TNFa) byly v sepsi vysoké, a tak zUstavaly nezavisle na intervenci.
Hladina protizanétlivého cytokinu IL-10 nedosahla detekéniho limitu,
a to u vSech subjektl. Vagova stimulace zcela potlacila sepsi
indukovany vzestup plazmatické hladiny laktatu. Sepsi indukované
hemodynamické zmény byly pfiznivé ovlivnény vagovou stimulaci.
Intervenovana skupina méla signifikantné nizSi  spotfebu
noradrenalinu, ale ¢as do zahajeni obéhové podpory se vyznamné
neliSil. Celkova spotfeba resuscitacniho krystaloidu byla u zvifat
s vagovou stimulaci niz8i, zaroven byly hodnoty hemoglobinu a

diuréza v obou skupinach obdobné.

Béhem sepse doslo k rozvoji hyperdynamickeé cirkulace s vysokym
srde¢nim vydejem, vysokou tepovou frekvenci a nizkym tepovym
objemem a periferni vazodilataci. Vagova stimulace byla schopna
tyto zmény CasteCné zvratit; stimulaci doSlo k prevenci zvySeni
srde¢niho vydeje, a to predevSim snizenim srdecni frekvence.
Vagova stimulace kompletné zabranila pfesunu sympato-vagalni
rovhovahy smérem k sympatické dominanci. Vagova stimulace

zabranila poklesu extrakéniho poméru kysliku. Mitochondrialni
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analyza (pomoci ultrasenzitivni oxygrafie) prokazala u sepse
vyznamnou inhibici komplexu Il a IV. Vagova stimulace méla
vyznamny protektivni ucinek na funkci komplexu Il a IV. Intervence
vedla k potlaeni sepsi vyvolanych zmén na urovni kardiomyocyta.
Sila kontrakce izolovanych kardiomyocytl byla potlatena u sepse,
vlivem vagoveé stimulace doS$lo k normalizaci. U septické skupiny byla
patrna inhibice sarkomerického zkraceni, ktera opét vymizela vlivem

vagove stimulace.

Grafy a tabulky podporujici argumentaci v textu jsou podrobné

uvedeny v publikované studii (viz pfiloha).

Diskuze

U naseho modelu progresivni sepse byla prokazana fada pfiznivych
terapeutickych ucinku, pfevazné s ohledem na kardiovaskularni
systétm a energeticky metabolismus a rozvoj (multi)organové

dysfunkce.

Pfiznivy dopad redukce vlivu sympatiku na septicky myokard byl jiz
ovéfen studiemi s betablokatory a ivabradinem [Morelli, 2013;
Miranda, 2017]. Pfimy centralni parasympaticky ucinek na myokard
indukovany stimulaci vagu poskytuje dal$i zpUsob, jak snizit naroky
na kardiovaskularni systém béhem sepse a zajistit protekci
myokardu. Pfesny zpusob pusobeni vagového nervu pod vlivem
stimulace neni znam. Nizkofrekven¢ni stimulace (v rozmezi 1-10Hz)
by méla preferenéné aktivovat eferentni ¢ast vagového nervu
[Bonaz, 2013]; v naSich experimentalnich podminkach by tak mélo
dojit k pfimému ucinku na myokard vlivem vagové stimulace; analyza
variability srde¢ni frekvence téz prokazala prfevahu parasympatiku
vlivem vagové stimulace. Nicméné centralni autonomni efekt,
v dusledku aferentni stimulace, nemlze byt vylou€en. Vagovy nerv
obsahuje jak eferentni tak aferentni vlakna [Prechtl, 1990] a je témér

nemozné rozlisit aferentni a eferentni mechanismus akce pfi
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stimulaci vagového nervu. Obé sloZzky vagového nervu se
pravdépodobné navzajem ovliviuji a jednaji komplexné [Yamakawa,
2015].

V naSsem modelu bylo patrné, ze sepsi indukovana myokardialni
dysfunkce ma patogenetickou vazbu na respiracni dysfunkci
mitochondrii kardiomyocytl; dysfunkce byla zplUsobena prevazné
inhibici komplexu 1l a komplexu IV. Vagovou stimulaci doslo
k normalizaci jejich funkce. Vliv vagové stimulace na respiracni
funkci mitochondrii kardiomyocytl nebyl dosud zkouman; nicméné
néktera data naznaduji, ze pravé kardioprotektivni u€inek muize byt
Castecné zprostfedkovan zlepSenim funkce mitochondrii [Zhao,
2012]. Priznivy ucinek vagové stimulace na myokard mlze byt dale
vysvétlen snizenim produkce ROS mitochondriemi, jak bylo
demonstrovano u modelu srdecCni ischemie prasete
[Shinlapawittayatorn, 2013]. DalSi recentné publikovana studie
predklada nazor, Ze a7-nikotinovy-acetylcholinovy receptor se muze
uplatriovat pfi ochrané lipopolysacharidem indukované

kardiomyopatie a apoptdzy u mysi [Kong, 2018].

Vlivem sepse doSlo u naseho modelu k projevim myokardialni
deprese, ktera se manifestovala snizenim sily kontrakce trebekul a
snizenym sarkomerickym zkracenim u izolovanych kardiomyocytl a
snizenym tepovym objemem béhem experimentu. Vagova stimulace
zcela zvratila tyto projevy myokardialni dysfunkce. Vlivem vagoveé
stimulace doslo ke zvySeni hladiny intracelularniho kalcia, coZz mohlo
pfispét  k normalizaci  kontrakéni  sily myokardu.  SrdecCni
sarkoplasmatické retikulum vytvafi spolu s mitochondriemi tzv.
mitochondrialni kalciovou mikrodoménu [Kohlhaas, 2013], uptake
kalcia timto komplexem vede ve finale k produkci ATP (adenosin

trifosfatu) [Mammucari, 2018].
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Pfiznivé hemodynamické zmény vlivem vagové stimulace nelze
pfiist pouze ucinku na myokard. U intervenovanych zvifat se
srovnatelnym srdeCnim preloadem byla patrna nizSi spotfeba
noradrenalinu a nizSi davka resuscitatniho roztoku k udrzeni
hemodynamického cile. Tento efekt je mozné vysvétlit pfiznivym
vlivem vagové stimulace na cévni motoriku a na bariérovu dysfunkci
cévni sténo spojenou se zvySenou propustnosti pfi sepsi. Presny
mechanismus vSak nebyl dosud popisovan a nelze jej ze studie
odvodit, nicméné by mohl spocCivat v zachovani bunécného

energetického metabolismu vlivem vagové stimulace.

Pozorovana snizena extrakce Kkysliku spolu s mitochondrialni
respiraCni dysfunkci v naSem modelu vede k uvaze, Ze poskozeni
respiracni funkce mitochondrii neni omezené pouze na srdecni tkan;
vzhledem k vysoké nabidce kysliku tkanim a snizené extrakci kysliku
tkanémi je pravdépodobné, Ze mitochondridlni respiracni dysfunkce
muaze byt i jednou z hlavnich pfi€in (multi)organové dysfunkce
[Arulkumaran, 2016].

Pfiznivy uCinek vagové stimulace na modulaci inflamatornich
mechanismu byl prokazan v fadé studii na malém zvifecim modelu.
Dosud nebyl jeji vliv testovan na klinicky relevantnim velkém
animalnim modelu sepse. Vagova stimulace neméla v nasi studii
prekvapivé zadny vliv na hladiny cirkulujicich plasmatickych cytokinu,
coz je v rozporu s vysledky jinych autord. Moznym vysvétlenim muze
byt existence vyznamnych mezidruhovych rozdili v mechanismu

cholinergniho-antiinflamatorniho reflexu. [Borovikova, 2000].

Prestoze jsme popsali fadu pfiznivych uc€inkd vagové stimulace na
projevy sepse, neni snadné ur€it primarni mechanismus ucinku.
Absence vlivu na hladinu cirkulujicich cytokin naznacuje moznost,
Ze se nejedna o pfimy protizanétlivy ucinek této 1é€ebné metody. Na
zménach variability srdecni frekvence béhem sepse Ize pozorovat
dominanci sympatiku; vlivem vagové stimulace dochazi k pfiklonu

sympato-vagalni rovnovahy k parasympatické slozce. Pfiznivy u€inek
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vagove stimulace v mnoha vySe popsanych pfipadech naznacuje, Ze
by jednim z mechanismid mohla byt obnovena sympato-vagalni

rovnovaha a oslabeni sympatické dominance b&éhem sepse.

VySe uvedené slibné vysledky vyznamné zvySuji moznost pfenosu
této metody do klinické praxe. Stimulace vagového nervu byla jiz
schvalena pro |éCbu refrakterni epilepsie a deprese a aplikace této
léCebné metody je relativné bezpecna, bez zasadnich vedlejSich
ucinkG [Bonaz, 2013; Yang, 2019]. Transkutanni elektroda ke
stimulaci pak predstavuje elegantni neinvazivni pfistup s minimalnim
rizikem. Klinickému vyuziti by mélo pfedchazet prohloubeni znalosti
fyziologickych a patofyziologickych mechanismu neuroinflamatorniho

reflexu v ramci sepse.

Limity studie: 1) Vagova stimulace byla zahajena 6 hodin po indukci
peritonitidy, kdy jeSté nedoSlo k plnému rozvoji sepse. Zbyva tedy
oveérit ucinek vagové stimulace u plné rozvinutého septického Soku.
2) Model nasi studie a nasledna in vitro analyza vyloucily moznost
nasledné analyzy mortality a preziti. Struktura budoucich
experimentd by meéla stouto moznosti pocitat. 3) Noradrenalin
podavany v rznych davkach druhotné béhem sepse muze ovlivnit
sympato-vagalni rovnovahu cestou komplexu zpétnych vazeb. Nelze
tedy vyloucit vliv rdznych davek noradrenalinu na vysledky a jejich
interpretaci. 4) Efekt vagové stimulace byl zkouman pouze po dobu
24 hodin od indukce peritonitidy. Zbyva objasnit vliv vagoveé
stimulace za podminek, které odpovidaji klinické situaci; dlouhodoba
aplikace vagové stimulace u plIné rozvinutého septického Soku. 5) U
naseho modelu nebyla aplikovana antibioticka terapie s cilem
dosahnout progresivni sepse. Tato skutecnost neodpovida obvyklé
klinické situaci. Vliv interakce vagové stimulace s antibiotickou

IéEbou na prabéh sepse vyzaduje blizSi prozkoumani.
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7. PRIDRUZENE PRACE

Prace navazujici na danou problematiku

Omezeni moznosti pro diagnostiku infekci krevniho frecisté
pomoci Sirokospektrych metod v disledku nedostupnosti slibné
metody kombinujici PCR a elektrospray ioniza¢ni spektrometrii
(V1)

Rychla detekce infekéniho agens je kliCovym ukonem v terapii
sepse. Metoda PCR/ESI-MS (polymerase chain reaction/
electrospray ionization-mass spectrometry, komercni platforma:
IRIDICA, Abbot, Molecular, Des Plaines, IL, USA) sparovala PCR
metodiku se spektrometrii s cilem zefektivnit detekci Kklinicky
relevantnich agens u infekci krevniho fecisté. 160 krevnich vzorku
proslo paralelné diagnostikou konve¢nimi metodami (16SrRNA PCR
a hemokultivaci) a metodou PCR/ESI-MS. Metoda PCR/ESI-MS je
schopna identifikovat 800 bakterialnich a mykotickych (Candida sp.)
agens. Celkem u 47 (29,4 %) vzorkd bylo zachyceno Kklinicky
relevantni agens metodou PCR/ESI-MS, které se nepodafilo
detekovat pomoci 16S rRNA PCR a/nebo hemokultivaci. Rychlost
detekce u PCR/ESI-MS byla vpriméru o 34 hodin rychlejsi.
Z pohledu klinika se jednalo o zasadni informace, které mély vliv na

prubéh lécby.

Tato technologie byla finanéné nerentabilni a byla vroce 2017
staZzena z obéhu. V soucasnosti je jedinym zbyvajicim molekularnim
genetickym testem s panbakterialnim spektrem Kk detekci infekci
krevniho fecisté 16S-PCR.
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8. ZAVER

Cilem dizertaCni prace bylo vyhodnotit terapeuticky potencial tfi
inovativnich intervenci, které nebyly dosud zkoumany na klinicky
relevantnim, velkém zvifecim modelu progresivni sepse. Dvé z nich
byly zaméfeny na casnou, pluripotentni modulaci deregulované
imumo-inflamatorni odpovédi hostitele, jedna na vyhodnoceni
pfinosu mimotélniho obéhu jako rescue lécby u farmakologicky
refrakternino vazoplegického septického Soku. Pravé mimotélni
membranova oxygenace, VA-ECMO, nema v soucasnosti
jednoznac¢na doporuceni pro refrakterni vazodilatacni obé&hové
selhani v sepsi. Na naSem modelu jsme prokazali, ze pouziti VA-
ECMO neni schopno stabilizaci hemodynamiky a zlep$enim tkanové
perfuze poskytnout ¢as do uplatnéni kauzalni IéCby pfed smrtelnym
vazoplegickym zhroucenim obéhu. Vysledky naSi studie tudiz
nepodporuji uziti VA-ECMO v indikaci refrakterniho vazodilacniho

Soku.

Pomoci etablovaného modelu progresivni peritonealni sepse jsme
byli v rozsahlém projektu schopni oveéfit ucinnost a bezpecnost
intravendzni aplikace mesenchymalnich bunék. Velmi slibné ucinky,
potvrzené mnoha studiemi na malém zvifecim modelu vSak nebyly
nasim experimentem v soucCasnosti podpofeny. Studie je tak
vyznamnym pfipomenutim zasadnich rizik, plynoucich z ukvapeného
zevSeobecnéni  vysledkl  z preklinickych  studii na malych
laboratornich zvifatech. Ukazuje na nepodkrocitelnou ulohu velkych

zvifecich modell v hierarchii medicinského vyzkumu.

Naopak nasSe vysledky ukazuji na velmi slibny pfinos vagové
stimulace na pribéh septického Soku. Za vice nez dvacet let
preklinickych experimentu jsme se v nasi laboratofi dosud nesetkali
s intervenci, ktera by na mnoha nezavislych urovnich byla schopna

prokazat signifikantni protektivni u€inek, manifestovany klinicky
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vyznamnym zmirnénim tize multiorganoveé

hemodynamickou a metabolicko-energetickou stabilizaci.

dysfunkce,
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