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Souhrn

Uspésna kardiopulmonalni resuscitace a obnoveni spontanni cirkulace po srde¢ni
zastave je zcela nezbytnym krokem k zachrané Zivota; povSechnéd ischemie béhem obchové
zastavy vSak vede k aktivaci celé fady procesii, které mohou zptisobit dalsi poskozeni. Jednim
z klicovych patogenetickych pochodl, odpovédnych za ischemicko-reperfuzniho poskozeni,
je oxidativni stres. Soucasnd evidence o mozné ucasti oxidativniho stresu v patogeneze
poresuscita¢niho syndromu je vSak zcela nedostate¢na.

V nasi praci jsme testovali nésledujici hypotézy: (i) ischemicko-reperfuzni poskozeni
pii srdecni zastavé je provazeno oxidativnim stresem a (ii) mirna 1écebnd hypotermie snizuje
oxidativni stres.

V experimentalni ¢asti na zvifecim modelu obéhové zastavy jsme posuzovali ucinky
hypotermie a normotermie na hemodynamické parametry, na zndmky organového poskozeni
a na ovlivnéni oxidativniho stresu. Dale jsme srovnavali U€¢inky hypotermie, ischemického
postconditioningu a podéani oxidu dusnatého pfi extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitaci.
Zjistili jsme, Ze mirna hypotermie pusobi protektivné na sledované parametry a snizuje
oxidativni stres jak ve srovndni s normotermii, tak alesponi v nékterych hodnotich i ve
srovnani s ischemickym postconditioningem a oxidem dusnatym.

V klinické ¢asti byl hodnocen oxidativni stres a produkce oxidu dusnatého u pacientti
po obéhové zastaveé na umelé plicni ventilaci, ktefi byli 1é¢eni endovaskularné fizenou mirnou
hypotermii. Hypotermie v této studii snizovala hladinu produktl oxidativniho stresu a tvorbu
oxidu dusnatého.

Nase prace potvrzuje hypotézy, Ze poresuscitatni syndrom je provazen oxidativnim

stresem a ze mirnd lécebnd hypotermie zmenSuje oxidativni stres po srde¢ni zastave.

Klic¢ova slova: ob&éhova zastava, poresuscitacni syndrom, mirna hypotermie, oxidativni stres
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Summary

Successfull cardiopulmonary resuscitation is an essential life-saving tool; nevertheless,
general ischemia during cardiac arrest may trigger different pathways that could turn even
into a fatal damage; this condition is called post-cardiac arrest syndrome. It has been
repeatedly shown that oxidative stress (OS) plays one of the key roles in the development of
ischemia-reperfusion injury. However, current evidence on the possible participation of OS in
the pathogenesis of post-cardiac arrest syndrome is insufficient.

We tested following hypotheses: (i) ischaemia-reperfusion injury after cardiac arrest is
accompanied by OS and (ii) mild therapeutical hypothermia decreases OS cardiac arrest.

In the experimental part of our work we studied the effects of hypothermia and
normothermia on hemodynamic parameters, markers of organ damage and on the OS burden
in porcine model of cardiac arrest. Furthermore, we compared the effects of hypothermia with
ischaemic postconditioning and nitric oxide administration in the porcine model of
extracorporeal cardiopulmonary resuscitation. We found protective effects of hypothermia on
all major endpoints including OS in comparison with normothermia; moreover, hypothermia
improved also selected variables compared to ischemic postconditioning and nitric oxide.

In the clinical part we evaluated OS burden and nitric oxide production in patients
after cardiac arrest treated by endovascular mild hypothermia. During hypothermia we
observed lower levels of OS metabolites and decreased nitric oxide production.

Our results revealed that post-cardiac arrest syndrome is accompanied by OS and that

mild therapeutic hypothemia decreases OS burden.

Keywords: Cardiac arrest, Post-cardiac arrest syndrom, Mild terapeutical hypotermia,

Oxidative stress.
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1. UVOD

K srde¢ni zastavé mimo nemocnici dochazi u 35-90 jedinci na 100 000 obyvatel za
rok, srdeni zastava v nemocnici nastane rocné v 1-5 z 1000 hospitalizaci (1, 2). Zcela
nezbytnym krokem k zichrané Zivota po srdecni zéastavé je uspéSnd kardiopulmondlni
resuscitace a obnoveni spontanni cirkulace. Vysoka umrtnost pacientd, ke které, bohuzel, po
obnoveni cirkulace dochazi, je zplisobena zvlastnim patofyziologickym procesem, ktery vede
k postizeni mnoha orgénd, tzv. ischemicko-reperfusnim poSkozenim (3). Tento stav byva
v klinické praxi oznaCovan jako ,,poresuscitaéni syndrom‘ nebo téZ jako ,,post-cardiac arrest
syndrome (PCAS)“. Patofyziologické pochody, podilejici se na PCAS, zahrnuji 4 klicové
komponenty: (i) poskozeni mozku, (ii) dysfunkci myokardu, (iii) systémovou ischemicko-
reperfusni reakci a (iv) persistujici zakladni onemocnéni (1). Zavaznost téchto stavli po
obnoveni cirkulace se u jednotlivych nemocnych li§i a z&visi na intensit¢ ischemického
bylo vyvinuto zna¢né Usili na zlepSeni vysledkti 1é¢by nemocnych po srdecni zastave, vétSina
testovanych terapeutickych intervenci vSak nebyla doprovazena zlepSenim vysledkd 1é¢by.
Jeden z mala postupti, u kterych bylo prokazano, ze zlepSuji prognézu pacientii po srdecni

zastavé, je mirna hypotermie (5).

1.1. Ischemicko-reperfuzni poskozeni

Jak jiz bylo uvedeno, obnoveni cirkulace je nejucinnéjsi a v soucasné dob¢ zékladni
piistup v 1écbé ischemickych stavli. Neni pochyb o tom, Ze UspeéSna reperfuze je v rukou
kardiologti ¢i kardiochirurgii Casto Zivot zachraiiujicim ndstrojem. Experimentalni i klinické
studie vSak prokdzaly, Ze obnoveni cirkulace mize prohloubit organové poskozeni, které

vznika v disledku ischémie. Tuto skute¢nost poprvé popsali Jennings a kol. jiz v roce 1960
10



(6). Koncepce reperfuzniho poskozeni pak byla vytvofena vroce 1983, kdy Rosenkranz a
Buckberg definovali tento fenomén jako “...ty metabolické, funkéni a strukturdlni disledky
obnoveni krevniho priitoku, kterym miZe byt zabranéno modifikaci podminek reperfuze (7).
Park a Lucchesi (1999) oznacili tento proces jako ,,odumieni bunék, pieziv§ich obdobi
ischemie, jako disledek vice d&ji iniciovanych reperfuzi®; to vedlo ke dnes vSeobecné
pfijimanému oznaceni tohoto fenoménu jako ,ischemicko-reperfuzni poskozeni (8).
Obnoveni pritoku totiz nepfindsi jenom kyslik a Ziviny, nutné pro preziti bunck, nybrz takeé
faktory, které mohou ischemické buniky déle poSkodit. Tento proces zahrnuje vznik arytmit,
uvolnéni enzymi, zdvazné hemorrhagie a konecné i bunéénou smrt. Rozsah reperfuzniho
poskozeni koreluje s dobou trvani ischémie. Potencionalné nebezpetné faktory mohou byt
rozdéleny do tii, Gzce souvisejicich skupin: (i) faktory, které jsou uzitecné ¢i dokonce
esencialni pro zdravé buiky, ale mohou poskodit buiiky alterované ischemii (re-energizace,
prudkd normalizace pH, prudkd normalizace osmolality); (ii) faktory, Skodlivé v ptrebytku
nebo pii defektu bunécnych obrannych systémt (volné radikdly, protedzy); (iii) faktory,
aktivované zménami vyvolanymi ischemii, a tedy pusobici selektivné v poskozené tkani
(zé&nétlivé  mechanizmy). Pfiznivé ovlivnéni ischemicko-reperfuzniho poskozeni je

rozhodujici pro dal$i osud pacienta (9).

1.2. Oxidativni stres

Vseobecné se soudi, Ze uvolnéni kyslikovych radikalt hraje jednu z hlavnich roli
v bunécném poskozeni behem reperfuze. Volné radikaly jsou generovéany z riznych zdroji:
vznikaji jako vedlejsi produkt obnoveného mitochondridlniho metabolismu, pfichazeji
s okyslicenou krvi a jsou rovnéz uvoliiovadny bunkami imunitniho systému (neutrofilni
granulocyty a buiikky monocyto-makrofagové fady). Je dulezité zdiraznit, Ze v dobé reperfuze

jsou obvykle bunécné antioxidacni obranné systémy poSkozeny piedchozi ischemii a takové
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buiiky jsou proto velmi citlivé k ptsobeni kyslikovych radikdlii (10). Volné radikaly jsou
zodpovédné za Gtlum fady bun&cnych funkei (11, 12).

Z volnych kyslikovych radikala jsou v organismu nejreaktivnéjsi hydroxylovy radikal
(OH*) s polotasem rozpadu 10” sekund, alkoxylovy radikal (RO¢) s polodasem rozpadu 10
sec., singletovy kyslik ('O2) s polo¢asem rozpadu 107 sec., peroxylovy (ROO«) radikal s
polocasem rozpadu 7 sec., superoxidovy radikédl (O<2-) a peroxid vodiku (H202). Z tady
reaktivnich dusikatych radikalt potom peroxynitrit (ONOO-), majici ptiblizné¢ 1000krat vyssi
aktivitu nez peroxid vodiku, s polocasem rozpadu 0,05-1,0 sec., a oxid dusnaty (NOe) s
polocasem rozpadu 10 sec. (13).

Volné radikaly pohotové reaguji s rliznymi biologickymi strukturami, jako jsou
mastné kyseliny a lipidy, aminokyseliny a proteiny, nukleové kyseliny (mono- a poly-
nukleotidy) a s celou fadou nizkomolekularnich metabolitl, koenzymt a jinych soucésti zivé
hmoty. Volné radikély ve vysSich koncentracich zptsobuji pfimé poskozeni DNA a zvysuji
mutagenicitu. Napf. oxid dusnaty (NO) se mize dale sloucit se superoxidovym radikalem a
vznikne peroxynitrit spolu s hydroxylovym radikdlem; ty zpiisobuji bunééné poskozeni
indukcei peroxidace lipidi v bunééné membrané a dale oxidativni poskozeni DNA a proteind.
Superoxid (02-) reaguje rychle s NO. Superoxid O, ~ (superoxidovy aniontovy radikal) neni
sam pfili§ reaktivni, ale podléhd dismutaci - jedna molekula zarovenn oxiduje i1 redukuje.
Produkty této reakce jsou molekularni kyslik a peroxid vodiku:

0, + 0, +2H — 0, + H,0;,

V biologickém prostiedi je tato reakce urychlovdna superoxid dismutdzou (SOD);
reakci s oxidem dusnatym dava vznik peroxinitritu:

NO + O, — OONO -

Peroxid vodiku vznikd dismutaci superoxidu nebo plsobenim néckterych enzymi

(xantinoxiddza, monoaminoxidéaza). Dalsi reakce peroxidu vodiku jsou celkem pomalé, ale v
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pritomnosti (tranzitnich) kovii jako Fe * nebo Cu®’ se peroxid pohotové redukuje (piijima
elektron) — coZ je podstatou tzv. Fentonovy reakce:

H,0,+Fe*” — OH +HO + Fe™*

Oxid dusnaty se pohotové vdze na hemové Zelezo enzymu guanylat cyklazy, ktery
stimuluje syntézu cGMP. Ta je odpovédna za relaxaci hladkého svalstva, vazodilataci. In vivo
se snadno slucuje s fenoly (tyrosin) nebo s thioly (cystein, albumin). Metabolity NO jsou
velmi reaktivni. Peroxynitrit ONOO™ je odpovédny za nitraci a hydroxylaci tyrosinu.

NO™+ NO — ONNO®

ONNO"+ NO — N,O +NOy’

ONNO +H " — N,O + OH "

NO + O, — ONOO" (peroxynitrit)

Tyrosin se diky peroxynitritu méni na nitrotyrosin. Analyza 3-nitrotyrozinu, NOe
oxidovaného derivatu tyrozinu, stejné¢ jako halogenovaného tyrozinu 3-chlorotyrozinu (Cl-
Tyr) a 3-bromotyrozinu (Br-Tyr) je mozZnd na podkladé¢ laboratorniho stanoveni
prostifednictvim monoklonalnich protilatek (14). 3-nitrotyrozin je plazmaticky nejrychleji se
objevujici marker oxidativniho stresu, mimo jiné u Alzheimerovy choroby, pfi sclerosis
multiplex a u pacientli s amyotrofickou laterdlni skler6zou (15). 3-nitrotyrozin je odbourdvan
nékolika cestami; nejvyznamnéj$i z nich je biotransformacni pfeména na 3-nitro-4-
hydroxyfenyloctovou kyselinu, kterd je jako hlavni metabolit 3-nitrotyrozinu vylucovana
moci.

Antioxidacni obrana organizmu je zprostfedkovavdna endogennimi antioxida¢nimi
systtmy a exogenné¢ dodavanymi antioxidanty. Endogenni antioxidacni systém tvofi
enzymatické a neenzymatické mechanismy. Mezi enzymatické mechanismy fadime
cytochrom C, kataldzu, glutathion peroxiddzu, SOD a ceruloplazmin. Rozezndvame nékolik

typtt SOD, které se 1iSi kofaktorem, kterym je vzdy atom kovu, hrajici roli v katalytickém
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ucinku tohoto enzymu. SOD je obsazena v cytoplasmé, stejné jako na povrchu endotelu ve
vazbé s médi nebo se zinkem (CuSOD, ZnSOD); v mitochondriich je ve vazbé s manganem
(MnSOD) (16). Mezi neenzymatické antioxidanty potom ftadime napf. glutathion,
sulthydrilové skupiny, thioredoxin, vitamin A, provitamin A, vitamin C, vitamin E a vitamin
K, koenzym Q10, bilirubin ¢i flavonoidy (17). Mezi antioxidanty patii i stopové prvky (selen,
podporujici absorpci antioxidacné pusobiciho vitaminu E; zinek, stabilizujici membrany
bunék; méd’ - ve zvySeném mnozstvi naopak oxidativni stres vyvolava (18).

Uloha volnych kyslikovych a dusikovych radikalti viak neni jenom negativni. Rada
studii prokédzala, Ze jsou esencidlni soucasti signalnich drah, které rozhoduji o tadé
pozitivnich d&ji napft. v kardioprotekci (19). Jejich finalni piisobeni z&visi na rovnovaze mezi

tvorbou a degradaci.

1.3. Patogenetické mechanizmy reperfuzniho poskozeni mozku

Poskozeni mozku patii k obvyklym projeviim poresuscitacniho poSkozeni. Velka
zranitelnost mozku je dana jeho nizkou hypoxickou toleranci a zvlastni odpovédi na reperfuzi.
Mechanismus poskozeni mozku, vyvolany PCAS, je komplexni a zahrnuje zvySenou
drazdivost, poruseny metabolismus vapniku, tvorbu kyslikovych radikald, stimulaci proteaz a
aktivaci signdlnich drah, zpasobujicich bunécnou smrt (obr. 1). Mnoho z téchto drah je
aktivnich jest¢ po dobu hodin az dnii po obnoveni cirkulace. Histologicky se postupné
objevuji populace poSkozenych neuronii v hipokampu, kife, mozecku, corpus striatum a
thalamu. Patrné jsou oba typy bunééné smrti, nekroza i apoptoza; jejich vzéjemny podil vSak
dosud objasnén nebyl (20). Relativné pozvolny vznik poSkozeni dava dostatecny prostor pro
terapeuticky zasah. Uzavér malych mozkovych tepen vede k tzv. ,,no-reflow* fenoménu, na
némz se mimo jiné podili intravaskuldrni trombodza, vznikld v pribéhu srde¢ni zastavy.

Navzdory selhdni mikrocirkulace je makroskopicky patrna hyperémie, zpiisobend vzestupem
14



perfuzniho tlaku a poruSenou autoregulaci (21). Hyperemicka reperfuze zvySuje nebezpeci
mozkového edému; pfili§ mnoho kysliku v €asnych fazich reperfuze miZze navic vést
k exacerbaci poskozeni neuronli nové vznikajicimi kyslikovymi radikaly (22). V delSim
casovém odstupu (hodiny az dny) se na nedostatecné dodavce kysliku do mozku a tim i na
zhorSeni poSkozeni mohou podilet dalsi faktory, jako hypotenze, hypoxemie, poruchy

vaskularni autoregulace a mozkovy edém (23).

@ Na K Ca Na Ca Na H Na HCO3

t tiH¥t 31l

AT(;:sw Na/Ca NalHH\IaIHCO?.

td ot i

. ; Na K Ca Na CaNa H Na HCO3
Aktivace proteaz

MMP T
Kaspazy T

I NMDA

Endonukleazy T

JADRO
Fragmentace DNA

Obrazek 1. Bunééné poskozeni. NMDA — N-methyl-D-aspartat receptor pro glutamat, MMP

— matrixova metaloproteinaza, ROS - reaktivni formy kysliku.

1.4. Reperfuzni po§kozeni srdce
Bezprosttedné po obnoveni cirkulace jsou hodnoty srde¢ni frekvence a tlaku krevniho
velmi kolisavé. ZvySeni obou parametri mize byt vyvolano pfechodnym lokalnim 1

celkovym vzestupem hladiny katecholamint. V pokusech na zviratech klesa ejekcni frakce
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z 55% na 20% a end-diastolicky tlak v levé komofte stoupa z 8 na 20 mm Hg do 30 min po
obnoveni cirkulace. V pocate¢nich stadiich reperfuze neni porucha funkce doprovédzena
poklesem korondrniho priitoku, coZ svéd¢i pro rozvoj stunningu a ne pro vznik ischemie ¢i
dokonce infarktu. Globalni porucha srde¢ni funkce je pfechodna a muize byt zcela reversibilni.
Hodnoty srde¢niho indexu se vyznamné upravi do 24 hodin, k normé se vraceji do 72 hodin.
Experimentalni data naznacuji, Ze reperfuzni poruchy srde¢ni funkce reaguji citlivé na
podavani inotropnich latek (napf. dobutaminu), které dramaticky snizuji systolickou i
diastolickou dysfunkci (24).

Stunning myokardu je definovan jako pfechodna kontraktilni dysfunkce viabilniho
myokardu, kterd vznikd v diislednu akutni transientni ischemie. Omraceny myokard obnovi
svoji funkci ve 2/3 do 3 mésicii a jen u 10% az po 14 mésicich od revaskularizace. Hibernace
pfedstavuje odezvu myokardu na protrahovanou ischemii pii kritickém sniZeni koronarniho
pritoku v dané oblasti. Dochazi tim k prolongované kontraktilni dysfunkeci, kterd mize byt
spojend se snizenim srde¢niho vydeje a srde¢nim selhdnim. K obnoveni kontraktilni funkce
hibernovaného myokardu dochazi v 1/3 do 3 mésicii od revaskularizace a v 1/3 aZ po vice
nezli 14 mésici (25). Hibernace myokardu je nejen disledek kyslikového a nutricniho
deficitu, ale 1 adaptivni reakce myokardu na zachovani viability v podminkach redukovaného
koronarniho pratoku.Viabilita je tedy z tohoto pohledu chyrakterizovana jako stav umoziujici
podporu zékladnich celularnich funkci, ale jiz nedostacujici k pokryti energeticky narocné

mechanické kontraktilni funkce.

1.5. Systémova odpovéd’ na ischemicko-reperfuzni poskozeni
Srde¢ni zéstava predstavuje tézky Sokovy stav, kdy je pferuSena dodavka kysliku i
substratl a metabolity nejsou odplavovany. Kardiopulmondlni resuscitace tento proces

upravuje jen c¢astecné; v jejim pribéhu dochdzi ke kompensatornimu zvySeni extrakce
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kysliku, coZ zase vede ke sniZeni saturace krve. Hypoxie miZe pfetrvavat i vzhledem
k porusené funkci srde¢niho svalu, tlakové nestabilité a selhdni mikrocirkulace. Prohlubujici
se hypoxie vede k aktivaci endotelu a zanétlivé reakci (26). Celotélova reperfuze vede ke
generalizované aktivaci imunologickych a koagula¢nich drah, coz zvySuje riziko
multiorgdnového selhani a infekce. JiZ 3 hodiny po srde¢ni zéstavé stoupd koncentrace
riznych cytokinll, rozpustnych receptorti a endotoxinu. ZvySuji se solubilni mezibunécné
adhesivni molekuly, solubilni cévni adhesivni molekuly a P- a E- selektiny, coz svédci pro
aktivaci leukocyti a poskozeni endotelu (27). Aktivace koagulacnich faktorii bez
odpovidajici stimulace endogenni fibrinolyzy je dilezitym patogenetickym mechanizmem,
ktery podporuje selhdni mikrocirkulace. Hladiny antikoagulacnich faktorii jako jsou
antitrombin, protein S a protein C klesaji, coz vede k pfechodné endogenni aktivaci proteinu
C (28). Ischemicko-reperfuzni poskozeni dale postihuje funkci nadledvin, vede k poklesu
intravaskuldrniho objemu, poSkozuje regulaci cévniho tonu, dodavku a utilizaci kysliku a
zvySuje vnimavost k infekci. Vysledky experimentélniho i klinického vyzkumu naznacuji, Ze

rozvoj uvedenych zmén muize byt omezen v€éasnou intervenci.

1.6. Persistujici zakladni onemocnéni

Patofyziologie PCAS je obycejné komplikovana persistujicim akutnim stavem, ktery
zpusobil nebo alespont pfispél k srdecni zastaveé; do této skupiny patii predev§im akutni
koronarni syndrom, plicni onemocnéni, krvaceni a sepse. Velmi casto je mozZno
diagnostikovat akutni korondrni syndrom (akutni infarkt myokardu, nestabilni angina
pectoris); akutni infarkt byl diagnostikovan ve vice nez 50% ptipadi srdecni zéstavy (1).
Jinou tromboembolickou komplikaci, se kterou je nutno u srde¢ni zastavy pocitat, je plicni
embolie; vyskytuje se az u 10% piipad srde¢ni zéstavy (1). Srdecni zdstava po masivnim

krvaceni je popisovana piedev§im u urazli. Vzhledem k dalS$im komplikacim, jako je
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mnohocetné trauma s poranénim hlavy, je nutno vtomto piipadé postupovat jako u
samostatného klinického syndromu. Primérni plicni onemocnéni, jako napf. chronicka
obstruktivni plicni choroba, astma ¢i pneumonie mohou vést k respiracnimu selhani a srde¢ni
zastave. Je-1i srde¢ni zastava zpisobena respiratnim selhanim, byva po obnoveni cirkulace
plicni funkce zhorSena. Redistribuce krve v plicnim feciSti mize vést k plicnimu edému nebo
alespon zvysit alveolo-arterialni kyslikovy gradient. Sepse je dal§i moznou pfic¢inou srdecni
zastavy, akutniho respiracniho distress syndromu a multiorgdnového selhani. Nékteré ptic¢iny
srdecni zastavy, jako napt. pfedavkovani léky a intoxikace, vyZaduji specificky pfistup; ten

musi byt koordinovan se specifickou podporou kardiovaskularniho a nervového systému (1).

1.7. Hypotermie a ischemicko-reperfuzni posSkozeni

V poslednich letech bylo vynaloZeno zna¢né Usili na vyzkum ischemicko-reperfuzniho
poskozeni a moZnosti jeho ovlivnéni. Je vSak tfeba konstatovat, zZe vétSina postupti, které
se v experimentalnim uspofadani zdaly slibné, v klinice zcela selhala. Sem patii napf.
antoxidanty a scavangery volnych radikall, inhibitory Na-Ca vyméniku nebo protilatky proti
neutrofilim a slozkdm komplementu (29). Jednim z moznych vysvétleni neuspéchu téchto
intervenci je, ze ovliviluji vzdy pouze jeden nebo uzké spektrum patogenetickych
mechanizmil.

Z nezdafenych pokusti o ovlivnéni ischemicko-reperfuzniho poskozeni se vymyka
jeden postup, ktery byl UspéSny nejen v experimentu, ale i v klinickych studiich - mirna
systémova hypotermie (30). Dvé randomizované klinické studie a jejich metaanalyza ukézaly,
ze mirna hypotermie vede ke zlepSeni vysledkd u pacientt, kteti zlstavali v bezvédomi po
resuscitaci pro srdecni zastavu (31). Zda se, Ze Uspéch hypotermie v ovlivnéni ischemicko-
reperfuzniho poSkozeni spociva v jejim pfiznivém plsobeni na fadu paralelné probihajicich

procesti.
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1.7.1. Hypotermie a metabolizmus

Hypotermie snizuje bunéfny metabolizmus, zmenSuje spotifebu energie a zvysuje
postischemickou utilizaci glukozy (32). Pokles teploty o 1° C sniZuje rovent metabolizmu
vmozku o 5 — 7% (33). Hypotermie redukuje pfestup iontd véapniku z extraceluldrniho

prostoru do nitra buiiky a zlepSuje homeostazu drasliku (34).

1.7.2. Hypotermie a pritok krve mozkem

Za normalnich okolnosti je pritok krve mozkem piiblizné¢ 50mL/100g/min.;
s poklesem télesné teploty se tato hodnota snizuje. Podle experimentdlni studie Moriho a kol.
klesa pratok mozkem z 48mL/100g/min pti normotermii na 21mL/100g/min pfi teploté 33° C
a 11mL/100g/min pfti ochlazeni na 29° C (35). Béhem ischemie a reperfuze je vak vztah mezi
télesnou teplotou a pritokem krve mozkem komplikovany: po obnoveni krevniho obé&hu
dochazi zpravidla k pfechodnému vzestupu pratoku, hyperemii; poté se pritok mozkem
postupné snizuje. Zda se, Ze hypotermie zabraniuje pfechodné hyperemii a naopak pomaha

udrzet prutok v dal§im obdobi (34).

1.7.3. Hypotermie a neurotransmitery

Neurotransmitery se béhem ischemie zacinaji ve zvySené mife vyplavovat zhruba za
10-20 min, jejich hladina dosahuje vrcholu za 60 min a k normdlnim hodnotam se vraci po
cca 90—-120 min. (36). Mirnad hypotermie snizuje uvolilovani mediatord, pii teploté 30-33 °C
je zcela inhibovano vyplavovani glutamatu (37). SniZeni hladiny glutamatu je spojeno
s poklesem intracelularni koncentrace véapniku, se zmenSenim spotieby ATP a piedstavuje

pravdépodobné jeden z klicovych neuroprotektivnich ucinkd hypotermie (34).

19



1.7.4. Hypotermie a zdnét

tkani a inhibuje aktivaci mikroglii. Hypotermie také snizuje expresi ICAM-1 a ovlivilyje tim
interakce mezi leukocyty a endotelem, sniZzuje produkci riznych protizanétlivych mediatort,
jako je oxid dusnaty nebo interleukin 6, na ¢emz se ziejmé& podili inhibice transkripce

nukledrniho faktoru kappa B (NFkB). Protizanétlivé Uc¢inky hypotermie se projevuji i u

bunék, které jsou sice ischemii poskozeny, ale pfezivaji (38).

1.7.5. Hypotermie a hematoencefalicka bariéra, cévni permeabilita

Hypotermie omezuje vznik disrupci hematoencefalické bariéry a snizuje cévni
permeabilitu po ischemicko-reperfuznim poskozeni, ¢imz zmenSuje riziko vzniku edému (39).
Bylo déle zjisténo, Ze hypotermie snizuje tvorbu matrixovych metaloproteindz, které se
pravdépodobné vyznamné podileji na poSkozeni hematoencefalické bariéry béhem ischemie a

reperfuze (40).

1.7.6. Hypotermie a oxidativni stres

Hypotermie inhibuje tvorbu volnych radikall, snizuje peroxidaci lipidi a ochranuje
jadernou DNA pied piimym poSkozenim reaktivnimi formami kysliku a fragmentaci (41).
Antioxidac¢ni uc¢inek hypotermie byl prokazdn u laboratornich potkanli pfi studiu vlivu
mozkové ischemie na tvorbu volnych hydroxylovych radikalf, tvoficich 2,3- a 2,5-
dihydroxybenzoové kyseliny (DHBA). Model mozkové ischemie byl vytvoien okluzi obou
krkavic v kombinaci se systémovou hypotenzi S0mmHg. Pfi normotermni ischemii doslo
k 50% redukci hodnoty DHBA ve srovnani s bazdlnim stavem a pii reperfuzi doslo k jejich
vyznamnému zvySeni, po hypotermické ischemii se hladina DHBA nezvysila (40). DalSim

diikazem antioxida¢niho plisobeni hypotermie byla prace, kterd prokazala zmenSeni velikosti
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infarktového loziska pii cévni mozkové piithod€ u potkanii (42). U pokusnych pst byl popsan
vliv hypotermie i na sniZeni peroxidace lipidii v mozkové tkani po ob&hové zastave (43).
Bylo navic prokazéano, ze hypotermie stimuluje produkci anti-apoptotického proteinu Bcl-2,

inhibuje uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspéz (34).

Z analyzy dostupné literatury vyplyvd, Ze na vzniku ischemicko-reperfuzniho
poskozeni se podileji kyslikové radikaly, vznikajici na zacatku reperfuze. Experimentalni i
klinické studie naznacuji, Ze hypotermie brani rozvoji ischemicko-reperfuzniho poskozeni.
Dosud nezodpovézena zlstava otazka ulohy oxida¢niho stresu pii ischemicko-reperfuznim
poskozeni, vznikajicim po srdecni zastavé a moznost protektivniho ovlivnéni plisobenim

mirné hypotermie.
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2. HYPOTEZY

Testovali jsme nasledujici hypotézy:

1. Ischemicko-reperfuzni poSkozeni pifi srdecni zastav€é je provazeno oxidativnim

stresem.

2. Mirna 1é¢ebna hypotermie po srdecni zastave snizuje oxidativni stres.
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3. CILE PRACE

3.1. Experimentalni ¢ast

Na experimentdlnim modelu (prase, Sus scrofa domestica) byly posuzovany
protektivni G¢inky hypotermie (33° C). Hodnoceny byly hemodynamické parametry (krevni
tlak, mozkova oxymetrie), hodnoty kreatinfosfokinazy, troponinu I, myoglobinu,
neuronspecifické enoldzy, reaktivnich metaboliti kysliku a biologického antioxidacniho

potencialu.

3.2. Klinicka ¢ast

U nemocnych po obéhové zastavé mimo nemocnici byl hodnocen oxidativni stres a
produkce NO. Nemocnym na umélé plicni ventilaci v hluboké analgosedaci byla v souladu
s doporuéenymi postupy nastolena fizena hypotermie (33° C) pomoci endovaskularniho
chladiciho katetru Thermogard XP (Alsius, USA). Hypotermie byla udrzovana po dobu 24
hod., poté probéhl fizeny ohtev o 0,15 °C/hod na cilovou teplotu 36,8 °C. Hodnoceny byly

hladiny nitrotyrosinu a nitratl/nitriti v pravidelnych ¢asovych intervalech.
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4. EXPERIMENTALNI CAST DISERTACNI PRACE

4.1. Srovnani vliva mirné hypotermie a Fizené normotermie na udrZeni krevniho tlaku,
mozkovou oxymetrii, prevenci organového postiZeni a oxidativni stres po srde¢ni zastavé

na prase¢im modelu

4.1.1. Uvod

Mirna terapeuticka hypotermie byla zavedena do péfe o nemocé po obchové zastave
po zvefejnéni vysledkd dvou klinickych stidii, které ukazuji jeji vyhody ve srovnani se
standardni terapii (5, 63). Hypotermie byla zavedena do doporucenych postupt pro nemocné
po obéhové zastavé jak AHA (American Heart Association) (44) tak ERC (European
Resuscitation Council) (45). Zavedend hypotermie do klinické praxe byla také podpotena
metaanalyzami téchto klinickych studii (46, 47). Recentné nékteti autofi prezentovali kriticky
pohled na dosavadni evidenci protektivni role hypotermie v poresuscitaénim syndromu (49,
50). Analyzou dostupnych randomizovanych dat poukazovali na to, ze dikazy protektivniho
vlivu hypotermie jsou nekonzistentni. Jejich kritika byla zaloZzena na malém poctu
publikovanych studii, nizké kvalité¢ dat a nezanedbatelnému riziku systémovych a ndhodnych
chyb. Navic v publikovanych studiich byla hypotermie srovndvana se standardni péci bez
specifického ovlivnéni télesné teploty, mnohdy se spontdanné vzniklou febrilii. Nepiiznivé
ucinky febrilie a hypertemie byly navic opakované popsany u Siroké populace kriticky
nemocnych (48) nebo u nemocnych, ktetfi ptezili obéhovou zastavu (51, 52). Relativni
nedostatek evidence prospéSnosti mirné terapeutické hypotermie vedl k iniciaci velké
multicentrické randomizované studie, kterd srovnavala hypotermii s kontrolovanou
normotermii u nemocnych po obéhové zastav€ - studie TTM (Target Temperature

Management) (54). V soucasné dobé je jen velmi malo védeckych praci, které srovnavaji
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mirnou terapeutickou hypotermii s normotermii jak v klinickéch studiich (11) ¢i na zvifecim
modelu (12). Proto cilem této prace bylo porovnat ucinky mirné terapeutické hypotermie a
kontrolované normotermie na zvifecim modelu. Na prase¢im modelu obéhové zastavy jsme
krevniho tlaku, mozkového okysliCeni, resuscitability, prevenci poskozeni organi a

v potlaceni oxidativniho stresu.

4.1.2. Metody
4.1.2.1. Experimentdlni model

Do naSi studie jsme zafadili 8 prasec¢ich samic (Sus scrofa domestica), télesné
hmotnosti 45kg, stari 4-5 mésict. Zvifata byla ndhodné rozdélena do skupiny hypotermie
(HT) a normotermie (NT), v kazdé¢ skupiné byla 4 zvitata.

Celkova anestezie byla vyvoldna poddnim azaperonu (2 mg/kg) a ketaminu (15-20
mg/kg) intramuskularné. Nasledné jsme provedli orotracheélni intubaci a byla zahajena uméla
plicni ventilace. K udrzeni anestezie byla pouzita kontinualni infuze propofolu (8-10
mg/kg/hod.) a morfinu (0.1-0.2 mg/kg/hod.). Davky byly upravovany na podkladé
fyziologickych parametri, kornedlniho a papilarniho reflexu, lakrimace a spontannich
pohybti.

Jako cévni vstupy byly s pomoci Seldingerovské perkutanni punkéni techniky pouzity
femoralni cévy (tepna a zila) a dale jugularni Zila. Po tvodu do anestezie byla rychle podéna
infuze fyziologického roztoku (1000ml), ktery byl dale aplikovan v kontinuélni infuzi (200-
500ml/hod.) scilem udrzeni tlaku v pravé sini v rozmezi 3-7 mmHg. Podéni bolusu
nefrakciovaného heparinu (100 j/kg iv.) a poté kontinudlni infuze 50 j/kg/hod. vedlo
k docileni ACT (activated clotting time) mezi 180-250s. Hodnoty byly monitorovany kazdou

hodinu systémem Hemochron (Hemochron Junior+ Microcoagulation System, ITC, USA).
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K ventilaci jsme pouzili pfistroj Hamilton G5 (Hamilton Medical AG, Svycarsko) v
modu Intellivent — ASV (Adaptive Support Ventilation). Ventilator byl nastaven k udrzovani
hodnoty periferni saturace O, (mezi 95-99%) a udrZeni hodnoty CO, ve vydechovaném
vzduchu (38-42 mmHg). Béhem faze srde¢ni zastavy zvifata nebyla ventilovana. Béhem

reperfuze, po ukonceni srde¢ni zastavy byla zvifata ventilovana s frakci kysliku 21%.

4.1.2.2. Monitorovani vitalnich funkci

Arteridlni tlak byl méfen invazivné (Truwave Edwards Lifesciences LLC, USA)
pomoci pigtail katetru, umisténého v oblouku aorty. Swan-Ganzlv katetr byl zaveden pies
femoralni zilu do plicnicové tepny. Kontinudlné bylo u vSech zvifat monitorovano EKG,
invazivné tlaky v oblouku aorty a v jugularni Zile, pulzni oxymetrie, kapnometrie, teplota
télesného jadra (plicni tepna) a invazivné saturace kysliku v plicnicové tepné (Monitor Life
Scope TR, Nihon Kohden, Japonsko; Vigilance II, Edwards Lifesciences, USA). Saturace
hemoglobinu v kapildrni krvi mozkové kiry byla méfena na principu NIRS (near-infrared

spectroscopy), ptistrojem INVOS (Somanetics, USA).

4.1.2.3. Extrakorpordalni membrdanova oxygenace (ECMO)

Systétm ECMO byl sloZzen z centrifugalni pumpy Levitronix Centrimag (Thoratec,
USA) a oxygenatoru (Maquet Cardiopulmonary AG, Germany) (obr. 2, 3); pouzili jsme
smeSova¢ plyntt Sechrist (Sechrist, USA) (obr. 4). Vlastni kanyly (Maquet, Némecko)
systtmu pro mimotélni ob&éh jsme zavedli perkutann€ Seldingerovskou technikou po
dilatacich ve veno-arterialni konfiguraci cestou femoralnich cév. Zilni nasévaci kanyla (21 Fr)
byla zavedena ptes femoralni zilu a dolni dutou Zilu az do pravé siné (spravna pozice byla
dokumentovéna fluoroskopicky). Arteridlni kanyla (15 Fr) byla zavedena cestou femoralni

tepny. Teplotu télesného jadra jsme regulovali pomoci tepelného vyméniku, pfipojeného na
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oxygenator (obr. 5). Krevni plyny z oxygenatoru byly kontinualn& monitorovany (CDI™
Blood Parameter Monitoring systém 500, Terumo, USA). Béhem faze nelécené srdecni
zastavy jsme rychlost krevni pumpy nastavili na 0.5 I/min a pritok plyn v oxygenatoru byl
zastaven. Behem reperfuze po ukonceni srde¢ni zastavy byla krevni pumpa nastavena na 4.5
l/min a priitok plynt byl nastaven a upravovéan s cilem udrzet cilovou hodnotu pO;, 10-15 kPa

a pCO, 4.0-6.5 kPa.

‘ Oxygenator

Krevni pumpa

Obrazek 2. Periferni veno-arterialni ECMO - schéma zapojeni. Nasavani neokyslicené krve
z oblasti pravé siné (PS) cestou femoralni zily (VF). Pfes krevni pumpu a oxygenator navrat
okyslicené krve cestou femoralni tepny (AF). UPV — umela plicni ventilace, PS — prava sin,

VF — femoralni zila, AF — femoralni tepna.
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Obrazek 5. Teplotni vyménik.
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4.1.2.4. Protokol experimentu

Po zavedeni vSech katetrii a spusténi ECMO byla zvifata stabilizovana po dobu 10
min. Nasledné jsme navodili obéhovou zastavu - fibrilaci komor - pomoci vysokofrekvenéni
stimulace z diagnostického katetru (Response, St. Jude medical, USA), ktery byl zaveden do
hrotu pravé komory jugularnim pfistupem. Ob&hovou zastavu jsme udrzovali po dobu 20 min,
nez doslo k obnoveni obéhu zvySenim pritoku ECMO na 4.5 /min. Po 60 min reperfuze
nasledovaly aZ tfi pokusy o defibrilaci (300-360-360 J) a zvifata byla sledovana po dobu
dalsich 30 min. Zvifata byla randomizovdna do dvou skupin hypotermie (HT) nebo
normotermie (NT); teplota jadra byla ve skupiné HT udrZovéna na trovni 33°C a ve skupiné

NT na 36.8°C (obr. 6).

-
zastava

4.5L/min

Cas (min) -20
Normotermie

Hypotermie

Obrazek 6. Schéma experimentalniho protokolu.

Noradrenalin mohl byt podan, pokud doslo ke sniZeni stfedniho arteridlniho tlaku pod

hodnotu 60 mmHg, trvajici alesponi po dobu 10 min od obnoveni obéhu. Pocatecni davka byla
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0.2 pg/kg/min a mohla byt zvySena na dvojnasobek nebo sniZena na polovinu v ¢ase 15 min,
20 min a nasledné kazdych 10 min od obnoveni ob&hu; zvySeni davky bylo povoleno pfi
hodnotéach stfedniho arteridlniho tlaku pod 60 mmHg (maximélni davka 1.6 pg/kg/min) a

snizeni davky pfi vzestupu tlaku nad tuto hodnotu.

4.1.2.5. Laboratorni testy

Vzorky krve byly odebirany po 90 min reperfuze a okamzit€ centrifugovany. Sérum se
uchovavalo zchlazené pii teploté -70°C aZ do doby méfeni troponinu I (Tnl), myoglobinu
(MGB), kreatinkindzy (CK), alanin-aminotransferazy (ALT), neuron-specifické enolazy
(NSE) a cystatinu C (CysC). Pted obéhovou zéastavou byly stanovovany hladiny reaktivnich
metabolithh kysliku (ROM) a biologicky antioxygenaéni potencidl (BAP). Tato méfeni byla
opakovana 1 min po obnové cirkulace a dale po 30, 60 a 90 min od reperfuze. ROM a BAP
test byl bezprostfedné zpracovan a vyhodnocen.

Hladiny Tnl a MGB se mé&fily chemiluminiscenéni imunoanalyzou (Access
Immunoassay System, Beckman Cloulter Inc, USA); hladiny CK a ALT se métily metodou
podle Interacional Fedaration of Clinical Chemistry za pouziti Synchron System (Beckman
Coulter, USA); hladiny NSE se hodnotily imunoradiometrickou analyzou (Backman Coulter
Inc, USA); CysC se méfil imunoturbidimetrickou metodou (Gentian AS, Norsko). ROM a

BAP test byl hodnocen pomoci Fras 4 Evolvo free radical analytical system (H&D srl, Italie).

4.1.2.6. Statistickad analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako medidn (minimum; maximum). K porovndni rozdili
krevniho tlaku, davky noradrenalinu, hodnot mozkové oxymetrie, ROM, BAP a hladin vSech
ostatnich laboratornich parametri mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Mann-Whitneytv

test. K porovnani rozdili resucitability byl pouZzit Fishertiv test. Za statisticky vyznamné
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rozdily jsou povazZovany hodnoty P<0.05. Ke zpracovani statistickych analyz byl pouzit

program GraphPad Prism verze 5.0 (GraphPad, USA).

4.1.3. Vysledky
4.1.3.1. Krevni tlak, mozkova oxymetrie, resuscitabilita

Vstupni hodnoty krevniho tlaku a mozkové oxymetrie se neliSily a sledované
parametry byly srovnatelné také po dobu prvnich 60 min reperfuze (obr. 7). V 70., 80. a 90.
min byly stfedni arterialni tlak a hodnota mozkové saturace vyznamné vyssi a zaroven davky
noradrenalinu niz$i ve skupiné HT (P<0.05; obr. 7). Defibrilace byla uspésna u vSech zvirat

ve skupin€ HT, ale pouze u jednoho ve skupin€ NT (P>0.05).

4.1.3.2. Ukazatetelée organového poSkozeni

Laboratorni parametry byly analyzovany ze vzorkli krve, ziskanych v 90. min
reperfuze. Hodnoty ALT, CK, MGB a Tnl byly vyznamné¢ niz$i ve skupiné¢ HT ve srovnani
s NT skupinou (ALT: 0.36 (0.30; 0.55) vs. 0.79 (0.65; 1.27) pkat/L, P<0.05; CK: 34.2 (26.0;
50.29) vs. 86.0 (81.6; 117.8) pkat/L, P<0.05; MGB: 379.8 (225.3; 566.0) vs. 2423.0 (1995.0;
3442.0) ng/L, P<0.05; Tnl: 4.8 (4.0; 12.2) vs. 35.0 (29.8; 42.2) ng/L, P<0.05) (obr. 8).
Hladiny CysC a NSE se vyznamné neliSily (Cys C: 0.01 (0.01; 0.04) vs. 0.02 (0.01; 0.09)

ng/L, P=0.62; NSE: 0.77 (0.03; 1.53) vs. 1.52 (1.29; 1.88) ng/L, P=0.31) (obr. 8).
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Obrazek 7. Hodnoty cerebralni oxymetrie, sttedniho arteridlniho tlaku a davky noradrenalinu,

vyjadiené jako median (min; max). NT - normotermie; HT - hypotermie.
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Obrazek 8. Hladiny biochemickych parametrii organového postizeni. Hodnoty vyjadiené
jako median (min; max). NT - normotermie; HT - hypotermie; ALT - alanin-

aminotransferaza, CK - kreatinkindaza, NSE - neuron-specifickad enoldza.

4.1.3.3. Oxidativni stres

Hodnoty ROM testu odebrané pied a bezprostiedn€ po obchové zéastavé byly
srovnatelné ve skupiné¢ HT a NT, ale ve 30., 60. a 90. min reperfuze byly ve skupiné HT
vyznamné niz§i (obr. 9). Hladiny BAP byly srovnatelné ve skupiné HT a NT ve vSech

méfenich.
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Obrazek 9. Hladiny parametrti oxidativniho stresu. Hodnoty vyjadiené jako median (min;

max). NT - normotermie; HT - hypotermie.

4.1.4. Diskuse

Hlavnim originalnim vysledkem této studie je zjiSténi, ze mirnad terapeutickd HT
(33°C) je ve srovnani s kontrolovanou NT (36.8°C) vyznamn¢ U¢innéjsi v udrzeni hodnoty
krevniho tlaku, mozkové oxygenace, v protekci orgdnového postizeni a v potlaceni
oxidativniho stresu po ob&éhové zastave.

Udaje o piiznivém u¢inku mirné terapeutické hypotermie v 16¢b& nemocnych po
obchové zéstavé jsou zatim stale nedostatecné (49, 50). V kontrolnich skupinach klinickych
studii, které testovaly uc¢innost hypotermie, ¢asto dochazelo ke spontdnni hypertermii, které se
povazuje za prokazany vyznamny rizikovy faktor (51, 52). K dne$nimu dni bylo publikovéano
jen n€kolik malo praci, které srovnavaly mirnou terapeutickou hypotermii s kontrolovanou
normotermii po srdeni zastavé. Jia a kol. (12) na modelu resuscitované zéastavy u
aktivity na EEG a mens$i neurologicky deficit u potkanii, léCenych mirnou terapeutickou

hypotermii ve srovnani s normotermii ¢i hypertermii. Horburger a kol. (11) v retrospektivnim
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pozorovani popsali, Ze terapeutickd hypotermie je spojena s vyznamnym zlepSenim
neurologického vysledku a slepSim 180 dennim pfezitim ve srovnani se spontdnni
normotermii u pacientll po obéhové zéstavé mimo nemocnici.

Tyto préce jsou v souladu s vysledky nasi studie. Zjistili jsme, ze zvifata v HT m¢la
vys$$i hodnoty krevniho tlaku, lepSi oxygenaci mozku a nizsi spotfebou noradrenalinu. Tyto
rozdily vSak dosahly statistické vyznamnosti pouze béhem poslednich 30 min reperfuze po
uspésné defibrilaci u vSech zvifat ve skupin¢ HT. Hemodynamicky Gc¢inny srde¢ni rytmus byl
vSak obnoven pouze u jednoho ze Ctyf normotermickych prasat. Prestoze vysledky tspésné
defibrilace se vyznamné neliSily, je mozné, Ze vyS$i hodnoty krevniho tlaku a mozkové
saturace v hypotermické skupiné byly ovlivnény Castéjsi uspéSnou resuscitaci. Navic rozdily
krevniho tlaku mezi HT a NT zvifaty mohly byt ovlivnény také pokracovanim kontinualni
ECMO podpory, bez ohledu na vysledek defibrilace. Na druhé strané krevni tlak, tkanova
saturace, spotfeba vazopresorl a srde¢ni rytmus jsou zavislé parametry. Proto je z klinického
hlediska obtizné spekulovat, ktery z téchto faktort hraje vétsi roli. Za zminku stoji, Ze ¢iselna
ptes vyssi davku noradrenalinu nez odpovidajici hodnoty u vSech hypotermickych prasat.

Pozorovali jsme také nizsi hladiny Tnl, CK, MBG a ALT ve skupiné¢ HT, coz ukazuje
na protektivni G€¢inek hypotermie na myokard, kosterni sval a jaterni buniky. Hladiny CysC a
NSE, ukazatelé poSkozeni ledvin a mozku, byly srovnatelné v hypotermické a normotermické
skupiné zvifat. Nicméné tyto parametry se bliZily spodni hranici detekce v obou skupinach.
Miuzeme ptedpokladat, Ze 90 min reperfuze je piili§ kratkd doba k uvolnéni téchto molekul do
krevniho obé&hu.

Niz8i hladiny ROM v prib¢hu reperfuze ve skupiné HT, spole¢né se srovnatelnymi
hladinami BAP mezi skupinami, ukazuji, Ze tvorba reaktivnich forem kysliku je hypotermii

potlacena a oxidativni stres je proto pifi hypotermii mensi ve srovnani s normotermii. Tyto
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vysledky jsou v souladu s nasim ptedchozim pozorovanim v klinické studii, kde aplikace
mirné hypotermie u nemocnych po ob&hové zéastavé byla spojena se snizenou tvorbou
nitrotyrosinu a oxidu dusnatého (53).

AZ po publikaci nasi studie byly prezentovany vysledky klinické studie Target
Temperature Management (TTM, Nielsen a kol.), ve ktery nebyl pozorovan rozdil v pfezivani
s dobrym neurologickym vysledkem mezi mirnou hypotermii a kontrolovanou normotermii u
jedincl po srdecni zastavé (54). Tyto vysledky jsou tedy v pifimém rozporu s nasim
pozorovanim. Je vSak tfeba zminit, Ze vysledky TTM nejsou vSeobecné& piijimany, predevSim
vzhledem k ne zcela bézné a pravdépodobné vyrazné selektované populaci ¢i suboptimalné
provadéné hypotermii, zahajované s velkym odstupem od obnoveni obéhu (55).

Nase studie ma né€kolik omezeni. Do kazdé skupiny jsme zaradili pouze Ctyfi zvifata,
ktera byla sledovana jen devadesat minut po srdecni zéstavé. Také obnoveni pritoku krve za
pouziti V-A ECMO v klinickych podminkach neni zcela béZnym postupem, 1 kdyz se stale
Castéji pouziva u refrakterni srdecni zédstavy v ramci tzv. extrakorporalni kardiopulmonalni
resuscitace. Nicméné s pouzitim ECMO jsme minimalizovali variabilitu krevniho pritoku po
resuscitaci, a zajistili "uspéSnou" obnovu ob&hu u vSech zvifat. Hladiny CysC a NSE, jako
ukazateld poskozeni ledvin a mozku, se neukédzaly jako dostatecné citlivé parametry pro

casnou detekci poskozeni.

4.1.5. Zavér
Vysledky této studie ukazuji, Ze mirna hypotermie (33°C) je G€iné€jsi nez kontrolovana
normotermie (36.8°C) v udrzeni hladiny krevniho tlaku a mozkové saturace, v prevenci

organového postizeni a potlaceni oxidativniho stresu po obéhové zastave.
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4.2. Ulinky ischemického postconditioningu a podani oxidu dusnatého na zvifecim

modelu extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitace

4.2.1. Uvod

Ob&hova zastava je jednou zhlavnich pfi€in smrti na sv&t€. 1 pies pokroky
v resuscitacnich technikach v poslednich letech umira piiblizn¢ 2 nemocnych bez obnovy
spontanni cirkulace. Extrakorpordlni kardiopulmonalni resuscitace (ECPR) pfedstavuje
terapeutickou moZznost fesSeni tak zavazného stavu jakym je refrakterni obéhova zéstava (56-
62). Pfezivsi nemocni maji i po obnové cirkulace Spatnou prognézu. Globalni ischemie béhem
zastavy ob&hu spousti zavazné patologické cesty, které mohou déle zhorSovat ischemické
postizeni piedevSim po reperfuzi. Ischemicko-reperfuzni postizeni vede k rozvoji
poresuscita¢niho syndromu, ktery je zodpovédny za dalSi poSkozeni tkani, Casto s fatdlnim
koncem. A prave velké Usili je veénovano snahdm o prevenci rozvoje a progresi
poresuscitatniho syndromu. K dne$nimu dni je prokdzano, ze pouze protektivni intervence
v podobé cilené terapeutické hypotermie ¢i kontrolované normotermie mize redukovat
poresuscitaéni poskozeni (5, 54, 63). Bylo prokdzano, ze hypotermie ptiznivé ovliviiuje
homeostasu vapniku a drasliku, chrani pfed hyperemii, ovliviiuje pritok krve mozkem (34),
inhibuje uvoliiovani glutamatu (37), redukuje oxidativni stres (53), potlacuje zanét (64) a
snizuje produkci tkanovych mataloproteindz (40). Béhem poslednich let bylo navrzeno
nékolik dalSich intervenci k ovlivnéni ischemicko-reperfuzniho postizeni, které zahrnuji
ischemicky postconditioning (IPC) a podéani oxidu dusnatého (NO).

IPC zahrnuje nékolik kratkych epizod ischemie béhem reperfuze, nasledujici
prolongovany ischemicky inzult (65). Pilotni studie Staata a kol. (66) prokazala, ze IPC

efektivné snizuje poSkozeni myokardu a zlepSuje prognoézu pacientd s akutnim infarktem
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myokardu. Rovéz bylo prokazano, ze IPC miize na zvifecim modelu zvratit fibrilaci komor na
sinusovy rytmus (67, 68).

NO je molekula, kterd se ucastni mnoha fyziologickych signdlnich cest, které
zodpovidaji mimo jiné za vazodilataci. NO je in vivo produkovan NO syntazdmi (NOSI,
NOS2 a NOS3). Jeden z primarnich cilli NO je rozpustna guanylat cyklaza - NO se vaZe na
jeji podjednotky a stimuluje produkci intracelularniho druhého posla cGMP. Bylo prokazano,
ze NO snizuje ischemicko-reperfuzni poskozeni organii. Nadprodukce NOS3 v endotelidlnich
buiikdch (69) nebo kardiomyocytech (70) snizuje ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce,
zatimco deficit NOS3 zhorSuje stunning myokardu, ktary byl ischemicko-reperfuznim
poskozenim vyvolan (71).

Na zaklad¢ ptiznivého vlivu IPC i NO na ischemicko-reperfuzni poSkozeni, ktery byl
potvrzen experimentalnimi studiemi, byly tyto intervence navrzeny jako mozné protektivni
metody 1é¢by poresuscitatniho syndromu (72-74). Doposud vsak schazi data, kterd by se
tykala Gi¢inku ICP a NO na vysledky ECPR.

Cilem nas$i studie bylo srovnani efektu IPC a podani NO s mirnou hypotermii na

modelu prasete.

4.2.2. Metody
4.2.2.1. Experimentdlni model

Do této studie jsme zatadili 15 prasat samic (Sus scrofa domestica), télesné hmotnosti
45kg, stari 4-5 mésicii. Zvitata byla ndhodné rozdé€lena do tfech skupin, v kazdé skupiné bylo
5 zvifat. U vSech zvifat jsme pouzili experimentalni model srde¢ni zastavy (75).

Celkova anestezie byla vyvolana poddnim azaperonu (2mg/kg) a ketaminu (15-
20mg/kg) intramuskularné. Nasledné jsme provedli orotrachedlni intubaci a byla zahdjena

um¢la plicni ventilace. K udrzeni anestezie byla pouZzita kontinualni infuze propofolu (8-10
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mg/kg/hod.) a morfinu (0.1-0.2 mg/kg/hod.). Déavky byly upravovany na podkladé
fyziologickych parametri, kornedlniho a papilarniho reflexu, lakrimace a spontannich
pohybti.

Jako cévni vstupy byly s pomoci Seldingerovské perkutanni punkéni techniky pouzity
femoralni cévy (tepna a zila) a dale jugularni Zila. Po tvodu do anestezie byla rychle podéna
infuze fyziologického roztoku (1000ml), ktery byl dale aplikovan v kontinuélni infuzi (200-
500 ml/hod.) scilem udrzeni tlaku v pravé sini v rozmezi 3-7 mmHg. Poddni bolusu
nefrakciovaného heparinu (100 j/kg iv.) a poté kontinudlni infuze 50j/kg/hod. vedlo
k docileni ACT (activated clotting time) mezi 180-250s. Hodnoty byly monitorovany kazdou
hodinu syst¢émem Hemochron (Hemochron Junior+ Microcoagulation System, ITC, USA).

K ventilaci jsme pouZili pfistroj Hamilton G5 (Hamilton Medical AG, Svycarsko) v
modu Intellivent — ASV (Adaptive Support Ventilation). Ventilator byl nastaven k udrzovani
hodnoty periferni saturace O, (mezi 95-99%) a udrZeni hodnoty CO, ve vydechovaném
vzduchu (38-42 mmHg). Béhem faze srde¢ni zastavy zvifata nebyla ventilovana. Béhem

reperfuze, po ukonceni srde¢ni zastavy byla zvifata ventilovana s frakci kysliku 21%.

4.2.2.2. Monitorovdani vitalnich funkci

viz4.1.2.2.

4.2.2.3. Extrakorpordlni membrdanova oxygenace (ECMO)

viz 4.1.2.3.

4.2.2.4. Protokol experimentu
Po zavedeni vSech katetrii a spusténi ECMO byla zvifata stabilizovana po dobu 10

min. Nasledn¢ jsme navodili obéhovou zastavu - fibrilaci komor - pomoci vysokofrekvenéni
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stimulace z diagnostického katetru (Response, St. Jude medical, USA), ktery byl zaveden do
hrotu pravé komory jugularnim pfistupem. Ob&hovou zastavu jsme udrzovali po dobu 20 min,
nez doslo k obnoveni obéhu zvysSenim pritoku ECMO na 4.5 I/min. (obr. 10). Po 60 min
reperfuze nasledovaly az tii pokusy o defibrilaci (300-360-360 J) a zvifata byla sledovana po
dobu dalSich 30 min (obr. 11). Zvitata byla randomizovana do tfech skupin: hypotermie (HT),
oxid dusnaty (NO) a ischemicky postconditioning (IPC). Ve skupiné HT byla zvitata ihned po
obnoveni krevniho ob&hu ochlazovana na cilovou teplotu télesného jadra 33°C; cilové teploty
bylo dosazeno do 5 min. u vSech zvifat a tato teplota byla dale udrZzovéna az do ukonceni
pokusu pomoci teplotniho vyméniku, napojeného na oxygenator. V NO skupiné byl ptidavan
oxid dusnaty v koncentraci 80 ppm do smési plynt, pfivadéné do oxygenatoru po celou dobu
reperfuze. Ve skupiné IPC zvifata podstoupila tfi cykly tfiminutové globalni ischemie,

nasledované tiiminutovou reperfuzi okamzité po obnoveni obéhu (obr. 11).

Obrazek 10. Napojeni na periferni V-A ECMO cestou femoralni tepny a Zily, kompletni

hemodynamické monitorovani zvifete v analgosedaci na um¢lé plicni ventilaci.

Noradrenalin mohl byt podan, pokud doslo ke sniZeni stiedniho arteridlniho tlaku pod

hodnotu 60 mmHg, trvajici alespon po dobu 10 min od obnoveni obéhu. Pocate¢ni davka byla
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0.2 pg/kg/min a mohla byt zvySena na dvojnasobek nebo sniZzena na polovinu v ¢ase 15 min,
20 min a nasledné kazdych 10 min od obnoveni ob&hu; zvySeni davky bylo povoleno pfi
hodnotéach stfedniho arteridlniho tlaku pod 60 mmHg (maximélni davka 1.6 pg/kg/min) a

snizeni davky pfi vzestupu tlaku nad tuto hodnotu.
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Obrazek 11. Schéma experimentalniho protokolu

4.2.2.5. Laboratorni testy

Vzorky krve byly odebirany po 90 min reperfuze a okamzité centrifugovany. Sérum se
uchovavalo zchlazené pii teploté -70°C aZ do doby méfeni troponinu I (Tnl), myoglobinu
(MGB), kreatinkinazy (CK), alanin-aminotransferdzy (ALT), neuron-specifick¢ enolazy

(NSE) a cystatinu C (CysC). Pted obéhovou zéastavou byly stanovovany hladiny reaktivnich
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metabolit kysliku (ROM). Tato méfeni byla opakovana 1 min po obnové cirkulace a dale po
30, 60 a 90 min od reperfuze. ROM test byl bezprostiedné zpracovan a vyhodnocen.

Hladiny Tnl a MGB se méfily chemiluminiscenéni imunoanalyzou (Access
Immunoassay System, Beckman Cloulter Inc, USA); hladiny CK a ALT se méfily metodou
podle Interacional Fedaration of Clinical Chemistry za pouziti Synchron System (Beckman
Coulter, USA); hladiny NSE se hodnotily imunoradiometrickou analyzou (Backman Coulter
Inc, USA); CysC se métil imunoturbidimetrickou metodou (Gentian AS, Norsko). ROM test

byl hodnocen pomoci Fras 4 Evolvo free radical analytical system (H&D srl, Italie).

4.2.2.6. Statistickad analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako medidn (minimum; maximum). ANOVA test s dvojitym
ttidénim a Bonferoni vicendsobné porovnani byly pouzity k posouzeni statistické
vyznamnosti rozdilii ve stfednim arteridlnim tlaku, v hodnotdch mozkové oxymetrie, v davce
noradrenalinu a v hladinich ROM. Kruskal-Wallisiv test a Dunnova vicenasobna analyza
byly pouzity k porovnani ostatnich laboratornich parametrd. y test byl pouzit k posouzeni
rozdili v resuscitabilité. Za statisticky vyznamné rozdily byly povazovany hodnoty P<0.05.
Ke zpracovani statistickych analyz byl pouzit program GraphPad Prism verze 5.0 (GraphPad,

USA).

4.2.3. Vysledky
4.2.3.1. Krevni tlak, mozkova oxymetrie, resuscitabilita

Vstupni hodnoty vSech monitorovanych parametrii se u jednotlivych skupin nelisily.
Stfedni hodnota arteridlniho tlaku, mozkovd oxymetrie a davky noradrenalinu byly
srovnatelné mezi skupinami HT, NO a IPC i v prabéhu prvnich 60 min reperfuze. V 70., 80. a

90. min byly stfedni arteridlni tlak a mozkovéa saturace vyznamné vyssi ve skupiné¢ HT,
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zatimco davky noradrenalinu byly ve skupiné HT niz$i ve srovnani se skupinami NO a IPC
(obr. 12). Defibrilace byla uspé$na u vSech zvitat ve skupin€ HT, ale pouze u jednoho z péti

zvitat ve skupinach NO a IPC (P=0.01).
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Obrazek 12. Hodnoty cerebralni oxymetrie, stfedniho arteridlniho tlaku a davky
noradrenalinu, vyjadiené jako median (min; max). HT - hypotermie, NO - oxid dusnaty, IPC -

ischemicky postconditioning.
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4.2.3.2. Ukazatelé organového postiZeni a oxidativniho stresu

Nalezli jsme vyznamné rozdily v hodnotaich ALT, CK, MGB a Tnl (obr. 13). Hladiny
ALT byly signifikantné nizsi ve skupiné HT ve srovnani s ostatnimi skupinami; hodnoty CK,
MGB a Tnl byly vyznamné nizsi ve skupiné HT ve srovnani se skupinou NO, zatimco rozdily
mezi skupinou HT a IPC nedosahly statistické vyznamnosti; skupiny NO a IPC skupiny byly
srovnatelné ve vSech méfenych parametrech (obr. 13). Hodnoty CysC, NSE a ROM se ve

vSech skupinach vyznamné neliSily (obr. 13 a 14).
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Obrazek 13. Hladiny ukazateld orgdnového poSkozeni 90 minut po obnoveni krevniho obéhu
po srde¢ni zastavé. HT - hypotermie; NO - oxid dusnaty, IPC - ischemicky postconditioning,

ALT - alanin-aminotransferdza, CK - kreatinkindza, NSE - neuron-specifickd enoldza.
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Reaktivni metabolity kysliku
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Obrazek 14. Hladiny metabolitl reaktivniho kysliku. HT — hypotermie; NO — oxid dusnaty;

IPC — ischemicky postconditioning.

4.2.4. Diskuse

Hlavnim vysledkem této studie je originadlni pozorovani, Ze ischemicky
postconditioning ani podani oxidu dusnatého nemély vétsi protektivni U¢inek na
poresuscita¢ni syndrom nez hypotermie na zvifecim modelu obehové zastavy a ECPR.

Prokazali jsme, Ze ve skupin€ HT byly vy3$8i hodnoty krevniho tlaku a vys§i mozkova
oxymetrie s niz§imi davkami noradrenalinu ve srovnani se skupinami IPC a NO. Tyto rozdily
vSak dosdhly statistické vyznamnosti az v 70., 80. a 90. min reperfuze, po Gspésné defibrilaci
u vSech zvifat ve skupiné¢ HT, zatimco u¢inny rytmus byl nastolen pouze u jednoho z péti
zvitat ve skupin¢ NO a IPC. Vys§i arteridlni tlak a vyssi hodnoty mozkové oxygenace ve
skupiné HT mohou zvySovat Sanci na UspéSnou defibrilaci. Krevni tlak, tkanova saturace,
spotieba vazopresorti a srde¢ni rytmus jsou vSak zavislé parametry; je obtizné spekulovat,
HT (100% vs. 20% v ostatnich skupinach) ukazuje, Ze mirna terapeutickd hypotermie miize

byt spojend s vétsim kardioprotektivnim potencidlem. VSechny métené parametry orgdnového
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postizeni byly srovnatelné ¢i vys$si ve skupinach IPC a NO nez ve skupin€ HT, nebyl zjistén
zadny rozdil mezi skupinami IPC a NO a neprokdzali jsme tedy protektivni Uc¢inek
ischemického postconditioningu a podani oxidu dusnatého ve srovndni s hypotermii
v prevenci organového postiZeni.

Tyto vysledky jsou v rozporu se studii Yannopoulose a kol. (76), ktefi demonstrovali
vy$s§i preziti a neuroprotektivni ti€inek ischemického postconditioningu na prase¢im modelu
srdecni zastavy. Tyto rozdily mohou byt vysvétleny pouZzitim jiného experimentalniho
protokolu s krat§Sim trvanim srde¢ni zéastavy a ischemickym postconditioningem s krat§imi
periodami ischemie a reperfuze v citované praci. NaSe vysledky jsou naopak ve shodé
s publikaci Meybohma a kol (77), ktefi neprokdzali protektivni uc€inek ischemického
postconditioningu s verofluranem v kombinaci s hypotermii ve srovnani se samotnou
hypotermii po srde¢ni zastave.

Nepodaftilo se ndm prokazat ani protektivni G€inek podavani NO po srde¢ni zastave.
Nase pozorovani je vrozporu s pozorovanim Nishidy a kol. (78), ktefi zjistili, ze srdecni
NOS3 zmenSuje srde¢ni a neurologickou dysfunkci a inhibuje zanétlivou reakci u potkanti po
srdecni zéastaveé. Minamishima a kol. (79) pozorovali vyssi pfezivani mysi, kterym byl podan
hydrogen sulfid, stimulujici NOS, 24hodin po resuscitaci. Tyto rozdily mohou byt ¢astecné
vysvétleny rozdilnym experimentalnim uspofddanim, zvlasté pak pouzitim exogenniho NO
v nasi studii. Nase vysledky se vSak také lisi od publikovanych praci, kde byl NO po srde¢ni
zastavé podavan inhala¢n€é. Minamishima a kol. (80) popsali zlepSené prezivani po srde¢ni
zastavé u mysi, které inhalovaly NO 23 hodin po obnoveni ob&hu. Kida a spol. (81)
pozorovali niz§i mortalitu u mysi, které byly po obchové zistavé léCené kombinaci
hypotermie a inhalace NO. Také tento rozpor s naSimi vysledky mize byt vysvétlen nejen
rozdilnymi experimentalnimi modely, ale i aplikaci NO prostfednictvim oxygenatoru v nasi

studii.
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V nasi praci jsme navic testovali ischemicky postconditioning a podani NO oddélené,
prestoze tyto mechanizmy spolu mohou uzce souviset. Yang a spol. (82) popsali vyznamné
zvySenou expresi inducibilni NOS u kosternich svalii potkanli jako vysledek ischemického
postconditioningu. Nemlzeme tedy vyloulit, Ze protektivniho uinku bychom mohli
dosahnout soucasnou aplikaci NO a ischemického postconditioningu, nebo dokonce jejich
kombinaci s hypotermii. Samotnd hypotermie totiz mize ovlivnit produkci NO, jak ukazali
Zorner a kol. (83) na prase¢im modelu resuscitace pii srde¢ni zastave.

V této studii jsme demonstrovali, Ze hladiny ROM byly srovnatelné mezi skupinami
NO, IPC a HT. NaSe predchozi prace ukazaly, Ze mirnd hypotermie po srdecni zéstavé
oxidativni stres tlumi (53, 75, 84). Vysledky této prace tedy nepiimo naznacuji, Ze jak
ischemicky postconditioning tak podani NO mohou zmenSit oxidativni stres podobné jako
hypotermie.

Nase studie ma nékolik omezeni. V prvé fadé jsme pouzili jenom pét zvirat do kazdé
skupiny a sledovani bylo pouze 90 min po srde¢ni zastavé. NemizZeme vyloucit, Ze
protektivni efekt ve skupindch IPC a NO by se mohl projevit pozdé€ji. V nasi praci jsme
sledovali u¢inky uvedenych intervenci na modelu ECPR; nelze vyloucit, Ze pfi konvencni
resuscitaci by byly vysledky jiné. Nicméné tento model ECPR zajist'uje tispé$Sné obnoveni
cirkulace u vSech zvirat a eliminuje potencialni individualni variabilitu v obnové cirkulace pti

pouziti standardnich resuscita¢nich technik.

4.2.5. Zavér
Vysledky této studie ukazaly, Ze po srdecni zastavé maji ischemicky postconditioning
a podéani oxidu dusnatého mensi protektivni U¢inek na udrZeni krevniho tlaku, mozkovou

oxygenaci a organové poskozeni nez mirna lécebna hypotermie.
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5. KLINICKA CAST DISERTACNI PRACE

5.1. Stanoveni hodnot nitrotyrosinu a nitritii/nitrati u nemocnych po obéhové zastavé,

lé€enych mirnou terapeutickou hypotermii

5.1.1. Uvod

Jak jiz bylo uvedeno vySe, protektivni Gi€inek hypotermie u nemocnych po ob&hové
zastavé byl popsan v nékolika klinickych studiich, napf. Bernard a kol. (5), HACA-Study
(63). Globalni ischemie béhem ob&hové zastavy aktivuje celou tadu patogenetickych
mechanizmtl, které mohou nésledné zpiisobovat zadvazné posSkozeni organismu - jedna se o
tzv. ischemicko-reperfuzni poskozeni. Rada autorii prokazala, Ze jednim zkliovych
patogenetickych pochodli, odpovédnych za ischemicko-reperfuzni poskozeni, je oxidativni
stres. V soucasnosti je vSak zcela nedostateCna evidence o vyskytu oxidativniho stresu po
obchové zastaveé a klinické udaje o vlivu hypotermie na oxidativni stres po srde¢ni zyastavé
zcela chyb&ji. Cilem této studie bylo proto stanovit ukazatele oxidativniho stresu u

nemocnych po srdecni zastave, 1é€enych endovaskularni hypotermii.

5.1.2. Soubor a metodika

Do studie byli zafazovani nemocni po ob&hové zastavé mimo nemocnici, kteti byli
indikovani k mirné terapeutické hypotermii. Nemocnym po ob&hové zastavé byla aplikovana
Jiz béhem transportu do nemocnice infuze chladného fyziologického roztoku rychlosti 30
ml/kg/hod. V této infuzi jsme pokraCovali i po pfijeti do nemocnice a byla ukoncena po
dosazeni teploty 34 °C. U vSech nemocnych byla déale pouzita endovaskularné fizena
hypotermie s pouzitim systému Thermogard XP (Alsius, USA) (obr. 15). Cestou femoralni

zily byl do 30 min od pfijeti k hospitalizaci zaveden trojcestny chladici katetr (Icy catheter,
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Alsius, USA). Cilova teplota 33.0 °C byla udrZzovana po dobu 24 hodin a nasledné probihal
fizeny ohfev o 0.15 °C/hod. aZ do dosazeni normotermie 36.8 °C. Normotermie byla dale
udrzovana az do navratu védomi (obr. 15). Primérni teplotni ¢idlo bylo umisténo v moc¢ovém
meéchyti jako soucdst mocového katetru, sekundérni, tedy bezpecnosti tepelné cidlo bylo
umisténo v axile nebo v plicnici (u nemocnych, ktefi méli zavedeny plicnicovy Kkatetr).
Vzorky krve ke stanoveni ukazatelli oxidativniho stresu byly méteny kazdych 6 hodin po
dobu 54 hodin od ob&hové zastavy. Sérum bylo ziskdno centrifugaci plné krve pii otackach
1500/min. po dobu 5 minut a nasledné¢ zamrazeno na -70 °C az do vlastniho méfeni.
Stanovovali jsme hladiny 3-nitrotyrosinu (nitrotyrosin), jako ukazatele produkce
peroxynitritu, vznikajiciho reakci NO a superoxidu (85). Hladiny nitrotyrosinu byly
stanoveny s pouZzitim monoklonalnich protilatek metodou ELISA (14). Nitraty spolu s nitrity
jako nepiimé wukazatele produkce NO byly méfeny v séru za pouziti Siversova
chemoluminiscenéniho analyzatoru (GE Analytical Instruments, USA). Data byla
analyzovana ANOVA testem za pouziti Newman-Keulsovy vicenasobné post-test analyzy.
Hodnota P<0.05 byla povaZovéna za statisticky vyznamnou. Ke zpracovani statistickych

analyz byl pouzit program GraphPad Prism verze 4.0 (GraphPad, USA).

5.1.3. Vysledky

Kritéria studie spliiovalo celkem 14 nemocnych, z nichZ byl 1 vyfazen pro technicky
problém zpracovani vzorkd, dalsi 2 byli vyfazeni pro nemoznost podepsani informovaného
souhlasu. Do studie bylo tedy celkem zahrnuto 11 pacientli (primérny vék 58 let), vétSinou se
jednalo o muze (10 z 11), télesna teplota pii pfijeti byla 34.9 + 0.2 °C. VSichni nemocni
dosahli cilové teploty 33 °C do 1 hodiny od pfijeti. Stfedni arteridlni tlak byl udrZzovan v
rozmezi 65-90 mmHg na vazopresorické ¢i inotropni podpofe (noradrenalin, dobutamin),

nikdo ze souboru nepotieboval mechanickou podporu obéhu. VSichni nemocni s akutnim
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korondrnim syndromem podstoupili selektivni angiografii véncitych tepen, poptipadé spolu

s perkutanni korondrni intervenci.
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Obrazek 15. Endovaskularni hypotermie systémem Thermogard XP (A), fidici konzole (B).
Grafické schéma teplotniho pribéhu - rychlé zchlazeni na 33 °C na dobu 24 hod. a nasledny

tizeny ohtev (C).
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Pacient | Vstupni Strukturalni ROSC | EFLK 30-denni CPC
rytmus onemocnéni srdce | (min) (%) preZiti

1 Asystolie AIM 8 20 Ano 1

2 Fibrilace AIM 15 40 Ano 3
komor

3 Fibrilace AIM 17 50 Ano 4
komor

4 Fibrilace Chrqnl,cke srde¢ni 12 40 Ano 1
komor selhani

5 Fibrilace AIM 16 15 Ano 1
komor

6 Fibrilace DKMP 75 15 Ne 5
komor

7 Fibrilace AIM 18 35 Ano 1
komor

8 Asystolie Zadné 15 55 Ano 1
Asystolie AoS 16 30 Ano 2

10 Fibrilace Chronické srdeéni | 15 Ne 5
komor selhani

11 Fibrilace Zadné 8 50 Ano 1
komor

Tabulka 1. Zakladni charakteristika souboru nemocnych po srde¢ni zastavé. ROSC - return
of spontaneous circulation; EF LK - ejekcni frakce levé komory, CPC — cerebral performance
category, CPC I — navrat normalnich mozkovych funkci a bézného zivota, CPC 2 — mozkové
poskozeni bez zdasadnéjsiho viivu na bézné fyzické aktivity, CPC 3 - tezké poskozeni mozku a
neschopnost samostatné existence, CPC 4 — koma, CPC 5 — mozkova smrt; AIM - akutni

infarkt myokardu; DKMP — dilatacni kardiomyopatie; AoS - aortalni stenoza.

Vysoce vyznamné rozdily jsme nalezli v hodnotach hladiny nitrotyrosinu (P<0.001).
Bé&hem normotermické periody (48. a 54. hodina), byly hladiny nitrotyrosinu vyrazné vyssi
(P<0.05) ve srovnani s jejich hodnotou v pritbéhu hypotermického obdobi (0., 6., 12., 18. a

24. hodina) (obr. 16A). Signifikantni rozdily byly také pozorovany v hladinach nitritli/nitratt
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(P<0.05); béhem normotermie (48. a 54. hodina) byly hladiny nitritd/nitratd vyznamné vyssi

nezli hodnoty ziskané v hypotermické period¢€ (6. a 12. hodina) (P<0.05) (obr. 16B).
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Obriazek 16. Hodnoty hladiny nitrotyrosinu (A) a hladiny nitratd/nitritd (B) u pfezivsich
nemocnych po obéhové zastave, ktefi byli oSetfeni endovaskularni hypotermii. Cilova teplota
jé&dra byla udrZzovéana na 33.0°C po dobu 24 hodin. Nasledny fizeny ohfev o 0.15°C/hod. na
teplotu 36.8°C. Normotermie byla kontrolovana az do probuzeni nemocného. Hodnoty jsou
ukézany jako primér = SEM. * P<0.05 v porovnani s hodnotou v 0, 6, 12, 18 a 24 hodin¢; #

P<0.05 v porovnani s hodnotou v 6 a 12 hoding.

5.1.4. Diskuse

Origindlnim vysledkem této studie bylo pozorovani snizenych hladin nitrotyrosinu a
nitrath/nitrith béhem mirné terapeutické hypotermie ve srovnani s hladinami, méfenymi prti
normotermii u nemocnych, kteti prezili ob€hovou zastavu.

Je zndmo, Ze oxidativni stres hraje jednu z hlavnich roli v patogeneze ischemicko-

reperfuzniho poskozeni (10, 86). Rychly nértst markeri oxidativniho stresu a produkce NO
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miZze byt detekovan u riznych akutnich klinickych situaci jako je trauma, cévni mozkova
ptihoda, selhani jater nebo infekce (87, 88). Po publikaci dvou klinickych studii, které
dokumentuji pozitivni vliv hypotermie na neurologickou prognozu (5, 63), se mirna
terapeutickd hypotermie stala nedilnou soucasti péce o pacienty po obéhové zastavé. Snizeni
oxidativniho stresu a produkce NO za pouZiti hypotermie bylo popsano u zvifecich modela. V
nasi praci jsme vSak poprvé i1 v klinické studii prokézali, Ze hypotermie po srde¢ni zastavé
miZze pfiznive€ ovliviiovat také oxidativni stres.

Nase vysledky jsou v souladu s doposud publikovanymi experimentalnimi studiemi.
Jiang a kol. (88) popsali normalizaci hladin nitratd/nitritd a signifikantni ovlivnéni exprese
NO systasy v mozku za pouziti hypotermie na modelu akutniho ischemického jaterniho
selhani u potkant. Stefanutti a kol. (89) pozorovali, ze hypotermie u potkanii snizuje
oxidativni stres u ischemicko-reperfuzniho poSkozeni stfeva. Scumpia a kol. (90) pozorovali
pii hypotermii inhibici produkce NO a myeloperoxidasou zprostfedkované poskozeni srdce
po podani endotoxinu u potkant. Han a kol. (42) zjistili, Ze hypotermie inhibuje tvorbu NO na
experimentalnim modelu cévni mozkové piihody a zanétu. Hypotermii zprostfedkované
ovlivnéni exprese isoforem NO-systasy po lokalni mozkové ischemii u potkanli popsali
Karabiyikoglu a kol. (91). Lei a kol. (43) pozorovali snizeni peroxidace lipida se zachovalou
antioxida¢ni obranou t¢inkem hypotermie na modelu obéhové zéastavy u psa.

Vysledky nasi prace jsou vsouladu i s dosud publikovanymi klinickymi studiemi,
zaméfenymi na vliv hypotermie na oxidativni stres u riznych patologickych stavli. Hayashi a
kol. (87) pozorovali sniZzené hladiny nitratd/nitritl jako vysledek ochlazeni na cilové teploty
32-33 °C u nemocnych s poranénim mozku nebo mozkovym krvacenim. Podobné Wenisch a
kol. (92) zjistili redukei tvorby reaktivnich forem kysliku pfi aplikaci mirné hypotermie
béhem chirurgickych vykonti. Bayir a spol. (93) pozorovali ochranny u¢inek hypotermie na

antioxida¢ni kapacitu po t€Zkém poranéni mozku u déti.
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NaSe studie méa celou fadu omezeni, vyplyvajici piedev§im z malé velikosti
sledovan¢ho souboru a z absence kontrolni skupiny. Z etického hlediska by vSak bylo
neobhajitelné neposkytnout u nemocnych po srde¢ni zastavé lécbu mirnou terapeutickou
hypotermii. Z dneSniho pohledu by se jist€ nabizela moZnost srovnani G¢inkl kontroly télesné
teploty na urovni 33°C a 36°C. V dobé provadéni a publikace nasi studie vSak byla télesna
teplota 33°C jedinou doporucenou cilovou teplotou v l1écbé poresuscitaéniho syndromu.
Oxidativni stres a produkce NO muze byt také ovlivnéna iontovou nerovnovahou (napf.
dysbalanci hladin drasliku nebo vapniku) ¢i laktdtovou acidézou. V souladu se soucasnou
klinickou praci byly vSak u vSech nemocnych, zafazenych do studie, tyto poruchy korigovany

v prvnich hodinéch od pfijeti.

5.1.5. Zavér

Tato studie ukdzala redukci oxidativniho stresu a niz$i produkci NO bé¢hem mirné
terapeutické hypotermie u nemocnych, kteti ptezili obéhovou zastavu. Tyto vysledky tedy
pfinaseji nepfimou evidenci, Ze hypotermie mize ovlivnit oxidativni stres a produkci NO u
téchto nemocnych. Lze se proto domnivat, Ze pravé ovlivnéni oxidativniho stresu a produkce
NO se mtize podilet na pfiznivém vlivu hypotermie na klinické vysledky u nemocnych po

obéhové zastave.
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6. SOUHRN VYSLEDKU PRACE

Na experimentdlnim modelu ob&hové zastavy jsme ukdzali, ze mirné
hypotermie po obnoveni krevniho obc¢hu je ucinnéjSi nez kontrolovana
normotermie v udrzeni hladiny krevniho tlaku a mozkové saturace, zmensuje
znamky organového postizeni a potlacuje oxidativni stres.

Na experimentalnim modelu srde¢ni zastavy jsme demonstrovali, ze po srdecni
zastav€é ma mirna lécebnd hypotermie vétsi protektivni ucinek na udrzeni
krevniho tlaku, mozkovou oxygenaci a orgdnové poSkozeni neZ ischemicky
postconditioning a podani oxidu dusnatého, pfiCemZ oxidativni stres tyto
metody ovliviiuji srovnatelné.

V klinické studii jsme pozorovali potlaeni oxidativniho stresu a produkce
oxidu dusnatého bchem mirné terapeutické hypotermie u nemocnych po

srdeCni zastave.
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7. ZAVER

Vysledky prace, provadéné jak na experimentalnim modelu u prasat, tak na souboru
nemocnych po srdecni zastavé v prospektivni klinické studii, potvrzuji stanovené hypotézy, Ze
ischemicko-reperfuzni poskozeni pfi srde¢ni zastavé je provdzeno oxidativnhim stresem a

mirna lécebnd hypotermie oxidativni stres sniZuje.
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