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ABSTRAKT

Uspé&sna kardiopulmonalni resuscitace a obnoveni spontanni cirkulace po
srdecni zastavé je zcela nezbytnym krokem k zachrané zivota; povSechna ischemie
behem ob&hové zastavy vsak vede k aktivaci celé fady procest, které mohou zptisobit
dalsi posSkozeni. Jednim z klicovych patogenetickych pochodl, odpovédnych za
ischemicko-reperfuzniho poskozeni, je oxidativni stres. Sou¢asna evidence o mozné
ucasti oxidativniho stresu v patogeneze poresuscitacniho syndromu je vsak zcela
nedostatecna.

V nasi praci jsme testovali nasledujici hypotézy: (i) ischemicko-reperfuzni
poskozeni pfi srdecni zastavé je provazeno oxidativnim stresem a (ii) mirna 1é¢ebna
hypotermie snizuje oxidativni stres.

V experimentalni ¢asti na zvifecim modelu ob&hové zastavy jsme posuzovali
ucinky hypotermie a normotermie na hemodynamické parametry, na znamky
organového poskozeni a na ovlivnéni oxidativniho stresu. Dale jsme srovnavali ucinky
hypotermie, ischemického postconditioningu a podani oxidu dusnatého pti
extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitaci. Zjistili jsme, ze mirna hypotermie
pusobi protektivné na sledované parametry a snizuje oxidativni stres jak ve srovnani
S normotermii, tak alesponn v n€kterych hodnotdch i ve srovnani s ischemickym
postconditioningem a oxidem dusnatym.

V klinické ¢asti byl hodnocen oxidativni stres a produkce oxidu dusnatého u
pacientl po ob&éhové zastavé na umélé plicni ventilaci, kteti byli 1é¢eni endovaskularné
fizenou mirnou hypotermii. Hypotermie v této studii snizovala hladinu produktt
oxidativniho stresu a tvorbu oxidu dusnatého.

Nase prace potvrzuje hypotézy, Ze poresuscitani syndrom je provazen
oxidativnim stresem a Ze mirna lé€ebna hypotermie zmensuje oxidativni stres po

srdecéni zastavé.

Kli¢ova slova: ob&hova =zastava, poresuscitatni syndrom, mirnda hypotermie,

oxidativni stres



ABSTRACT

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.



1. UVOD

K srde¢ni zastavé mimo nemocnici dochazi u 35-90 jedincti na 100 000
obyvatel za rok, srde¢ni zastava v nemocnici nastane rocné v 1-5 z 1000 hospitalizaci.
Zcela nezbytnym krokem k zachrané zivota po srde¢ni zastavé je Uspé$na
kardiopulmonalni resuscitace a obnoveni spontanni cirkulace. Vysokd umrtnost
pacientli, ke které, bohuzel, po obnoveni cirkulace dochazi, je zpisobena zvlastnim
patofyziologickym procesem, ktery vede k postizeni mnoha organt, tzv. ischemicko-
reperfusnim poskozenim. Tento stav byva v klinické praxi oznaCovan jako
,poresuscitacni 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. Zavaznost téchto stavii po obnoveni
cirkulace se u jednotlivych nemocnych li§i a zavisi na intensité ischemického
letech bylo vyvinuto zna¢né Usili na zlepSeni vysledkd 1écby nemocnych po srde¢ni
zastavé, vétSina testovanych terapeutickych intervenci vSak nebyla doprovazena
zlepSenim vysledki 1écby. Jeden z mala postupti, u kterych bylo prokazano, ze zlepsuji
progndzu pacientd po srdecni zastave, je mirna hypotermie.

Jak jiz bylo uvedeno, obnoveni cirkulace je neja¢innéjsi a v soucasné dobé
zakladni ptistup v 1é€bé ischemickych stavii. Neni pochyb o tom, ze Gispésna reperfuze
je vrukou Kkardiologhi ¢&i kardiochirurgii Casto Zivot zachrafujicim nastrojem.
Experimentalni i klinické studie vSak prokazaly, Ze obnoveni cirkulace mtize
prohloubit organové poskozeni, které vznika v disledku ischémie. Tuto skutecnost
poprvé popsali Jennings a kol. jiz v roce 1960. Koncepce reperfuzniho poskozeni pak
byla vytvofena v roce 1983, kdy Rosenkranz a Buckberg definovali tento fenomén
jako “...ty metabolické, funkéni a strukturalni disledky obnoveni krevniho pritoku,
kterym mutize byt zabranéno modifikaci podminek reperfuze. Park a Lucchesi oznacili
tento proces jako ,,odumfeni bun€k, ptezivsich obdobi ischemie, jako dusledek vice

dg&ju iniciovanych reperfuzi; to vedlo ke dnes vSeobecné piijimanému oznaceni tohoto
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fenoménu jako ,,ischemicko-reperfuzni poskozeni“. Obnoveni pritoku totizZ neptinasi
jenom kyslik a ziviny, nutné pro preziti bunck, nybrz také faktory, které mohou
ischemické bunky dale poskodit. Tento proces zahrnuje vznik arytmii, uvolnéni
enzymu, zavazné hemorrhagie a konecné i bunéénou smrt. Rozsah reperfuzniho
poskozeni koreluje s dobou trvani ischémie. Potencionalné nebezpecné faktory mohou
byt rozdéleny do tii, uzce souvisejicich skupin: (i) faktory, které jsou uziteéné c¢i
dokonce esencialni pro zdravé burky, ale mohou poskodit buiiky alterované ischemii
(re-energizace, prudka normalizace pH, prudka normalizace osmolality); (ii) faktory,
Skodlivé v piebytku nebo pii defektu bunéénych obrannych systémi (volné radikaly,
proteazy); (iii) faktory, aktivované zménami vyvolanymi ischemii, a tedy ptsobici
selektivné v poskozené tkani (zanétlivé mechanizmy). Ptiznivé ovlivnéni ischemicko-
reperfuzniho poskozeni je rozhodujici pro dalsi osud pacienta..

Z analyzy dostupné literatury vyplyva, Ze na vzniku ischemicko-reperfuzniho
poskozeni se podileji kyslikové radikaly, vznikajici na zacatku reperfuze. Na ruznych
zvitecich modelech se opakované ukazalo, Ze hypotermie inhibuje tvorbu volnych
radikalti, snizuje peroxidaci lipidd a ochrafiuje jadernou DNA pfed pfimym
poskozenim reaktivnimi formami kysliku a fragmentaci. Jak jsme se vSak také
opakované presvedcili, pfenos poznatkli o oxidativnim stresu a moznostech jeho
ovlivnéni ze zvifecich modeli na Clovéka byl témét vzdy z klinického hlediska
zklamanim. Doposud mame k dispozici pouze velmi omezené literarni udaje o
ovlivnéni oxidativniho stresu hypotermii v klinickych studiich a zatim nebyla
publikovana zadna prace, zabyvajici se vlivem mirné hypotermie na oxidativni stres u
nemocnych po srde¢ni zastave, prestoze tato metoda je indikovana a Siroce pouzivana

prave u uspésné resuscitovanych nemocnych.



2. HYPOTEZY A CILE PRACE
Testovali jsme nasledujici hypotézy:
1. Ischemicko-reperfuzni poSkozeni pii srdeéni zastavé je provazeno
oxidativnim stresem.

2. Mirna lécebna hypotermie po srdecni zastave snizuje oxidativni stres.

2.1. Experimentalni ¢ast

Na experimentalnim modelu (prase, Sus scrofa domestica) byly posuzovany
protektivni ucinky hypotermie (33° C). Hodnoceny byly hemodynamické parametry
(krevni tlak, mozkovd oxymetrie), hodnoty kreatinfosfokindzy, troponinu I,
myoglobinu, neuronspecifické enolazy, reaktivnich metaboliti kysliku a biologického

antioxida¢niho potencialu.

2.2. Klinicka ¢ast

U nemocnych po ob&hové zdstavé mimo nemocnici byl hodnocen oxidativni
stres a produkce NO. Nemocnym na umélé plicni ventilaci v hluboké analgosedaci
byla v souladu s doporu¢enymi postupy nastolena fizena hypotermie (33° C) pomoci
endovaskularniho chladiciho katetru Thermogard XP (Alsius, USA). Hypotermie byla
udrzovana po dobu 24 hod., poté probéhl fizeny ohfev o 0,15 °C/hod na cilovou
teplotu 36,8 °C. Hodnoceny byly hladiny nitrotyrosinu a nitratti/nitritt v pravidelnych

Casovych intervalech.



3. EXPERIMENTALNI CAST DISERTACNI PRACE

3.1. Srovnani vlivu mirné hypotermie a Fizené normotermie na udrZeni krevniho
tlaku, mozkovou oxymetrii, prevenci organového postiZeni a oxidativni stres po

srdecni zastavé na prase¢im modelu

3.1.1. Uvod

Pfestoze oxidativni stres hraje pravdépodobné jednu z klicovych roli
Vv patogeneze ischemicko-reperfuzniho poskozeni a lze piedpokladat jeho ucast v
rozvoji poresuscitaéniho syndromu, doposud bylo publikovano jen velmi malo praci,
které se touto problematikou zabyvaly. Stejné tak neni jasné, zda pfiznivé ufinky
hypotermie, ktera predstavuje standardni 1éCebnou strategii po srde¢ni zastave, jsou
spojeny také s ovlivnénim oxidativniho stresu.

Cilem této prace bylo porovnat ucinky mirné terapeutické hypotermic a
kontrolované normotermie na zvifecim modelu. Na prase¢im modelu ob&hové zastavy
jsme testovali hypotézu, ze hypotermie je U€inngjs$i nez kontrolovana normotermie
Vv udrzeni krevniho tlaku, mozkového okysliceni, resuscitability, prevenci poskozeni

organtl a v potlaceni oxidativniho stresu.

3.1.2. Metody a protokol

Do nasi studie jsme zafadili 8 prase¢ich samic (Sus scrofa domestica), télesné
hmotnosti 45kg, stafi 4-5 mésict. Zvifata byla nahodné rozdélena do skupiny
hypotermie (HT) a normotermie (NT), v kazdé skuping byla 4 zvitata.

Arterialni tlak byl meéfen invazivné pomoci pigtail katetru, umisténého
v oblouku aorty. Swan-Ganziv katetr byl zaveden ptes femoralni zilu do plicnicové
tepny. Kontinudln¢ bylo u vSech zvifat monitorovano EKG, invazivné tlaky v oblouku
aorty a v jugularni zile, pulzni oxymetrie, kapnometrie, teplota t¢lesného jadra (plicni

tepna) a invazivné saturace kysliku v plicnicové tepn. Saturace hemoglobinu

10



v kapilarni krvi mozkové kiry byla méfena na principu NIRS (near-infrared
spectroscopy).

Systém extrakorporalni membranové oxygenace (ECMO) byl slozen
z centrifugalni pumpy a oxygenatoru. Vlastni kanyly systému pro mimotélni obéh
jsme zavedli perkutanné Seldingerovskou technikou po dilatacich ve veno-arterialni
konfiguraci cestou femoralnich cév. Zilni nasavaci kanyla byla zavedena pies
femoralni Zilu a dolni dutou zilu az do pravé sin€ (spravna pozice byla dokumentovana
fluoroskopicky). Arterialni kanyla byla zavedena cestou femoralni tepny. Teplotu
télesného jadra jsme regulovali pomoci tepelného vymeéniku, ptipojeného na
oxygenator. Béhem fize neléCené srdecni zastavy jsme rychlost krevni pumpy
nastavili na 0.5 1/min a pritok plynd v oxygenatoru byl zastaven. Béhem reperfuze po
ukonceni srdecni zastavy byla krevni pumpa nastavena na 4.5 1/min a pritok plynt byl
nastaven a upravovan s cilem udrzet cilovou hodnotu pO, 10-15 kPa a pCO; 4.0-6.5
kPa.

Po zavedeni vSech katetri a spusténi ECMO byla zvifata stabilizovana po
dobu 10 min. Nasledné jsme navodili obéhovou zastavu — fibrilaci komor. Ob&hovou
zastavu jsme udrzovali po dobu 20 min, nez doslo k obnoveni ob&hu zvySenim pritoku
ECMO na 4.5 1/min. Po 60 min reperfuze nasledovaly az tii pokusy o defibrilaci (300—
360-360 J) a zvifata byla sledovana po dobu dalsich 30 min. Zvifata byla
randomizovana do dvou skupin hypotermie (HT) nebo normotermie (NT); teplota
jadra byla ve skupiné HT udrzovana na trovni 33°C a ve skupiné NT na 36.8°C.

Vzorky krve byly odebirany po 90 min reperfuze a okamzité centrifugovany.
Sérum se uchovavalo zchlazené pfi 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). Pied ob&hovou zastavou byly
stanovovany hladiny reaktivnich metabolitt kysliku (ROM) a biologicky
antioxygenacni potencial (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.
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3.1.3. Vysledky

Vstupni hodnoty krevniho tlaku a mozkové oxymetrie se nelisily a sledované
parametry byly srovnatelné také po dobu prvnich 60 min reperfuze. V 70., 80. a 90.
min byly stfedni arterialni tlak a hodnota mozkové saturace vyznamné vyssi a zaroven
davky noradrenalinu nizsi ve skupiné HT (P<0.05). Defibrilace byla Gspésna u vsech

zvitat ve skupiné HT, ale pouze u jednoho ve skupiné NT (P>0.05).
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Obrazek 1. A Hodnoty cerebralni oxymetrie, stiedniho arterialniho tlaku a davky noradrenalinu, vyjadiené
jako median (min; max). NT - normotermie; HT - hypotermie.

B Hladiny biochemickych parametrt organového postizeni. Hodnoty vyjadiené jako median (min; max). NT
- normotermie; HT - hypotermie; ALT - alanin-aminotransferdza, CK - kreatinkindza, NSE - neuron-
specificka enoldza.

Laboratorni parametry byly analyzovany ze vzorku krve, ziskanych v 90. min
reperfuze. Hodnoty ALT, CK, MGB a Tnl byly vyznamné nizsi 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;
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42.2) ng/L, P<0.05). 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. 1).
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Obrazek 2. Hladiny parametrti oxidativniho stresu. Hodnoty vyjadiené jako median (min; max). NT -
normotermie; HT - hypotermie.

Hodnoty ROM testu odebrané pied a bezprostiedné po ob&hové zastavé byly
srovnatelné ve skupiné HT a NT, ale ve 30., 60. a 90. min reperfuze byly ve skupiné
HT vyznamné nizsi. Hladiny BAP byly srovnatelné ve skupiné HT a NT ve vsech

méfenich (obr. 2).

3.1.4. Diskuse

Hlavnim originalnim vysledkem této studie je zjisténi, Ze mirna terapeuticka
HT (33°C) je ve srovnani s kontrolovanou NT (36.8°C) vyznamné u¢innéjsi v udrzeni
hodnoty krevniho tlaku, mozkové oxygenace, v protekci organového postizeni a
V potlaceni oxidativniho stresu po obehové zastave.

Udaje o ptiznivém G&inku mirné terapeutické hypotermie v 16¢b& nemocnych
po obchové zastave jsou zatim stale nedostate¢né. V kontrolnich skupinach klinickych
studii, které testovaly uc¢innost hypotermie, ¢asto dochazelo ke spontanni hypertermii,
ktera se povazuje za prokazany vyznamny rizikovy faktor. K dne$nimu dni bylo
publikovano jen né€kolik malo praci, které srovnavaly mirnou terapeutickou hypotermii

s kontrolovanou normotermii po srdeéni zastavé. Jia a kol. na modelu resuscitované
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zéastavy u laboratorniho potkana zjistili CastéjS$i vyboje, nasledované drivejSim
obnovenim kontinudlni aktivity na EEG a mens$i neurologicky deficit u potkani,
lé¢enych mirnou terapeutickou hypotermii ve srovnani s normotermii ¢i hypertermii.
Horburger a kol. v retrospektivnim pozorovani popsali, ze terapeuticka hypotermie je
spojena s vyznamnym zlepSenim neurologického vysledku a slep$im 180 dennim
prezitim ve srovnani se spontanni normotermii u pacientii po ob&hové zastavé mimo
nemocnici.

Tyto prace jsou v souladu s vysledky nasi studie. Zjistili jsme, ze zvifata v
HT méla vys$si hodnoty krevniho tlaku, lepsi oxygenaci mozku a nizsi spotiebou
noradrenalinu. Tyto rozdily vSak dosahly statistické vyznamnosti pouze b&hem
poslednich 30 min reperfuze po Uspésné defibrilaci u vSech zvifat ve skupiné¢ HT.
Hemodynamicky ucinny srdeéni rytmus byl vSak obnoven pouze u jednoho ze Ctyt
normotermickych prasat. Prestoze vysledky uspésné defibrilace se vyznamné nelisily,
je mozné, ze vys$i hodnoty krevniho tlaku a mozkové saturace v hypotermické
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, spotieba vazopresorti a srdecni rytmus jsou zavislé parametry. Proto je z
klinického hlediska obtizné spekulovat, ktery z téchto faktorti hraje vétsi roli. Za
zminku stoji, ze Ciselna hodnota krevniho tlaku na jediném NT zvifeti po Gspésné
hodnoty u vSech hypotermickych prasat.

Pozorovali jsme také nizsi hladiny Tnl, CK, MBG a ALT ve skupiné HT, coz
ukazuje na protektivni u€inek hypotermie na myokard, kosterni sval a jaterni buiky.
Hladiny CysC a NSE, ukazatel¢ poskozeni ledvin a mozku, byly srovnatelné
V hypotermické a normotermické skupiné zvirat. Nicméné tyto parametry se blizily
spodni hranici detekce v obou skupinach. Mtzeme predpokladat, Ze 90 min reperfuze

je prilis kratka doba k uvolnéni téchto molekul do krevniho obéhu.
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Nizsi hladiny ROM v pribéhu 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 pii hypotermii mensi ve
srovnani s normotermii. Tyto vysledky jsou v souladu smna$im piedchozim
pozorovanim V klinické studii, kde aplikace mirné hypotermie u nemocnych po
ob&hové zastavé byla spojena se sniZzenou tvorbou nitrotyrosinu a oxidu dusnatého.

Az po publikaci nasi studie byly prezentovany vysledky klinické studie
Target Temperature Management (TTM, Nielsen a kol.), ve ktery nebyl pozorovan
rozdil v piezivani s dobrym neurologickym vysledkem mezi mirnou hypotermii a
kontrolovanou normotermii u jedinct po srdecni zastavé. Tyto vysledky jsou tedy
V pfimém rozporu s nasim pozorovanim. Je vSak tfeba zminit, ze vysledky TTM
nejsou vSeobecné piijimany, piedevsim vzhledem k ne zcela bézné a pravdépodobné
vyrazn¢ selektované populaci ¢i suboptimalné provadéné hypotermii, zahajované
s velkym odstupem od obnoveni ob&hu.

Nase studie ma n¢kolik omezeni. Do kazdé skupiny jsme zafadili pouze Etyfi
zvifata, ktera byla sledovana jen devadesat minut po srde¢ni zastavé. Také obnoveni
pratoku krve za pouziti V-A ECMO v klinickych podminkach neni zcela béznym
postupem, i kdyz se stale Castéji pouziva u refrakterni srdecni zastavy v ramci tzv.
extrakorporalni kardiopulmondlni resuscitace. Nicméné S pouzitim ECMO jsme
minimalizovali variabilitu krevniho prutoku po resuscitaci, a zajistili "uspésnou”

obnovu ob&hu u viech zvifat.

3.1.5. Zavér

Vysledky této studie ukazuji, ze mirna hypotermie (33°C) je U¢ingjsi nez
kontrolovana normotermie (36.8°C) v udrzeni hladiny krevniho tlaku a mozkové
saturace, v prevenci organového postizeni a potlaceni oxidativniho stresu po ob€hové

zastave.

15



3.2. Utinky ischemického postconditioningu a podani oxidu dusnatého na

zvifecim modelu extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitace

3.2.1. Uvod

Extrakorporalni  kardiopulmonalni  resuscitace ~(ECPR)  predstavuje
terapeutickou moznost feSeni tak zavazného stavu jakym je refrakterni ob&hova
zastava. PiezivS§i nemocni maji i po obnové cirkulace Spatnou prognézu. Globalni
ischemie béhem zastavy obéhu spousti zdvazné patologické cesty, které mohou dale
zhorsovat ischemické postizeni predev§im po reperfuzi. Ischemicko-reperfuzni
postizeni vede k rozvoji poresuscitaéniho syndromu, ktery je zodpovédny za dalsi
poskozeni tkani, casto s fatalnim koncem. K dnesnimu dni je prokazano, ze pouze
protektivni intervence v podobé cilené terapeutické hypotermie ¢i kontrolované
normotermie muze redukovat poresuscitatni poskozeni. Béhem poslednich let bylo
navrzeno nékolik dalSich intervenci k ovlivnéni ischemicko-reperfuzniho postizeni,
které zahrnuji ischemicky postconditioning (IPC) a podani oxidu dusnatého (NO).

IPC zahrnuje n¢kolik kratkych epizod ischemie béhem reperfuze, nasledujici
prolongovany ischemicky inzult. Pilotni studie Staata a kol. prokazala, ze IPC
efektivné snizuje poskozeni myokardu a zlepSuje prognoézu pacientll s akutnim
infarktem myokardu. Rovnéz bylo prokazano, ze IPC muze na zvifecim modelu zvratit
fibrilaci komor na sinusovy rytmus.

NO je molekula, ktera se ucastni mnoha fyziologickych signalnich cest, které
zodpovidaji mimo jiné za vazodilataci. NO je in vivo produkovan NO syntdzami
(NOS1, NOS2 a NOS3). Bylo prokazano, ze NO snizuje ischemicko-reperfuzni
poskozeni  organti. Nadprodukce NOS3 v endotelidlnich  bunkach nebo
kardiomyocytech snizuje ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce, zatimco deficit
NOS3 zhorsSuje stunning myokardu, ktary byl ischemicko-reperfuznim poskozenim
vyvolan.

Na zaklad¢ ptiznivého vlivu IPC 1 NO na ischemicko-reperfuzni poskozeni,

ktery byl potvrzen experimentdlnimi studiemi, byly tyto intervence navrzeny jako
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mozné protektivni metody 1écby poresuscitacniho syndromu. Doposud vSak schazi
data, ktera by se tykala i¢inku ICP a NO na vysledky ECPR.
Cilem nasi studie bylo srovnani efektu IPC a podani NO s mirnou hypotermii

na zvifecim modelu.

3.2.2. Metody a protokol

Do této studie jsme zaradili 15 prasat samic (Sus scrofa domestica), télesné
hmotnosti 45kg, stafi 4-5 mésicti. Zvifata byla ndhodn€ rozdélena do tfech skupin,
v kazdé skupiné bylo 5 zvifat.

Po zavedeni vSech katetri a spusténi ECMO byla zvifata stabilizovana po
dobu 10 min. Nésledné jsme navodili ob&éhovou zastavu - fibrilaci komor. Ob&hovou
zastavu jsme udrzovali po dobu 20 min, nez doslo k obnoveni ob&hu zvysenim prutoku
ECMO na 4.5 I/min. Po 60 min reperfuze nasledovaly aZ tii pokusy o defibrilaci (300—
360-360 J) a zvifata byla sledovana po dobu dalSich 30 min. Zvifata byla
randomizovana do tfech skupin: hypotermie (HT), oxid dusnaty (NO) a ischemicky
postconditioning (IPC). Ve skupin¢ HT byla zvitata ihned po obnoveni krevniho
obéhu ochlazovana na cilovou teplotu télesného jadra 33°C; cilové teploty bylo
dosazeno do 5 min. u vSech zvitat a tato teplota byla dale udrzovéana az do ukonceni
pokusu pomoci teplotniho vyméniku, napojeného na oxygenator. V NO skupiné byl
pfidavan oxid dusnaty v koncentraci 80 ppm do smési plynt, piivadéné do
oxygenatoru po celou dobu reperfuze. Ve skupiné IPC zvifata podstoupila tii cykly
tiiminutové globalni ischemie, nasledované tfiminutovou reperfuzi okamzité po
obnoveni ob¢hu

Vzorky krve byly odebirany po 90 min reperfuze a okamzit¢ centrifugovany.
Sérum se uchovavalo zchlazené pfi teploté -70°C az do doby méreni troponinu I (Tnl),
myoglobinu (MGB), kreatinkindzy (CK), alanin-aminotransferazy (ALT), neuron-
specifické enolazy (NSE) a cystatinu C (CysC). Pfed ob&hovou zastavou byly
stanovovany hladiny reaktivnich metabolitd kysliku (ROM). Tato méfeni byla

opakovana 1 min po obnové cirkulace a déle po 30, 60 a 90 min. od reperfuze.
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3.2.3. Vysledky

Vstupni hodnoty v8ech monitorovanych parametrii se u jednotlivych skupin
nelisily. Stfedni hodnota arterialniho tlaku, mozkova oxymetrie a davky noradrenalinu
byly srovnatelné mezi skupinami HT, NO a IPC i v priib&éhu prvnich 60 min reperfuze.
V 70., 80. a 90. min byly stfedni arterialni tlak a mozkova saturace vyznamné vyssi ve
skupiné¢ HT, zatimco davky noradrenalinu byly ve skupiné¢ HT niz$i ve srovnani se
skupinami NO a IPC. Defibrilace byla tspésna u vsech zviiat ve skupiné HT, ale
pouze u jednoho z péti zvitat ve skupinach NO a IPC (P=0.01).
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Obrizek 3. A Hodnoty cerebralni oxymetrie, stfedniho arterialniho tlaku a davky noradrenalinu, vyjadiené
jako median (min; max). HT - hypotermie, NO - oxid dusnaty, IPC - ischemicky postconditioning.

B Hladiny ukazateli organového poskozeni 90 minut po obnoveni krevniho obéhu po srdecni zastave. HT -
hypotermie; NO - oxid dusnaty,; IPC - ischemicky postconditioning, ALT - alanin-aminotransferdza, CK -
kreatinkindza, NSE - neuron-specificka enoldza.

Nalezli jsme vyznamné rozdily v hodnotach ALT, CK, MGB a Tnl. Hladiny

v

ALT byly signifikantné niz§i ve skupin¢ HT ve srovndni s ostatnimi skupinami;

cvwr

hodnoty CK, MGB a Tnl byly vyznamné niz§i ve skupiné HT ve srovnani se skupinou
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NO, zatimco rozdily mezi skupinou HT a IPC nedosahly statistické vyznamnosti,
skupiny NO a IPC skupiny byly srovnatelné ve v§ech mé&fenych parametrech. Hodnoty
CysC, NSE a ROM se ve vsech skupinach vyznamné nelisily (obr.3, 4).

Reaktivni metabolity kysliku

400 % - TR %
B
£ //’\\ gt * IPC
S 300 3~ e
gy
= ?<;

-20-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Cas (min)

Obrazek 4. Hladiny metabolitd reaktivniho kysliku. HT — hypotermie; NO — oxid dusnaty; IPC —
ischemicky postconditioning.

3.2.4. Diskuse

Hlavnim vysledkem této studie je originalni pozorovani, Ze ischemicky
postconditioning ani podani oxidu dusnatého nemély vétsi protektivni ucinek na
poresuscitacni syndrom nez hypotermie na zvifecim modelu obéhové zastavy a ECPR.

Prokazali jsme, Ze ve skupiné¢ HT byly vyssi hodnoty krevniho tlaku a vyssi
mozkova oxymetrie s niz§imi davkami noradrenalinu ve srovnani se skupinami IPC a
NO. Tyto rozdily vSak dosahly statistické vyznamnosti az v 70., 80. a 90. min
reperfuze, po Gspésné defibrilaci u vSech zvifat ve skupiné HT, zatimco G¢inny rytmus
byl nastolen pouze u jednoho z péti zvitat ve skupiné NO a IPC. Vys§i arterialni tlak a
vy$$i hodnoty mozkové oxygenace ve skupiné HT mohou zvySovat $anci na GspéSnou
defibrilaci. Krevni tlak, tkanova saturace, spotieba vazopresorti a srde¢ni rytmus jsou
roli. Nicméné uspéch defibrilace u zvifat ve skupiné HT (100% vs. 20% v ostatnich
skupinach) ukazuje, Ze mirnd terapeuticka hypotermie miize byt spojena s vétSim
kardioprotektivnim potencidlem. VSechny méfené parametry organového postizeni
byly srovnatelné ¢i vyssi ve skupinach IPC a NO nez ve skupiné HT, nebyl zjiStén

z4dny rozdil mezi skupinami [PC a NO a neprokézali jsme tedy protektivni ucinek
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ischemického postconditioningu a podani oxidu dusnatého ve srovndni s hypotermii
V prevenci orgdnového postiZeni.

Nepodaftilo se ndm prokazat ani protektivni u¢inek podavani NO po srde¢ni
zastavé. Nase pozorovani je v rozporu s pozorovanim Nishidy a kol., ktefi zjistili, ze
srdeéni NOS3 zmensuje srdecni a neurologickou dysfunkci a inhibuje zanétlivou
reakci u potkanti po srdec¢ni zastavé. Minamishima a kol. pozorovali vyssi prezivani
mysi, kterym byl podan hydrogen sulfid, stimulujici NOS, 24hodin po resuscitaci.
Tyto rozdily mohou byt ¢aste¢né vysvétleny rozdilnym experimentalnim uspotadanim,
zvlasté pak pouzitim exogenniho NO v na$i studii. Nase vysledky se vSak také lisi
od publikovanych praci, kde byl NO po srdecni zastavé podavan inhalaé¢né. Kida a
spol. pozorovali niz§i mortalitu u mysi, které byly po ob&hové zastavé 1é¢ené
kombinaci hypotermie a inhalace NO. Také tento rozpor s nasimi vysledky mize byt
vysvétlen nejen rozdilnymi experimentalnimi modely, ale 1 aplikaci NO
prostiednictvim oxygenatoru v nasi studii.

V nasi praci jsme navic testovali ischemicky postconditioning a podani NO
oddéleng, prestoze tyto mechanizmy spolu mohou uzce souviset. Yang a spol. popsali
vyznamng zvySenou expresi inducibilni NOS u kosternich svald potkant jako vysledek
ischemického postconditioningu. Nemizeme tedy vyloucit, ze protektivniho ucinku
bychom mohli dosdhnout soucasnou aplikaci NO a ischemického postconditioningu,
nebo dokonce jejich kombinaci s hypotermii. Samotna hypotermie totiz mize ovlivnit
produkci NO, jak ukazali Zorner a kol. na prase¢im modelu resuscitace pti srde¢ni
zéstave.

V této studii jsme demonstrovali, Ze hladiny ROM byly srovnatelné mezi
skupinami NO, IPC a HT. Nase pfedchozi prace ukazaly, ze mirna hypotermie po
srde¢ni zastavé oxidativni stres tlumi. Vysledky této prace tedy neptimo naznaduji, ze
jak ischemicky postconditioning tak poddni NO mohou zmenSit oxidativni stres
podobné jako hypotermie.

Nase studie ma n€kolik omezeni. V prvé fad€é jsme pouzili jenom pét zvirat

do kazdé skupiny a sledovani bylo pouze 90 min po srde¢ni zastavé. Nemizeme
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vyloucit, ze protektivni efekt ve skupinach IPC a NO by se mohl projevit pozdéji.
V nasi praci jsme sledovali u€inky uvedenych intervenci na modelu ECPR; nelze
vyloucit, ze pii konvencni resuscitaci by byly vysledky jiné. Nicméné tento model
ECPR zajistuje uspé$né obnoveni cirkulace u vSech zvifat a eliminuje potencialni
individualni variabilitu v obnové cirkulace pfi pouziti standardnich resuscitacnich

technik.

3.2.5. Zavér

Vysledky této studie ukazaly, Ze po srde¢ni zéastavé maji ischemicky
postconditioning a podani oxidu dusnatého mensi protektivni U€inek na udrzeni
krevniho tlaku, mozkovou oxygenaci a organové poskozeni nez mirna 1éCebna

hypotermie.
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4. KLINICKA CAST DISERTACNI PRACE

4.1. Stanoveni hodnot nitrotyrosinu a nitriti/nitrati u nemocnych po obéhové

zastavé, lé¢enych mirnou terapeutickou hypotermii

4.1.1. Uvod

Globalni ischemie béhem obéhové zastavy aktivuje celou fadu
patogenetickych mechanizmt, které mohou nasledné¢ zptisobovat zdvazné poskozeni
organismu - jedné se o tzv. ischemicko-reperfuzni poskozeni. Rada autord prokazala,
ze jednim zklicovych patogenetickych pochodli, odpovédnych za ischemicko-
reperfuzni poSkozeni, je oxidativni stres. Cilem této studie bylo proto stanovit
ukazatele oxidativniho stresu u nemocnych po srdeéni zastavé, 1é¢enych

endovaskularni hypotermii.

4.1.2. Metody a protokol

Do studie byli zafazovani nemocni po obéhové zastavé mimo nemocnici, ktefi
byli indikovani k mirné terapeutické hypotermii. Nemocnym po ob&hové zastaveé byla
aplikovana jiz béhem transportu do nemocnice infuze chladného fyziologického
roztoku rychlosti 30 ml/kg/hod. U v§ech nemocnych byla dale pouzita endovaskularné
fizend hypotermie s pouzitim systému Thermogard XP (Alsius, USA). Cestou
femoralni zily byl do 30 min od pfijeti k hospitalizaci zaveden trojcestny chladici
katetr. Cilova teplota 33.0 °C byla udrzovana po dobu 24 hodin a nasledné probihal
tfizeny ohiev 0 0.15 °C/hod. az do dosazeni normotermie 36.8 °C. Normotermie byla
dale udrzovana az do navratu védomi. Vzorky krve ke stanoveni ukazatel
oxidativniho stresu byly méfeny kazdych 6 hodin po dobu 54 hodin od obchoveé
zastavy. Stanovovali jsme hladiny 3-nitrotyrosinu (nitrotyrosin), jako ukazatele
produkce peroxynitritu, vznikajiciho reakci NO a superoxidu. Nitraty spolu s nitrity
jako nepiimé ukazatele produkce NO byly méfeny v séru za pouziti Siversova

chemoluminiscen¢niho analyzatoru.
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4.1.3. Vysledky

Kritéria studie spliiovalo celkem 14 nemocnych, z nichz byl 1 vyfazen pro
technicky problém zpracovani vzorku, dalsi 2 byli vyfazeni pro nemoznost podepsani
informovaného souhlasu. Do studie bylo tedy celkem zahrnuto 11 pacientl (primérny
vek 58 let), vétsinou se jednalo o muze (10 z 11). VSichni nemocni dosahli cilové
teploty 33 °C do 1 hodiny od pfijeti. Stiedni arterialni tlak byl udrzovan v rozmezi 65-
90 mmHg na vazopresorické ¢i inotropni podpofe (noradrenalin, dobutamin), nikdo ze
souboru nepotfeboval mechanickou podporu obéhu. VSichni nemocni s akutnim
koronarnim syndromem podstoupili selektivni angiografii véncitych tepen, popiipadé
spolu s perkutanni koronarni intervenci.

Vysoce vyznamné rozdily jsme nalezli v hodnotach hladiny nitrotyrosinu
(P<0.001). Béhem normotermické periody (48. a 54. hodina), byly hladiny
nitrotyrosinu vyrazné vyssi (P<0.05) ve srovnani s jejich hodnotou v prubéhu
hypotermického obdobi (0., 6., 12., 18. a 24. hodina). Signifikantni rozdily byly také
pozorovany v hladindch nitritG/nitratd (P<0.05); béhem normotermie (48. a 54.
hodina) byly hladiny nitritd/nitratd  vyznamné vys$§i nezli hodnoty ziskané

V hypotermické periodé (6. a 12. hodina) (P<0.05) (obr. 5).
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Obrazek 5. Hodnoty hladiny nitrotyrosinu (A) a hladiny nitratd/nitritd (B) u pieZivsich nemocnych po
obc¢hove zastave, ktefi byli oSetieni endovaskularni hypotermii. Cilova teplota jadra byla udrzovana 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 ukazany jako primér + SEM. * P<0.05 v
porovnani s hodnotou v 0, 6, 12, 18 a 24 hoding; # P<0.05 v porovnani s hodnotou v 6 a 12 hoding.
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4.1.4. Diskuse

Originalnim vysledkem této studie bylo pozorovani snizenych hladin
nitrotyrosinu a nitratt/nitrith béhem mirné terapeutické hypotermie ve srovnani
S hladinami, méfenymi pfi normotermii u nemocnych, ktefi prezili obéhovou zastavu.

Je znamo, Ze oxidativni stres hraje jednu z hlavnich roli v patogeneze
ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Rychly narist markerti oxidativniho stresu a
produkce NO muze byt detekovan u riznych akutnich klinickych situaci jako je
trauma, cévni mozkova piihoda, selhani jater nebo infekce. Po publikaci dvou
klinickych studii, které dokumentuji pozitivni vliv hypotermie na neurologickou
progndzu, se mirna terapeuticka hypotermie stala nedilnou soucasti péce o pacienty po
obchové zastaveé. Snizeni oxidativniho stresu a produkce NO za pouziti hypotermie
bylo popsano u zvifecich modelti. V nasi praci jsme vSak poprvé i v klinické studii
prokazali, ze hypotermie po srdeéni zastavé muze priznivé ovliviiovat také oxidativni
stres.

Nase vysledky jsou v souladu s doposud publikovanymi experimentalnimi
studiemi. Jiang a kol. popsali normalizaci hladin nitratd/nitritd a signifikantni
ovlivnéni exprese NO syntasy v mozku za pouziti hypotermie na modelu akutniho
ischemického jaterniho selhani u potkant. Stefanutti a kol. pozorovali, Ze hypotermie
u potkand snizuje oxidativni stres u ischemicko-reperfuzniho poskozeni streva.
Scumpia a kol. pozorovali pii hypotermii inhibici produkce NO a myeloperoxidasou
zprostiedkované poskozeni srdce po podani endotoxinu u potkani. Han a kol. zjistili,
ze hypotermie inhibuje tvorbu NO na experimentdlnim modelu cévni mozkové
ptfihody a zanétu. Hypotermii zprostfedkované ovlivnéni exprese isoforem NO-systasy
po lokalni mozkové ischemii u potkani popsali Karabiyikoglu a kol. Lei a kol.
pozorovali snizeni peroxidace lipidii se zachovalou antioxida¢ni obranou ucinkem
hypotermie na modelu ob€hové zéastavy u psa.

Nase studie mé celou fadu omezeni, vyplyvajici predevSim z malé velikosti
sledovaného souboru a z absence kontrolni skupiny. Z etického hlediska by vSak bylo

neobhajitelné neposkytnout u nemocnych po srdeni zastavé 1é€bu mirnou
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terapeutickou hypotermii. Z dne$niho pohledu by se jist¢ nabizela moznost srovnani
ucinkd kontroly télesné teploty na trovni 33°C a 36°C. V dob¢ provadéni a publikace
nasi studie vSak byla télesna teplota 33°C jedinou doporucenou cilovou teplotou
Vv 1écbé poresuscitacniho syndromu. Oxidativni stres a produkce NO mize byt také
ovlivnéna iontovou nerovnovahou (napf. dysbalanci hladin drasliku nebo vapniku) ¢i
laktatovou acidézou. V souladu se soucasnou klinickou praci byly vsak u vsech
nemocnych, zafazenych do studie, tyto poruchy korigovany v prvnich hodinach od

prijeti.

4.1.5. Zavér

Tato studie ukazala redukci oxidativniho stresu a nizsi produkci NO béhem
mirné terapeutické hypotermie u nemocnych, kteti ptezili ob&hovou 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 muze podilet na pfiznivém vlivu hypotermie na

klinické vysledky u nemocnych po ob&hové zastave.
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5. SOUHRN VYSLEDKU PRACE

e Na experimentalnim modelu obéhové zastavy jsme ukazali, Ze mirnd hypotermie
po obnoveni krevniho obé&hu je G¢inné;si nez kontrolovana normotermie v udrZeni
hladiny krevniho tlaku a mozkové saturace, zmensuje znamky organového
postiZeni a potlacuje oxidativni stres.

e Na experimentalnim modelu srde¢ni zastavy jsme demonstrovali, Ze po srde¢ni
zastavé ma mirna lécebnd hypotermie vétsi protektivni i€inek na udrzeni krevniho
tlaku, mozkovou oxygenaci a organové poskozeni nez ischemicky
postconditioning a podani oxidu dusnatého, pfi¢emz oxidativni stres tyto metody
ovliviiuji srovnatelné.

eV Kklinické studii jsme pozorovali potlaceni oxidativniho stresu a produkce oxidu

dusnatého béhem mirné terapeutické hypotermie u nemocnych po srdeéni zastave.

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

oxidativnim stresem a mirna lécebna hypotermie oxidativni stres sniZuje.
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