
 

 

 

Univerzita Karlova v Praze 

1. lékařská fakulta 

 

 

 

Autoreferát disertační práce 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mírná léčebná hypotermie a oxidativní stres po srdeční zástavě 

 

Mild therapeutical hypothermia and oxidative stress after cardiac arrest 

 

 

MUDr. Andreas Krüger 

 

 

 

Praha 2016 

 



2 

 

¨ 

 

Doktorské studijní programy v biomedicíně 

Univerzita Karlova v Praze a Akademie věd České republiky 

 

Obor: Fyziologie a patofyziologie člověka 

Předseda oborové rady: Prof. MUDr. Jaroslav Pokorný, DrSc. 

Školicí pracoviště: Nemocnice Na Homolce, Roentgenova 3, Praha 5, 150 30  

Školitel: Doc. MUDr. Petr Ošťádal Ph.D. 

 

 

 

 

Disertační práce bude nejméně pět pracovních dnů před konáním obhajoby zveřejněna 

k nahlížení veřejnosti v tištěné podobě na Oddělení pro vědeckou činnost a zahraniční 

styky Děkanátu 1. lékařské fakulty. 

  



3 

 

1. ÚVOD…………………………………………………………………….... 7 

2. HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE……………………………………………... 9 

2.1. Experimentální část…………………………………………………… 9 

2.2. Klinická část………………………………………….………………..9 

3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST DISERTAČNÍ PRÁCE 

3.1. Srovnání vlivu mírné hypotermie a řízené normotermie na udržení 

krevního tlaku, mozkovou oxymetrii, prevenci orgánového postižení a 

oxidativní stres po srdeční zástavě na prasečím modelu 

3.1.1. Úvod……………............................................................................ 10 

3.1.2. Metody a protokol......................................................................... 10 

3.1.3. Výsledky............................................................................. ........... 12 

3.1.4. Diskuse..........................................................................................  13 

3.1.5. Závěr…..........................................................................................  15 

3.2. Účinky ischemického postconditioningu a podání oxidu dusnatého na 

zvířecím modelu extrakorporální kardiopulmonální resuscitace 

3.2.1. Úvod……………............................................................................ 16 

3.2.2. Metody a protokol......................................................................... 17 

3.2.3. Výsledky........................................................................................  18 

3.2.4. Diskuse..........................................................................................  19 

3.2.5. Závěr….......................................................................................... 21 

4. KLINICKÁ ČÁST DISERTAČNÍ PRÁCE 

4.1. Stanovení hodnot nitrotyrosinu a nitritů/nitrátů u nemocných po 

oběhové zástavě, léčených mírnou terapeutickou hypotermií 

4.1.1. Úvod……………............................................................................ 22 

4.1.2. Metody a protokol......................................................................... 22 

4.1.3. Výsledky........................................................................................ 23 

4.1.4. Diskuse..........................................................................................  24 

4.1.5. Závěr…..........................................................................................  25  

5. SOUHRN VÝSLEDKŮ PRÁCE………………………………………....... 26 



4 

 

6. LITERATURA……………………………………………………………... 27 

7. PUBLIKACE AUTORA 

7.1. Publikace in extenso, které jsou podkladem disertace s IF…………... 34 

7.2. Publikace in extenso bez vztahu k tématu disertace s IF…………….. 34 

7.3. Publikace in extenso bez vztahu k tématu disertace brz IF…………... 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

ABSTRAKT 

Úspěšná kardiopulmonální resuscitace a obnovení spontánní cirkulace po 

srdeční zástavě je zcela nezbytným krokem k záchraně života; povšechná ischemie 

během oběhové zástavy však vede k aktivaci celé řady procesů, které mohou způsobit 

další poškození. Jedním z klíčových patogenetických pochodů, odpovědných za 

ischemicko-reperfuzního poškození, je oxidativní stres. Současná evidence o možné 

účasti oxidativního stresu v patogeneze poresuscitačního syndromu je však zcela 

nedostatečná. 

V naší práci jsme testovali následující hypotézy: (i) ischemicko-reperfuzní 

poškození při srdeční zástavě je provázeno oxidativním stresem a (ii) mírná léčebná 

hypotermie snižuje oxidativní stres. 

V experimentální části na zvířecím modelu oběhové zástavy jsme posuzovali 

účinky hypotermie a normotermie na hemodynamické parametry, na známky 

orgánového poškození a na ovlivnění oxidativního stresu. Dále jsme srovnávali účinky 

hypotermie, ischemického postconditioningu a podání oxidu dusnatého při 

extrakorporální kardiopulmonální resuscitaci. Zjistili jsme, že mírná hypotermie 

působí protektivně na sledované parametry a snižuje oxidativní stres jak ve srovnání 

s normotermií, tak alespoň v některých hodnotách i ve srovnání s ischemickým 

postconditioningem a oxidem dusnatým.  

V klinické části byl hodnocen oxidativní stres a produkce oxidu dusnatého u 

pacientů po oběhové zástavě na umělé plicní ventilaci, kteří byli léčeni endovaskulárně 

řízenou mírnou hypotermií. Hypotermie v této studii snižovala hladinu produktů 

oxidativního stresu a tvorbu oxidu dusnatého. 

Naše práce potvrzuje hypotézy, že poresuscitační syndrom je provázen 

oxidativním stresem a že mírná léčebná hypotermie zmenšuje oxidativní stres po 

srdeční zástavě. 

Klíčová slova: oběhová zástava, poresuscitační syndrom, mírná hypotermie, 

oxidativní stres  
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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. 
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1. ÚVOD 

K srdeční zástavě mimo nemocnici dochází u 35-90 jedinců na 100 000 

obyvatel za rok, srdeční zástava v nemocnici nastane ročně v 1-5 z 1000 hospitalizací. 

Zcela nezbytným krokem k záchraně života po srdeční zástavě je úspěšná 

kardiopulmonální resuscitace a obnovení spontánní cirkulace. Vysoká úmrtnost 

pacientů, ke které, bohužel, po obnovení cirkulace dochází, je způsobena zvláštním 

patofyziologickým procesem, který vede k postižení mnoha orgánů, tzv. ischemicko-

reperfusním poškozením. Tento stav bývá v klinické praxi označován jako 

„poresuscitační syndrom“ nebo též jako „post-cardiac arrest syndrome (PCAS)“. 

Patofyziologické pochody, podílející se na PCAS, zahrnují 4 klíčové komponenty: (i) 

poškození mozku, (ii) dysfunkci myokardu, (iii) systémovou ischemicko-reperfusní 

reakci a (iv) persistující základní onemocnění.  Závažnost těchto stavů po obnovení 

cirkulace se u jednotlivých nemocných liší a závisí na intensitě ischemického 

poškození, na příčině srdeční zástavy a předchozím stavu pacienta. V posledních 

letech bylo vyvinuto značné úsilí na zlepšení výsledků léčby nemocných po srdeční 

zástavě, většina testovaných terapeutických intervencí však nebyla doprovázena 

zlepšením výsledků léčby. Jeden z mála postupů, u kterých bylo prokázáno, že zlepšují 

prognózu pacientů po srdeční zástavě, je mírná hypotermie. 

Jak již bylo uvedeno, obnovení cirkulace je nejúčinnější a v současné době 

základní přistup v léčbě ischemických stavů. Není pochyb o tom, že úspěšná reperfuze 

je v rukou kardiologů či kardiochirurgů často život zachraňujícím nástrojem. 

Experimentální i klinické studie však prokázaly, že obnovení cirkulace může 

prohloubit orgánové poškození, které vzniká v důsledku ischémie. Tuto skutečnost 

poprvé popsali Jennings a kol. již v roce 1960. Koncepce reperfuzního poškození pak 

byla vytvořena v roce 1983, kdy Rosenkranz a Buckberg definovali tento fenomén 

jako “…ty metabolické, funkční a strukturální důsledky obnovení krevního průtoku, 

kterým může být zabráněno modifikací podmínek reperfuze“. Park a Lucchesi označili 

tento proces jako „odumření buněk, přeživších období ischemie, jako důsledek více 

dějů iniciovaných reperfuzí“; to vedlo ke dnes všeobecně přijímanému označení tohoto 
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fenoménu jako „ischemicko-reperfuzní poškození“. Obnovení průtoku totiž nepřináší 

jenom kyslík a živiny, nutné pro přežití buněk, nýbrž také faktory, které mohou 

ischemické buňky dále poškodit. Tento proces zahrnuje vznik arytmií, uvolnění 

enzymů, závažné hemorrhagie a konečně i buněčnou smrt. Rozsah reperfuzního 

poškození koreluje s dobou trvání ischémie. Potencionálně nebezpečné faktory mohou 

být rozděleny do tří, úzce souvisejících skupin: (i) faktory, které jsou užitečné či 

dokonce esenciální pro zdravé buňky, ale mohou poškodit buňky alterované ischemií 

(re-energizace, prudká normalizace pH, prudká normalizace osmolality); (ii) faktory, 

škodlivé v přebytku nebo při defektu buněčných obranných systémů (volné radikály, 

proteázy); (iii) faktory, aktivované změnami vyvolanými ischemií, a tedy působící 

selektivně v poškozené tkáni (zánětlivé mechanizmy). Příznivé ovlivnění ischemicko-

reperfuzního poškození je rozhodující pro další osud pacienta..   

Z analýzy dostupné literatury vyplývá, že na vzniku ischemicko-reperfuzního 

poškození se podílejí kyslíkové radikály, vznikající na začátku reperfuze. Na různých 

zvířecích modelech se opakovaně ukázalo, že hypotermie inhibuje tvorbu volných 

radikálů, snižuje peroxidaci lipidů a ochraňuje jadernou DNA před přímým 

poškozením reaktivními formami kyslíku a fragmentací. Jak jsme se však také 

opakovaně přesvědčili, přenos poznatků o oxidativním stresu a možnostech jeho 

ovlivnění ze zvířecích modelů na člověka byl téměř vždy z klinického hlediska 

zklamáním. Doposud máme k dispozici pouze velmi omezené literární údaje o 

ovlivnění oxidativního stresu hypotermií v klinických studiích a zatím nebyla 

publikovaná žádná práce, zabývající se vlivem mírné hypotermie na oxidativní stres u 

nemocných po srdeční zástavě, přestože tato metoda je indikovaná a široce používaná 

právě u úspěšně resuscitovaných nemocných. 
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2. HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE 

 Testovali jsme následující hypotézy: 

1. Ischemicko-reperfuzní poškození při srdeční zástavě je provázeno 

oxidativním stresem. 

2. Mírná léčebná hypotermie po srdeční zástavě snižuje oxidativní stres. 

 

2.1. Experimentální část 

Na experimentálním modelu (prase, Sus scrofa domestica) byly posuzovány 

protektivní účinky hypotermie (33o C). Hodnoceny byly hemodynamické parametry 

(krevní tlak, mozková oxymetrie), hodnoty kreatinfosfokinázy, troponinu I, 

myoglobinu, neuronspecifické enolázy, reaktivních metabolitů kyslíku a biologického 

antioxidačního potenciálu. 

 

2.2. Klinická část 

U nemocných po oběhové zástavě mimo nemocnici byl hodnocen oxidativní 

stres a produkce NO. Nemocným na umělé plicní ventilaci v hluboké analgosedaci 

byla v souladu s doporučenými postupy nastolena řízená hypotermie (33o C) pomocí 

endovaskulárního chladicího katetru Thermogard XP (Alsius, USA). Hypotermie byla 

udržována po dobu 24 hod., poté proběhl řízený ohřev o 0,15 °C/hod na cílovou 

teplotu 36,8 °C. Hodnoceny byly hladiny nitrotyrosinu a  nitrátů/nitritů v pravidelných 

časových intervalech.  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

3.1. Srovnání vlivu mírné hypotermie a řízené normotermie na udržení krevního 

tlaku, mozkovou oxymetrii, prevenci orgánového postižení a oxidativní stres po 

srdeční zástavě na prasečím modelu 

 

3.1.1. Úvod 

Přestože oxidativní stres hraje pravděpodobně jednu z klíčových rolí 

v patogeneze ischemicko-reperfuzního poškození a lze předpokládat jeho účast v 

rozvoji poresuscitačního syndromu, doposud bylo publikováno jen velmi málo prací, 

které se touto problematikou zabývaly. Stejně tak není jasné, zda příznivé úřinky 

hypotermie, která představuje standardní léčebnou strategii po srdeční zástavě, jsou 

spojeny také s ovlivněním oxidativního stresu.  

Cílem této práce bylo porovnat účinky mírné terapeutické hypotermie a 

kontrolované normotermie na zvířecím modelu. Na prasečím modelu oběhové zástavy 

jsme testovali hypotézu, že hypotermie je účinnější než kontrolovaná normotermie 

v udržení krevního tlaku, mozkového okysličení, resuscitability, prevenci poškození 

orgánů a v potlačení oxidativního stresu. 

 

3.1.2. Metody a protokol 

Do naší studie jsme zařadili 8 prasečích samic (Sus scrofa domestica), tělesné 

hmotnosti 45kg, stáří 4-5 měsíců. Zvířata byla náhodně rozdělena do skupiny 

hypotermie (HT) a normotermie (NT), v každé skupině byla 4 zvířata. 

Arteriální tlak byl měřen invazivně pomocí pigtail katetru, umístěného 

v oblouku aorty. Swan-Ganzův katetr byl zaveden přes femorální žílu do plicnicové 

tepny. Kontinuálně bylo u všech zvířat monitorováno EKG, invazivně tlaky v oblouku 

aorty a v jugulární žíle, pulzní oxymetrie, kapnometrie, teplota tělesného jádra (plicní 

tepna) a invazivně saturace kyslíku v plicnicové tepn. Saturace hemoglobinu 
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v kapilární krvi mozkové kůry byla měřena na principu NIRS (near-infrared 

spectroscopy).  

Systém extrakorporální membránové oxygenace (ECMO) byl složen 

z centrifugální pumpy a oxygenátoru. Vlastní kanyly systému pro mimotělní oběh 

jsme zavedli perkutánně Seldingerovskou technikou po dilatacích ve veno-arteriální 

konfiguraci cestou femorálních cév. Žilní nasávací kanyla byla zavedena přes 

femorální žílu a dolní dutou žílu až do pravé síně (správná pozice byla dokumentována 

fluoroskopicky). Arteriální kanyla byla zavedena cestou femorální tepny. Teplotu 

tělesného jádra jsme regulovali pomocí tepelného výměníku, připojeného na 

oxygenátor. Během fáze neléčené srdeční zástavy jsme rychlost krevní pumpy 

nastavili na 0.5 l/min a průtok plynů v oxygenátoru byl zastaven. Během reperfuze po 

ukončení srdeční zástavy byla krevní pumpa nastavena na 4.5 l/min a průtok plynů byl 

nastaven a upravován s cílem udržet cílovou hodnotu pO2 10-15 kPa a pCO2 4.0-6.5 

kPa.  

Po zavedení všech katetrů a spuštění ECMO byla zvířata stabilizována po 

dobu 10 min. Následně jsme navodili oběhovou zástavu – fibrilaci komor. Oběhovou 

zástavu jsme udržovali po dobu 20 min, než došlo k obnovení oběhu zvýšením průtoku 

ECMO na 4.5 l/min. Po 60 min reperfuze následovaly až tři pokusy o defibrilaci (300–

360–360 J) a zvířata byla sledována po dobu dalších 30 min. Zvířata byla 

randomizována do dvou skupin hypotermie (HT) nebo normotermie (NT); teplota 

jádra byla ve skupině HT udržována na úrovni 33°C a ve skupině NT na 36.8°C. 

Vzorky krve byly odebírány po 90 min reperfuze a okamžitě centrifugovány. 

Sérum se uchovávalo zchlazené při teplotě -70°C až do doby měření troponinu I (TnI), 

myoglobinu (MGB), kreatinkinázy (CK), alanin-aminotransferázy (ALT), neuron-

specifické enolázy (NSE) a cystatinu C (CysC). Před oběhovou zástavou byly 

stanovovány hladiny reaktivních metabolitů kyslíku (ROM) a biologický 

antioxygenační potenciál (BAP). Tato měření byla opakována 1 min po obnově 

cirkulace a dále po 30, 60 a 90 min od reperfuze. ROM a BAP test byl bezprostředně 

zpracován a vyhodnocen. 



12 

 

3.1.3. Výsledky  

Vstupní hodnoty krevního tlaku a mozkové oxymetrie se nelišily a sledované 

parametry byly srovnatelné také po dobu prvních 60 min reperfuze. V 70., 80. a 90. 

min byly střední arteriální tlak a hodnota mozkové saturace významně vyšší a zároveň 

dávky noradrenalinu nižší ve skupině HT (P<0.05). Defibrilace byla úspěšná u všech 

zvířat ve skupině HT, ale pouze u jednoho ve skupině NT (P>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1. A Hodnoty cerebrální oxymetrie, středního arteriálního tlaku a dávky noradrenalinu, vyjádřené 

jako medián (min; max). NT - normotermie; HT - hypotermie. 

B Hladiny biochemických parametrů orgánového postižení. Hodnoty vyjádřené jako medián (min; max). NT 

- normotermie; HT - hypotermie; ALT - alanin-aminotransferáza, CK - kreatinkináza, NSE - neuron-

specifická enoláza.  

 

Laboratorní parametry byly analyzovány ze vzorků krve, získaných v 90. min 

reperfuze. Hodnoty ALT, CK, MGB a TnI byly významně nižší ve skupině HT ve 

srovnání s NT skupinou (ALT: 0.36 (0.30; 0.55) vs. 0.79 (0.65; 1.27) μkat/L, P<0.05; 

CK: 34.2 (26.0; 50.29) vs. 86.0 (81.6; 117.8) μkat/L, P<0.05; MGB: 379.8 (225.3; 

566.0) vs. 2423.0 (1995.0; 3442.0) ng/L, P<0.05; TnI: 4.8 (4.0; 12.2) vs. 35.0 (29.8; 

A B 
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42.2) ng/L, P<0.05). Hladiny CysC a NSE se významně nelišily (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).  

 

 

Obrázek 2. Hladiny parametrů oxidativního stresu. Hodnoty vyjádřené jako medián (min; max). NT - 

normotermie; HT - hypotermie. 

 

Hodnoty ROM testu odebrané před a bezprostředně po oběhové zástavě byly 

srovnatelné ve skupině HT a NT, ale ve 30., 60. a 90. min reperfuze byly ve skupině 

HT významně nižší. Hladiny BAP byly srovnatelné ve skupině HT a NT ve všech 

měřeních (obr. 2). 

 

3.1.4. Diskuse 

Hlavním originálním výsledkem této studie je zjištění, že mírná terapeutická 

HT (33°C) je ve srovnání s kontrolovanou NT (36.8°C) významně účinnější v udržení 

hodnoty krevního tlaku, mozkové oxygenace, v protekci orgánového postižení a 

v potlačení oxidativního stresu po oběhové zástavě. 

Údaje o příznivém účinku mírné terapeutické hypotermie v léčbě nemocných 

po oběhové zástavě jsou zatím stále nedostatečné. V kontrolních skupinách klinických 

studií, které testovaly účinnost hypotermie, často docházelo ke spontánní hypertermii, 

která se považuje za prokázaný významný rizikový faktor. K dnešnímu dni bylo 

publikováno jen několik málo prací, které srovnávaly mírnou terapeutickou hypotermii 

s kontrolovanou normotermií po srdeční zástavě. Jia a kol. na modelu resuscitované 
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zástavy u laboratorního potkana zjistili častější výboje, následované dřívějším 

obnovením kontinuální aktivity na EEG a menší neurologický deficit u potkanů, 

léčených mírnou terapeutickou hypotermií ve srovnání s normotermií či hypertermií. 

Hörburger a kol. v retrospektivním pozorování popsali, že terapeutická hypotermie je 

spojena s významným zlepšením neurologického výsledku a s lepším 180 denním 

přežitím ve srovnání se spontánní normotermií u pacientů po oběhové zástavě mimo 

nemocnici. 

Tyto práce jsou v souladu s  výsledky  naší studie. Zjistili jsme, že zvířata v 

HT měla vyšší hodnoty krevního tlaku, lepší oxygenaci mozku a nižší spotřebou 

noradrenalinu. Tyto rozdíly však dosáhly statistické významnosti pouze během 

posledních 30 min reperfuze po úspěšné defibrilaci u všech zvířat ve skupině HT. 

Hemodynamicky účinný srdeční rytmus byl však obnoven pouze u jednoho ze čtyř 

normotermických prasat. Přestože výsledky úspěšné defibrilace se významně nelišily, 

je možné, že vyšší hodnoty krevního tlaku a mozkové saturace v hypotermické 

skupině byly ovlivněny častější úspěšnou resuscitací. Navíc rozdíly krevního tlaku 

mezi HT a NT zvířaty mohly být ovlivněny také pokračováním kontinuální ECMO 

podpory, bez ohledu na výsledek defibrilace. Na druhé straně krevní tlak, tkáňová 

saturace, spotřeba vazopresorů a srdeční rytmus jsou závislé parametry. Proto je z 

klinického hlediska obtížné spekulovat, který z těchto faktorů hraje větší roli. Za 

zmínku stojí, že číselná hodnota krevního tlaku na jediném NT zvířeti po úspěšné 

defibrilaci byla o 10 mmHg nižší i přes vyšší dávku noradrenalinu než odpovídající 

hodnoty u všech hypotermických prasat. 

Pozorovali jsme také nižší hladiny TnI, CK, MBG a ALT ve skupině HT, což 

ukazuje na protektivní účinek hypotermie na myokard, kosterní sval a jaterní buňky. 

Hladiny CysC a NSE, ukazatelé poškození ledvin a mozku, byly srovnatelné 

v hypotermické a normotermické skupině zvířat. Nicméně tyto parametry se blížily 

spodní hranici detekce v obou skupinách. Můžeme předpokládat, že 90 min reperfuze 

je příliš krátká doba k uvolnění těchto molekul do krevního oběhu. 
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Nižší hladiny ROM v průběhu reperfuze ve skupině HT, společně se 

srovnatelnými hladinami BAP mezi skupinami, ukazují, že tvorba reaktivních forem 

kyslíku je hypotermií potlačena a oxidativní stres je proto při hypotermii menší ve 

srovnání s normotermií. Tyto výsledky jsou v souladu s naším předchozím 

pozorováním v klinické studii, kde aplikace mírné hypotermie u nemocných po 

oběhové zástavě byla spojena se sníženou tvorbou nitrotyrosinu a oxidu dusnatého. 

Až po publikaci naší studie byly prezentovány výsledky klinické studie 

Target Temperature Management (TTM, Nielsen a kol.), ve který nebyl pozorován 

rozdíl v přežívání s dobrým neurologickým výsledkem mezi mírnou hypotermií a 

kontrolovanou normotermií u jedinců po srdeční zástavě. Tyto výsledky jsou tedy 

v přímém rozporu s naším pozorováním. Je však třeba zmínit, že výsledky TTM 

nejsou všeobecně přijímány, především vzhledem k ne zcela běžné a pravděpodobně 

výrazně selektované populaci či suboptimálně prováděné hypotermii, zahajované 

s velkým odstupem od obnovení oběhu. 

Naše studie má několik omezení. Do každé skupiny jsme zařadili pouze čtyři 

zvířata, která byla sledována jen devadesát minut po srdeční zástavě. Také obnovení 

průtoku krve za použití V-A ECMO v klinických podmínkách není zcela běžným 

postupem, i když se stále častěji používá u refrakterní srdeční zástavy v rámci tzv. 

extrakorporální kardiopulmonální resuscitace. Nicméně s použitím ECMO jsme 

minimalizovali variabilitu krevního průtoku po resuscitaci, a zajistili "úspěšnou" 

obnovu oběhu u všech zvířat. 

 

3.1.5. Závěr 

Výsledky této studie ukazují, že mírná hypotermie (33°C) je účinější než 

kontrolovaná normotermie (36.8°C) v udržení hladiny krevního tlaku a mozkové 

saturace, v prevenci orgánového postižení a potlačení oxidativního stresu po oběhové 

zástavě.  
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3.2. Účinky ischemického postconditioningu a podání oxidu dusnatého na 

zvířecím modelu extrakorporální kardiopulmonální resuscitace 

 

3.2.1. Úvod 

Extrakorporální kardiopulmonální resuscitace (ECPR) představuje 

terapeutickou možnost řešení tak závažného stavu jakým je refrakterní oběhová 

zástava. Přeživší nemocní mají i po obnově cirkulace špatnou prognózu. Globální 

ischemie během zástavy oběhu spouští závažné patologické cesty, které mohou dále 

zhoršovat ischemické postižení především po reperfuzi. Ischemicko-reperfuzní 

postižení vede k rozvoji poresuscitačního syndromu, který je zodpovědný za další 

poškození tkání, často s fatálním koncem. K dnešnímu dni je prokázáno, že pouze 

protektivní intervence v podobě cílené terapeutické hypotermie či kontrolované 

normotermie může redukovat poresuscitační poškození. Během posledních let bylo 

navrženo několik dalších intervencí k ovlivnění ischemicko-reperfuzního postižení, 

které zahrnují ischemický postconditioning (IPC) a podání oxidu dusnatého (NO). 

 IPC zahrnuje několik krátkých epizod ischemie během reperfuze, následující 

prolongovaný ischemický inzult. Pilotní studie Staata a kol. prokázala, že IPC 

efektivně snižuje poškození myokardu a zlepšuje prognózu pacientů s akutním 

infarktem myokardu. Rovněž bylo prokázáno, že IPC může na zvířecím modelu zvrátit 

fibrilaci komor na sinusový rytmus. 

NO je molekula, která se účastní mnoha fyziologických signálních cest, které 

zodpovídají mimo jiné za vazodilataci. NO je in vivo produkován NO syntázámi 

(NOS1, NOS2 a NOS3). Bylo prokázáno, že NO snižuje ischemicko-reperfuzní 

poškození orgánů. Nadprodukce NOS3 v endoteliálních buňkách nebo 

kardiomyocytech snižuje ischemicko-reperfuzní poškození srdce, zatímco deficit 

NOS3 zhoršuje stunning myokardu, ktarý byl ischemicko-reperfuzním poškozením 

vyvolán.  

Na základě příznivého vlivu IPC i NO na ischemicko-reperfuzní poškození, 

který byl potvrzen experimentálními studiemi, byly tyto intervence navrženy jako 
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možné protektivní metody léčby poresuscitačního syndromu. Doposud však schází 

data, která by se týkala účinku ICP a NO na výsledky ECPR. 

Cílem naší studie bylo srovnání efektu IPC a podání NO s mírnou hypotermií 

na zvířecím modelu. 

 

3.2.2. Metody a protokol 

Do této studie jsme zařadili 15 prasat samic (Sus scrofa domestica), tělesné 

hmotnosti 45kg, stáří 4-5 měsíců. Zvířata byla náhodně rozdělena do třech skupin, 

v každé skupině bylo 5 zvířat.   

Po zavedení všech katetrů a spuštění ECMO byla zvířata stabilizována po 

dobu 10 min. Následně jsme navodili oběhovou zástavu - fibrilaci komor. Oběhovou 

zástavu jsme udržovali po dobu 20 min, než došlo k obnovení oběhu zvýšením průtoku 

ECMO na 4.5 l/min. Po 60 min reperfuze následovaly až tři pokusy o defibrilaci (300–

360–360 J) a zvířata byla sledována po dobu dalších 30 min. Zvířata byla 

randomizována do třech skupin: hypotermie (HT), oxid dusnatý (NO) a ischemický 

postconditioning (IPC). Ve skupině HT byla zvířata ihned po obnovení krevního 

oběhu ochlazována na cílovou teplotu tělesného jádra 33°C; cílové teploty bylo 

dosaženo do 5 min. u všech zvířat a tato teplota byla dále udržována až do ukončení 

pokusu pomocí teplotního výměníku, napojeného na oxygenátor. V NO skupině byl 

přidáván oxid dusnatý v koncentraci 80 ppm do směsi plynů, přiváděné do 

oxygenátoru po celou dobu reperfuze. Ve skupině IPC zvířata podstoupila tři cykly 

tříminutové globální ischemie, následované tříminutovou reperfuzí okamžitě po 

obnovení oběhu  

Vzorky krve byly odebírány po 90 min reperfuze a okamžitě centrifugovány. 

Sérum se uchovávalo zchlazené při teplotě -70°C až do doby měření troponinu I (TnI), 

myoglobinu (MGB), kreatinkinázy (CK), alanin-aminotransferázy (ALT), neuron-

specifické enolázy (NSE) a cystatinu C (CysC). Před oběhovou zástavou byly 

stanovovány hladiny reaktivních metabolitů kyslíku (ROM). Tato měření byla 

opakována 1 min po obnově cirkulace a dále po 30, 60 a 90 min. od reperfuze. 
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3.2.3. Výsledky 

Vstupní hodnoty všech monitorovaných parametrů se u jednotlivých skupin 

nelišily. Střední hodnota arteriálního tlaku, mozková oxymetrie a dávky noradrenalinu 

byly srovnatelné mezi skupinami HT, NO a IPC i v průběhu prvních 60 min reperfuze. 

V 70., 80. a 90. min byly střední arteriální tlak a mozková saturace významně vyšší ve 

skupině HT, zatímco dávky noradrenalínu byly ve skupině HT nižší ve srovnání se 

skupinami NO a IPC. Defibrilace byla úspěšná u všech zvířat ve skupině HT, ale 

pouze u jednoho z pěti zvířat ve skupinách NO a IPC (P=0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3. A Hodnoty cerebrální oxymetrie, středního arteriálního tlaku a dávky noradrenalinu, vyjádřené 

jako medián (min; max). HT - hypotermie, NO - oxid dusnatý, IPC - ischemický postconditioning.  

B Hladiny ukazatelů orgánového poškození 90 minut po obnovení krevního oběhu po srdeční zástavě. HT - 

hypotermie; NO - oxid dusnatý; IPC - ischemický postconditioning, ALT - alanin-aminotransferáza, CK - 

kreatinkináza, NSE - neuron-specifická enoláza. 

 

 

Nalezli jsme významné rozdíly v hodnotách ALT, CK, MGB a TnI. Hladiny 

ALT byly signifikantně nižší ve skupině HT ve srovnání s ostatními skupinami; 

hodnoty CK, MGB a TnI byly významně nižší ve skupině HT ve srovnání se skupinou 

A B 
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NO, zatímco rozdíly mezi skupinou HT a IPC nedosáhly statistické významnosti; 

skupiny NO a IPC skupiny byly srovnatelné ve všech měřených parametrech. Hodnoty 

CysC, NSE a ROM se ve všech skupinách významně nelišily (obr.3, 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4. Hladiny metabolitů reaktivního kyslíku. HT – hypotermie; NO – oxid dusnatý; IPC – 

ischemický postconditioning. 

 

3.2.4. Diskuse 

Hlavním výsledkem této studie je originální pozorování, že ischemický 

postconditioning ani podání oxidu dusnatého neměly větší protektivní účinek na 

poresuscitační syndrom než hypotermie na zvířecím modelu oběhové zástavy a ECPR.  

Prokázali jsme, že ve skupině HT byly vyšší hodnoty krevního tlaku a vyšší 

mozková oxymetrie s nižšími dávkami noradrenalinu ve srovnání se skupinami IPC a 

NO. Tyto rozdíly však dosáhly statistické významnosti až v 70., 80. a 90. min 

reperfuze, po úspěšné defibrilaci u všech zvířat ve skupině HT, zatímco účinný rytmus 

byl nastolen pouze u jednoho z pěti zvířat ve skupině NO a IPC. Vyšší arteriální tlak a 

vyšší hodnoty mozkové oxygenace ve skupině HT mohou zvyšovat šanci na úspěšnou 

defibrilaci. Krevní tlak, tkáňová saturace, spotřeba vazopresorů a srdeční rytmus jsou 

však závislé parametry; je obtížné spekulovat, který z těchto faktorů hraje důležitější 

roli. Nicméně úspěch defibrilace u zvířat ve skupině HT (100% vs. 20% v ostatních 

skupinách) ukazuje, že mírná terapeutická hypotermie může být spojená s větším 

kardioprotektivním potenciálem. Všechny měřené parametry orgánového postižení 

byly srovnatelné či vyšší ve skupinách IPC a NO než ve skupině HT, nebyl zjištěn 

žádný rozdíl mezi skupinami IPC a NO a neprokázali jsme tedy protektivní účinek 
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ischemického postconditioningu a podání oxidu dusnatého ve srovnání s hypotermií 

v prevenci orgánového postižení.  

Nepodařilo se nám prokázat ani protektivní účinek podávání NO po srdeční 

zástavě. Naše pozorování je v rozporu s pozorováním Nishidy a kol., kteří zjistili, že 

srdeční NOS3 zmenšuje srdeční a neurologickou dysfunkci a inhibuje zánětlivou 

reakci u potkanů po srdeční zástavě. Minamishima a kol. pozorovali vyšší přežívání 

myší, kterým byl podán hydrogen sulfid, stimulující NOS, 24hodin po resuscitaci. 

Tyto rozdíly mohou být částečně vysvětleny rozdílným experimentálním uspořádáním, 

zvláště pak použitím exogenního NO v naší studii. Naše výsledky se však také liší 

od publikovaných prací, kde byl NO po srdeční zástavě podáván inhalačně. Kida a 

spol. pozorovali nižší mortalitu u myší, které byly po oběhové zástavě léčené 

kombinací hypotermie a inhalace NO. Také tento rozpor s našimi výsledky může být 

vysvětlen nejen rozdílnými experimentálními modely, ale i aplikací NO 

prostřednictvím oxygenátoru v naší studii. 

V naší práci jsme navíc testovali ischemický postconditioning a podání NO 

odděleně, přestože tyto mechanizmy spolu mohou úzce souviset. Yang a spol. popsali 

významně zvýšenou expresi inducibilní NOS u kosterních svalů potkanů jako výsledek 

ischemického postconditioningu. Nemůžeme tedy vyloučit, že protektivního účinku 

bychom mohli dosáhnout současnou aplikací NO a ischemického postconditioningu, 

nebo dokonce jejich kombinací s hypotermií. Samotná hypotermie totiž může ovlivnit 

produkci NO, jak ukázali Zorner a kol. na prasečím modelu resuscitace při srdeční 

zástavě.  

V této studii jsme demonstrovali, že hladiny ROM byly srovnatelné mezi 

skupinami NO, IPC a HT. Naše předchozí práce ukázaly, že mírná hypotermie po 

srdeční zástavě oxidativní stres tlumí. Výsledky této práce tedy nepřímo naznačují, že 

jak ischemický postconditioning tak podání NO mohou zmenšit oxidativní stres 

podobně jako hypotermie. 

Naše studie má několik omezení. V prvé řadě jsme použili jenom pět zvířat 

do každé skupiny a sledování bylo pouze 90 min po srdeční zástavě. Nemůžeme 
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vyloučit, že protektivní efekt ve skupinách IPC a NO by se mohl projevit později. 

V naší práci jsme sledovali účinky uvedených intervencí na modelu ECPR; nelze 

vyloučit, že při konvenční resuscitaci by byly výsledky jiné. Nicméně tento model 

ECPR zajišťuje úspěšné obnovení cirkulace u všech zvířat a eliminuje potenciální 

individuální variabilitu v obnově cirkulace při použití standardních resuscitačních 

technik.  

 

3.2.5. Závěr 

Výsledky této studie ukázaly, že po srdeční zástavě mají ischemický 

postconditioning a podání oxidu dusnatého menší protektivní účinek na udržení 

krevního tlaku, mozkovou oxygenaci a orgánové poškození než mírná léčebná 

hypotermie. 
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4. KLINICKÁ ČÁST DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

4.1. Stanovení hodnot nitrotyrosinu a nitritů/nitrátů u nemocných po oběhové 

zástavě, léčených mírnou terapeutickou hypotermií 

 

4.1.1. Úvod 

Globální ischemie během oběhové zástavy aktivuje celou řadu 

patogenetických mechanizmů, které mohou následně způsobovat závažné poškození 

organismu - jedná se o tzv. ischemicko-reperfuzní poškození. Řada autorů prokázala, 

že jedním z klíčových patogenetických pochodů, odpovědných za ischemicko-

reperfuzní poškození, je oxidativní stres. Cílem této studie bylo proto stanovit 

ukazatele oxidativního stresu u nemocných po srdeční zástavě, léčených 

endovaskulární hypotermií. 

 

4.1.2. Metody a protokol 

Do studie byli zařazováni nemocní po oběhové zástavě mimo nemocnici, kteří 

byli indikováni k mírné terapeutické hypotermii. Nemocným po oběhové zástavě byla 

aplikována již během transportu do nemocnice infuze chladného fyziologického 

roztoku rychlostí 30 ml/kg/hod. U všech nemocných byla dále použita endovaskulárně 

řízená hypotermie s použitím systému Thermogard XP (Alsius, USA). Cestou 

femorální žíly byl do 30 min od přijetí k hospitalizaci zaveden trojcestný chladící 

katetr. Cílová teplota 33.0 °C byla udržována po dobu 24 hodin a následně probíhal 

řízený ohřev o 0.15 °C/hod. až do dosažení normotermie 36.8 °C. Normotermie byla 

dále udržována až do návratu vědomí. Vzorky krve ke stanovení ukazatelů 

oxidativního stresu byly měřeny každých 6 hodin po dobu 54 hodin od oběhové 

zástavy. Stanovovali jsme hladiny 3-nitrotyrosinu (nitrotyrosin), jako ukazatele 

produkce peroxynitritu, vznikajícího reakcí NO a superoxidu. Nitráty spolu s nitrity 

jako nepřímé ukazatele produkce NO byly měřeny v séru za použití Siversova 

chemoluminiscenčního analyzátoru.  



23 

 

0 20 40 60
5

10

15

20

* *

A. Nitrotyrosin


M

/L

Čas (hod)

33.0°C +0.15°C/h 36.8°C

0 20 40 60
0

50

100

150

200

33.0°C +0.15°C/h 36.8°C

#
#

B. Nitráty/Nitrity


M

/L

Čas (hod)

4.1.3. Výsledky 

Kritéria studie splňovalo celkem 14 nemocných, z nichž byl 1 vyřazen pro 

technický problém zpracování vzorků, další 2 byli vyřazeni pro nemožnost podepsání 

informovaného souhlasu. Do studie bylo tedy celkem zahrnuto 11 pacientů (průměrný 

věk 58 let), většinou se jednalo o muže (10 z 11). Všichni nemocní dosáhli cílové 

teploty 33 °C do 1 hodiny od přijetí. Střední arteriální tlak byl udržován v rozmezí 65-

90 mmHg na vazopresorické či inotropní podpoře (noradrenalin, dobutamin), nikdo ze 

souboru nepotřeboval mechanickou podporu oběhu. Všichni nemocní s akutním 

koronárním syndromem podstoupili selektivní angiografii věnčitých tepen, popřípadě 

spolu s perkutánní koronární intervencí. 

Vysoce významné rozdíly jsme nalezli v hodnotách hladiny nitrotyrosinu 

(P<0.001). Během normotermické periody (48. a 54. hodina), byly hladiny 

nitrotyrosinu výrazně vyšší (P<0.05) ve srovnání s jejich hodnotou v průběhu 

hypotermického období (0., 6., 12., 18. a 24. hodina). Signifikantní rozdíly byly také 

pozorovány v hladinách nitritů/nitrátů (P<0.05); během normotermie (48. a 54. 

hodina) byly hladiny nitritů/nitrátů významně vyšší nežli hodnoty získané 

v hypotermické periodě (6. a 12. hodina)  (P<0.05) (obr. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 5. Hodnoty hladiny nitrotyrosinu (A) a hladiny nitrátů/nitritů (B) u přeživších nemocných po 

oběhové zástavě, kteří byli ošetření endovaskulární hypotermií. Cílová teplota jádra byla udržována na 

33.0°C po dobu 24 hodin. Následný řízený ohřev o 0.15°C/hod. na teplotu 36.8°C. Normotermie byla 

kontrolována až do probuzení nemocného. Hodnoty jsou ukázány jako průměr ± SEM. * P<0.05 v 

porovnání s hodnotou v 0, 6, 12, 18 a 24 hodině; # P<0.05 v porovnání s hodnotou v 6 a 12 hodině. 
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4.1.4. Diskuse 

Originálním výsledkem této studie bylo pozorování snížených hladin 

nitrotyrosinu a nitrátů/nitritů během mírné terapeutické hypotermie ve srovnání 

s hladinami, měřenými při normotermii u nemocných, kteří přežili oběhovou zástavu. 

Je známo, že oxidativní stres hraje jednu z hlavních rolí v patogeneze 

ischemicko-reperfuzního poškození. Rychlý nárůst markerů oxidativního stresu a 

produkce NO může být detekován u různých akutních klinických situací jako je 

trauma, cévní mozková příhoda, selhání jater nebo infekce. Po publikaci dvou 

klinických studií, které dokumentují pozitivní vliv hypotermie na neurologickou 

prognózu, se mírná terapeutická hypotermie stala nedílnou součástí péče o pacienty po 

oběhové zástavě. Snížení oxidativního stresu a produkce NO za použití hypotermie 

bylo popsáno u zvířecích modelů. V naší práci jsme však poprvé i v klinické studii 

prokázali, že hypotermie po srdeční zástavě může příznivě ovlivňovat také oxidativní 

stres.  

Naše výsledky jsou v souladu s doposud publikovanými experimentálními 

studiemi. Jiang a kol. popsali normalizaci hladin nitrátů/nitritů a signifikantní 

ovlivnění exprese NO syntasy v mozku za použití hypotermie na modelu akutního 

ischemického jaterního selhání u potkanů. Stefanutti a kol. pozorovali, že hypotermie 

u potkanů snižuje oxidativní stres u ischemicko-reperfuzního poškození střeva. 

Scumpia a kol. pozorovali při hypotermii inhibici produkce NO a myeloperoxidasou 

zprostředkované poškození srdce po podání endotoxinu u potkanů. Han a kol.  zjistili, 

že hypotermie inhibuje tvorbu NO na experimentálním modelu cévní mozkové 

příhody a zánětu. Hypotermií zprostředkované ovlivnění exprese isoforem NO-systasy 

po lokální mozkové ischemii u potkanů popsali Karabiyikoglu a kol. Lei a kol. 

pozorovali snížení peroxidace lipidů se zachovalou antioxidační obranou účinkem 

hypotermie na modelu oběhové zástavy u psa. 

Naše studie má celou řadu omezení, vyplývající především z malé velikosti 

sledovaného souboru a z absence kontrolní skupiny. Z etického hlediska by však bylo 

neobhajitelné neposkytnout u nemocných po srdeční zástavě léčbu mírnou 
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terapeutickou hypotermií. Z dnešního pohledu by se jistě nabízela možnost srovnání 

účinků kontroly tělesné teploty na úrovni 33°C a 36°C. V době provádění a publikace 

naší studie však byla tělesná teplota 33°C jedinou doporučenou cílovou teplotou 

v léčbě poresuscitačního syndromu. Oxidativní stres a produkce NO může být také 

ovlivněna iontovou nerovnováhou (např. dysbalancí hladin draslíku nebo vápníku) či 

laktátovou acidózou. V souladu se současnou klinickou prací byly však u všech 

nemocných, zařazených do studie, tyto poruchy korigovány v prvních hodinách od 

přijetí.  

 

4.1.5. Závěr 

Tato studie ukázala redukci oxidativního stresu a nižší produkci NO během 

mírné terapeutické hypotermie u nemocných, kteří přežili oběhovou zástavu. Tyto 

výsledky tedy přinášejí nepřímou evidenci, že hypotermie může ovlivnit oxidativní 

stres a produkci NO u těchto nemocných. Lze se proto domnívat, že právě ovlivnění 

oxidativního stresu a produkce NO se může podílet na příznivém vlivu hypotermie na 

klinické výsledky u nemocných po oběhové zástavě.   
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5. SOUHRN VÝSLEDKŮ PRÁCE 

 

 Na experimentálním modelu oběhové zástavy jsme ukázali, že mírná hypotermie 

po obnovení krevního oběhu je účinnější než kontrolovaná normotermie v udržení 

hladiny krevního tlaku a mozkové saturace, zmenšuje známky orgánového 

postižení a potlačuje oxidativní stres.  

 Na experimentálním modelu srdeční zástavy jsme demonstrovali, že po srdeční 

zástavě má mírná léčebná hypotermie větší protektivní účinek na udržení krevního 

tlaku, mozkovou oxygenaci a orgánové poškození než ischemický 

postconditioning a podání oxidu dusnatého, přičemž oxidativní stres tyto metody 

ovlivňují srovnatelně. 

 V klinické studii jsme pozorovali potlačení oxidativního stresu a produkce oxidu 

dusnatého během mírné terapeutické hypotermie u nemocných po srdeční zástavě. 

 

Výsledky práce, prováděné jak na experimentálním modelu u prasat, tak na souboru 

nemocných po srdeční zástavě v prospektivní klinické studii, potvrzují stanovené 

hypotézy, že ischemicko-reperfuzní poškození při srdeční zástavě je provázeno 

oxidativním stresem a mírná léčebná hypotermie oxidativní stres snižuje.  
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