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Souhrn

Srde¢ni zastava je extrémné zavazny stav, charakterizovany globalni ischemii,
nasledovanou reperfuzni reakci po uspésné resuscitaci a obnoveni krevniho obé&hu. Pies
veskeré pokroky soucasné mediciny zistava progndéza nemocnych po srdecni zastavé velmi
Spatnd. Jednim ze zasadnich problému u téchto nemocnych je proto véasné a spolehlivé
stanoveni prognozy, které je nezbytné pro volbu nejvhodnéjsiho diagnosticko-lécebného
postupu. Soucasné moznosti v€asného urceni prognézy jsou vsak velmi omezené.

Cilem na$i prace bylo: (i) studium moznosti ovlivnéni oxidativniho stresu jako
jednoho z kli¢ovych patogenetickych faktord, podilejicich se na vyvoji tzv. poresuscita¢niho
syndromu, a (ii) zjistit moznosti vyuziti ukazateli oxidativniho stresu, kopeptinu a neuron-
specifické enolazy pro ¢asnou predikci prognozy u nemocnych po srdecni zastave.

V experimentalni ¢asti jsme na zvifecim modelu ob&hové zastavy srovnavali ucinky
hypotermie, ischemického postconditioningu (IPC) a aplikace oxidu dusnatého (NO) na
hladiny ukazateli oxidativniho stresu a organového poskozeni; zjistili jsme Ze ani podani NO,
ani [PC neméli vétsi protektivni uc€inek nez hypotermie. V klinické ¢asti jsme v nékolika
studiich ukazali, Ze jak kopeptin, tak pfedevSim neuron-specifickd enoldza, méfend ve
specificky Cas, nabizeji vysokou prognostickou hodnotu pro Casné stanoveni kratkodobé i
dlouhodobé progndzy. Naproti tomu, prognosticka hodnota ukazatel oxidativniho stresu byla
V naSich studiich jen nizka a malo citliva pro klinické vyuziti.

Nase prace tedy ukazala, ze piredevsim kopeptin a neuron-specificka enoldza mohou
byt vyuzity v klinické praxi pro zptfesnéni souCasnych moznosti stanoveni prognodzy po

srdeCni zastave.

Klicova slova: srdeCni zéastava, progndza, oxidativni stres, kopeptin, neuron-specificka

enolaza



Summary

Cardiac arrest is an extremely serious condition characterized by global ischemia
followed by reperfusion after successful resuscitation and restoration of spontaneous
circulation. Despite all advances in current medicine, the prognosis of cardiac arrest survivors
remains very poor. One of the major problems in these patients is, therefore, the early and
reliable determination of the prognosis that is necessary for choosing the most appropriate
diagnostic and therapeutic approach. However, the current possibilities for early
prognostication in cardiac arrest survivors remain very limited.

The aims of our work were: (i) to study the possibilities of influencing oxidative stress
as one of the key pathogenic factors involved in the development of so-called post-cardiac
arrest syndrome; and (ii) to determine the prognostic value of copeptin, neuron-specific
enolase (NSE) and markers of oxidative stress in cardiac arrest survivors.

In the experimental part of the work we used porcine model of cardiac arrest for the
comparison of the effects of hypothermia, ischemic postconditioning (IPC) and administration
of nitric oxide (NO) on oxidative stress burden and organ damage; we found that neither NO
nor IPC did have a superior protective effect over hypothermia. In the clinical part we have in
several trials shown that both copeptin and especially NSE, measured at a specific time
points, offer a high prognostic value for the determination of short- and long-term prognosis.
On the other hand, the prognostic value of the markers of oxidative stress has been low in our
studies and not sensitive and specific enough for clinical use.

In conclusion, our results revealed that copeptin and especially NSE can be used in

clinical practice to increase the current possibilities of prognostication after cardiac arrest.

Keywords: cardiac arrest, prognosis, oxidative stress, copeptin, neuron-specific enolase
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACT
ACTH
AF
ALT
APUD
AUC
AVP
BNP
CK
CPC
CT
CysC
cGMP
DNA
EEG
ECMO
ECPR
EKG
ELISA
GCS
eGFR
HF

HT

activated clotting time, aktivovany koagula¢ni Cas
adrenokortikotropni hormon

arteria femoralis, femoralni tepna
alaninaminotransferaza

amin precursors uptake and decarboxylation
area under the curve, plocha pod kiivkou
vasopressin

brain natriuretic peptide

kreatinkinaza

Cerebral Performance Category

pocitacova tomografie

cystatin C

cyklicky guanosin -3°,5"- monofosfat
kyselina deoxyribonukleova
elektroencefalogram

extrakorporalni membranova oxygenace
extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitace
elektrokardiogram

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Glasgow Coma Scale

estimated glomerular filtration rate, vypoctena glomerularni filtrace
heart failure, srde¢ni selhani

terapeuticka hypotermie
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IABK intraaortalni balénkova kontrapulzace

IM infarkt myokard

IPC ischemicky postconditioning

8-is0-PGF2 8- isoprostan

IR ischemicko-reperfusni

KPR kardiopulmonalni resuscitace

KVO kardiovaskularni onemocnéni

MAP stiedni arteridlni tlak

MGB myoglobin

MR magneticka rezonance

NIRS near-infrared spektroskopie

NO oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého

NSE neuron-specificka enoldza

NT-proBNP N- termindalni fragment proBNP

NYHA New York Heart Association klasifikace srde¢niho selhani
8-OHdG 8-hydroxy-2-deoxyguanosin

8-OHG 8-hydroxyguanosin

OTR oxytocinovy receptor

P2R purinergni receptor

PCAS Post Cardiac Arrest Syndrome, poresuscitacni syndrom
PROPAC Prognosis in Postanoxic Coma (klinicka studie)
PS prava sin

RNA kyselina ribonukleova

ROC receiver - operating characteristics
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ROM reactiv oxygen metabolites, metabolity reaktivniho kysliku

ROS reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
SSEP somatozenzorické evokované potencidly

STEMI infarkt myokardu s ST elevacemi

Tnl troponin |

TT™ Target Temperature Managment (klinickd studie)
SZ srdecni zastava

UpPv uméla plicni ventilace

V1-3 receptory pro vasopresin

VF vena femoralis, femoralni zila

V Fib fibrilace komor
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1. KLINICKY UVOD

1.1. Srdec¢ni zastava

K srde¢ni zastavé mimo nemocnici dochézi u 35-100 jedincti na 100000 obyvatel za
rok, srde¢ni zastava v nemocnici nastane v 1-5 z 1000 hospitalizaci za rok (1-3). Jen u cca 40-
50% jedinct, u kterych byla zahajena kardiopulmondlni resuscitace, se podafi alespon
kratkodobé obnovit krevni ob&h. Celkové srde¢ni zastavu mimo nemocnici prezije bez
vyraznéjsiho neurologického deficitu do propusténi z nemocnice obvykle méné nez 15%
jedinct (1-3). Nejcastéjsi pri¢inou netraumatické srdecni zastavy je akutni koronarni syndrom
a dalsi kardiovaskularni onemocnéni; K srde¢ni zastavé vSak mohou vést také primarné

nekardialni nemoci (4) (Tabulka 1 a 2).

Tabulka 1. Kardialni pti¢iny srde¢ni zastavy

Ischemicka choroba srdeéni

Ischemicka kardiomyopatie

Dilatovana kardiomyopatie

Hypertroficka kardiomyopatie

Neaterosklerotické postizeni koronarnich tepen

Chlopenni vady

Arytmogenni kardiomyopatie pravé komory

Infiltrativni a zanétlivé poSkozeni myokardu

Vrozené srdec¢ni vady

Primarni arytmie

13



Tabulka 2. Nekardialni ptic¢iny srde¢ni zastavy

Plicni embolie

Plicni onemocnéni (hypoxicka pfi€ina srde¢ni zastavy)

Elektrolytova nerovnovaha

Netraumatické krvaceni (hypovolemicka pfi¢ina srdeCni zastavy)

Mozkové krvaceni

Otrava léky

Uduseni

Utonuti

Syndrom nahlého umrti novorozence

V poslednich letech bylo vynalozeno zna¢né Usili na zefektivnéni a optimalizaci péce
o nemocné po srdecni zastavé. Bylo ukéazéano, ze lepSich vysledkd lze dosdhnout ¢asngjsi
aktivaci zachranného procesu, Casné zahdjenou a kvalitni resuscitaci (vCetné telefonicky

fizené laické resuscitace), Casnou defibrilaci, co nejcasnéjSim zahdjenim rozSitené resuscitace

a jak se zda, také kvalitngjsi poresuscitacni péci (4-7).

1.2. Poresuscita¢ni nemoc

Usp&sna kardiopulmonalni resuscitace a obnoveni spontanni cirkulace po srdeéni
zastave je zcela nezbytnym krokem k zachrané€ Zivota; povSechna ischemie béhem ob&hové
zastavy vSak vede k aktivaci celé fady patofyziologickych procest, které mohou zptisobit
dalsi, casto fatalni poskozeni. Tento stav byva oznacovan jako ,,postresuscitaéni nemoc* (8)

nebo jako ,,post-cardiac arrest syndrome (PCAS)“ (1-2).
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Patofyziologické pochody, podilejici se na PCAS, zahrnuji celou fadu mechanismi,
pficemz lze ocekavat, ze jednu z kli¢ovych uloh v tomto procesu hraje oxidativni stres,
provazeny systémovou zanétlivou reakci (1-2). Z hlediska klinické manifestace mizeme
PCAS rozdélit na tyto oblasti: (i) poSkozeni mozku, (ii) dysfunkci myokardu, (iii) systémovou
ischemicko-reperfuzni reakci a (iv) perzistujici zakladni onemocnéni (1-2).

Klinicka zavaznost téchto projevll zéavisi na celé tad¢ faktorti, predevSim na stavu
organizmu pred ob¢hovou zastavou, pfitomnych komorbiditich a délce trvani povsechné
ischemie. Pro dalsi prognézu pacienta je klicové ovlivnéni zékladniho onemocnéni, se snahou
zabranit opakovani ob¢hové zéstavy, hemodynamicka stabilizace, zajisténi dostate¢né
oxygenace, normalizace vnitiniho prostfedi a neuroprotekce. Pfes velmi intenzivni vyzkum
V této oblasti je v soucasnosti k dispozici pouze jedna 1é¢ebna intervence s diikazy o zlepSeni
vysledkl 1é€by nemocnych po srdecni zastavé — je to mirna 1éCebna hypotermie, respektive

kontrola télesné teploty na turovni 33°C nebo 36°C (9-11).

1.3. Predikce prognézy po srdecni zastavé

Jesté v 80. letech 20. stoleti byvalo urCeni prognoézy po srdecni zastavé (SZ) a
kardiopulmonalni resuscitaci (KPR) jednoduché. Z nemocnych, ktefi byli piijati
k hospitalizaci po SZ mimo nemocnici, jen méné¢ nez 2% piezila do propusténi (12).
Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku bylo povazovano za nejvice poskozujici a nejhiie
l1é¢itelnou pfi¢inu komatu; pravdépodobnost uzdraveni byla pro velkou vétSinu téchto
nemocnych miziva (13).

Postupné zlepSovani intenzivni péce o nemocné po srdecni zastavé a zavedeni mirné
hypotermie do 1écby ischemicko-reperfuzniho poskozeni po KPR — poresuscitatniho
syndromu - V poslednich deseti letech znamenalo vyznamné zlepSeni progndzy téchto

pacientll. Soubézné¢ se zlepSovanim vysledkt 1€€by u nemocnych po srdecni zéstave vSak také
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vzriistd potieba cCasného stanoveni progndzy, které by mohlo byt vyuzito pii volbé
nejvhodnéjsiho 1é¢ebného postupu a zamezilo by plytvani omezenymi prostiedky na 1écbu
infaustnich stavl. Je vSak nutné konstatovat Ze moznosti stanoveni progndzy u nemocnych po
resuscitaci jsou stale velmi omezené.

Velmi zavaznym nalezem, spojenym téméf vzdy se Spatnou prognézou po srdecni
zastavé, je pretrvavajici absence kmenovych reflexi. Knejcastéji vyuzivanym
instrumentalnim metodam patii elektroencefalografické vysetfeni (EEG), provedené po
ukonceni 1écebné hypotermie a normalizaci télesné teploty. Ukazatelem Spatné prognozy po
srdeni zastavé je generalizovany utlum aktivity pod 20 pV, status epilepticus nebo
epileptiformni komplexy s nizkou aktivitou pozadi (14). Status epilepticus lze pozorovat
priblizné u 30% nemocnych po srde¢ni zastave, jeho nalez je spojen se Spatnou progndzou,
ale sam o sob¢ jesté neznamena infaustni stav (15-16). Uvazuje se také, Ze Casné zahajené
podavani antiepileptik miize u téchto pacientli prognézu zlepsit (17).

Prognostické informace poskytuje také vySetfeni somatosenzorickych evokovanych
potencialil (SSEP). Oboustranna absence korové odpovédi (N20) pii vySetteni SSEP se zda
byt spojena s velmi Spatnou progndzou a to 1 v ptipadé, Ze je vySetteni provadéno v priabéhu
hypotermie (alespont 14 hodin po srde¢ni zastavé) (14, 18-19). Piesto byly publikovany
kazuistiky ojedinélych pieziti s dobrym neurologickym vysledkem pii absenci N20; ani
vySetieni SSEP se proto nedoporucuje pouzivat jako jediny prognosticky ukazatel (19-20).
Ptitomnost N20 pifi SSEP mé také jen omezenou hodnotu pro predikci dobrého
neurologického vysledku (19).

Mezi biochemické prognostické faktory po srdecni zastave patii predevSim stanoveni
hladiny neuron-specifické enolazy (NSE) a proteinu S-100B. Podle doporuceni American
Academy of Neurology z roku 2006 (14) je hladina NSE > 33 pg/L spojena se $patnymi

vysledky. Tato hranice byla Siroce, avSak nikdy ne vSeobecné, piijimana. Zdalo se, ze hladinu
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NSE miZze snizovat hypotermie; byly publikovany prace, dokumentujici pieziti bez
vyznamného neurologického deficitu i u nemocnych, ktefi méli hladinu NSE vyssi nez 33
ug/L (21).

Protein S-100B je v poslednich letech jednim z intenzivné zkoumanych
biochemickych parametrii, u néjz se predpoklada wvyuziti ke stanoveni progndzy i
U neselektované populace nemocnych po srdeéni zastave. Nekolik autori ukézalo, ze zvySena
hladina S-100B v riznych ¢asovych intervalech od KPR je spojena s vys§im rizikem $patného
neurologického vysledku nebo umrti u téchto nemocnych (22-25).

Z hlediska stanoveni progn6zy u nemocnych po srdecni zastavé nelze opomenout ani
pfinos zobrazovacich metod. Nalez edému mozku na CT nebo MR koreluje se Spatnou
progndzou po resuscitaci (14).

Pres veskeré pokroky v ¢asném stanovoveni progndzy po srde¢ni zastavé v poslednich
letech vSak zlistdva nezodpovézena celd fada otazek. Doposud nebyl nalezen marker se 100%
prediktivni hodnotou; neni také jasné, v jakém intervalu od obnoveni krevniho obé&hu je
nejpiinosnéjsi provadét vysetfeni jednotlivych prognostickych ukazatell, a k dispozici jsou
zatim jen nedostateCné udaje o vytéznosti prognostickych ukazateld u riznych subpopulaci

pacientll po srdecni zéastave.
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2. VYBRANE PATOFYZIOLOGICKE MECHANIZMY

2.1. Srde¢ni zastava a oxidativni stres

Na patogeneze PCAS se podili celd tfada patofyziologickych mechanizmi, pficemz
vyznamnou Uulohu hraje pravdépodobné tzv. oxidativni stres. Oxidativni stres je
charakterizovan nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS — Reactive Oxygen
Species — superoxidovy radikalovy anion, peroxylové radikaly, hydroxylovy radikal, peroxid
vodiku) nebo dusiku (oxid dusnaty, peroxynitrit). Jedna se o velmi nestabilni molekuly a
Vv biologickych systémech jsou zndmé pro svoji dudlni funkci: mohou byt prospésné, ale i
Skodlivé; jsou to produkty normalniho bunééného metabolizmu. K pozitivnim a¢inkiim patii
jejich ucast v odpovédich na negativni vlivy, napt. obranné reakce vici infekénimu agens,
nebo funguji jako bunécéné signalni molekuly. Naopak pii vysokych koncentracich mohou
poskozovat rtizné bunééné struktury, a to lipidy bunéénych membran, proteiny a nukleové

kyseliny (26) (Obrazek 1).

Na K Ca Na Ca Na H Na HCO3

tdt 34
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Obrazek 1. Bunécéné poskozeni oxidativnim stresem. NMDA — N-methyl-D-aspartat receptor

pro glutamat, MMP — matrixova metaloproteindza, ROS - reaktivni formy kysliku.
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Aby byla zachovana rovnovéaha v biologickém systému, jejich Skodlivé ucinky jsou
kompenzované ¢innosti antioxida¢nich enzymi (superoxid dismutiza, katalaza, glutation
peroxidéaza) a ucinkem neenzymatickych antioxidantd (vitamin C, E, karotenoidy, flavonoidy,
glutation, melatonin) (27-28). Kapacita antioxida¢nich systému je vSak pii oxidativnim stresu
nedostatecnd, a proto muize dochédzet k poskozeni nebo az k zaniku buiiky. Experimentalni
prace ukazuji, ze oxidativni stres je klicovym patogenetickym mechanizmem ischemicko-
reperfuzniho poskozeni srdecniho svalu a ze se podili pravdépodobné na celé tade
kardiovaskularnich onemocnéni (KVO), vcetné aterosklerdzy, infarktu myokardu nebo
srde¢niho selhani (27-28). Poskozeni molekuly DNA oxidativnim stresem zahrnuje $tépeni
jednoho nebo obou fetézci DNA a dale poskozeni purinovych a pyrimidinovych basi nebo
oxida¢ni zmény deoxyribozy (29). Doposud bylo identifikovano vice nez 100 oxidacnich
produktd DNA, ale ve vétsin¢ studii bylo vyuzito hodnoceni 8-hydroxy-2- deoxyguanosinu
(8-OHdG), protoze molekula guaninu nejsnadnéji podléha oxidaénimu poskozeni z divodu
nizkého oxida¢né-redukéniho potencialu, ktery stoupa v fad¢: guanin, adenin, cytosin a tymin.
Zvysena hladina 8-OHdG byla nalezena u nemocnych s arterialni hypertenzi (30) u pacientt
s ischemickou chorobou srde¢ni a jinymi klinickymi formami aterosklerotického postiZeni,
jako je ischemicka choroba dolnich koncetin nebo cévni mozkova ptihoda (31). U nemocnych
se srde¢nim selhanim ischemické etiologie hladina 8-OHdG vyznamné korelovala se
zavaznosti NYHA (New York Heart Association functional classification); u srde¢niho
selhani neischemické etiologie byly hladiny 8-OHdG vyznamné niz$i a nekorelovaly s tizi
HF; hodnota 8-OHdG u srde¢niho selhani navic korelovala se stupném aterosklerotického
postizeni (32). U pacienti s akutnim infarktem myokardu byla prokazana vyznamna redukce
hladiny 8-OHdG po reperfuzi (33).

Na riiznych experimentalnich modelech se opakované ukéazalo, ze hypotermie inhibuje

tvorbu volnych radikalt, snizuje peroxidaci lipidit a ochranuje jadernou DNA pied pfimym
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poskozenim reaktivnimi formami kysliku a fragmentaci. Doposud vsak mame k dispozici
pouze velmi omezené literarni idaje o ovlivnéni oxidativniho stresu lé¢ebnou hypotermii
Vv klinickych studiich; necetné prace naznacuji, Ze praveé ovlivnéni oxidativniho stresu muze
byt jednim z hlavnich mechanizmii protektivniho G¢inku hypotermie (34-35).

Soucasna evidence o pritomnosti oxidativniho stresu jako soucasti poresuscitacniho
syndromu zUstava nedostatecnd, jesté vzacnéjsi jsou prace, které by se zabyvaly ovlivnénim

oxidativniho stresu po srdecni zastavé. Literarni idaje o moznosti vyuziti parametri

oxidativniho stresu pro predikci prognozy po srde¢ni zastavé doposud chybéji.

2.2.  Srdecni zastava, vasopresin a kopeptin

Vasopresin (AVP) je syntetizovdn v neuronech hypotalamu a transportovan v
sekre¢nich granulich (tzv. Herringova téliska) axony do zadniho laloku hypofyzy. Podnétem k
jeho uvolnéni jsou hemodynamické a osmotické zmény. Fyziologické funkce jsou
zprostiedkované riznymi typy receptori V1,V2,V3, oxytocinovym receptorem (OTR) a P2-
purinergnim receptorem (P2R). V1 receptory (V1R) se nachazeji v hladké svaloviné cév a v
kardiomyocytech a jejich stimulace vyvolava vazokonstrikci a ma pozitivné inotropni efekt
(36).

Antidiuretické ptsobeni vasopresinu je dano aktivaci V2 receptort (V2R). Aktivace
V3 receptort (V3R), které se nachazeji vyhradné v prednim laloku hypofyzy, vede ke zvysSené
sekreci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). Oxytocinové receptory (OTR) jsou
neselektivni vasopresinové receptory, vykazujici shodnou afinitu k vasopresinu i k oxytocinu,
zatimco V1R maji 30krat vyssi afinitu k vasopresinu nez k oxytocinu (37). OTR byly
nalezeny nejen v reproduk¢nich, ale i v nereproduk¢nich tkanich (38). Dulezita je skute¢nost,
ze OTR jsou hojné¢ zastoupeny v cévnim endotelu a Ze zodpovidaji za vasodilataci,

zprostiedkovanou uvolnénim oxidu dusnatého. To, zda vasopresin zpiisobi vasokonstrikci
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nebo vasodilataci, zavisi na hustoté¢ vyskytu jednotlivych receptorit v urcitych tkanich (V1
versus OTR) (39). OTR nachazime také v srdci, pficemz jejich aktivace spousti uvoliovani
natriuretického peptidu zapojeného do natriurézy, regulace krevniho tlaku a rstu bunék (40).

V klinickych studiich s podavanim nizkych davek vasopresinu nebyl prokazan
nezadouci ucinek tohoto hormonu na srdce (41). Byl vysloven ptedpoklad, Ze vasokonstrikéni
pusobeni vasopresinu na koronarni tepny 1 jeho vliv na myokard pravdépodobné zaviseji na
mnozstvi kysliku v krvi a tento nezadouci efekt je oslaben béhem hypoxie (42).

Koncentrace vasopresinu jsou zvySené u nemocnych se srdenim selhanim (43).
Vasopresin je zapojen do nezadouci remodelace srdce, zprostifedkované aktivaci VI1R.
Stimulace uvedeného receptoru ma za nésledek zvySenou syntézu kontraktilnich proteint v
myocytech a rozvoj hypertrofie myokardu (44); nasledné jsou stimulovany srdecni
fibroblasty, coz vede k myokardialni fibroze (45). Stimulace VIR v hladké cévni svaloviné
zpusobuje zvySeni systémové cévni rezistence, zvySuje afterload levé komory a proto ma
negativni dopad na funkci komory; dlouhodobé zvySeny afterload mé rovnéz vliv na
remodelaci myokardu.

U AVP lze jen obtiZné& stanovit jeho plazmatickou koncentraci z mnoha divoda. Vice
nez 90 % vasopresinu v cirkulaci je vazano na trombocyty. AVP ma kratky polo€as (24 min),
protoZe je z obéhu rychle odstraniovan. AVP je v izolované plazmé nestabilni, 1 kdyZ jej
skladujeme pii teploté —20°C. Kopeptin ma v tomto ohledu méné nedostatkli, a proto
predstavuje téméf idealni ukazatel, odrazejici uvoliovani AVP (46-47). Kopeptin je
glykopeptid, slozeny z 39 aminokyselin; jedna se o C-terminalni fragment pre-provasopresinu
a je uvoliovan v ekvimolarnim pomeéru s vasopresinem. Na rozdil od AVP lze hladinu
kopeptinu relativné jednoduse méftit. Kopeptin zlstava stabilni ex vivo Vv séru nebo plasmé az
nekolik dna pifi pokojové teploté. V nékolika studiich byl kopeptin popsan jako uzitecny

biomarker, a to nejen u nemocnych s chronickym srde¢nim selhanim (HF), ale 1 u nemocnych
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po akutnim infarktu myokardu (IM). Stoiser a spol. (48) jako prvni ukazali, Ze kopeptin je
dobrym ukazatelem klinického stavu pacientli s pokro¢ilym HF. Jeho hodnota dokdze 1épe
nez hodnota BNP predikovat umrti a vyskyt kombinovaného vysledného ukazatele (imrti a
rehospitalizace pro HF), ac¢koli pomoci BNP bylo stdle mozno 1épe predikovat rehospitalizaci
pro chronické HF. Neuhold a spol. (49) popsali, Ze koncentrace kopeptinu stoupaji paraleln¢ s
tiidami NYHA. U pacient ve tiidaich NYHA 1II a Il bylo ukazano, ze kopeptin je lepsim
prediktorem umrti ve srovnani s BNP a NT-proBNP. U nemocnych ve tfidé NYHA IV mél
kopeptin mensi vypoveédni hodnotu nez koncentrace sodiku a zejména glomerularni filtrace.
Khan a spol. demonstrovali u pacientd po akutnim IM, ze kopeptin byl nezavislym
prediktorem tmrti nebo HF, koncentrace kopeptinu byly vyssi u pacientti po infarktu s ST
elevacemi nez u nemocnych po netransmuralnim infarktu a plazmatickd koncentrace
kopeptinu korelovala s koncentraci NT-proBNP (50). V ramci této studie byla vySetfena
koncentrace kopeptinu také u 706 zdravych dobrovolnikii; koncentrace kopeptinu byly
vyznamné vys$i u muzi nez u zen; U muzi koncentrace kopeptinu korelovala s glomerularni
filtraci, ale u zen byla uvedena korelace slaba (50). Kelly a spol. (51) ve své studii, zahrnujici
osoby po infarktu myokardu, potvrdili spojitost mezi koncentraci kopeptinu na jedné strané a
ejekcni frakci, objemy a remodelaci levé komory a klinickymi projevy HF po IM na stran¢
druhé.

Zda se tedy, Ze (i) sekrece AVP je stimulovana hemodynamickymi zménami, (ii)
elevace kopeptinu, jako ukazatele plazmatickych koncentraci AVP, je spojena s nepiiznivou
progndzou u riznych kardiovaskularnich onemocnéni a (iii) méfeni hladiny kopeptinu mize
zlepsit odhad prognoézy. Doposud v8ak chybéji udaje o moznostech vyuziti stanoveni hladiny

kopeptinu pro ureni prognoézy u nemocnych po srde¢ni zastave.
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2.3.  Srdec¢ni zastava a neuron-specificka enolaza

Enoladza je enzym, nachdzejici se v cytoplasmé a podilejici se na glykolyze. Enolazy
jsou funkéné aktivni ve formé homo nebo heterodimerti, slozenych z nekovalentné vazanych
podjednotek (alfa, beta nebo gama). U savci existuje enolaza ve tfech riznych formach, které
maji odlisnou tkanovou distribuci a strukturu. Non-neuronal enolase (oo isoforma, o enolaza,
enolaza 1) se nachazi ve vSech fetalnich tkanich a ve vétSiné tkani dospélych jedinct. Béhem
vyvoje je tato forma v urCitych tkanich nahrazovana jinymi isoformami: v kosternim svalu a
v myokardu off a Bp isoformami (B enoldza, enolaza 3), v neuronech ay nebo yy isoformami
(neuron—specificka enolaza [NSE], y enolaza, enolaza 2). VSechny isoformy maji
molekulovou hmotnost v rozmezi 78-100 kDa, jsou lokalizované v cytoplasmé a katalyzuji
proménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat; reakce je mozna i v opaéném sméru (53).
Molekula enolazy potiebuje ke své stabilité a katalytické aktivité dvoumocny Kationt kovu —
Mg, Mn, Zn, Cd, Co a Ni. Nejcastéji je zastoupen Mg*+, ktery zajiStuje nejsilngjsi
enzymovou aktivitu. Uvedené ionty nejsou v pevné vazb¢ uvniti proteinové molekuly, proto
enoldza neni typicky metaloenzym, ale je definovand jako tzv. "ionty kovu aktivovany
enzymaticky komplex” (53). NSE byla poprvé popsana Moore a Mcgregorem v roce 1965
(54-55) jako vysoce kysely solubilni protein mozku. Nasledné imunologické studie potvrdily,
Ze tento protein je specificky pro neurony a proto ndzev "neuron-specificky protein”; pozdéji
byla zjisténa jeho enzymaticka aktivita v procese glykolyzy a proto definitivni ndzev "neuron-
specificka enoldza”. NSE je 433 aminokyselin dlouhy acidicky dimericky protein, ktery
zahrnuje dva izoenzymy enolazy yy a ay. NSE je predominantné lokalizovana v neuronech a
neuroendokrinnich bunkach, obzvlast v téch, kde probiha vychytavani a dekarboxylace
prekurzorti amind, které jsou soucasti tzv. APUD systému, napf. stfevo, plice, Stitna zlaza,

pankreas, glandula pituitaria. V malych mnozstvich je pfitomna i v jinych tkanich napf.
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v erytrocytech, trombocytech, prostaté, uteru. Izoforma yy se vyskytuje hlavné
v diferencovanych neuronech, zatimco oy isoforma je pfitomna i mimo neuronalni bunky
(napf. erytrocyty). Hemolyza proto miize byt pti¢inou zvySené hladiny NSE a to proporcialné
stupni hemolyzy i bez poskozeni mozkové tkan¢. Biologicky polocas je pfiblizn¢ 24h (56-57).

Zvysené hodnoty NSE mohou byt detekovany v krvi a v mozkomisnim moku
v souvislosti s poskozenim mozku v celé fad¢ patologickych stavi, jako je vedle hypoxického
poskozeni pii srdecni zastavé také cévni mozkova piihoda, trauma mozku, Alzheimerova
nemoc, epilepsie, roztrouSena skleréza, neuroblastom, meduloblastom, retinoblastom,
malobunéény karcinom a nadory neuroendokrinni tkané (karcinoid ¢i feochromocytom) (57).

NSE se jiz ptes 10 let vyuziva v klinické praxi jako pomocny ukazatel pro stanoveni
neurologické prognézy. Bylo opakované ukazano, ze vzestup hladiny NSE po srde¢ni zastave
odrazi miru poskozeni mozku. Na zakladé vysledkt klinické studie PROPAC (Prognosis in
Postanoxic Coma) byla roku 2006 hladina NSE >33 ng/mL prvnich 72 hodin po srde¢ni
zastaveé oznacena jako spolehlivy faktor pro stanoveni $patné neurologické prognozy (58).
Nasledné se roku 2006 tato hodnota stala soucasti praktickych doporuceni pro prognostikaci
po srde¢ni zastavé Americké Neurologické Spolecnosti (14). Od té doby se v péci o nemocné
po srdecni zastavé odehradla fada zmén; tou nejzasadnéjSi bylo zavedeni terapeutické
hypotermie, respektive kontroly télesné teploty na trovni 33°C nebo 36°C. Prestoze
souvislost mezi NSE a progndzou po srdecni zastave je znama jiz relativné dlouho, soucasna
evidence je zatim stdle nedostate¢na. Né&kolik praci naznacilo, Ze NSE je mozné pouzivat ke
stanoveni prognozy i pii fizené hypotermii, a ze cilova teplota hladiny NSE neovliviiuje (napf.
analyza klinické studie TTM (Targeted Temperature Managements)) (59).

Podle soucasnych doporuceni je méfeni hladiny NSE u pacientti po srde¢ni zastaveé
dopliuyjicim prognostickym ukazatelem; vysoké hladiny 48 a 72 hod po srde¢ni zéstavé

podporuji neptiznivou neurologickou prognézu. Avsak evidence pro toto doporuceni je stale
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velmi slaba, chybi doporuc¢end mezni (cut-off) hodnota pro stanoveni $patné prognozy, ziejma
neni ani nejvhodnéj$i doba pro stanoveni NSE; prace s métenim NSE po 72 hodinach od

kolapsu nejsou doposud k dispozici, nejasna je i prognosticka hodnota vyvoje zmén hladiny

NSE.
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3. HYPOTEZY

Na patogeneze poresuscitacniho syndromu se vyznamné podili oxidativni stres.
Hladina markerd oxidativniho stresu odrazi zavaznost ischemicko-reperfuzniho
poskozeni a vyss$i hladiny ukazateli oxidativniho stresu jsou spojeny s horsi
progndzou po srdecni zastave.

Té&z8i ischemické poskozeni pii srde¢ni zastavé je spojeno s vyssi akutni sekreci
vasopresinu a proto hladina ukazatele této sekrece — kopeptinu — odrazi zavaznost

stavu a jeji stanoveni lze vyuzit k ¢asné predikci prognozy.

Prediktivni hodnota neuron-specifické enolazy (NSE) pro stanoveni prognézy po

srdeéni zastaveé zavisi na dobé odbéru krevniho vzorku (interval kolaps — odbér) a pro

stratifikaci rizika 1ze vyuzit nejen absolutni hodnoty NSE, ale i zmény hladiny v Case.
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4. CILE PRACE

e Na zvifecim modelu srde¢ni zéastavy a v klinické studii zjistit vztah mezi srde¢ni

zastavou a parametry oxidativniho stresu.

e Stanovit prognostickou hodnotu ukazatelii oxidativniho stresu po srdecni zastavé.

e Stanovit vztah mezi hladinou kopeptinu pfi piijeti k hospitalizaci, zdvaznosti srde¢ni

zastavy a klinickymi vysledky u nemocnych po srde¢ni zastavé mimo nemocnici.

e Urcit prognosticky vyznam stanoveni NSE v jednotlivych dnech po srde¢ni zastaveé a

zjistit vztah mezi zmé&nami hladiny NSE v prvnich dnech po zéstavé a klinickymi

vysledky.
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5. OXIDATIVNI STRES A SRDECNI ZASTAVA

5.1. Oxidativni stres a srdecni zastava na zvifecim modelu (Ptiloha 1)
5.1.1. Uved

Globalni ischemie, kterd vznikd béhem srde¢ni zdstavy spousti fadu patologickych
déju, které dale zhorsuji ischemické poskozeni, a to i po reperfuzi. Ischemicko-reperfuzni (IR)
poskozeni po srde¢ni zastavé vede ke vzniku tzv. poresuscitacniho syndromu (PCAS — post
cardiac arrest syndrome), v dusledku kterého dochazi k dal§imu poskozeni tkani, Casto
s fatalnim koncem. Intenzivni Snahou je zabranit progresi PCAS. Doposud jedinou
prokazatelné protektivni intervenci, ktera piiznivé ovliviluje poresuscitatni poskozeni
organismu a zlepSuje klinické vysledky, je kontrola télesné teploty a udrzovani mirné
hypotermie. Tato intervence zahrnuje indukci a casové ohraniené udrzovani mirné
hypotermie (HT) nebo kontrolované normotermie (8-10). Bylo prokazano, ze HT zvySuje
homeostazu kalciového a kaliového metabolismu v mozku, zabranuje transientni hyperemii a
zachovava dostatecny krevni priatok mozkem (60), inhibuje uvoliiovani glutamatu (61),
redukuje oxidativni stres (34), tlumi zanétlivou odpovéd (62) a snizuje produkci
metaloproteinaz (63). Béhem poslednich let byly navrzeny dal$i intervence, které mohou
potencialné omezovat IR poskozeni; patii sem také ischemicky postconditioning (IPC) a
podani oxidu dusnatého (NO).

IPC zahrnuje nékolik kratkych epizod ischemie béhem reperfuze po prolongované
ischemii (64). Staat a spol. v pilotni studii ukazali, Ze IPC G¢inn¢ snizuje postizeni myokardu
a zlepSuje prognozu u nemocnych s akutnim infarktem myokardu (65). Také bylo prokazano,
ze IPC muze zvratit fibrilaci komor na pravidelny sinusovy rytmus (66-67).

NO je molekula, ktera je soucasti mnohych fyziologickych déju v organismu a jednim

Z jejich hlavnich ucinka je vazodilatace. NO je syntetizovan in vivo pisobenim enzymu NO-
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syntdza (NOS1, NOS2 a NOS3). NO v bunice aktivuje guanylatcyklazu a tim zvysuje
koncentraci sekundarniho posla - cyklického guanosin-3°,5'- monofosfatu (¢cGMP) a ten
zprostiedkuje ucinky NO v buiice. Produkce NO v mnoha organech omezuje IR poskozeni;
zvySena exprese NOS3 v endotelialnich bunikach (68) nebo v kardiomyocytech (69) zmirnuje
negativni disledky IR v myokardu a naopak nedostatek NOS3 muze spoustét ischemii
indukovany stunning myokardu (70).

Ptiznivy ucinek IPC a NO pfi IR poskozeni byl prokazédn v mnoha experimentalnich a
klinickych pracich. Na zdkladé dostupnych vysledk v jinych klinickych situacich s IR
poskozenim jsou IPC a NO zvazovany jako potencidln¢ protektivni intervence i V 1é€b¢
poresuscitaéniho syndromu (71-73); relevantni udaje u srdecni zastavy a extrakorporalni
resuscitace vSak doposud chybi.

Cilem nasi prace bylo proto porovnat ucinek IPC a podani NO se standardni 1écebnou
intervenci - mirnou terapeutickou hypotermii na zvifecim modelu resuscitované srde¢ni

zastavy.

5.1.2. Metody

K experimentu bylo pouzito 15 samic prasete domaciho (Sus scrofa domestica, stafi
4-5 mésicu, primérna hmotnost 45 Kkg). Zvirata byla uvedena do anestezie podanim
kombinace azaperonu (2mg/kg) s ketaminem (15-20 mg/kg) intramuskularné. Uplné anestezie
byla navozena podanim propofolu (2 mg/kg) s morfinem (0.1-0.2 mg/kg) iv a pak byla
provedena endotrachealni intubace. Anestezie byla dale vedena kontinualnim iv podavanim
propofolu v davce 8-10 mg/kg/hod a morfinu (0.1-0.2 mg/kg/hod). Uvedené davkovani bylo
upravované podle fyziologickych parametrti zvitete, dle kornedlniho a palpebralniho reflexu,

lakrimace a spontannich pohybi. Po skonceni experimentu byl zvifeti podan kalium chlorid
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v davce 2 meqg/kg; soucasné se pokracovalo v celkové anestezii a zvife bylo usmrceno
eutanazii.

ZavadéCe (sheathy, cévni vstupy) byly zavedené perkutanni Seldingerovou metodou
do obou femoralnich arterii a zil a do obou jugularnich zil. Po uvedeni do anestezie byl podan
v infuzi fyziologicky roztok (1000 ml), ktery byl dale podavan kontinualné rychlosti 200-500
ml/hod s cilem udrzet hodnotu stfedniho tlaku v pravé sini mezi 3-7 mmHg. Po zavedeni
cévnich vstupti byl aplikovan iv heparin v davce 100 U/kg a pak bylo pokracovano
kontinualnim iv podavanim v davce 50 U/kg/hod s cilem dosahnout hodnotu ACT 180-250 s.
Hodnoty ACT jsme kontrolovali kazdou hodinu pomoci piistroje Hemochrom Junior+
Microcoagulation System (ITC, Edison, NJ, USA).

Umeéla plicni ventilace byla zajisténa pomoci ventildtoru Hamilton G5 (Hamilton
Medical AG, Bonaduz, Svycarsko), byl pouzit rezim INTELLIVENT — Adaptive Support.
Ventilator byl nastaven tak, aby byla udrzena saturace hemoglobinu kyslikem v arterialni krvi
v rozsahu 95-99% a hodnota pCO2 na konci expiria vV rozmezi 38-42 mmHg. V pribéhu
srdecni zastavy byla ventilace zastavena. Béhem reperfuze — po obnoveni krevniho ob&hu —
byla minutova ventilace nastavena tak, aby dosahovala 100% predikované minutové ventilace
podle hmotnosti.

Srde¢ni zastavu — fibrilaci komor — jsme vyvolali aplikaci stimula¢nich impulzi o
vysoké frekvenci s pouzitim diagnostického dekapolarniho katetru (Response CSL, St Jude
Medical, Saint Paul, MN, USA), ktery byl zaveden do pravé komory cestou vena jugularis

interna. Stimula¢ni amplituda byla nastavena na dvojndsobek stimulacniho prahu.

5.1.2.1. Monitorace vitilnich funkci
Arterialni krevni tlak byl méfen invazivné pomoci tlakového pievodniku (Truwave,

Edwards Lifesciences, Irvine, CA, USA) z katetru, ktery byl umistnén do aortalniho oblouku.
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Swan-Ganzlv katetr by zaveden cestou femoralni Zily do arterie pulmonalis. U vSech zvitat
byly kontinualné¢ zaznamenavany elektrokardiogram (EKG), invazivni tlak krve (v aortalnim
obluku a v jugularni Zzile), tlak v plicnici a saturace arterialni krve kyslikem (Monitor Life
Scope TR, Nihon Kohden, Tokyo, Japonsko; Vigilance Il, Edwards Lifesciences, Irvine, CA,
USA). Regionalni mozkova saturace v kapilarni krvi byla méfena pfistrojem INVOS
(Cerebral/Somatic Oximeter, Covidien, Minneapolis, MN, USA), pracujicim na principu

,near-infrared* spektroskopie (NIRS).

5.1.2.2. Extrakorpordlni kardiopulmonadlni resuscitace (ECPR)

Okruh extrakorporalni membranové oxygenace (ECMO) byl slozen z centrifugalni
pumpy Levitronix Centrimag (Thoratec, Pleasanton, CA, USA), membranového oxygenatoru
Quadrox (MAQUET Cardiopulmonary AG, Rastatt, Némecko) a mechanického smésovace
plyni (Sechrist, Anaheim, California, USA). Kanyly byly zavedené perkutanné
Seldingerovou technikou po ptfedchozi dilataci cestou femoralni arterie a femoralni Zily.
Venosni ,.inflow* kanyla (21 F) byla umisténa do pravé sin¢ (poloha kanyly byla
kontrolovana skiaskopicky), arterialni ,,outflow* kanyla (15 F) byla zavedena cestou arteria
femoralis (Obrazek 2). Té¢lesna teplota byla udrzovana pomoci tepelného vyméniku. Krevni
plyny a hladina kalia v krvi, opoustéjici oxygenator, byly monitorovany kontinualné¢ (CDI
Blood Parameter Monitoring Systém 500, Terumo Cardiovascular Systems Corporation,
Somerset, NJ, USA). Béhem srde¢ni zastavy byl pratok krve krevni pumpou 0.5 I/min a
prutok vzduchu a kysliku oxygenatorem byl pferuSen. Po ukonceni srde¢ni zastavy jsme
navysili pratok krevni pumpou na 4.5 I/min (cca 100 mL/kg/min); byl obnoven pratok kysliku
a vzduchu oxygenatorem tak, aby byly udrzované nasledujici hodnoty krevnich plyna v krvi,

ktera opousti oxygenator: pO2 10-15 kPa a pCO2 4.0-6.5 kPa.
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‘ Oxygenator

Krevni pumpa

Obrazek 2. Schema zavedeni veno-arteridlni extrakorpordlni membranové oxygenace
(ECMO). Neokyslicena, venozni krev je nasavana v oblasti pravé sin¢ (PS) pomoci Zzilni
(inflow) kanyly, zavedené cestou femoralni Zily (VF). Krevni pumpou je potom krev
pohanéna do oxygenatoru, kde dochazi k vyméné plynt a okyslicend krev se vraci cestou

femoralni tepny (AF). UPV, uméla plicni ventilace.

5.1.2.3. Experimentdlni protokol

Po zavedeni vSech katetri a kanyl, spusténi mimotélniho obéhu a po 10 min
stabilizace byla vyvoldna srdecni zéstava indukci fibrilace komor. Srdecni zastava trvala 20
min, poté byla cirkulace obnovena zvysSenim extrakorporalniho pritoku z 0.5 I/min na 4.5
I/min a nasledovalo 90 min reperfuze. Po inicialnich 60 min reperfuze, byly umoznény u
kazdého zvifete maximalné¢ 3 pokusy o defibrilaci (bifazickym vybojem 200-270-270J)
s cilem nastolit sinusovy rytmus; poté nasledovalo dalSich 30 min sledovani bez ohledu na

vysledek defibrilace (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Schema experimentalniho protokolu. Stab - stabilizace; ECMO - extrakorporalni

membranova oxygenace; V Fib - fibrilace komor.

Zvitata byla randomizovéana po péti do tfi skupin: 1. skupina HT, 2. skupina NO a 3.
skupina IPC. Zvifata v kontrolni — hypotermické (HT) skupiné byla ochlazena na cilovou
teplotu 33°C na zacatku reperfuze, uvedena cilova teplota byla dosazena v pribéhu prvnich 5
min reperfuze u vSech hypotermickych zvifat a byla udrZovana aZz do konce experimentu
pomoci tepelného vymeéniku, napojeného na oxygendtor. Ve skupiné NO, byl NO
v koncentraci 80 ppm podavan se smési plynii do oxygenatoru béhem celé reperfuzni periody.
Tato davka NO byla urcena na zaklad¢ publikovanych tdaji, které prokazaly protektivni
ucinek NO po inhalaci u prasat (60). Ve skupin¢ IPC byla zvirata vystavena 3 cyklim 3 min
trvajici globalni ischemie, néasledovanych 3 min reperfuze ihned po obnoveni cirkulace

(Obrazek 3).

33



Stredni arterialni tlak (MAP) jsme po dobu reperfuze mohli podle protokolu regulovat
i podanim noradrenalinu: pii pfetrvavani MAP <60 mmHg po dobu 10 min, mohl byt
noradrenalin nasazen iv kontinualné¢ v davce 0.2 mcg/kg/min a davku jsme mohli
zdvojnasobit kazdych 10 min pfi MAP <60 mmHg az do dosazeni maximalni davky 1.6

mcg/kg/min.

5.1.2.4. Laboratorni testy

Krevni vzorky ke stanoveni ukazatelii organového poskozeni jsme odebirali prasatim
v 90 min reperfuze, po odbéru byly vzorky ihned centrifugované a sérum bylo zmrazeno na
teplotu -70 °C az do dalsiho zpracovani. Stanovovali jsme troponin | (Tnl), myoglobin
(MGB), kreatinkinazu (CK), alaninaminotransferazu (ALT), neuron-specifickou enolazu
(NSE) a cystatin C (CysC). Vzorky ke stanoveni reaktivnich metaboliti kysliku (ROM), byly
odebrané pred srde¢ni zéastavou, 1 min po obnoveni obéhu a dale 3 min, 60 min a 90 min
reperfuze; méfeni ROM bylo provadéno okamzité po ziskani krve.

Tnl a MGB byly méfené pomoci chemiluminescencni imunoanalyzy (Access
Immunoassay System, Beckman Coulter Inc; Brea, CA, USA). CK a ALT hodnoty byly
stanovené podle metody, schvalené Mezindrodni Federaci Klinické Chemie, vyuzitim
Synchron System. NSE bylo méfeno pomoci imunoradiometrické metody (Beckman Coulter
Inc., Brea, CA, USA). Cys C byl mé&fen pomoci imunoturbidimetrické metody (Gentian AS,
Moss, Norsko). Hladiny ROM byly métfeny s vyuzitim analytického systému Fras 4 Evolvo

(H&D srl, Parma, Italie).

5.1.2.5. Statistické analyzy
K posouzeni statistické vyznamnosti rozdila v MAP, davce noradrenalinu, v

hodnotach mozkové oxymetrie a v hladinach ROM byl pouzit ANOVA test a Bonferoniho
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mnohonasobny srovnavaci test. Kruskal-Wallistiv test a Dunnova vicenasobna srovnavaci
analyza byly pouzity k porovnani ostatnich laboratornich parametri. y° test byl pouzit
k posouzeni rozdili v resuscitabilité. Za statisticky vyznamné rozdily byly povazovany
hodnoty P<0.05. Statistické analyzy byly provedené pomoci programu GraphPad Prism verze

5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

5.1.3. Vysledky
5.1.3.1. Krevni tlak, mozkova oxymetrie a resuscitabilita

Vstupni hodnoty monitorovanych parametriit byly srovnatelné u jednotlivych skupin
zvifat. MAP, hodnoty mozkova oxymetrie a davky noradrenalinu byly podobné mezi
jednotlivymi skupinami (HT, NO a IPC) v prubéhu prvnich 60 minut reperfuze. V 70., 80. a
90. min byly MAP a mozkova saturace vyznamné vys§i ve skupiné¢ HT, zatimco davka
noradrenalinu byla v této skupiné niz$i ve srovnani s IPC a NO skupinou (Obrazek 4).
Defibrilace byla uspésna u vSech zvitat HT skupiny, naproti tomu ve skupinach NO a IPC

jenom u jednoho z péti zvirat (P=0.01).

5.1.3.2. Ukazatelé organového poskozeni a oxidativni stres

Vyznamné rozdily byly nalezené v hladinach ALT, CK, MGB a Tnl (Obrazek 5).
Mnohonasobny srovnavaci test ukazal, Ze hladiny ALT byly signifikantné nizs§i ve skupiné
HT ve srovnani s jinymi skupinami. Hladiny MGB, CK a Tnl byly téz signifikantné nizsi
VvV HT skupiné ve srovnani s NO skupinou, zatimco rozdily mezi HT a IPC skupinou
nedosahovaly statistické vyznamnosti. NO a IPC skupiny byly srovnatelné ve vSech méfenych
parametrech (Obrazek 5). Hladiny CysC, NSE byly téZ srovnatelné ve vSech skupinach
(Obrazek 5). Hladiny ROM byly vyznamné vyssi ve 30. a 90. min reperfuze ve srovnani se

vstupni hodnotou u skupin NO a IPC; ve skupiné HT byly hodnoty ROM ve vSech métenich
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srovnatelné (Obrazek 6). Pfi vzdjemném srovnani skupin HT, NO a IPC v jednotlivych

¢asovych bodech nebyl nalezen vyznamny rozdil (Obrazek 6).
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Obrazek 4. Vyvoj hodnot cerebrdlni oxymetrie, stfedniho arteridlniho tlaku, davky
noradrenalinu. HT — hypotermie, NO — oxid dusnaty, IPC — ischemicky postconditioning
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Obrazek 5. Hladiny ukazateld organového poskozeni 90 min po obnoveni krevniho ob&hu po
srde¢ni zastavé. HT — hypotermie; NO — oxid dusnaty; IPC — ischemicky postconditioning,

CK — kreatinkinaza, ALT- alaninaminotranferaza, NSE - neuron-specificka enolaza.
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Reaktivni metabolity kysliku
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Obrazek 6. Hladiny metabolit reaktivniho kysliku po srdeéni zastavé. HT — hypotermie; NO
— oxid dusnaty; IPC — ischemicky postconditioning; *P<0.05 vs. vstupni hodnota (plati pro
NO a IPC)

5.1.4. Diskuse

Hlavnim vysledkem nasi studie je pozorovani, Ze NO a IPC na zvifecim modelu
srdecni zastavy nemaji véEtsi protektivni Gcinek na poresuscitatni syndrom nez mirna
terapeuticka hypotermie. Zjistili jsme, ze prasata v HT skupiné vykazovala vyssi krevni tlak,
lep$i mozkovou saturaci a potiebovala nizs$i davky noradrenalinu ve srovnani s IPC a NO
skupinou; uvedené rozdily vsak dosahly statistické vyznamnosti az v 70., 80. a 90. min
reperfuze, po uspésné defibrilaci u vSech HT zvitat; hemodynamicky ucinny srde¢ni rytmus
byl vsak nastolen pouze u jednoho z 5 zvitat NO a IPC skupiny. Je proto pravdépodobné, ze
vys$$i hodnoty krevniho tlaku a mozkové oxygenace u HT zvifat mohly byt ovlivnéné
sinusovym rytmem, ktery byl nastolen po uspé$né defibrilaci. Na druhu stranu, krevni tlak,
tkanova saturace, spotfeba vazopresorii a srdecni rytmus jsou vzdjemné se ovliviiujici
proménné; z klinického pohledu je proto tézké identifikovat, ktery z uvedenych faktorh ma
dominantni roli. Nicméné 100% uspésna defibrilace u hypotermickych zvirat (versus 20% ve

zbylych dvou skupinach) ukazuje na vyznamny protektivni ucinek mirné hypotermie.
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Vsechny ukazatele organového poSkozeni byly srovnatelné nebo vyssi v IPC a NO skuping
nez v HT skupin€. V nasi experimentalni praci jsme tedy neprokazali superioritu IPC a NO ve
srovnani s mirnou TH Vv prevenci organového poskozeni po srde¢ni zastave.

Nase vysledky se odlisuji od prace, kterou publikovali Yannopoulos a spol. (74), ktefi
popsali lepsi piezivani a neuroprotektivni ucinek IPC u prase¢iho modelu srdecni zastavy.
Tento rozdil mizeme vysvétlit odlisSnym zvitecim modelem, krat$im trvanim srde¢ni zastavy
a IPC s krat$imi cykly. Naproti tomu podobné jako v nasi praci také Meybohm a spol. (75)
nezjistili protektivni Gi¢inek postconditioningu s anestetikem isofluranem po srde¢ni zastave.

I kdyz je podani exogenniho NO uznavanou terapeutickou intervenci v uritych
specifickych situacich, vysledky nasi prace nepotvrzuji pozorovani dalSich autort, ktefi
popisuji protektivni u¢inek inhalace NO po srdecni zéstaveé. Nase prace se lisi od vysledk,
publikovanych Nishidou a spol. (76), ktefi prokazali, ze NOS3 zmenSuje myokardialni a
neurologickou dysfunkci a tlumi zanét u potkant po srde¢ni zastavé. Podobné Minamishima a
spol. (77) popsali lepsi ptezivani u mysi po srdeéni zastavé, kterym se aplikoval hydrogen
sulfid, stimulujici NOS. Uvedené rozdily je mozné vysvétlit rozdilnym typem experimentu,
ale hlavné exogennim podanim NO v nasi studii. Nase vysledky se vsak lisi také od
publikovanych vysledki jinych autorti, ktefi hodnotili u¢inek inhalovaného NO po srde¢ni
zastavé. Minamishima a spol. v dalsi studii (78) popsali lepsi vysledky po resuscitaci u mysi,
které inhalovaly NO 23 hod po srde¢ni zastavé a Kida a spol. (79) zjistili lepsi prozivani u
mysi, které byly 1écené kombinaci HT s inhalaci NO. Popsané diskrepance mohou byt
vysvétleny nejen rozdilnym experimentalnim modelem, ale také podanim NO pies oxygenator
V nasi studii.

V nasi praci jsme ovétovali ucinky IPC a NO odd¢lené, i kdyz IPC a produkce NO
jsou pravdépodobné velmi tzce propojené. Yang a spol. (80) demonstrovali signifikantné

vys8i expresi inducibilni NOS ve svalovych vlaknech u potkant jako G¢inek IPC. Nemutizeme
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proto vylouc¢it moznost protektivniho vlivu pii soucasné aplikaci NO a IPC, nebo dokonce
jejich kombinaci s mirnou terapeutickou hypotermii. Dokonce je pravdépodobné, ze
terapeuticka hypotermie sama indukuje produkci NO, jak popsali Zoerner a spol. (81) u
prasec¢iho modelu resuscitované srdecni zastavy.

Dale jsme prokazali, ze hladiny ROM byly srovnatelné mezi NO, IPC a HT skupinou.
Rada autorti prokazala, e mirna terapeutickd hypotermie po srdeéni zastavé signifikantné
redukuje oxidativni stres (34-35, 82). Nase vysledky tedy naznacuji, ze IPC a podani NO
mohou potlacit oxidativni stres v podobném rozsahu jako HT. Nicmén¢ pfi srovnani vyvoje
hladin ROM uvnitf jednotlivych skupin jsme nalezli — na rozdil od HT — u NO a IPC vyssi
hodnoty v prubéhu reperfuze ve srovnani s hodnotami vstupnimi.

Nase studie méa nékolik limitaci. V kazdé skupiné bylo pouze 5 zvifat a po srde¢ni
zastavé byla doba sledovani jenom 90 min. Je pravdépodobné, ze delsi ¢as sledovani po
zastavé by mohl dale zpiesnit hodnoceni U¢inku testovanych, potencialné protektivnich
intervenci. Neni rovnéz ziejmé, zda mizeme naSe vysledky, ziskané po extrakorporalni
resuscitaci, aplikovat na poresuscitaéni syndrom po konvecni kardiopulmonalni resuscitaci.
Tento model ECPR vsak zajistuje uspé$né obnoveni cirkulace u vSech zvifat a eliminuje
potencialni interindividualni variabilitu v obnové ob&hu pii pouziti standardnich

resuscitaénich metod.

5.1.5. Zavér
Vysledky této studie ukézaly, ze ischemicky postconditioning a podéani oxidu
dusnatého nemaji po srdecni zéastavé vetsi protektivni Gcinek na udrzeni krevniho tlaku,

mozkovou oxygenaci, organové poskozeni a oxidativni stres nez mirna 1é¢ebna hypotermie.
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5.2. Oxidativni stres u nemocnych po srde¢ni zastavé (Priloha 2)

5.2.1. Uvod

V klinické studii jsme stanovovali hladiny produkti oxidativniho stresu u nemocnych
po srdecni zastavé. Jednalo se 0 ukazatele oxidativniho poSkozeni molekuly DNA (8-
hydroxydeoxyguanosin, 8-OHdG), RNA (8-hydroxyguanosin, 8-OHG), fosfolipidd (8-
isoprostane) a u podskupiny pacientt byly méfené hladiny nitrotyrosinu (ukazatel

oxidativniho stresu) a nitratii/nitritd jako markeru produkce oxidu dusnatého (NO).

5.2.2. Soubor a metody

Do souboru bylo zatazeno 111 nemocnych po srde¢ni zdstavé mimo nemocnici
s usp&snou kardiopulmonalni resuscitaci, ktefi zlstavali v bezvédomi (perzistujici koma
S GCS <8, priméry vek 65 let, muzi 79%). U téchto pacientli byla zahajena 1écba mirnou
hypotermii jesté pted pfijetim do nemocnice podavanim chlazeného fyziologického roztoku
rychlosti 30 ml/kg/hod. Infuze byla pferuSena v nemocnici po dosazeni télesné teploty 34°C
pomoci endovaskularniho systému Thermogard XP (Zoll, Chelmsdorf, MA, USA). U vsech
nemocnych byl pouzit protokol s cilovou télesnou teplotou 33°C na dobu 24 hodin (34). Po
uplynuti hypotermické faze byli nemocni postupné ohfivani o 0.15°C za hodinu na cilovou
té€lesnou teplotu 36.8°C, normotermie byla pak udrzovana az do navratu védomi pacienta.

Tam, kde pfi¢inou srde¢ni zastavy byl akutni koronarni syndrom s elevacemi ST
useku, byla provedena diagnostickd koronarografie a podle ndlezu ptipadné perkutanni
koronarni intervence. Stfedni arteridlni tlak byl udrZzovan v rozmezi 65-90 mmHg na
vazopresorické ¢i inotropni podpoie (noradrenalin, vasopresin, dobutamin, milrinon), nikdo
ze souboru nemél mechanickou podporu obé&hu. Podskupinu s opakovanym stanovenim

nitrotyrosinu a nitrata/nitrita tvofilo 11 nemocnych.
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Krev ke stanoveni ukazatelli oxidativniho poskozeni DNA, RNA a fosfolipida jsme
odebirali thned po pfijeti do nemocnice, pak za 12 a za 30 hod po piijmu. Krev k méfeni
nitrotyrosinu a nitratd/nitritd byla odebirana ihned po piijmu do nemocnice a poté kazdych 6
hod po dobu 54 hod. Centrifugaci vzorkt krve pii otackach 1500/min po dobu 5 minut jsme
ziskali sérum, které bylo okamzit¢ zamraZeno a ulozeno pfi teploté -70 °C az do méfeni
hladin uvedenych markerd. Nitrotyrosin (3-nitrotyrosin) je ukazatel produkce peroxynitritu,
ktery vznika zreakce NO a superoxidu (83). Hladiny nitrotyrosinu byly méfené pomoci
standardni metody ELISA, pouzitim monoklonalnich protilatek; detaily uvedené metody jsou
popsané v praci Fisarkové a spol. (84). Nitraty/nitrity jsou nepiimé ukazatele produkce NO a
byly métené v séru pouzitim Sieversova chemiluminiscenéniho analyzatoru (GE Analytical
Instruments, USA). Hladiny markerd oxidativniho poskozeni DNA, RNA a fosfolipida byly
métené pomoci ELISA testu (Cell Biolabs, Inc, San Diego, CA, USA).

Neurologicky stav byl hodnocen pomoci CPC (Cerebral Performance Category)
(Tabulka 3) (85) a to 30. den po prfijeti do nemocnice. Uvedeny skoérovaci systém je

standardné pouzivan k popisu neurologického stavu po srde¢ni zastave.

Tabulka 3. Kategorie CPC (Cerebral Performance Category)
e CPC 1 - bez neurologického deficitu
e CPC 2 - lehk4 az stfedni neurologicka dysfunkce
e CPC 3 - tézky neurologicky deficit (neni schopen existence bez pomoci jiné osoby)
e CPC4-koma

e CPC5-smrt

Hladiny ukazatelti oxidativniho stresu byly analyzovany ANOVA testem za pouZziti

Newman-Keulsovy vicenasobné post-test analyzy. Déle byly konstruovany ROC (Receiver

42



operating characteristic) kiivky k analyze a urCeni senzitivity a specifity hladin uvedenych
markert pro predikci prognézy. Hodnota P<0.05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.
Ke zpracovani statistickych analyz byl pouzit software GraphPad Prism verze 4.0 (GraphPad,

USA) a MedCalc verze 12 (MedCalc, Mariakerke, Belgie).

5.2.3. Vysledky

Zakladni charakteristika souboru je uvedena v Tabulce 4.

Tabulka 4. Zakladni charakteristika souboru.

Pocet pacienti 111

Primérny vék 65 (31-88)

Muzi 79%

ROSC (min) 20.65 (5 -60)
Vstupni laktat (mmol/1) 6.65 (0.7-20.0)
Vstupni pH 7.18 (6.68 - 7.56)
EF LK pfi ptijeti 39.4%

Vstupné defibrilovatelny rytmus 74%

Data jsou prezentovand jako median (min-max) nebo n (%). ROSC - cas do obnoveni

krevniho obehu,; EF LK - ejekcni frakce levé komory.

Zaznamenali jsme vyznamné zmény v hladindch ukazateli oxidativniho poSkozeni
DNA (8-hydroxydeoxyguanosin; 8-OHdG), RNA (8-hydroxyguanosin; 8-OHG) a fosfolipida

(8-isoprostan) v jednotlivych ¢asech méfeni (0, 12, 30 hod) (Obrazek 7-9).
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Obrazek 7. Vyvoj hladiny ukazatele oxidativniho poSkozeni DNA, 8-
hydroxydeoxyguanosinu (8-OHdG) u nemocnych po srde¢ni zastaveé. ¥*P<0.05 vs. hodnota pii
prijeti (Cas 0); #P<0.05 vs. hodnota za 12 hodin.
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Obrazek 8. Vyvoj hladiny ukazatele oxidativniho poskozeni RNA, 8-hydroxyguanosinu (8-

OHG) u nemocnych po srde¢ni zastaveé. *P<0.05 vs. hodnota pfi pfijeti (Cas 0).
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Obrazek 9. Vyvoj hladiny ukazatele oxidativniho poskozeni fosfolipidu, 8-isoprostanu (8-

iS0-PGF2) u nemocnych po srde¢ni zastave. *P<0.05 vs. hodnota pii piijeti (Cas 0).

V podskupingé s Cast€jSim meéfenim vybranych parametrii jsme pozorovali vysoce
vyznamné rozdily v produkci nitrotyrosinu (P<0.001). Hladina nitrotyrosinu b&hem
normotermie (48. a 54. hodina) byla vyznamné vys§i ve srovnani se vSemi méfenimi
Vv pribéhu hypotermie (Obrazek 10). Vyznamné zmény jsme zaznamenali také u hladin
nitratd/nitritd (P<0.05). Také zde byly hodnoty pifi normoterii (48. a 54. hodina) vyznamné

vy$$i ve srovnani s hypotermii (6. a 12. hodinou) (Obrazek 11).
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Obrazek 10. Hladiny nitrotyrosinu u nemocnych se srdecni zastavou, léCenych

endovaskularni hypotermii po dobu 24 hodin. *P<0.05 vs. 0, 6, 12, 18 a 24 hod.
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Obrazek 11. Hladiny nitratd/nitritd  u nemocnych se srde¢ni zastavou, léCenych

endovaskularni hypotermii po dobu 24 hodin. *P<0.05 vs. 6 a 12 hod.
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Ze sledovanych ukazatelt oxidativniho stresu jsme nalezli vztah s klinickymi vysledky
pouze pro vstupni hodnotu ukazatele oxidativniho poskozeni RNA, 8-hydroxyguanosinu
(80OHG); plocha pod ROC ktivkou byla 0.639, P=0.0223, optimalni cut-off >0.59 ng/ml,

sensitivita 85.7% a specifita 40.5% pro Spatnou prognozu (Obrazek 12).

8OHG
100}
so; Sensititivita 85,7
ool Specifita 40,5
f AUC 0,639
40: 95% Cl 0,529-0,740
2ol P=0,0223

0 20 40 60 80 100
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Obrazek 12. Receiver-operating characteristic (ROC) ki#ivka pro hodnoty 8-

hydroxyguanosinu (8-OHG) a predikci prognozy u nemocnych po srdeéni zastave.

5.2.4. Diskuse

Hlavnim vysledkem této studie je zjiSténi dynamickych zmén v hladinach parametri
oxidativniho stresu po srdec¢ni zastavé, neptimo naznacujici aktivni ulohu oxidativniho stresu
Vv patofyziologickych procesech poresuscitaéniho syndromu. Vyvoj hladin nitratd/nitrit a
nitrotyrosinu, méfenych opakované Vv 6-hodinovych intervalech, ukazuji také na vliv
hypotermie na tyto parametry a tedy na supresi oxidativniho stresu. Ze sledovanych parametra
vSak pouze vstupni hodnota 8-OHG meéla vztah s klinickymi vysledky — prognézou

nemocnych — ato jen na hranici Klinického vyznamu.

47



Je znamo, ze oxidativni stres hraje jednu z hlavnich uloh v patogeneze IR poskozeni
(27-28). Rychly vzestup ukazateld oxidativniho stresu a zvySena produkce NO byly popsany
u raznych akutnich klinickych situaci, jako je trauma, cévni mozkovéa ptihoda, selhani jater
nebo infekce (86-87). Zatim vSak neni mozné porovnat nase vysledky S zZadnou jinou
publikovanou klinickou praci, ktera by sledovala parametry oxidativniho stresu po srde¢ni
zastavé. Vysledky nasi prace jsou ale v souladu s nékolika uvefejnénymi experimentalnimi
studiemi, které ukazuji projevy oxidativniho stresu na riznych modelech srde¢ni zastavy (77,
88).

Po publikaci dvou klinickych studii, které dokumentuji pozitivni vliv hypotermie na
neurologickou prognozu (9-10), se mirna terapeuticka hypotermie stala nedilnou soucasti péce
o pacienty po obc¢hové zastaveé. Snizeni oxidativniho stresu za pouziti hypotermie bylo
popsano nasi skupinou U zvifeciho modelu srde¢ni zastavy (35). V na$i praci jsme vSak
poprvé 1 v klinické studii prokdzali, ze hypotermie po srdeCni zéastavé miize piiznive
ovliviiovat také oxidativni stres, coz je dal§im prioritnim vysledkem této studie.

Toto nase pozorovani je také v souladu s doposud publikovanymi experimentalnimi
pracemi, zaméfenymi na ucinky hypotermie u jinych patologickych stavi. Jiang a spol. (87)
popsali normalizaci hladin nitratd/nitrith a signifikantni ovlivnéni exprese NO syntazy
V mozku za pouziti hypotermie na modelu akutniho ischemického jaterniho selhani u potkant.
Stefanutti a spol. (89) pozorovali, ze hypotermie u potkand snizuje oxidativni stres u
ischemicko-reperfuzniho poskozeni stieva. Scumpia a spol. (90) pozorovali pii hypotermii
inhibici produkce NO a myeloperoxidasou zprostiedkované poskozeni srdce po podani
endotoxinu u potkant. Han a spol. (91) zjistili, Ze hypotermie inhibuje tvorbu NO na
experimentalnim modelu cévni mozkové piihody a zanétu. Hypotermii zprostfedkované

ovlivnéni exprese isoforem NO syntdzy po lokadlni mozkové ischemii u potkani popsali
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Karabiyikoglu a spol. (92). Lei a spol. (93) pozorovali snizeni peroxidace lipidl se zachovalou
antioxida¢ni obranou u¢inkem hypotermie na modelu obéhové zastavy u psa.

Vysledky nasi prace jsou v souladu i s dosud publikovanymi klinickymi studiemi,
zaméfenymi na vliv hypotermie na oxidativni stres u riznych patologickych stavii. Hayashi a
spol. (86) pozorovali snizené hladiny nitrati/nitritd jako vysledek ochlazeni na cilové teploty
32-33 °C u nemocnych s poranénim mozku nebo mozkovym krvacenim. Podobn¢ Wenisch a
spol. (94) zjistili redukci tvorby reaktivnich forem kysliku pti aplikaci mirné hypotermie
béhem chirurgickych vykont. Bayir a spol. (95) pozorovali ochranny Géinek hypotermie na
antioxidacéni kapacitu po t€Zkém poranéni mozku u déti.

V na$i praci jsme ukazali, Ze pouze vstupni hladina 8-OHG, tedy ukazatele
oxidativniho poSkozeni RNA, méla statisticky vyznamny vztah ke klinickym vysledkim a
tedy k prognéze pacienta. Relativné nizka senzitivita a specifita 8-OHG pro stanoveni
prognozy vSak vyrazné omezuje potencidlni klinickou vyuZitelnost stanoveni tohoto
ukazatele. Muzeme pouze spekulovat, pro¢ v na$i studii markery oxidativniho stresu
nesouvisely nebo jen slabé souvisely s progndzou. Jako mozné vysvétleni se nabizi, Ze rozsah
nami méfeného poskozeni oxidativnim stresem souvisi se systémovou reakci, naproti tomu
progndza je ovlivnéna spiSe poSkozenim mozku, které se systétmovym oxidativnim stresem
nemusi korelovat. Nelze vSak vyloudit, Ze jiné parametry oxidativniho stresu, které jsme
Vv nasi praci nesledovali, by mohly s progn6zou po srde¢ni zastavé souviset 1épe.

Nase studie ma celou fadu omezeni, vyplyvajici predev§im z velikosti sledovaného
souboru a z absence kontrolni skupiny. Z etického hlediska by vSak bylo neobhajitelné
neposkytnout nemocnym po srdeni zastavé lécbu mirnou terapeutickou hypotermii.
Z dnesniho pohledu by se jisté nabizela mozZnost srovnani ucinkl kontroly télesné teploty na
urovni 33°C a 36°C. V dobé provadéni nasi studie vSak byla télesnd teplota 33°C jedinou

doporucenou cilovou teplotou v 1écbé poresuscitatniho syndromu. Oxidativni stres a
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produkce NO muze byt také ovlivnéna iontovou nerovnovahou (napt. 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 pfijeti.

5.2.5. Zavér

Tato studie ukazala dynamické zmény parametrii oxidativniho stresu po srdecni
zastaveé, redukci oxidativniho stresu a niz§i produkci NO béhem mirné terapeutické
hypotermie, avsak klinicky jen omezené vyuzitelnou prognostickou hodnotu parametrti
oxidativniho stresu u nemocnych po srde¢ni zastavé. Tyto vysledky pfinaseji nepiimou
evidenci, ze se oxidativni stres podili na patofyziologickych procesech po srde¢ni zastaveé a ze

hypotermie muze ovlivnit oxidativni stres a produkci NO u téchto nemocnych.
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6. KOPEPTIN A SRDECNI ZASTAVA.

6.1. Vyuziti prijmovych hodnot kopeptinu ke stanoveni prognézy u nemocnych po

srde¢ni zastavé (Priloha 3)

6.1.1. Uvod
V klinické studii jsme studovali otdzku moznosti vyuziti stanoveni hodnoty kopeptinu
pti piijeti k hospitalizaci u nemocnych po srdeéni zastavé pro velmi casnou predikci

prognozy.

6.1.2. Soubor a metody

Do souboru byli zafazeni pacienti po srde¢ni zastavé mimo nemocnici S GspéSnou
kardiopulmonalni resuscitaci, kteti zustavali v bezvédomi (perzistujici koma s GCS <8). U
téchto pacientii byla zahajena 1é€ba mirnou hypotermii jesté pied pfijetim do nemocnice
podavanim chlazeného fyziologického roztoku rychlosti 30 ml/kg/hod. Infuze byla preruSena
V nemocnici po dosazeni télesné teploty 34°C endovaskularné pomoci systému Thermogard
XP (Zoll, Chelmsdorf, MA, USA). U v§ech nemocnych byl pouzit protokol s cilovou télesnou
teplotou 33°C na dobu 24 hodin (34). Tam, kde pravdépodobnou pfi¢inou srde¢ni zastavy byl
akutni koronarni syndrom, byla provedena urgentni koronarografie a piipadné perkutanni
koronarni intervence.

Krev ke stanoveni kopeptinu jsme odebirali ihned po pfijeti do nemocnice pied
jakoukoli intervenci. Centrifugaci vzorku krve pii otackach 1500/min po dobu 5 minut jsme
ziskali sérum, které bylo okamzit¢ zamrazeno a uloZeno pii teploté¢ -70 °C az do méfeni
hladiny kopeptinu. K ur¢eni hladiny byly pouzité komeréné¢ dostupné testy od firmy

BRAHMS (BRAHMS, Hennigsdorf, Némecko). Hranice ke stanoveni kopeptinu byla 4.8
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pmol/l a senzitivita metody byla <12 pmol/l. Hodnoty laktatu byly méfené rutinné u vsech
nemocnych pfi pfijeti do nemocnice pomoci analyzatoru (SIEMENS, Mnichov, Némecko).
Neurologicky stav jsme hodnotili pomoci CPC (Cerebral Performance Category)
(Tabulka 3) (85) a to 30. den po prijeti do nemocnice. Uvedeny skoérovaci systém je
standardné pouzivan k popisu neurologického stavu po srdeéni zastave.
Lékari, vykonavajici klinické vysetfeni vcetné stanoveni CPC, neznali hodnoty
kopeptinu. Cas do obnoveni spontanni cirkulace (ROSC) byl definovany jako ¢as od vzniku

srde¢ni zastavy (kolapsu) az do obnoveni spontdnniho ob¢hu.

Statistické hodnoceni

Sledované parametry byly prezentované jako prumérné hodnoty (aritmeticky pramer)
se standardni odchylkou a srovndvané pomoci neparového t-testu s jednocestnou analyzou
odchylek pomoci Newman-Keuls vybérového srovnavaciho testu. Kategorické proménné byly
ukazané v procentech a srovnavané pomoci Fischerovho testu. Pomoci ROC (Receiver
operating characteristic) analyz byly vytvofené kiivky k ureni senzitivity a specificity hladin
kopeptinu k predikci prognozy.

Vyuzitim multivariantni analyzy byly uréeny nezavislé prediktory $patné neurologické
progndzy véetné smrti a prognosticka hodnota kopeptinu. Hodnota P<0.05 byla povazovana
za statisticky vyznamnou. Statistickd analyza byla provadéna pomoci softwaru GraphPad
Prism version 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) a MedCalc version 12 (MedCalc,

Mariakerke, Belgie)

6.1.3. Vysledky
Do nasi studie bylo zafazeno celkoveé 46 nemocnych po srdecni zastaveé, béhem Cervna

2010 az prosince 2011. Jeden pacient byl vyloucen pro technicky problém se zpracovanim
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vzorku krve a dalSich 5 pacientd bylo vylouceno z divodu nepodepsani informovaného
souhlasu pacientem nebo rodinou. Celkové zustalo v souboru 40 subjektt (prumérny vék 58

let), vyssi zastoupeni méli muzi (32 ze 40) (Tabulka 4).

Tabulka 4. Charakteristika souboru.

CPC 1-2 CPC 3-5 P OR 95% ClI

N =28 N=12
Vék 64.4+12.4 69.3+13.7 0.30 -14t0 4.5
Pohlavi (M, %) 85.7 66.7 1.00 1.00 |0.2t06.0
Diabetes (%) 46.4 41.7 1.00 1.21 0.3t0 4.8
Hypertenze (%) 78.3 66.6 0.45 1.81 0.4t08.2
Fibrilace komor (%) |71.4 75.0 1.00 0.83 0.2t0 3.9
Asystolie (%) 21.4 25.0 1.00 0.82 |0.2t04.0
IM (%) 50.0 58.3 0.74 071 |0.2t02.8
ROSC (min) 16.64 £ 9.34 22.82+11.44 0.12 -14t0 1.7
LVEF (%) 35.87 £ 12.67 30.00 £+ 15.67 0.26 -4.610 16
Laktat* (mmol/L) 5.08 £ 3.19 8.25+4.10 0.08 -6.71t0 0.4

Hodnoty jsou ukdzany jako primér + SD, pokud neni uvedeno jinak. *Hladina laktdtu pri
prijeti. CPC - cerebral performance category; OR - odds ratio; CI - interval spolehlivosti; IM
- infarkt myokardu; ROSC - doba do obnoveni spontdnni cirkulace; LVEF - ejekcni frakce

levé komory pri prijeti.

Z celé skupiny nemocnych po srdecni zastaveé 19 prezilo bez neurologického deficitu
(CPC 1), 9 jedincu piezilo s lehkym az stfedné tézkym neurologickym postizenim (CPC 2), u
3 prezivsich byl tézky neurologicky deficit (CPC 3-4), a 9 pacienti zemielo (CPC 5).
Hladina kopeptinu byla vyznamné nizsi u jedincti s CPC 1 ve srovnani se CPC 2 nebo CPC 3-
5 (74.3£65.6 pmol/l, 219.8+£101.7 pmol/l a 302.7+180.5 pmol/I; P < 0.0001) (Obrazek 13).
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Obrazek 13. Hladiny kopeptinu (primér + smeérodatnd odchylka), méfené pfi piijeti do

nemocnice u nemocnych po srde¢ni zastavé podle kategorii CPC.

ROC ktivka byla pouzita k ur€eni optimalni cut-off hodnoty kopeptinu pro predikci
dobré neurologické prognozy (CPC 1-2; area under the curve (AUC) 0.801; 95% interval
spolehlivosti (CI) 0.644 az 0.910; P=0.0001) (Obrazek 14). Optimalni cut-off hodnota <217.9

pmol/l, méla senzitivitu pro dobrou neurologickou prognozu 78.6% a specifitu 75% (Obrazek

14).
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Obrazek 14. Receiver-operating characteristics (ROC) kiivka pro kopeptin a predikci
neurologické prognézy u nemocnych po srde¢ni zastave, 95% interval spolehlivosti (95% CI)
(teCkovana ¢ara). Optimalni cut-off hodnota pro dobrou neurologickou prognozu (CPC 1-2)
vypocetna z ROC kiivky byla < 217.9 pmol/l, se senzitivitou 78.6% a specificitou 75%. AUC
— plocha pod kiivkou.

Pouzitim multivariantni regresni analyzy jsme ovéfovali, zda muze byt hladina
kopeptinu nezavislym ukazatelem S$patné neurologické prognézy nebo smrti (CPC 3-5);
zjistili jsme, Ze hladina kopeptinu >217.9 pmol/l byla nezavislym prediktorem, adjustované

odds ratio 27.00 (95% CI 2.27 az 321.68; P=0.009) (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Vysledky multivariantni analyzy prediktorti $patné neurologické prognozy nebo

amrti.
Proménna Adjustovany OR |95% CI P-hodnota
Copeptin level
>217.9 pmoliL 27.00 2.2670 to 321.6817 0.0091
Infarkt myokardu 6.26 0.4466 to 87.8582 0.1733
Komorova fibrilace 0.85 0.0452 to 16.0444 0.9146
Vék 1.07 0.9714t0 1.1701 0.1773
ROSC 1.02 0.9419t01.1122 0.5831

OR, odds ratio; Cl, interval spolehlivosti; ROSC, doba do obnoveni spontanni cirkulace

6.1.4. Diskuze

Hlavnim vysledkem této prace bylo pozorovani, Ze vstupni hodnota kopeptinu, méfena
U nemocnych po srde¢ni zastavé ihned po pfijeti do nemocnice, mize slouzit k predikci
prognozy. Stanovili jsme optimalni cut-off hodnotu kopeptinu a ukazali, ze nemocni
s hladinou kopeptinu < 217.9 pmol/l méli vys§i pravdépodobnost pieziti s dobrym
neurologickym vysledkem ve srovnani s pacienty, u kterych byla hladina > 217.9 pmol/I.

Casné a presné stanoveni neurologické progndzy u nemocnych po srdeéni zastavé je
zcela zasadni pro zvoleni nejvhodnéjsiho diagnosticko-lécebného postupu, mize zabranit
nadmérné intenzivni péci a pomize ¢asné a adekvatné informovat ptibuzné. V klinické praxi
pfi hodnoceni prognézy vyuzivame evropskd doporuceni, ktera se opiraji o opakované
klinické vysetieni, laboratorni a zobrazovaci metody. Zadny z uvedenych doporuéovanych
postupt vsak neni vhodny ke stanoveni prognozy ihned po piijeti do nemocnice — Vv tuto dobu
jsou k dispozici zpravidla pouze omezené anamnestické tidaje a charakteristiky, souvisejici

s okolnostmi srde¢ni zastavy; v tomto ohledu mohou naSe vysledky pfispét k rozsifeni

prognostickych moznosti.
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Vysledky nasi studie jsou v souladu s publikovanymi pracemi, které vySetfovaly
hladinu kopeptinu u jinych akutnich a kritickych stavii (96). Hladina kopeptinu koreluje
s klinickym vystupem u nasledujicich stavi: akutni exacerbace chronické obstrukéni plicni
nemoci (97), ischemicka cévni mozkova ptihoda (98); infarkt myokardu (99-100) srdecni
selhani (101-102) a dokonce u nemocnych, ktefi jsou vySetieni na urgentnim piijmu
s nespecifickymi potizemi (103). Jarai a spol. zjistili, ze piedoperacné stanovena hladina
kopeptinu predikuje postoperacni klinicky vyvoj v oblasti vaskularni chirurgie (104). Nase
vysledky jsou také v souladu s praci Kima a spol., kteti popsali, Ze nemocni po srde¢ni
zastaveé s relativni adrenalni insuficienci, vyssi hladinou adrenokortikotropniho hormonu a
vazopresinu maji Spatnou neurologickou prognézu (105).

Nase prace ma né€kolik limitaci. Nejvétsim nedostatkem je jisté omezeny pocet jedinct
v souboru. Vsichni nemocni Vv nasi studii byli po zastavé mimo nemocnici a byli 1é¢eni
endovaskularné fizenou hypotermii 33°C; neni proto jasné, zda naSe vysledky muizeme
aplikovat i na pacienty po srde¢ni zastavé v nemocnici a na nemocné, ktefi podstoupili jiny
druh kontroly télesné teploty. Jinou moznou limitaci je, ze nebyli vylou¢eni nemocni s

chronickymi nemocemi, které jsou spojené se zvysenou hladinou kopeptinu.

6.1.5. Zavér
Vysledky této prace prokazaly, Ze hladina kopeptinu, métena pfi piijmu do nemocnice
U pacient po srdeéni zastav€é, muze byt ¢asnym pomocnym ukazatelem pro stanoveni

neurologické progndzy a mortality.
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7. NEURON-SPECIFICKA ENOLAZA A SRDECNI ZASTAVA

7.1. Vztah mezi hladinou neuron-specifické enolazy a progn6zou po srdefni zastavé

zavisi na dobé odbéru vzorku (Ptiloha 4)

7.1.1. Uvod
V klinické studii jsme studovali prognosticky vyznam stanoveni NSE v jednotlivych
dnech po srdecni zéstaveé a vztah mezi zménami hladiny NSE v prvnich dnech po zéstavé a

klinickymi vysledky.

7.1.2. Soubor a metody

Soubor tvofili nemocni po srdecni zastavé mimo nemocnici S perzistujicim komatem
(Glasgow koma score < 8). Mirna 1écebna hypotermie byla zahajovana uz v ptednemocni¢ni
fazi nebo ihned po pfijeti do nemocnice infuzi chlazeného fyziologického roztoku rychlosti 30
ml/kg/hod, dokud teplota télesného jadra neklesla pod 34°C. K navozeni hypotermie a
Kk jejimu udrzovani na trovni 33°C po dobu 24 hodin jsme pouzivali endovaskularni systém
Thermoguard XP (Zoll, Chelmsdorf, MA, USA), ktery byl standardné¢ zaveden do 60 minut
od piijeti do nemocnice. Pacientim s ST elevacemi na EKG, hemodynamickou nebo
pokracujici elektrickou nestabilitou byla provedena koronarografie a dle nalezu i koronarni
intervence. Pacienti s extrakorporalni kardiopulmonalni resuscitaci (ECPR) a s intraaortalni
balonkovou kontrapulzaci (IABK) byli ze souboru vylouceni.

Vzorky krve ke stanoveni hladiny NSE byly odebirané nemocnym prvni rano po
piijeti do nemocnice (6-30 hodin od kolapsu, den 1), pak kazdé nasledujici rano hospitalizace
(den 2: 30-54 hodin od kolapsu; den 3: 54-78 hodin od kolapsu; den 4: 78-102 hodin od

kolapsu). Krev po odbéru byla ihned centrifugovana po dobu 5 min, pii 1500 otackach/min,
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sérum bylo zmrazené a pii teploté -20°C uchované az do méteni (nejdéle 7 dni od odbéru). Ke
stanoveni NSE byla pouzita imunoradiometrickd metoda (BeckmanCoulter, Brea, CA, USA).
Laboratorni pracovnici neznali klinické vysledky a soucasné osetfujicimu personalu nebyly
znamé hodnoty NSE, aby nedoslo k ovlivnéni terapeutickych postupt.

Neurologicky stav byl hodnocen 30. den po zastavé pomoci CPC (85) (viz Tabulka 3)
Lékati, kteii hodnotili neurologicky stav dle CPC, neznali hodnoty NSE. Udaje o roéni
mortalité byly ziskany z Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky.

Kontinudlni proménné S normalni distribuci jsou prezentované jako primér =+
smérodatnd odchylka; kontinualni proménné s nenormalnim rozlozenim jsou ukéazané jako
stfedni hodnota a interval min-max; kategorické proménné jsou uvadény v procentech.
Srovnani distribuce NSE mezi jednotlivymi CPC skupinami bylo provedeno pomoci
Wilcoxonova testu. Pomoci ROC (Receiver operating characteristics) analyzy byla stanovena
senzitivita a specificita hodnot NSE v jednotlivych ¢asovych bodech (den 1 az den 4) pro
predikci klinickych vysledkti. ROC kiivky pro jednotlivé dny jsme srovnavali s pouzitim
DeLongova testu. Dale jsme provedli ROC analyzu pro zmény hodnot NSE v jednotlivych
dnech a pro kazdou optimalni cut-off hodnotu byl vypoéten pomér 100*(Dx-Dy)/Dx. NSE
hodnoty v jednotlivych dnech a maximalni NSE hodnoty byly hodnoceny i v multivariantni
analyze, ktera dale zahrnovala v€k, pohlavi, vstupni hodnotu laktatu a pH, ¢as do ROSC,
inicialni rytmus a EEG nalez (burst-supression nebo status epilepticus). P<0.05 bylo
hodnoceno jako statisticky vyznamné. ROC analyzy byly provadény s vyuzitim programu
MedCalc verze 12 (MedCalc, Mariakerke, Belgie); ostatni statistické vypocty byly ziskany

pomoci softwaru GraphPad Prism verze 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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7.1.3. Vysledky

V pribéhu zafazovaciho obdobi (leden 2012 az bfezen 2015) bylo pfijato Kk
hospitalizaci 218 nemocnych po srde¢ni zastavé mimo nemocnici; z uvedené¢ho poctu bylo
153 nemocnych zafazeno do souboru (Obrazek 15). Zakladni charakteristiky studijniho

souboru jsou uvedené v Tabulce 6.

218 Preziti s QOb’rym ' 61.0%
neurologickym vysledkem

22 |ECPR

A 4

A4

43 | NSE neni k dispozici

\ 4

153 Preziti s <3|ob‘rym ' 62.7%
| neurologickym vysledkem

Obrazek 15. Piehled zafazovani pacienti do studie. ECPR — Extrakorporalni

kardiopulmonalni resuscitace; NSE — neuron-specificka enolaza
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Tabulka 6. Zakladni charakteristika a klinické vysledky souboru (n=153).

Charakterisitka souboru

Vék 64.2+12.2
Muzi 115 (74.4)
ROSC 21.7£15.9
Vstupni pH pfi pfijeti do nemocnice 7.2+0.2

Vstupni laktat (mmol/L) 6.314.1

VT/VE 119 (77.3)
Urgentni koronarografie 126 (82.4)
Perkutanni koronarni intervence 104 (68.0)

Klinické vysledky

30-dnu

CPC 1-2 96 (62.7)
CPC 3-4 23 (15.0)
CPC5 34 (22.2)
12-mésiéni mortalita 46 (30.1)

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primértsmérodatna odchylka nebo n (%). CPC —

Cerebral Performance Category; VF - komorova fibrilace; VT - komorova tachykardie

Sttedni hodnota NSE byla 1. den po srde¢ni zastavé 16.8 mcg/l (min 6.6, max 196.2
mcg/l [n=66]); 2. den 18.3 mcg/l (min 5.5, max 123.6 mcg/l [n=112]); 3. den 14.6 mcg/l (min
4.1, max 368.6 mcg/l [n=108]); 4. den 12 mcg/l (min 3.5, max 300.0 mcg/l [n=112]). Hodnoty
NSE byly v jednotlivych dnech vyznamné niz§i ve skupiné se CPC 1-2 nez ve skupiné

nemocnych, u kterych bylo CPC 3-5 (P<0.05): 1. den 14.1 mcg/l vs. 26.1 mcg/l; 2. den 13.1

61



mcg/l vs. 40.8 mcg/l; 3. den 9.9 mcg/l vs. 60.8 mcg/l; 4. den 8.7 mcrg/l vs. 53.0 mcg/l

(Obrazek 16).

200
= cpc1-2
B cpc 3-5
150 A
=
o
5100'
L
(%)
2
50 1
0 T T T T T T T T
1 2 3 4

Dny

Obrazek 16. Hladiny neuron — specifické enolazy (NSE) méfené v jednotlivych dnech.
Hladiny NSE byly signifikantn€ nizs8i ve skupiné CPC 1-2 ve srovnani se skupinou CPC 3-5v

kazdém méfeni prvni Ctyfi dny po srdecni zéstave.

7.1.3.1. Hodnoty NSE a 30 denni neurologickd prognoza

Pomoci ROC analyzy byly zjistény nasledujici optimalni cut-off hodnoty NSE
pro predikci Spatné neurologické prognozy (CPC 3-5) 30. den od piijeti k hospitalizaci po
srde¢ni zastaveé: NSE den 1 >20.4 mcg/l (senzitivita 63.3%; specifita 82.1%; P=0.002); NSE
den 2 >29 mcg/l (senzitivita 72.5%; specifita 94.4%; P<0.001); NSE den 3 >20.7 mcg/I
(senzitivita 94.4%; specifita 86.7%; P<0.001); NSE den 4 >19.4 mcg/l (senzitivita 93.5%;
specifita 91.0%; P<0.001); a maximalni hodnota NSE >27.6 mcg/l (senzitivita 91.2%;

specifita 85.4%; P<0.001) (Obrazek 17).
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Obrazek 17. Vztah neuron specifické enolazy (NSE) ke $patné neurologické prognéze (CPC
3-5). AUC — plocha pod kiivkou; MAX maximalni
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Porovnanim ROC kiivek jsme zjistili, ze prediktivni hodnota NSE 1. den po srde¢ni
zastavé je vyznamné niz$i nez 2., 3. a 4. den a maximalni NSE (Tabulka 8). Numericky
nejvetsi plocha pod kiivkou byla 4. den po srde¢ni zastavé, nasledovana 3. dnem a pak

maximalni hodnotou NSE (Tabulka 8, Obrazek 17).

Tabulka 8. Srovnani ROC kiivek neuron-specifické enolazy v jednotlivych dnech pro

Spatnou kratkodobou neurologickou prognozu

ROC Rozdil AUC 95% Interval spolehlivosti P
Den1-Den2 0.277 0.074-0.480 0.0075
Den1-Den3 0.273 0.072-0.474 0.0079
Den1-Den4 0.296 0.095 - 0.498 0.0040
Den 1 - MAX 0.281 0.085-0.476 0.0049
Den2-Den3 0.004 -0.016 - 0.023 0.6901
Den2-Den4 0.020 -0.023 - 0.062 0.3646
Den 2 - MAX 0.004 -0.033-0.041 0.8349
Den3-Den4 0.024 -0.015 - 0.062 0.2283
Den 3 - MAX 0.008 -0.029 - 0.045 0.6750
Den 4 - MAX 0.016 -0.020 - 0.051 0.3852

Hodnota NSE >39.8 mcg/l den 1 po srde¢ni zastavé je spojena se Spatnou
neurologickou prognozou (CPC 3-5) se 100% specifitou a 42% senzitivitou; NSE >51.1 mcg/l
den 2 po srde¢ni zastavé byla spojena se Spatnou neurologickou prognézou se 100%
specifitou a 24% senzitivitou; NSE >49.2 mcg/l den 3 po srdecni zastaveé byla spojena se
$patnou neurologickou prognozou se 100% specificitou a 52% senzitivitou; NSE >50.2 mcg/I

den 4 po srdecni zastavé byla asociovana se Spatnou neurologickou prognézou se 100%
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specifitou a 42% senzitivitou; maximalniho hodnota NSE >57.1 mcg/l byla spojena
S neptiznivou neurologickou prognézou se 100% specifitou a 51% senzitivitou. Multivariantni
analyza ukazala, ze NSE 3. den (P=0.002) a 4. den (P=0.007) po srde¢ni zastavé jsou
nezavislymi prediktory kratkodobé (30-denni) progndzy.

Avsak nejen absolutni hodnoty NSE, ale také rozdily mezi absolutnimi hodnotami
byly vyznamné spojené s 30-denni neurologickou prognézou; nejvyssi prediktivni hodnotu
pro Spatnou neurologickou prognézu méla zména mezi 4. a 1. dnem po srdecni zastavé
(Tabulka 9). Pouziti kombinace absolutnich hodnot NSE u nemocnych po srde¢ni zastavé
s vyvojem hladin mize vyznamné zvysit prognostickou piesnost a piinos v klinické praxi:
hodnota NSE 4. den >20.0 mcg/l; soucasné se zménou v hladiné mezi 4. a 3. dnem >0.0 mcg/I
(jakykoli vzestup) predikuje Spatnou neurologickou prognézu (CPC 3-5) se 100% specificitou

a 73% senzitivitou.

Tabulka 9. ROC analyza rozdili mezi individualnimi hodnotami NSE pro predikci $patné
30-denni prognézy (CPC 3-5). Pro kazdou optimalni cut-off hodnotu je uveden v zavorce

pomér 100*(Dx-Dy)/Dx.

Rozdil Optimalni cut-off |Sensitivita| Specifita | AUC P

D2-D1 >5.3 mcg/L (>31%) 72.7% 90.6% | 0.824 | P<0.001
D3-D1 >7.1 mcg/L (>42%) 82.4% 92.3% | 0.889 | P<0.001
D4-D1 >4.0 mcg/L (>24%) 100.0% 90.9% | 0.983 | P<0.001
D3-D2 >2.1 mcg/L (>11%) 89.3% 86.2% | 0.878 | P<0.001
D4-D2 >11.5 mcg/L (>63%) 77.3% 95.8% | 0.867 | P<0.001

D4-D3 >3.8 mcg/L (>26%) 66.7% 96.4% 0.677 | P<0.043
AUC- plocha pod krivkou
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7.1.3.2. Hodnoty NSE a roc¢ni mortalita

Pomoci ROC analyzy jsme nalezli nasledujici optimalni cut-off hodnoty pro NSE a
predikci ro¢ni mortality: den 1 >35.8 mcg/l (senzitivita 50%; specifita 97.8%; P<0.001); den 2
>18.7 mcg/l (senzitivita 76.5%; specifita 64.1%; P<0.001); den 3 >18.1 mcg/l (senzitivita
85.3%; specifita 72.0%; P< 0.001); den 4 >18.5 mcg/l (senzitivita 76.7%; specifita 77.9%;
P<0.001); a maximalni hodnota NSE >29.1 mcg/l (senzitivita 84.8%; specifita 76.6%;
P<0.001) (Obrazek 18). Predikce ro¢ni mortality se 100% specificitou byla spojena s velmi
nizkou senzitivitou, ktera neptesahla 20.6%. Mezi jednotlivymi ROC kfivkami pro NSE a
ro¢ni mortalitu nebyl vyznamny rozdil; numericky nejvétsi plocha pod kiivkou byla pro
maximalni hodnoty NSE, nasledovana kfivkou pro 3. a 4. den (Obrazek 18).

Multivariantni analyza ukazala, Ze maximalni hodnota NSE byla nezavislym
prediktorem mortality. Vyznamna asociace s jednoro¢ni mortalitou byla také nalezena pro

vybrané zmény mezi jednotlivymi hodnotami NSE (Tabulka 10).
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Obrazek 18. Vztah neuron-specifické enolazy (NSE) k ro¢ni mortalité. AUC — plocha pod

kiivkou; MAX — maximum.
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Tabulka 10. ROC analyza rozdili mezi individualnimi hodnotami NSE pro predikci ro¢ni

mortality. Pro kazdou optimalni cut-off hodnotu je uveden v zavorce pomér 100*(Dx-Dy)/Dx.

Rozdil Optimalni cut-off Senzitivita |Specifita |AUC |P

D2-D1 >6.8 mcg/L (>40%) 52.6% 80.2% 0.603 |P=0.310
D3-D1 >1.5 mcg/L (>9%) 76.5% 73.1% 0.716 |P=0.019
D4-D1 >7.1 mcg/L (>42%) 73.3% 90.0% 0.730 |P=0,031
D3-D2 >2.1 mcg/L (>11%) 76.9% 78.3% 0.728 |P=0.001
D4-D2 >11.5 mcg/L (>63%) |58.3% 89.1% 0.695 |P=0.009
D4-D3 >4.3 mcg/L (>29%) 51.8% 92.7% 0.599 |P=0.227

AUC — plocha pod kiivkou

7.1.4. Diskuse

Nase studie ukazala, ze hladina NSE, méfena béhem prvnich 4 dnl po piijeti do
nemocnice po srdecni zastavé mimo nemocnici, je vyznamné€ spojena S kratkodobou i
dlouhodobou progndézou. Hlavnim vysledkem této prace je pozorovani, ze prediktivni hodnota
NSE zavisi na ¢ase, kdy byl proveden odbér krve ke stanoveni NSE. Jako prvni jsme popsali
vyznamnou prognostickou hodnotu stanoveni NSE 4. den po srde¢ni zastavé a ukazali jsme i
vyznamnou asociaci 1 mezi vyvojem hodnot NSE a neurologickou prognézou, predevsim
zmény mezi 1. a 4. dnem méfeni. Stanoveni hodnot NSE 4. den po srde¢ni zastavé miize byt
piinosné zvlasté u pacientd, ktefi zustavaji v bezvédomi 4. den po srde¢ni zastave, kdy je
urceni prognézy zcela zdsadni pro volbu dalSiho 1é¢ebného postupu.

I kdyZ hladiny NSE ve vSech jednotlivych dnech predikovaly 30-denni prognozu, nase
pozorovani ukazuji, ze asociace s klinickymi vysledky je zavisla na casu odbéru krve.
Hodnota NSE méfena 1. den po srdecni zéastavé méla niz$i prediktivni hodnotu ve srovnani
S ostatnimi dny a s maximalni hodnotou NSE. Nejsilnéjsi asociace s kratkodobou prognozou

byla pozorovana pro hladinu NSE, stanovenou 4. den po srdecni zastavé, tésné nasledovana
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hodnotou NSE, méfenou 3. den, a pak maximalni hodnotou NSE. Na druhou stranu
prediktivni hodnota pro dlouhodobou prognézu (ro¢ni mortalitu) se u jednotlivych méfeni
NSE vyznamné neli$i. Numericky nejsilnéjsi asociace byla nalezena pro maximalni hodnotu
NSE, nasledovana hladinou NSE 3. a 4. den po kolapsu. Asociace s ro¢ni mortalitou byly
nizs8i ve srovnani s 30-dennimi vysledky.

Mezinarodni doporuceni pro nemocné po srdecni zastavé mimo nemocnici neobsahuji
konkrétni hodnotu NSE pro stanoveni progndzy ani optimalni ¢as pro odbér krve a nejednotna
vtomto ohledu je i dalsi dostupna literarni evidence (7). Velka variabilita mezi
publikovanymi cut-off hodnotami NSE muze byt zapii¢inéna velkou citlivosti méfeni na
spravny odbér krve, na manipulaci se vzorky a na skladovani krevnich vzorkt — vSechny
uvedené procesy mohou zpusobit hemolyzu, ktera vede k falesn¢ zvySenym hodnotam NSE
(56, 106); vysledky méfeni mohou byt ovlivnény i typem pouzité laboratorni metody (56,
106-107). Nelze také nezminit, ze vétSina publikovanych praci ma velmi omezenou velikost
studovaného souboru (7). Abychom minimalizovali riziko hemolyzy v nasi praci, byly vzorky
krve ihned po odebrani zpracované a uchovany pfti teploté -20°C maximalné po dobu jednoho
tydne.

Nase vysledky jsou v souladu s dals§imi publikovanymi pracemi, které popisuji
vzajemny vztah mezi hodnotami NSE a prognézou nemocnych po srde¢ni zastavé mimo
nemocnici. Nejvétsi publikovana studie s opakovanym métfenim NSE byla analyza studie
TTM (59), ktera zahrnovala 700 pacient. Autofi nalezli vztah mezi hladinou NSE 24, 48 a 72
hodin po srde¢ni zastavé a 6-mé&si¢ni neurologickou prognézou, coz je v souladu s naSimi
vysledky i pies zna¢né rozdily v metodach stanoveni NSE a kontrolou télesné teploty mezi
TTM a nasi studii. Srovnani hodnot plochy pod ROC k#ivkou mezi TTM a nasi studii
ukazuje, Zze plocha pro 6-mési¢ni vysledky v TTM je numericky mensi nez u 30-dennich

vysledku, ale vys$si nez u ro¢ni mortality v nasi praci. Lze pfedpokladat, Ze uvedeny klesajici
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trend v Case po srde¢ni zastavé mimo nemocnici, odrazi vyssi a presnéjsi prediktivni hodnotu
NSE pro stanoveni kratkodobé prognozy. Nase vysledky jsou v souladu stadou dalsich
mensich studii, které vyhodnocovaly opakované stanoveni NSE a popsaly vztah mezi
klinickymi vysledky a hodnotami NSE (22, 25, 108-113). Zadna z vyse zminénych studii viak
nezahrnovala srovnani ROC ktivek v jednotlivych dnech.

Nase studie ma nékolik limitaci. Jeden z hlavnich nedostatkii je omezeny pocet
nemocnych v naSem souboru. Nicméné ve srovnani s jinymi publikacemi, zabyvajicimi se
touto problematikou, jen dvé prace mély vétsi soubor. O analytickych metodach bylo ¢astecné
pojednano uz vySe. Nedostatkem nasi prace bylo, ze jsme nehodnotili index hemolyzy
v krevnich vzorcich pied stanovenim NSE; pravdépodobnost arteficialni hemolyzy jsme vsak
minimalizovali vySe popsanym postupem s okamzitym zpracovanim a kratkym skladovanim
vzorkl. Ze souboru jsme také vytadili nemocné, u kterych byla pouzita v 1é¢b¢ intraaortalni
balonkova kontrapulzace (IABK) nebo ktefi podstoupili extrakorporalni resuscitaci (oba
uvedené 1é¢ebné postupy jsou znamé jako faktory, zvySujici riziko hemolyzy a tim faleSné
zvySeni hladiny NSE). | tak v§ak nemtizeme s jistotou vyloucit, ze nékteré hladiny NSE v nasi
studii byly ovlivnéné hemolyzou. Dal§im podstatnym nedostatkem byla absence hodnot NSE
u nemocnych, ktefi zemieli pfed odbérem krevniho vzorku nebo kde vzorek nebyl k dispozici;
tento fakt mlze snizit statistickou silu nasi analyzy, ale nem¢l by mit vliv na spolehlivost
vysledkid. VSichni pacienti V nasem souboru byli 1éCeni terapeutickou hypotermii 33°C s
pomoci endovaskularniho systému Thermogard XP. I kdyZ nase vysledky mtizeme aplikovat
pouze na podobnou skupinu nemocnych, 1é€enych terapeutickou hypotermii, jsou prace, které
popisuji, ze terapeuticka hypotermie pravdépodobné neovliviiuje hladiny NSE (22, 59, 114-
115). V nasi praci jsme hodnotili vztah hladin NSE ke kratkodobé prognéze a ro¢ni mortalité.
Dlouhodoba prognéza je podstatnéjsi informace, avSak spolehlivé stanoveni kratkodobé

progndzy je uzitetné jak ve volbé nejvhodnéjsiho diagnosticko-lécebného postupu, tak pro
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informovani rodiny pacienta. Presto, ze nase vysledky potvrzuji vyznamny prognosticky
pfinos méteni hladin NSE, jednotlivé hodnoty NSE mohou byt ovlivnéné typem laboratorni
metody, hemolyzou nebo jinymi faktory. S jistotou lze proto doporucit vySetiovani hodnot
NSE u nemocnych po srde¢ni zéstavé mimo nemocnici jako aditivni prognosticky néstroj, ale
pouze Vv ramci multimodalniho pfistupu v souladu se soucasnymi doporucenimi Evropské

Resuscita¢ni Rady (7).

7.1.5. Zavér

Nase vysledky ukazuji, ze hodnota NSE je uzite¢ny pomocny ukazatel pro stanoveni
kratkodobé (30-denni) neurologické progndzy a ro¢ni mortality u nemocnych po srdecni
zastave, ktefi jsou 1éceni terapeutickou hypotermii s cilovou télesnou teplotou 33°C. Nejvyssi

prognostickou hodnotu mélo stanoveni NSE 3. a 4. den po srde¢ni zastave.
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8. SOUHRN DOSAZENYCH VYSLEDKU

Nase vysledky ukézaly, Ze oxidativni stres hraje pravdépodobné aktivni ulohu
V patogeneze oxidativniho stresu, a ze hypotermie oxidativni stres tlumi. Hladina ukazatel
oxidativniho stresu v$ak v nasi praci mé¢la jen slaby, i kdyz statisticky vyznamny vztah
s klinickymi vysledky a prognézou nemocnych po srde¢ni zastavé. Potencidlné protektivni
mechanismy, jako je ischemicky postconditioning nebo podani NO, nemély lepsi ucinek nez
hypotermie na vysi krevniho tlaku, spotfebu vasopresord, mozkovou oxygenaci ¢i znamky
organového poskozeni, ani na ukazatele oxidativniho stresu.

Potvrdili jsme tedy hypotézu, Ze na patogeneze poresuscitatniho syndromu se
vyznamné podili oxidativni stres. Naproti tomu se nepodatilo zcela potvrdit hypotézu, ze

hladina markerti oxidativniho stresu odrazi zavaznost ischemicko-reperfuzniho poskozeni a

vysSi hladiny ukazatelt oxidativniho stresu jsou spojeny s horsi prognozou po srde¢ni zastave.

Nase prace ukazala, ze vstupni hladina kopeptinu (méfena pfi piijeti k hospitalizaci
nemocného po srde¢ni zastave) je vyznamné vysSi u nemocnych se Spatnymi klinickymi
vysledky a ze vstupni hodnotu kopeptinu je mozné vyuzit k velmi ¢asnému stanoveni
prognozy u nemocnych o srde¢ni zastave.

Potvrdili jsme tedy hypotézu, ze téZ8i ischemické poskozeni pii srdeéni zastavé je
spojeno s vyssi akutni sekreci vasopresinu a proto hladina ukazatele této sekrece — kopeptinu

— odrazi zavaznost stavu a jeji stanoveni lze vyuzit k ¢asné predikci prognozy.

V neposledni tad¢ naSe prace ukazala, ze prediktivni hodnota neuron-specifické
enolazy je vyznamné zavisla na Case odbéru, nejvyssi prognostickou hodnotu mé stanoveni

NSE 4. a 3 den. Vyssi prognostickou hodnotu jsme nalezli pro stanoveni 30-denni
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neurologické prognézy nez pro uréeni ro¢ni mortality. Pomoci relativné jednoduchého
postupu s vyuzitim dvou hodnot NSE a jejich zmény miizeme stanovit Spatnou prognézu se
100% specificitou a vysokou, 73% senzitivitou.

Potvrdili jsme proto hypotézu, ze prediktivni hodnota NSE pro stanoveni prognézy po
srdeCni zastavé zavisi na dobé odbéru krevniho vzorku (interval kolaps — odbér) a pro

stratifikaci rizika lze vyuzit nejen absolutni hodnoty NSE, ale i zmény hladiny v Case.
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