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Abstrakt

Tato dizertaCni prace sestava ze tfi Casti, které popisuji elektrofyziologické

a kontraktilni zmény myokardu pfi sepsi, acidéze a anestezii vyvolané propofolem.

Prvni Cast se zaméfuje na analyzu variability srdeéni frekvence v klinicky
relevantnim modelu praseci sepse/septického Soku. BEhem nékolika malo hodin
vykazovala variabilita srdeCni frekvence rychly pokles, ktery pfedchazel zménam
klinickych parametrl bézné& pouzivanych v diagnostice sepse. Stejné rychla
kinetika variability srdeCni frekvence se projevila jak u septického Soku, tak
u sepse bez zavazného multiorganového selhani. Na zakladé téchto vysledkl se
zda, Ze by variabilita srde¢ni frekvence mohla slouzit jako nastroj pro v€asnou

diagnostiku u pacient ohrozenych sepsi.

Ve druhé Casti této prace je analyzovan vliv acidézy na kardiovaskularni systém.
Na prasatech domacich byla studovana metabolicka a hyperkapnicka acidéza za
pouziti hemodynamickych méfeni in vivo i experimentd in vitro, které
charakterizovaly elektrofyziologii a kontraktilitu srde¢niho svalu. Oba typy acidozy
ovlivnily cirkulaci krve a snizily kontraktilitu myokardu, coz by mohlo omezovat

terapeutické vyuZiti hyperkapnickeé aciddzy.

Praci uzavira studie tkanovych ucinkd propofolu, anestetika pouzitého ve dvou
vySe zminénych studiich. Na komorové tkani potkana in vitro nebyla
zaregistrovana Zzadna zména tvaru akéniho napéti, ale nastal vyrazny pokles sily
kontrakce, ktery vzrlstal se zvySujici se koncentraci propofolu. Nicméné pokles
sily kontrakce byl pozorovan az pfi koncentracich, jez prekraCovaly

pravdépodobnou hladinu propofolu v krvi septickych a acidotickych prasat.






Abstract

This dissertation consists of three parts describing electrophysiological and
contractile changes of the myocardium in sepsis, acidosis, and propofol-induced

anaesthesia.

The first part is focused on heart rate variability analysis in a clinically relevant
porcine model of sepsis/septic shock. Heart rate variability showed fast decrease
few hours after sepsis induction which preceded changes in clinical parameters
commonly used for sepsis diagnosis. The same fast kinetics of heart rate
variability were demonstrated in progressive septic shock and in sepsis without
serious multiorgan failure. Based on these results, it seems that heart rate
variability could represent an early diagnostic tool in patients threatened with

sepsis.

In the second part of this thesis acidosis and its effects on the cardiovascular
system are analysed. Metabolic and hypercapnic acidoses were examined in
domestic pigs using hemodynamic in vivo measurements and in vitro experiments
focused on electrophysiology and contractility of the heart. Both types of acidosis
affected circulation and reduced myocardial contractility; hence it could limit

therapeutic use of hypercapnic acidosis.

The thesis is completed by a study of the effect of propofol, an anaesthetic used in
two above mentioned studies. In rat ventricular tissue in vitro, no changes in action
potential shape were detected but there was a marked reduction in contraction
force, which was concentration-dependent. However, this contraction force
decrease was observed only at propofol concentrations higher than the probable

propofol blood levels in septic and acidotic pigs.
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Seznam pouzitych zkratek

AN
APA
APD50

APD90
ApEn
BEa
BEv
CF

CO
DFA
EC50
FiO,
FFT

GEDV

HCA
HCO;a
HCO3 v
HF

HF norm
HR
HRV

HRV TI
HVSWtot

ICaL

akeni napéti

amplituda akéniho napéti (z angl. Action Potential Amplitude)

doba od zacatku depolarizace do 50% repolarizace (z angl. Action
Potential Duration)

doba od zacatku depolarizace do 90% repolarizace

aproximovana entropie

prebytek bazi v arterialni krvi (z angl. Base Excess)

prebytek bazi ve venozni krvi

maximalni sila kontrakce (z angl. Contraction Force)

srdec¢ni vydej (z angl. Cardiac Output)

detrendovana analyza fluktuace

efektivni koncentrace pro 50% ucinek

inspiracni frakce kysliku

rychld  Fourierova transformace (z angl. Fast Fourier
Transformation)

globalni end-diastolicky objem (z angl. Global End-Diastolic
Volume)

hyperkapnicka acid6za

koncentrace hydrogen uhli¢itana v arterialni krvi

koncentrace hydrogen uhli¢itand ve vendzni krvi

vykonova spektralni hustota v pasmu vysoké frekvence
v absolutnich jednotkach

vykonova spektralni hustota vpasmu vysoké frekvence
v normalizovanych jednotkach

srdec¢ni frekvence (z angl. Heart Rate)

variabilita srde¢ni frekvence (z angl. Heart Rate Variability)

HRV trojuhelnikovy index (z angl. HRV Triangular Index)

tepova prace srdecnich komor za minutu (z angl. Heart Ventricle
Stroke Work)

vapnikovy proud typu L
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lk1
IKr

|Ks

Ito
IL-6
ITBV

KMN
LF

LF norm

LK
LVSW
LVSWtot
MAC
MAP
MPAP
PaCO,
PaO;
PAOP

PCWP
PEEP
pHa
pHv

PK
pNN50

hyperpolarizaci aktivovany proud

draslikovy proud pozadi

rychly opozdény draslikovy proud

pomaly opozdény draslikovy proud

rychly sodikovy proud

prechodny proud drasliku z bunky

interleukin 6

objem krevniho kompartmentu v hrudniku (z angl. Intrathoracic
Blood Volume)

klidové membranové napéti

vykonova spektralni hustota v pasmu nizké frekvence v absolutnich
jednotkach

vykonova spektralni  hustota v pasmu nizké frekvence
v normalizovanych jednotkach

leva srdeCni komora

tepova prace levé komory (z angl. Left Ventricle Stroke Work)
tepova prace levé komory za minutu

metabolicka acid6za

stfedni arterialni tlak (z angl. Mean Arterial Pressure)

stfedni tlak v plicni arterii (z angl. Mean Pulmonary Artery Pressure)
parcialni tlak oxidu uhli¢itého v arterialni krvi

parcialni tlak kysliku v arterialni krvi

tlak v zaklinéni plicni tepny (z angl. Pulmonary Artery Occlusion
Pressure)

tlak v plicnich kapilarach v zaklinéni (z angl. Pulmonary Capillary
Wedge Pressure)

pozitivni tlak na konci vydechu (z angl. Positive End-Expiratory
Pressure)

pH v arterialni krvi

pH ve vendzni Krvi

prava srde¢ni komora

podil sousednich normalnich RR intervall s rozdilem vétSim nez
50 ms
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PSD
PvCO,
PvO,
PVR
Qcarot/kg

Qhep/kg

Qliver/kg

Qren/kg
Qport/kg

QTc
R50
R90
RMSSD
RVSW
RVSWtot
S

Sata
Satv
SD1
SD2
SDANN
SDNN
SDSD

SOFA
SV

SVR
TINN

vykonova spektralni hustota (z angl. Power Spectral Density)
parcialni tlak oxidu uhli¢itého ve vendzni krvi

parcialni tlak kysliku ve venozni krvi

plicni cévni rezistence (z angl. Pulmonary Vascular Resistance)
pratok krve karotickou tepnou za minutu pfepocitany na jednotku
hmotnosti

prutok krve jaterni tepnou za minutu pfepocitany na jednotku
hmotnosti

celkovy pritok krve jatry za minutu prepocitany na jednotku
hmotnosti

renalni pratok krve za minutu pfepocitany na jednotku hmotnosti
prutok krve portalni zilou za minutu pfepocitany na jednotku
hmotnosti

QT interval korigovany dle srdecni frekvence

doba od vrcholu kontrakce do 50% relaxace

doba od vrcholu kontrakce do 90% relaxace

kvadraticky pramér rozdili mezi sousednimi intervaly

tepova prace pravé komory (z angl. Right Ventricle Stroke Work)
tepova prace pravé komory za minutu

plocha elipsy Poincarého grafu

saturace hemoglobinu kyslikem v arterialni krvi

saturace hemoglobinu kyslikem ve vendzni krvi

vedlejSi poloosa elipsy Poincarého grafu

hlavni poloosa elipsy Poincarého grafu

smérodatna odchylka normalni RR intervall v 5minutovém okné
smeérodatna odchylka normalnich RR intervalQ

smeérodatna odchylka rozdild mezi sousednimi normalnimi
RR intervaly

hodnoceni urovné sepsi zpusobeného organového selhani (z angl.
Sepsis-related Organ Failure Assessment Score)

systolicky objem (z angl. Stroke Volume)

systémova cévni rezistence (z angl. Systemic Vascular Resistance)

trojuhelnikova interpolace normalnich RR interval(
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TNF-a faktor nadorové nekrézy a (z angl. Tumor Necrosis Factor o)

TTP doba od zacatku do vrcholu kontrakce (z angl. Time to Peak)
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1 Uvod

1.1 Elektricka aktivita srdce a jeji méreni

Lidské srdce funguje jako dvojita pumpa, ktera zajiStuje obéh krve v organismu.
Impulsem pro tuto mechanickou Cinnost je elektricka aktivita, jez vychazi ze
samotného srdce, hovofime o tzv. autonomii srdce. Buriky srde¢niho svalu jsou
navzajem elektricky propojené, coZz umoznuje rychlé Sifeni vzruchu
a synchronizaci srde¢ni Cinnosti. MiZzeme je rozdélit do dvou skupin, pficemz
bufiky pracovniho myokardu zajistuji predevSim mechanickou praci, zatimco
buriky pfevodniho systému srdecniho zprostfedkuji vznik a Sifeni akéniho napéti
(AN).

Pfevodni systém srdce zahrnuje sinoatrialni uzel, kde za fyziologickych okolnosti
vznika akeni napéti, je tedy primarnim pacemakerem srdecCni Cinnosti. Z néj se
signal dale Sifi preferencnimi drahami v sinich az do atrioventrikularniho uzlu,
z néhoz dochazi k pfevodu akéniho napéti ze sini na komory, které jsou od sebe
jinak elektricky izolované. Z atrioventrikularniho uzlu pak akcni napéti postupuje
Hisovym svazkem, Tawarovymi raménky a Purkynovymi vlakny a dale se Sifi

svalovinou srdecénich komor.

Obecné Ize v srdci pozorovat dva typy AN, s rychlou nebo pomalou depolarizaci.
Pro bunky pracovniho myokardu je typické AN s rychlou depolarizaci, které
muzeme rozdélit do nékolika fazi (Obr. 1.1 A). Burnky pracovniho myokardu
vykazuji stabilni klidové membranové napéti (KMN) o hodnoté pfiblizné -80 mV,
za néz je odpovédny predevSim draslikovy proud pozadi (lki). Pokud je vSak
membrana podrazdéna do té miry, Ze se jeji napéti posune az k -60 mV, oteviou
se napétim vratkované rychlé sodikové kanaly a do buriky zaénou po svém
koncentra¢nim gradientu proudit sodikové ionty (Ina). Zaroven dochazi k napétové
zavislému bloku kanall ks polyaminy a intracelularnimi ionty hof¢iku. Tyto déje
spole¢né umozni prudky narlst napéti az na hodnotu cca +30 mV béhem pouhych
asi 3 ms. Zde nastava konec depolarizace, jednak procesem inaktivace rychlych

sodikovych kanalu, vlivem snizeného fidiciho napéti Ina (tj. membranové napéti se
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pfiblizi elektrochemickému rovnovaznému napéti In,) a v dusledku aktivace
pfechodného proudu draslikovych iontd z buriky, |y, (fidici napéti pro draslikovy
proud se naopak béhem depolarizace zvySuje). Rychla depolarizace je
nasledovana fazi C¢asné repolarizace, za niz je zodpovédny predevSim l,. Ta
rychle pfechazi do faze platd, kdy nastava rovnovaha mezi proudy draslikovych
iontd z buriky (rychly a pomaly opozdény draslikovy proud, Ik, lks) @ vapnikovym
proud typu L (Ica). BEhem faze platé je srdecni burika refrakterni, coz znamena,
Ze jejim podrazdénim nemuze dojit ke vzniku dalSiho AN. Je to dano skutecnosti,
Ze rychlé sodikové kanaly potrebuji ke svému zotaveni, aby hodnota
membranoveého napéti klesla pod -40 mV. Faze platdé je ukonCena postupnym
narustem draslikovych proudd z buriky (lk.lks) @ poklesem proudu lca, jenz je
dominantné inaktivovan zvySenou koncentraci vapniku v bunce. Pokles
membranového napéti béhem faze pozdni repolarizace pak vede k uzavieni
zbytku vapnikovych kanald, narlstu Ik, a otevieni kanall pro Ix.. Membranové

napéti se tak opét vrati na hladinu KMN (Carmeliet a Vereecke, 2002).

Vstup vapniku do bunék pracovniho myokardu prostfednictvim lca je impulzem
pro otevieni ryanodinovych kanall v membrané sarkoplazmatického retikula, coz
vede ke skokovému zvySeni intracelularni koncentrace vapniku. ZvySeni
koncentrace vapniku pfiblizné na hodnotu 10 mmol/l a jeho vazba na troponin
umoznuje interakci kontraktilnich bilkovin aktinu a myozinu. Kontrakce srde¢niho
svalu je tedy vyvolana akénim napétim, tento jev oznaCujeme jako

elektromechanickou vazbu (Bers, 2002).

Pro kardiomyocyty sinoatridlniho a atrioventrikularniho uzlu je typické AN
s pomalou depolarizaci (Obr. 1.1 B), za niz je zodpovédny proud vapenatych
iontd, na rozdil od bunék s rychlou depolarizaci, kde depolarizaci zpusobuje Ina
(Kohlhardt et al., 1976). DalSi odliSnost pfedstavuje skutecnost, Ze burky
s pomalou depolarizaci vzhledem k absenci Ixs neudrzi stabilni KMN. Vykazuji
pouze tzv. maximalni diastolické napéti, coz je nejnizSi membranové napéti
(pfiblizné -60 mV), jehoz jsou schopny dosahnout. Po jeho dosazeni se zacinaji
otevirat vapnikové kanaly typu T a proud vapenatych iontd do buriky (Icat) ZpUsobi
pomalou diastolickou depolarizace, na niz se podili i hyperpolarizaci aktivovany

proud Iz (Brown et al., 1979). U bunék sinoatrialniho uzlu je pomala diastolicka

17



depolarizace rychlejSi nez u bunék atrioventrikularniho uzlu, takze tvofi AN s vysSi
frekvenci a stava se tak primarnim pacemakerem. V okamziku, kdy membranové
napéti dospéje k hodnoté pfiblizné -40 mV, se oteviou vapnikové kanaly typu L
a rychlost depolarizace se zvySi. Nasledna repolarizace je pak zpusobena
postupnym zaviranim vapnikovych kanall a otevienim kanalG pro draslik (Shih,
1994).

ICﬂT

ICaL

- e ("

Obr. 1.1. Membranové napéti kardiomyocytu.

A. AkEni napéti s rychlou depolarizaci a jeho jednotlivé faze, rychla depolarizace (0),
Casna repolarizace (1), platé (2), faze pozdni repolarizace (3) a klidové membranové
napéti (4). Dole, iontové proudy, které se podileji na vysledném tvaru membranového
napéti komorového kardiomyocytu, rychly sodikovy proud (lng), vapnikovy proud typu L
(IcaL), pfechodny proud drasliku z buiky (ly), rychly opozdény draslikovy proud (lk),
pomaly opozdény draslikovy proud (lxs) a draslikovy proud pozadi (lks). B. AkEni napéti
s pomalou depolarizaci a jeho jednotlivé faze, maximalni diastolické napéti (MDN),
pomala diastolicka depolarizace (PDD), depolarizace (D) a repolarizace (R). Dole, iontové
proudy, které se podili na vysledném tvaru membranového napéti nodalniho
kardiomyocytu, vapnikovy proud typu T (lcat), vapnikovy proud typu L (lca),

hyperpolarizaci aktivovany proud (l;) a opozdény draslikovy proud (lk).

1.1.1 Regulace elektrické srdec¢ni aktivity

Srdce je sice schopné pracovat autonomné, ovSem v lidském téle jeho &innost

podléha mnoha regulacnim vlivim, pfedevsim pusobeni autonomniho nervového
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systému. Elektrickou aktivitu srdce Ize ovlivnit z hlediska srdecni frekvence
(chronotropie), rychlosti vedeni vzruchu (dromotropie) a  vzruSivosti
(bathmotropie). S pouzitim téchto pojmd mizeme popsat vliv parasympatiku jako
chronotropné, dromotropné a bathmotropné negativni a vliv sympatiku jako
pozitivni ve vSech téchto aspektech. Srdce je pod vlivem autonomniho nervového

systému neustale, pfiCemz za klidovych podminek pfevlada vliv parasympatiku.

Postgangliova vlakna parasympatiku inervuji dominantné tkan srdecnich sini, na
funkci komor ma tedy prevazné pouze nepfimy vliv. Pfi jeho zvySené aktivité
dochazi k uvolnéni acetylcholinu a jeho navazani na My receptory, které nasledné
aktivuji G-protein, jehoz GBy podjednotky stimuluji kanaly lkach (na acetylcholinu
zavisly draslikovy proud) pfimou interakci s intracelularnimi doménami kanalu
(Kunkel a Peralta, 1995). Tento proud zpuUsobuje hyperpolarizaci a zaroven
zpomaleni pomalé diastolické depolarizace, coz snizuje frekvenci tvorby AN
v sinoatrialnim uzlu. Vlivem acetylcholinu dochazi také k inhibici hyperpolarizaci
aktivovaného proudu Is (DiFrancesco a Tromba, 1987) a ¢asteCné i Ica (Hartzell,
1988), takze se zpomaluje depolarizace nodalnich bunék, v dusledku toho dochazi

ke zpomaleni vedeni vzruchu.

Sympatikus inervuje srde¢ni siné i komory. Pusobi na né prostfednictvim
noradrenalinu a jeho navazani na 31 adrenergni receptory. Jejich aktivaci dochazi
ke zvySené fosforylaci kanall |f a Ica, coz urychluje jak pomalou diastolickou
depolarizaci, tak depolarizaci vlastniho AN. Noradrenalin zvySuje i aktivitu
draslikového proudu Ikx. Vysledkem pak je zvySeni frekvence tvorby AN
v sinoatrialnim uzlu a zrychleni pfevodu vzruchi v atrioventrikularnim uzlu
(DiFrancesco, 1993).

Kromé autonomniho nervového systému, ktery ma na elektrickou aktivitu srdce
zasadni vliv, vykazuje urcity efekt jesSté cela fada latek (napf. hormony, farmaka,

mnozstvi kysliku dostupného srdecni tkani) nebo i télesna teplota.
1.1.2 Elektrokardiografie

V moderni diagnostice kardiovaskularnich onemocnéni hraje elektrokardiografie

(EKG) vyznamnou roli. Jedna se o jednoduchou neinvazivni metodu, ktera na
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zakladé snimani zmény elektrického pole srdce z povrchu téla poskytuje informaci
o elektrické aktivité srde¢niho svalu. Jiz v 18. stoleti italsky lékaf a fyzik Luigi
Galvani zaznamenal elektrickou aktivitu kosterniho svalu (AlGhatrif a Lindsay,
2012). Roku 1842 pak jiny italsky védec, Carlo Matteucci, prokazal, Ze elektricky
proud provazi kazdy srdeCni tep zaby (Matteucci, 1842). Az o 35 let pozdéji
publikoval britsky fyziolog Augustus Waller prvni zaznam elektrické aktivity
lidského srdce (Waller, 1887). Na né&j navazal Holandan Einthoven (Einthoven,
1895), ktery poprvé pouzil termin elektrokardiogram, zavedl dodnes pouzivané
oznaceni vychylek EKG (PQRST) a roku 1924 za svou praci obdrzel Nobelovu
cenu. Béhem druhé svétoveé valky predstavil Goldberger augmentované unipolarni
svody (Goldberger, 1942) a v roce 1954 pak bylo kone¢né definovano standardni
12svodové EKG (Wilson et al., 1954).

V soucasnosti se tedy EKG méfi pomoci 12 svodu, 3 bipolarnich kon&etinovych
svodu (1, Il, Ill), 3 unipolarnich zesilenych kon&etinovych svodl (aVR, aVL, aVF)
a 6 unipolarnich hrudnich svodu (V¢ — Vg). V klinické praxi se na zaznamu EKG
hodnoti srdecni akce, frekvence, rytmus, sklon elektrické osy srde¢ni a nakonec
se pristupuje k popisu jednotlivych ¢&asti EKG kfivky (vin, kmitd, interval(
a segmentll). RozliSuje se pravidelna a nepravidelna srde¢ni akce. Frekvence
srdce se stanovuje jako pfevracena hodnota délky RR intervalu, obvykle se udava
v poCtu tepu za minutu (bpm, z anglického Beat per Minute). Jeji fyziologické
rozmezi se pohybuje mezi 60 a 90 bpm, hodnota nizsi nez 60 bpm se oznacuje
jako bradykardie, naopak zvySeni srdec¢ni frekvence za klidovych podminek se
nazyva tachykardie. Rytmus se stanovuje podle lokalizace primarniho
pacemakeru. Za fyziologické situace je jim sinoatrialni uzel, proto takovy rytmus
nazyvame sinusovy. Za nékterych patologickych stavi mohou elektrické vzruchy
vznikat primarné v atrioventrikularnim uzlu (nodalni rytmus) nebo v Purkynovych
vlaknech (idioventrikularni rytmus). Elektrickd osa srde¢ni je primét osy
QRS komplexu do frontalni roviny, jeji sklon se obvykle pohybuje mezi -30°
a +110°. Jednotlivé viny, kmity, intervaly a segmenty EKG se posuzuji ve vSech
svodech, hodnoti se jejich amplituda, délka trvani i tvar. Vina P je vychylka EKG
zobrazujici depolarizaci sini (Obr. 1.2). Nasleduje komplex tfi kmiti, Q, R a S,

ktery je vysledkem depolarizace komor. Repolarizace komor je popsana vinou T,
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zatimco obraz repolarizace sini je na EKG prekryt QRS komplexem. Interval PQ
oznacuje Cas od zahdjeni depolarizace sini (poCatek viny P) do zacatku
depolarizace komor (kmit Q). lIzoelektricky segment PQ je usek mezi koncem viny
P a kmitem Q, jedna se o dobu mezi ukonéenim depolarizace sini a zahajenim
depolarizace komor. Segment ST pfedstavuje usek mezi kmitem S a poCatkem
viny T. Fyziologicky ho lze interpretovat jako dobu mezi ukon€enim depolarizace
komor a zahajenim jejich repolarizace. Interval QT pak zahrnuje Cas mezi

pocCatkem depolarizace a koncem repolarizace komorového myokardu.

Obr. 1.2. Casovy vztah membranového napéti a EKG.
A. Membranové napéti komorového kardiomyocytu a jeho jednotlivé faze, rychla
depolarizace (0), asna repolarizace (1), platd (2), faze pozdni repolarizace (3) a klidové

membranové napéti (4). B. Kfivka EKG s oznagenim vin a kmitu.

Kromé klasického klinického popisu lze EKG analyzovat také matematicky
a vytéZzit z néj daldi uziteCné informace (viz podkapitola 1.2). Klasické EKG navic
neni jedinou moznosti, jak registrovat elektrickou aktivitu srdce. Lze napfiklad
implantovat méfici elektrody dovnitf téla, coz je metoda rozSifena ve vyzkumu na
zvifatech. Takzvané telemetrické méfeni EKG umozfiuje zaznamenavat
elektrickou aktivitu srdce, aniz by bylo nutné uvadét pokusné zvife do anestezie

nebo ho stresovat pobytem v méfici komarce.
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DalSi postupy hojné pouzivané v kardioelektrofyziologii se zamérfuji na ziskani
elektrického signalu z jednotlivych bunék, pfipadné dokonce jednotlivych
iontovych kanalu. Jiz vroce 1949 byla pFfedstavena metoda méfeni
membranového napéti pomoci ostré sklenéné elektrody (Ling a Gerard, 1949).
SpocCiva v aplikaci ostré sklenéné mikropipety do méfené buriky. Sklenéna
mikropipeta vypInéna elektrolytem (nejcastéji 3molarnim roztokem KCI) slouzi jako
intracelularni elektroda, protoze povrch bunky se kolem jejiho uzkého hrotu uzavre
a intra- a extracelularni prostfedi tak zUstavaji oddélené. Tato metoda se dodnes
pouziva pro meéfeni membranového napéti celych bunék, ovSem nepodava
informaci o chovani jednotlivych iontovych proudd a kanald. To umoznila az
metoda napétového a nasledné terCikového zamku (patch-clamp; Neher et al.,
1978), za jejiz objeveni obdrzeli vroce 1991 Erwin Neher a Bert Sakmann

Nobelovu cenu za fyziologii a Iékafrstvi.

1.2 Variabilita srdecni frekvence

V historii dlouho pfevladala idea, Ze lidské srdce tluCe pravidelné jako metronom.
Za prvniho, kdo tuto pfedstavu rozporoval, je povazovan anglicky védec Stephen
Hales (Ferreira et al., 2016). Ve své praci (Hales, 1733) popsal zménu krevniho
tlaku a délky srdecniho cyklu spojenou s dechovym cyklem u koné. O vice nez sto
let pozdéji publikoval némecky fyziolog Carl Ludwig vysledky svych méfeni na
psech s pouzitim kymografu (Ludwig, 1847), coz bylo jim vyvinuté zafizeni, které
mimo jiné umoznovalo méfeni arterialniho tlaku. PovSiml si, Ze b&éhem nadechu
a vydechu pravidelné dochazi ke zméné amplitudy a ¢asového prubéhu kfivky
krevniho tlaku (Ludwig, 1847). Jednalo se o jev pozdéji popsany jako respiracni

sinusova arytmie.

Hans Eppinger (Eppinger et al., 1915) byl zfejmé prvni, kdo navrhl, Ze analyza
variability srdecni frekvence (HRV, z anglického Heart Rate Variability) by mohla
poskytnout informaci o dysfunkci autonomniho nervového systému (Billman,
2011). OvSem prvni dolozené pouziti HRV analyzy v klinické praxi spada az do
60. let 20. stoleti, kdy Hon a Lee popsali snizeni HRV plodu, které predchazelo

klinickym projevu fetalni tisné véetné zmény priamérné srdec¢ni frekvence (Hon
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a Lee, 1963). Pozdéji se postupné zacaly objevovat prace zaméfené na zmény
HRV v rdznych dalSich patologickych stavech, napf. pfi diabetu (Murray et al.,
1975) nebo po infarktu myokardu (Wolf et al., 1978).

Za vyraznym narustem zajmu o problematiku variability srde¢ni frekvence stal
mimo jiné irozvoj méfici techniky. V Sedesatych letech 20. stoleti predstavil
Norman Holter maly pfenosny pfistroj, ktery umoznoval nahravani dlouhych EKG
zaznamu, aniz by pacient musel byt upoutan na ldzko (Holter, 1961). Zaroven
doslo k prudkému rozmachu digitalnich technologii potfebnych k analyze velkych

souborl dat.
1.2.1 Predzpracovani dat (preprocessing)

V roce 1996 byly publikovany standardy pro méfreni a hodnoceni variability srde¢ni
frekvence tak, jak se na nich shodla spole¢na pracovni skupina Evropské
kardiologické spole¢nosti a Severoamerické spolecnosti pro kardiostimulaci
a elektrofyziologii (Task Force of the European Society of Cardiology the North
American Society of Pacing Electrophysiology, 1996). Hlavnim cilem tohoto usili
bylo pfesné vymezeni a sjednoceni jednotlivych pojml a vypoc€etnich metod tak,
aby bylo mozné srovnani vysledku jednotlivych studii, jejichz poCet exponencialné
vzrostl s rychlym rozvojem techniky pro nahravani EKG a analyzu HRV.
A pfestoZze se stale objevuji nové metody HRV analyzy, zakladni principy

definované v téchto standardech zustavaiji stale platné.

Co se tyCe technickych predpokladu zafizeni pouzivanych pro zaznam EKG,
dllezita je pfedevSim vzorkovaci frekvence. Podle jiz zminénych standardi by se
méla pohybovat minimalné v rozmezi 250 — 500 Hz (Task Force of the European
Society of Cardiology the North American Society of Pacing Electrophysiology,
1996). Existuji ale i studie (Ellis et al., 2015) dokladajici, ze nékteré HRV
parametry se vyznamné neliSi, at jsou stanoveny na zakladé EKG zaznamu
s vysokou vzorkovaci frekvenci, nebo s jesté niZSi nez standardné doporu¢ovanou
(az 125 Hz). V takovych pfipadech uz se ovSem Casovy interval mezi jednotlivymi
vzorky pohybuje v jednotkach milisekund. Napfiklad pro 125 Hz je to 8 ms, coz
vzhledem k Sifce QRS komplexu muze vyznamné ovlivnit vysledek analyzy.

Otazka nizké vzorkovaci frekvence se vztahuje hlavné k pofizovani EKG zaznamu
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dle Holtera, kde vysSi vzorkovaci frekvence znamena i vysSi naroky na velikost
baterie a pamétové karty prfistroje. ReSeni vtakovych pfipadech muze
predstavovat postup, kdy se po nalezeni kmitu R prolozi dana cCast kfivky
parabolou, jejiz vrchol pak reprezentuje zpfesnény odhad polohy kmitu R (Obr.
1.3; Bianchi et al., 1993).
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Obr. 1.3. Parabolicka interpolace kmitu R.
A. Nahravka EKG pofizena pfistrojem se vzorkovaci frekvenci 125 Hz. B. Detail QRS
komplexu (3ed&), zpfesnéni polohy R kmitu (oznaené kfizkem) pomoci parabolické

interpolace (Cerné).

Samotna detekce kmitu R, potazmo QRS komplexu je vyznamné ovlivnéna
kvalitou EKG zaznamu. Pfipadny Sum nebo nezadouci artefakty mohou pramenit
ze Spatného kontaktu elektrody s pokozkou pacienta, rusivého pusobeni elektrické
rozvodné sité, jinych vnéjSich zdroji (napf. mobilni telefon v kapse) nebo
samotného organismu pacienta (elektricky potencial kosternich svald, pohyb
hrudniho koSe pfi dychani), (Friesen et al., 1990). Moderni elektrokardiografy uz

jsou Casto schopny tyto rusivé vlivy automaticky odfiltrovat.
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Pro detekci QRS komplexu bylo vyvinuto velké mnozZstvi algoritmd, vétSina z nich
vykazuje velkou miru uspésnosti pfi testovani na standardnim EKG signalu
pofizeném na zdravych pacientech. UrCitou vyzvu predstavuji zaznamy s vysokou
mirou ruseni nebo data obsahujici EKG kfivky nestandardniho tvaru ovlivhéné
rznymi patologickymi stavy (Koéhler et al., 2002). Jednotlivé algoritmy jsou
zaloZené na raznych principech. Vyuzivaji napfiklad faktu, Ze derivace EKG kfivky
zvyrazni QRS komplex, protoZe se jednd o Cast EKG s nejstrméjSi zménou
signalu. Pfedzpracovany signal je pak porovnavan s prahovou hodnotou, ktera se
vétSinou pfizplsobuje jeho zménam (Ahlstrom a Tompkins, 1983). Existuji ovSem
i sofistikovanéjSi metody, které vyuzivaji celou Fadu digitalnich filtrd (Pan
a Tompkins, 1985; Keselbrener et al., 1997). DalSi ¢asto aplikované algoritmy jsou
zalozené na vinkové transformaci (Bahoura et al.,, 1997; Li et al., 1995) nebo
neuronovych siti mohou byt po ,natrénovani schopné pracovat i s EKG
nahravkami obsahujicimi velké mnozstvi nestandardnich tvari vzniklych

rozlicnymi patologickymi procesy (Bishop a Hinton, 1995).

HRV analyza by méla byt provadéna pouze na EKG zaznamu se sinusovym
rytmem. RR intervaly ziskané ztakové nahravky muzeme nazvat normailni
(rozuméj sinusové) RR intervaly, proto se v literatufe zabyvajici se HRV cCasto
hovofi o tzv. NN intervalech (z anglického normal-to-normal beat). Pfed samotnym
vypoc¢tem parametri HRV analyzy je tudiz nutné soubor RR intervall zkontrolovat
a oznacit pfipadné ektopické stahy. Ty mohou mit jak fyziologicky, tak artificialni
puvod spojeny s technickymi aspekty nahravani EKG (Peltola, 2012). Jejich
detekci Ize proveést ruéné, coz je u velkého mnozstvi dlouhych nahravek Casové
velmi naro€né, nebo automatickou filtraci. Zatim nepanuje vSeobecna shoda, jak
presné definovat ektopicky stah pro potfeby automatického vyfazeni ze souboru.
Obvykle se postupné prochazi RR intervaly a porovnavaji se s urCitym poctem
predchazejicich a nékdy i nasledujicich intervalu a ty, jez se procentualné liSi od
priméru vice nez je pfedem stanovena hodnota (€asto 20 %), jsou vynaty. Existuji
ale i komplexnéjSi algoritmy, napfiklad Karlsson navrhl urCovat hranici pro
vyfazeni RR intervalu na zakladé véku pacienta, kdy od jednoho roku do 15 let

linearné roste od 20 % do 40 % a nasledné zase linearné klesa k 20 % v 75 letech
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(Karlsson et al., 2012). Vychazel pfitom z pfirozené zmény HRV v zavislosti na

véku.

Ruzné pfistupy se pouzivaji i pfi dalSim zpracovani nalezenych ektopickych
RR intervall. Nejjednodussi z nich predstavuje prosté vymazani ektopického
intervalu ze souboru. Castgji se vdak voli jeho nahrazeni, napfiklad metodou
linearni interpolace nebo interpolaci kubickym splinem (Lippman et al., 1994). Byla
navrzena i cela fada mnohem sofistikovanéjSich a komplikovanéjSich metod.
Jednotlivé pfistupy byly mezi sebou porovnavany, ovSem se znacné rozdilnymi
vysledky (Peltola, 2012), coz mohlo byt dano odliSnosti populaci studovanych
pacientll nebo rliznymi parametry HRV, které byly sledovany. VétSina praci se
vSak shoduje vtom, Zze pokud EKG zaznam obsahuje pfFili§ velké mnozstvi
ektopickych stahu, mél by byt uplné vyfazen. At uz je totiz vymazeme, nebo
nahradime nékterou ze zminénych metod, vzdy vneseme do analyzy chybu.
Kriticka mez se li§i podle délky EKG nahravky a podle parametrt pouzitych pro
popis HRV. VSeobecné se uvadi, Zze mira ektopickych stahtu by neméla prekrocit
5 % (Salo et al., 2001), nékdy vSak i 1 % (Storck et al., 2001).

1.2.2 Metody hodnoceni variability srde€ni frekvence

Dle standard( pouzivanych pro analyzu variability srdeéni frekvence Ize metody
hodnoceni HRV rozdélit na linearni a nelinearni. Linearni metody jsou mnohem
|épe popsané, predevsim co se fyziologické interpretace tyka, a Ize je dale rozdélit
podle toho, zda spadaji do Casové nebo frekvenéni oblasti (Task Force of the
European Society of Cardiology the North American Society of Pacing
Electrophysiology, 1996). Nelinearni metody jsou naproti tomu hufe
interpretovatelné, avSak v pfipadech nékterych patologii se ukazuji jako velmi
efektivni. Jedna se napfiklad o studium riznych srde¢nich arytmii (Acharya et al.,
2006).

Analyza variability srdeéni frekvence v €asové oblasti

Prvni velkou skupinou parametrq, jimiz |ze popsat HRV, predstavuji statistické
veliciny. Ty jsou urCovany bud na zakladé celého souboru normalnich

RR intervall, nebo z rozdill mezi sousednimi RR intervaly. Z celych RR intervalu
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je mozné vypocitat napfiklad smérodatnou odchylku (SDNN) nebo stfedni chybu
priméru (SENN). U delSich EKG nahravek se nékdy urcuje smérodatna odchylka
v 5minutovém okné (SDANN) a jejich primér v ramci celé nahravky se pak nazyva
SDNN index. VS8echny tyto parametry popisuji dlouhodobéjSi zmény variability
srdeCni frekvence (Task Force of the European Society of Cardiology the North

American Society of Pacing Electrophysiology, 1996).

Naproti tomu parametry definované na bazi rozdild mezi sousednimi RR intervaly
odrazi okamzité fluktuace HRV. Jedna se napfiklad o smérodatnou odchylku
rozdild mezi sousednimi intervaly (SDSD) nebo kvadraticky primér rozdili mezi
sousednimi intervaly (RMSSD). Spada sem i podil interval(, které se od
sousedniho intervalu lii o vice nez 50 ms (pNN50), ktery je ovSem vyrazné
zavisly na srde¢ni frekvenci, coz je tfeba mit na zfeteli pfedevSim pfi
experimentech provadénych na laboratornich potkanech a jinych drobnych
hlodavcich. Potkani totiz vykazuji mnohem vyssSi klidovou srdec¢ni frekvenci nez
Clovék (300-350 bpm), takze je nutné pocitat s modifikovanym parametrem,
PNN10 nebo pNN5 (Aubert et al., 1999).

Geometrické metody jsou zaloZzené na vykresleni analyzovaného souboru
RR intervall do geometrického obrazce a jeho nasledném popisu. NejCastéji se
k tomuto uc€elu pouziva histogram se sloupcem o standardni Sifce 1/128 sekundy
(. 7,8125 ms). HRV trojuhelnikovy index pak predstavuje celkovy pocet
RR intervall vydéleny vySkou histogramu. DalSi parametr, TINN reprezentuje
velikost zakladny trojuhelnika ziskaného interpolaci histogramu pomoci metody
nejmenSich &tverch (Obr. 1.4). Pro vytvofeni histogramu nejsou vhodné kratké
(5minutové) nahravky EKG, doporucuje se pouzit spise delsi zaznamy (Glnther et
al.,, 2010). Tato skuteCnost muze sice predstavovat urlitou nevyhodu, je vSak
vyvazena pomeérné velkou robustnosti dané metody a jeji odolnosti va&i chybé
vnesené pfitomnosti ektopickych RR intervall atedy i niz8imi naroky na
preprocessing (Malik et al., 1989). Oba zminéné parametry charakterizuji spiSe
dlouhodobé zmény HRV (Acharya et al., 2006).
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Obr. 1.4. Frekvencni histogram.

RR intervaly zobrazené formou frekvenéniho histogramu se sloupcem o Sifce 1/128 Hz.
Cerné usecky ziskané metodou linearni interpolace predstavuji ramena trojuhelnika
aproximovaného histogramu, délka jeho zakladny je pak jeden z geometrickych

parametr( — TINN.

Geometrické metody reprezentuje i Poincarého graf. Jedna se o graf, kde je trvani
kazdého RR intervalu vyneseno v zavislosti na trvani pfedchazejiciho
RR intervalu. Za fyziologickych okolnosti by se mélo jednat o shluk bodu
rovnomérné rozptylenych kolem osy 1. kvadrantu (Obr. 1.5). Poincarého graf
umozniuje jiz pouhym pohledem odhalit nékteré patologie, napfiklad vysoky pocet
ektopickych RR intervalu. Obvykle se ale k jeho popisu voli exaktnéjsi postupy.
NejCastéji se Poincarého graf aproximuje elipsou (Obr. 1.5), jejiz kratSi poloosa
reflektuje okamzitou zménu variability zalozenou na zménach rozdild meazi
sousednimi RRintervaly, zatimco jeji delSi poloosa popisuje dlouhodobou
variabilitu (Kamen et al.,, 1996). Vztah mezi témito parametry, a potazmo
i kratkodobou a dlouhodobou variabilitou, pak vyjadfuje jejich pomér (SD1/SD2)
nebo obsah elipsy (S).
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Obr. 1.5. Poincarého graf.
RR intervaly zobrazené formou Poincarého grafu (Sedé body) a elipsa, jiz |ze graf

aproximovat (Cerna kfivka). Parametry SD1 a SD2 pak predstavuji délky poloos této

elipsy.

Analyza variability srde¢ni frekvence ve frekvenéni oblasti

Analyzou série RR intervalu ve spektralni oblasti Ize ziskat informaci o vlivu
autonomniho nervového systému na srdecCni Cinnost. Do hodnoceni sméji byt
zahrnuty pouze RR intervaly zobrazujici srde¢ni stahy sinusového plvodu. Pokud
pfed vlastnim odhadem vykonové spektralni hustoty (PSD) nedojde k eliminaci

ektopickych stahd, vnasi se do vypoltu nezanedbatelna chyba (Colak, 2009).

Pro odhad PSD existuje nékolik metod. Velmi Casto se pouziva tzv. rychla
Fourierova transformace (FFT), kterou lze realizovat napf. pomoci algoritmu
predstaveného Cooleym a Tukeym (Cooley a Tukey, 1965). DalSi, autoregresni
metoda (Baselli et al., 1987; Burr a Cowan, 1992) stanoveni odhadu spektra se
neukazala jako vhodna pro srdec¢ni frekvenci (Christini et al., 1993). Obé vyse
zminéné metody jsou urCeny pro stejnomérné vzorkovany signal, takze jejich
pouziti na sérii RR intervall vyzaduje prevzorkovani, coz samoziejmé vnasi do
vypoctu dalSi nepresnost. Pro neekvidistantni posloupnosti, tedy pro posloupnost
RR intervall, je vhodnéjSi spektralni analyza s uzitim metody nejmenSich &tvercl
(Laguna et al., 1998; Obr. 1.6). Tato metoda je rovnéz znama jako Vanickova
(Vanicek, 1971), Lombova (Lomb, 1976), pfipadné Lombova-Scarglova (Scargle,

1982) podle védcl, ktefi se zaslouzili o jeji uvedeni do praxe.
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Obr. 1.6. Odhad vykonové spektralni hustoty provedeny Lombovou-Scarglovou
metodou.

Jednotlivé slozky vykonového spektra jsou znazornény rdznymi odstiny Sedé, jedna se
o pasmo ultra nizké (ULF; <0,003 Hz), velmi nizké (VLF; 0,003-0,04 Hz), nizké (LF;
0,04-0,15) a vysokeé frekvence (HF; 0,15-0,4 Hz).

VSeobecné se ma za to, Zze spektralni vykon v pasmu vysoké frekvence (HF;
0,15-0,4 Hz) Ize spoijit s aktivitou parasympatiku (Berntson et al., 1997). OvSem
ohledné ni nepanuje vSeobecna shoda. Vykon v oblasti nizké frekvence (LF;
0,04-0,15 Hz) zifejmé reflektuje jak sympatickou, tak parasympatickou aktivitu
autonomniho nervového systému a zda se, Ze je ovlivnén jesté dalSimi, dosud
neidentifikovanymi, faktory (Billman, 2013). Tato skute¢nost pak problematizuje
vyklad poméru vykonu v pasmu nizké a vysokeé frekvence (LF/HF). Néktefi autofi
jej povazuji za ukazatel sympatovagalni rovnovahy (Pagani et al., 1984), coz jini
rozporuji s argumentem, ze LF neni exkluzivné ovlivnéna Cinnosti sympatiku a ze
vztah mezi variabilitou srde¢ni frekvence a aktivitou autonomniho nervového

systému neni Cisté linearni (Billman, 2013).

Vyznam dalSich dvou slozek vykonového spektra nebyl v minulosti tak detailné
studovan a dostava se do centra pozornosti az s rozvojem technologii, které
umoznuji snazs8i analyzu dlouhych (24hodinovych) EKG zaznamu. Spektralni
vykon v pasmu velmi nizké frekvence (VLF; 0,003-0,04 Hz) je pravdépodobné

ovlivnén nejen autonomnim nervovym systémem, ale napfiklad i innosti systému
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renin-angiotenzin a dalSimi humoralnimi faktory (Shaffer et al., 2014). Slozka
vykonového spektra v oblasti ultra nizké frekvence (ULF; <0,003 Hz) je
hodnotitelna vyhradné na dlouhych nahravkach (min. 24 hodin; Kleiger et al.,
2005). Jeji velikost souvisi patrné s cirkadiannim rytmem, termoregulaénimi
mechanismy, Cinnosti metabolismu nebo systému renin-angiotenzin a dalSimi,

dosud €asto nepopsanymi, jevy (Shaffer et al., 2014).
Nelinearni metody

Jak jiz bylo napsano vyse, interpretace parametrd ziskanych nelinearni analyzou
HRV jesté v nékterych pfipadech neni zcela vyjasnéna. Mlze vSak zachytit déje,
které linearni analyza neni schopna postihnout. Mezi nelinearni metody v podstaté
spada i Poincarého graf. VétSinou se vSak fadi mezi metody linearni, protoze se

k jeho charakterizaci pouzivaji linearni parametry (rozméry jemu aproximované

elipsy).

Nelinearni metody vychazi z nelinearni podstaty biologickych signalt, fadi se
k nim napfiklad metody fraktalni analyzy, jako metoda fraktalni dimenze nebo
detrendovana analyza fluktuace (DFA). DFA predstavil Peng v 90. letech (Peng et
al., 1995). Lze ji vyuzit k popisu kratkodobé i dlouhodobé fluktuace Casové fady.
Vysledny exponent o se pro zdravého jedince blizi hodnoté 1, jeho snizeni mize
znacit napfiklad fibrilace komor nebo sini €i blok Tawarova raménka. Naopak
vyS8Si exponent je pfiznacny pro ischemickou chorobu srdecni (Acharya et al.,
2006)

Maximalni Lyapunoviv exponent popisuje citlivost systému na pocatecni
podminky a udava miru jeho prediktability. Charakterizuje chovani systému
pfedevSim z dlouhodobého hlediska. V ramci analyzy HRV dochazi k jeho
vyraznému snizeni napfiklad u pacientu s ischemickou chorobou srde¢ni (Acharya
et al., 2004).

Aproximovana entropie (ApEn) je definovana mirou nepfedvidatelnosti srdeéniho
rytmu. Za fyziologickych podminek odrazi komplexitu regulace variability srdecni
frekvence (Pincus, 1991). Nékteré patologické procesy mohou ApEn sniZovat

a poukazovat tak na zménu regulace elektrické aktivity myokardu. Pokles ApEn
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byl prokazan napfiklad u plodu postizenych acidézou (Pincus a Viscarello, 1992).
Existuje jeSté cela fada metod nelinearni dynamiky, jez lze aplikovat na HRV.

Jejich detailni popis je vSak mimo zaméreni této prace.

Kromé variability RR intervalu Ize analyzovat i variabilitu QT intervalu, k niz se
v soucasné dobé obraci stale vice pozornosti (Baumert et al., 2016). Jeji zvySeni
bylo prokazano napfiklad u pacientd postizenych diabetickou neuropatii
(Khandoker et al., 2012) nebo syndromem dlouhého QT intervalu (Hinterseer et
al., 2008). Analyza variability QT ovSem jeSté neni standardizovana, vcetné
fyziologického vyznamu jednotlivych parametrd a zplsobu samotné detekce
intervalu QT. ldentifikace konce viny T totiZz kvuli jejimu pozvolnému poklesu
predstavuje vypocetni vyzvu (Porta et al., 1998). Na podobny problém narazi
i analyza variability PR intervalu, ktera by mohla poskytnout informaci o variabilité
atrioventrikularnino zpozdéni (Leffler et al., 1994), ale o niz bylo zatim publikovano

velmi malo praci.
1.2.3 Faktory ovliviiujici variabilitu srdec¢ni frekvence
Fyziologické faktory

Variabilita srde¢ni frekvence je ovliviiovana celou fadou faktord. Prvni skupinu
tvofi fyziologické faktory jako pohlavi, vék nebo poloha téla a denni doba, v niz je
zaznam EKG pofizovan. Jejich vyznam je tfeba brat v ivahu pFfedevSim pfi
pripravé experimentd, které by mély byt provadény vzdy ve stejnou denni dobu,
a rovnéz poloha pacientl pfi nahravani EKG by méla byt stejna (pokud se ovSem
nejedna o dlouhodobé monitorovani dle Holtera). Peclivé je nutné posuzovat

i slozeni skupin zkoumanych pacientt z hlediska pohlavi a véku.

Voss a kolektiv realizovali méfeni na vice nez 2000 zdravych jedincich (25-74 let),
aby zhodnotili vliv véku na rizné parametry HRV (Voss et al., 2012). Popsali
signifikantni pokles variability, ktery progredoval s kazdym dalSim desetiletim,
0 néz se zvysil vék ucastniku studie, avSak v poslednich dvou vékovych skupinach
(55-64 a 65-74 let) se toto snizovani HRV prakticky zastavilo. Moodithaya
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analyzoval ucCinek véku v souvislosti s pohlavim, pficemz se zaméfil hlavné na
analyzu ve frekvencni oblasti (Moodithaya a Avadhany, 2012). Rozdily objevil
predevSim v adolescentnim véku, kdy se u muzl jiz objevil signifikantni pokles
v pasmu vysoké frekvence, zatimco u Zen byl pozorovatelny az v mladém
dospélém véku. Pohlavni rozdily byly popsany napfiklad i v u€inku koufeni a piti

alkoholu nebo kavy na variabilitu srde¢ni frekvence (Kumar et al., 20006).

Zmeénu HRYV lze vyvolat také zménou polohy sledovaného pacienta. Napfiklad pfi
postaveni ze sedu nastava pokles statistickych veliCin HRV i parametrd
stanovenych ve frekvencni oblasti, kde navic dochazi k vyraznéjSimu vychyleni
poméru LF/HF ve prospéch LF, coZz by mohlo naznacCovat pokles aktivity

parasympatiku (de Souza et al., 2014).

Jak jiz bylo dfive napsano, na variabilitu srde¢ni frekvence ma vliv také
cirkadianni rytmus, ktery reflektuje predevSim ultra nizka slozka spektralni
vykonové hustoty (ULF). | dalSi parametry HRV vSak vykazuji zavislost na
cirkadiannim rytmu. U zdravych jedincu obvykle béhem noci dochazi k naristu
variability srde¢ni frekvence. Stejny cyklicky pribéh HRV byl vS8ak pozorovan
i u pacientl postizenych neuropatii vagu, coz muze naznacovat, ze cirkadianni

rytmus HRYV je zapficinény fluktuacemi aktivity sympatiku (Malpas a Purdie, 1990).
Patologické faktory

Velkou skupinou patologickych faktort ovliviiujicich variabilitu srde¢ni frekvence
jsou logicky kardiovaskularni onemocnéni. Napfiklad HRV u pacientu
s infarktem myokardu je intenzivné zkoumana jiz od konce 70. let 20. stoleti (Wolf
et al., 1978). Velka multicentricka studie prokazala, Zze analyza HRV muze slouzit
jako nastroj pro hodnoceni rizika umrti v mésicich nasledujicich po infarktu
myokardu. Konkrétné byla pro stratifikaci pacientld pouzita smérodatna odchylka
normalnich NN intervali stanovena na zakladé 24hodinového zaznamu EKG
(La Rovere et al.,, 1998). Néktefi dokonce navrhuji aplikaci HRV analyzy pfi
zkoumani vlivu jednotlivych rizikovych faktord na vznik a prabéh

kardiovaskularnich chorob vSeobecné (Thayer et al., 2010).
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Pfestoze je vétSina parametrt analyzy HRV definovana pro normaini RR intervaly
a tedy pro sinusovy rytmus, Ize nékteré nelinearni metody vyuZzit i k automatické
detekci a klasifikaci arytmii (Ge et al., 2002; Acharya et al., 2003). Dal§i moznosti
uplatnéni HRV analyzy v oblasti srde€nich arytmii je studium Usekl bez arytmii na
EKG zaznamech pacientd, ktefi trpi arytmii nebo k ni maji genetickou predispozici
jako napfiklad nositelé mutace A341V genu KCNQ1 postizeni syndromem
dlouhého QT intervalu. V jejich pfipadé bylo mozné odliSit symptomatickou
a asymptomatickou skupinu pacientu pomoci analyzy ve frekvencni oblasti (Porta
et al., 2015).

Vyuziti HRV analyzy se vSak neomezuje pouze na choroby kardiovaskularniho
systému, dlouhou tradici ma i v ramci vyzkumu cukrovky. Od doby, kdy Wheeler
a Watkins poprvé popsali snizeni HRV u diabetik( s kardiovaskularni autonomni
neuropatii (Wheeler a Watkins, 1973), si tato metoda nasla cestu do diagnostické
praxe a je vyuzivana k Casnému odhaleni neuropatie, coZz umozrniuje vCasné
zahajeni lécby (Vinik et al., 2003). Bylo totiz dolozeno, ze pokles HRV predchazi

klinickym projevim diabetické autonomni neuropatie (Singh et al., 2000).

Jako diagnosticky nastroj by mohla HRV analyza slouZit i v pfipadé septickych
stavl, kde bylo popsano snizeni vétSiny parametrd HRV, a to jak u dospélych
pacientu (Pontet et al., 2003; Korach et al., 2001; Barnaby et al., 2002), tak
u novorozencu (Griffin et al., 2005; Bohanon et al., 2015). Na rozdil od jinych,
standardné v klinice pouzivanych, zpusobu diagnostiky sepse, by HRV analyza
mohla pfedstavovat rychly, levny a neinvazivni nastroj kjejimu v€asnému
odhaleni. PfedevS§im u dospélych pacientld v8ak jeji vyuziti maze komplikovat
pritomnost jiného onemocnéni, které také ovliviuje HRV (viz napf. predchozi
odstavec). Samotna patofyziologicka pfi¢ina zmény variability srde¢ni frekvence
v sepsi neni dosud znama. Mohla by souviset s cholinergni protizanétlivou drahou,
jejimz prostfednictvim mize parasympatikus inhibovat uvolfovani cytokind. Pravé
analyza HRV totiz odhalila pokles v pasmu vysoké frekvence, coz muize
naznacovat pokles aktivity parasympatiku pfi sepsi (Borovikova et al., 2000; Wang
etal., 2013).
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Rovnéz u selhani ledvin byl prokazan pokles HRV (Ranpuria et al., 2008).
Pacienti s chronickym selhanim ledvin vykazovali sniZzeni vS8ech parametri ve
frekvencéni oblasti (HF i LF), které bylo obdobné u hemodialyzy a peritonealni
dialyzy, ale menS$i u pacientl, ktefi dialyzu je$té nepodstupovali (Axelrod et al.,
1987). Nékteré studie naznacuji, ze by bylo mozné pouzit HRV analyzu i jako
prognosticky nastroj ke stanoveni miry rizika umrti u pacientd v terminalnim stadiu

selhani ledvin (Hayano et al., 1999).

Jednotné charakterizovat HRV u pacientd postizenych nadorovymi
onemochénimi je prakticky nemozné vzhledem k heterogenité této skupiny
chorob. Vysledky jednotlivych studii jsou navic Casto protichudné. Napfiklad
u karcinomu prsu bylo popsano jak snizeni HRV (Vigo et al., 2015), tak
nezménéna HRV (Bettermann et al., 2001). Vyzkum HRV v pfipadé nadorovych
onemocnéni dale problematizuje fakt, Ze je obtizné urcit, zda za pfipadnou
zménou HRV stoji vlastni onemocnéni nebo jeho |écCba (Arab et al., 2016).
HRV analyza se v8ak mulze uplatnit v predikci preziti pacientl, ktefi nadorové
onemocnéni prodélali. Nedavna metaanalyza Sesti studii ukazala, ze pacienti

s vys$8i HRV maji i vy$Si Sanci na delSi preziti (Zhou et al., 2016).

Na variabilitu srdecCni frekvence mohou mit vliv i néktera duseni onemocnéni.
Napfiklad u schizofreniki byl v mnoha studiich prokazan pokles HRV v pasmu
vysoké frekvence (Montaquila et al., 2015). Zména HRV byla opakované popsana
i u depresivnich poruch (Bassett, 2016). Napfiklad Kemp a kolektiv (Kemp et al.,
2012) popsali snizeni statistickych parametri HRV a vykonové spektralni hustoty
v pasmu vysoké frekvence u pacientd s depresivni poruchou, pficemz jesté vétsi
pokles byl zaznamenan u téch, co navic trpéli generalizovanou uzkostnou
poruchou. K podobnym vysledkim dospéla i dalSi studie, ktera navic prokazala
linearni vztah mezi stupném zavaznosti deprese a zménami HRV (Wang et al.,
2013). V nedavné dobé se zjistilo, Ze deprese ma vliv i na pfirozenou zménu HRV
pfi zméné postoje (konkrétné ze sedu do stoje), ktera je u pacientl s depresivni

poruchou potlagena (Jiang et al., 2015).

HRV je ovlivnéna také zivotnim stylem. Opakované byl popsan efekt fyzické

aktivity (pfedevSim aerobniho cvieni), ktery u pacientll po infarktu myokardu
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dokazal pozitivné ovlivnit HRV (Oliveira et al., 2013). Na druhou stranu byl
zkouman také ucinek dlouhodobé zavislosti na alkoholu. U pacientd byly
provadény standardni testy (napf. Valsaviv manévr nebo test sinokarotického
reflexu), které u €asti zavislych odhalily autonomni neuropatii. Tato skupina méla
snizenou HRV dle oCekavani, k vyznamnému poklesu proti kontrolam vSak doslo
i u skupiny, kde standardnimi klinickymi testy neuropatie odhalena nebyla (Malpas
et al.,, 1991). Snizeni HRV mulze vzniknout i na zakladé koufeni, a to vcetné
pasivniho (Pope et al.,, 2001). Analyzou fetalniho EKG bylo dokonce prokazano
snizeni HRV jiz u plodu ve tfetim trimestru v pfipadé, Ze matka béhem téhotenstvi
koufila (Zeskind a Gingras, 2006).

Roli mozna hraje i zivotni prostredi. Jiz po nékolika dnech pobytu v oblasti se
zvysSenou urovni znecisténi vzduchu byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles
HRV (Shutt et al., 2017). Tato zjisténi ovSem rozporuji autofi nedavné
metaanalyzy, podle nichz nebyl zatim vliv znecisténého prostfedi na HRV
presvédCivé prokazan (Buteau a Goldberg, 2016). Jejich hlavni argument spociva

v metodologické nedostateCnosti analyzovanych studii.

Dalsim faktorem, ktery je tfeba brat v avahu pfi provadéni HRV analyzy, je
pripadné farmakologické ovlivnéni (Acharya U et al., 2004). Vzhledem k tomu,
Zze HRYV reflektuje aktivitu autonomniho nervového systému, jedna se prfedevsim
o pripravky, které ovliviuji jeho Cinnost. V kardiologii jsou to napfiklad inhibitory
angiotenzin konvertujiciho enzymu (Kontopoulos et al., 1997), blokatory
vapnikovych kanalu (Ogura et al., 2012) nebo betablokatory, které byly schopné
zvysit HRV u pacientl trpicich onemocnénim koronarnich tepen (Niemela et al.,
1994) & dekompenzovanym srde¢nim selhanim (Aronson a Burger, 2001). Po
akutnim infarktu myokardu potlacily betablokatory ranni narust spektralniho
vykonu v pasmu nizké frekvence, coz muze pfispivat k prevenci nahlé srdecni
smrti u téchto pacientll (Sandrone et al., 1994). Z pfipravku pro I1éEbu depresivnich
onemocnéni ovliviuji HRV predevSim tricyklicka antidepresiva, ktera snizuji
vétSinu jejich parametri. Efekt antidepresiv inhibujicich zpétné vychytavani
serotoninu je uZ jasny méné, vétsina studii Zzadny neprokazala (van Zyl et al.,
2008). Zadna antidepresiva také nebyla schopna normalizovat pokles HRV

zpusobeny samotnou depresi (Kemp et al., 2010). Velkou skupinu latek
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ucinkujicich na variabilitu srde¢ni Cinnosti pfedstavuji anestetika. Bylo prokazano,
Ze celkova anestezie snizuje HRV (Matchett a Wood, 2014; Tarvainen et al.,
2012), coz by mohlo potencialné negativné ovliviiovat pacienty s jiz pfitomnou
poruchou regulace HRV. Nékteré prace se zmifiuji i o pfipadné moznosti vyuzit
analyzu HRV jako nastroj pro predoperacni stratifikaci pacientl ohrozenych

nahlou srdecni smrti béhem anestezie (Mazzeo et al., 2011).
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2 Cile dizertace

Zamérem této dizertaCni prace byla analyza elektrofyziologie myokardu
za riznych patofyziologickych podminek, a to na urovni jednotlivych bunék,
multicelularniho preparatu i celého srdce. Pfipadné zmény v elektrofyziologickych
vlastnostech myokardu byly sledovany v souvislosti s dalSimi parametry
vypovidajicimi o stavu kardiovaskularniho systému (hemodynamicka méfeni)

i celého organismu (acidobazicka rovnovaha).

Prvni cil pFfedstavovala charakteristika ucCinkl sepse na variabilitu srdec¢ni
frekvence. Otazkou nebyl pouze jeji pfipadny pokles, ale i jeho kinetika ve vztahu
k systtmové hemodynamice. Byla rovnéz provéfovana citlivost analyzy HRV

v zavislosti na stupni zavaznosti experimentalné navozeného septického stavu.

DalSi Cast prace se vénuje studiu aciddézy na praseCim modelu s umyslem popsat
co nejkomplexnéji jeji vliv na kardiovaskularni systém. Uvedené experimenty
zahrnovaly sledovani systémové, plicni i regionalni hemodynamiky, ale i méfeni
na izolované srdec¢ni tkani, aby bylo mozné odlisit pfimy efekt acidézy na myokard

od sekundarnich uginkl zpisobenych zménami v cévni soustavé.

V experimentalnim praseCim modelu sepse i aciddzy byl k anestezii a sedaci
pouzit (mimo jiné) propofol. Cilem pokusl popisovanych v poslednim useku této
prace bylo popsat jeho u€inek na kontrakci a elektrofyziologii myokardu. Ziskané
informace mély urcit, nakolik mohlo podavani propofolu ovlivnit vysledky

predchozich experimentd.
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3 Experimentalni metody

VSechny experimenty na zvifatech zminované v této dizertaCni praci byly
provadény v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU
o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely a byly schvaleny Odbornou
komisi pro praci s laboratornimi zvifaty LékaFské fakulty v Plzni, Univerzity

Karlovy.

3.1 Experimentalni model sepse

Pro experimentalni modelovani sepse v pokusech popisovanych v této praci byla
pouzita prasata domaci. Zvifata byla 18 hodin pfed zaCatkem experimentu drZzena
na lacno s neomezenym pfistupem Kk pitné vodé. Anestezie byla zahajena
podanim ketaminu i.m. (2 mg/kg), azaperonu i.m. (2-4 mg/kg) a 2% propofolu i.v.
(1-2 mg/kg). Po navozeni anestezie byla provedena orotrachealni intubace
a zahajena mechanicka ventilace (FiO; 0,3; PEEP 6 cm H»O, dechovy objem
8 ml/kg), pfitemz koncentrace vdechovaného kysliku byla upravovana tak, aby se

PaCO; pohyboval v rozmezi 4-5 kPa.

Jesté pred instrumentaci byla zapoCata kontinualni anestezie za pouziti
propofolu i.v. (1-4 mg/kg/h) a fentanylu i.v. (10-15 ug/kg/h), ktera byla stejnym
zpusobem udrzovana po celou dobu pokusu. Svalova relaxace byla zajiSténa
norcuroniem i.v. (na uvod 4 mg, pak prabézné 0,2-0,4 mg/kg/h). Instrumentace
spocivala v zavedeni katetru do femoralni tepny, coZ umoznilo kontinualni méreni
krevniho tlaku a odbér vzorkd krve. Pro monitorovani hemodynamiky byly pres
jugularni zilu zavedeny trojcestny (triple lumen) centralni zilni katetr a katetr do
plicni tepny. Do Morrisonova a Douglasova anatomického prostoru byly vioZzeny
dva silikonové drény. Pro zachovani normovolémie byl béhem operace zvifatiim
podavan roztok Ringerfundin® (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Némecko),
a to 10 ml/kg/h. Po dokoné&eni instrumentace byla rychlost jeho podavani snizena

na 7 ml/kg/h. Normoglykémie, jez byla definovana jako hladina glukézy v arterialni
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krvi mezi 4,5-7 mmol/l, bylo dosazeno podavanim 20% roztoku glukdzy i.v., pokud

bylo potfeba.

Instrumentace umoznovala monitorovani nejriznéjSich parametrd. Pro ucely této
prace byly vyuzity pfedevsim hodnoty srde¢niho vydeje (CO), systolického objemu
(SV), systéemové (SVR) i plicni cévni rezistence (PVR), stfedniho arterialniho tlaku
(MAP) a hladiny cytoking, interleukinu 6 (IL-6) a faktoru nadorové nekrozy

(TNF-a), v pribézné odebirané krvi.

Po provedeni instrumentace nasledovala Sestihodinova zotavovaci faze. Po jejim
skoncCeni byla realizovana vSechna méreni, jimiz bylo mozné charakterizovat stav
prasete jesté prfed vyvolanim septického stavu. Bylo také zahajeno kontinualni

meéfeni EKG, které pokra¢ovalo az do uplného zavéru experimentu.

Samotna sepse byla zplsobena aplikaci autolognich exkrementl (0,5-1 g/kg) do
peritonea prostfednictvim drénu, pfipraveného béhem instrumentace. Exkrementy
byly ziskany pfed operaci a rozpustény v 200 ml fyziologického roztoku ohfatého
na 37°C. Se zvifetem bylo poté zachazeno jako s pacientem na jednotce
intenzivni péce, cemuz odpovidalo i vybaveni experimentalni jednotky intenzivni
péce, kde se experimenty odehravaly (Obr. 3.1). Standardni terapeutické postupy
zahrnovaly (kromé& udrzovani normovolémie a normoglykémie) i podavani

noradrenalinu i.v., pokud MAP poklesl pod 65 mmHg.

VSechny experimenty byly ukoneny bud' eutanazii 48 hodin po vyvolani sepse,

nebo uhynem zvifete nasledkem septického Soku.

41



Obr. 3.1. Experimentalni jednotka intenzivni péce, Biomedicinské centrum,

Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova.

3.2 Experimentalni model acidézy

Pro experimentalni model aciddézy byla pouZita prasata domaci, jimZz byla
navozovana bud metabolicka (MAC), nebo hyperkapnicka acidéza (HCA). Vzdy
18 hodin pred zaCatkem pokusu byla zvifata drzena o hladu s neomezenym
pristupem k vodé. Experiment byl pak zahdjen podanim uvodni anestezie, ktera
sestavala z ketaminu i.m. (2 mg/kg), azaperonu i.m. (2 mg/kg) a 2% propofolu i.v.
(1-2 mg/kg). Zvifata byla béhem pokusu mechanicky ventilovana (FiO, 0,4; PEEP
5 cm Hy0O, dechovy objem 10 ml/kg). Koncentrace vdechovaného kysliku byla
pfitom upravovana tak, aby se PaCO, pohyboval vrozmezi 4-5 kPa, kromé
skupiny HCA, vniz byla koncentrace kysliku neménna v ase a FiO, byl

pfizplsobovan tak, aby saturace arterialni krve kyslikem zustala nad 90 %.

Béhem instrumentace byla prabé&Zzna anestezie =zajiStovana kontinualnim
intraven6znim podavanim thiopentalu (10 mg/kg/h) a fentanylu (10-15 ug/kg/h).

Davka anestetik byla po provedeni instrumentace snizena na 5 mg/kg/h

42



u thiopentalu a 5 ug/kg/h u fentanylu tak, aby zajistila anestezii az do uplného
konce experimentu. Svalova relaxace byla zabezpelena priubéznou aplikaci
pancuronia (0,2 mg/kg/h) béhem celého pokusu. Normovolémie byla udrZzovana
infuzi roztoku Plasma-Lyte (Baxter Healthcare, Deerfield, IL, USA) rychlosti
15 ml/kg/h, ktera byla po zakroku snizena na 7 mil/kg/h.

VySe zminéna instrumentace zahrnovala umisténi centralni zilniho katetru
(Certofix Trio V715; B Braun, Melsungen, Némecko) pfes levou jugularni Zilu,
ktery umoznoval aplikaci farmak a tekutin. Termodiluéni katetr (Corodyn
Thermodilution Infusion Catheter; B Braun, Melsungen, Némecko) byl zaveden do
plicni arterie pfes pravou jugularni zilu. DalSi katetr, tentokrat ve femoralni arterii,
byl pouzit ke sledovani krevniho tlaku a odbéru vzork( krve. Fibroopticky katetr
(COLD Z-021; Pulsion Medical, Mnichov, Némecko) byl aplikovan pro termodiluéni
metodu se dvéma indikatory. Pro sledovani regionalniho prutoku byla provedena
stfedni laparotomie a na portalni zilu, jaterni tepnu, levou renalni tepnu a levou
karotickou tepnu byly umistény pfedem kalibrované ultrazvukové sondy
(Transonic Systems, Ithaca, NY, USA). Do portalni, renalni, jaterni a jugularni zily
byly vlozeny Zilni katetry, které umoznovaly stanoveni pH, parcialniho tlaku kysliku

a oxidu uhli€itého a saturace hemoglobinu kyslikem.

Méfeni srdecniho vydeje probihalo termodilu¢ni metodou (66S Monitor; Hewlett
Packard, Paolo Alto, CA, USA). Vysledny udaj byl ziskan jako aritmeticky pramér
ze tfi méfeni provedenych v rliznych fazich dechového cyklu pomoci aplikace
10 ml ledové studeného fyziologického roztoku. Objem krevniho kompartmentu
v hrudniku (ITBV) a globalni end-diastolicky objem (GEDV) byly stanoveny dilucni
metodou s pouzitim dvou indikatord — chladu a indocyaninové zelené (10 ml;

2,5 mg/ml). Dal§i hemodynamické parametry byly dopoditavany, viz Tab. 3.1.
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Nazev Zkratka Vzorec pro vypocet
Systolicky objem SV (ml) CO/HR - 1000
Systémova cévnirezistence  SVR (dyn-s/cm®) (MAP - CVP) -80/CO

Plicni cévni rezistence PVR (dyn-s/cm®) (MPAP - PAOP) - 80/CO
Tepova prace levé komory LVSW (cJ) (MAP - PAOP) - SV - 0,0136
Tepova prace pravé komory RVSW (cJ) (MPAP - CVP) - SV - 0,0136

Tab. 3.1. Vzorce pouzité pro dopocitani nékterych hemodynamickych parametrd.
CO (I/min) pfedstavuje srdecni vydej, HR (bpm) srde¢ni frekvenci, MAP (mmHg) stfedni
arterialni tlak, CVP (mmHg) centralni venozni tlak, MPAP (mmHg) stfedni tlak v plicni
arterii, PAOP (mmHg) tlak v zaklinéni plicni arterie.

Po provedeni instrumentace nasledovala Sestihodinova pauza pro zotaveni
zvifete. Po ziskani vychozich hodnot, coz zahrnovalo hemodynamicka
i biochemicka méfeni a nahrani prvniho 5minutového zaznamu EKG, byla
vyvolana acidoza. Hyperkapnické acidozy bylo dosazeno ve dvou krocich. Nejprve
byla sniZzena frakce vdechovaného CO, tak, aby pH arteridlni krve pokleslo na
hodnotu 7,25. To odpovidalo zvySeni PaCO, z vychozich 4-5 kPa na pfiblizné
10 kPa. Tento stav byl udrZzovan dalSich 60 minut, nez bylo pfikroCeno k druhé fazi
snizeni pH. Opét byl zvySen pomér vdechovaného CO,, tentokrat cca na 15 kPa.
Cilem bylo dosahnout hodnoty pH 7,1. Stejné jako po prvnim poklesu pH i nyni
nasledovala 60minutova stabilizaéni faze. Az po jejim uplynuti byla provedena

zavéretna hemodynamicka a biochemicka méreni a nahrano EKG.

Metabolicka acidéza byla zprostfedkovana kontinualni infuzi HCI (2 mol/l) rychlosti
10 ml/h. Na rozdil od hyperkapnické acidézy, frakce vdechovaného CO, zustala
po celou dobu experimentu nezménéna (4-5 kPa). Pokus byl opét realizovan ve
dvou fazich, pH bylo snizeno nejprve na 7,25 a za hodinu na vyslednych 7,1. Po
dalsi hodiné byla uskuteCnéna méreni podobné jako v pfipadé hyperkapnické

aciddzy.
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3.3 Experiment na myokardu potkana

Pro zkoumani ucinkd propofolu na srdeCni tkan bylo pouzito celkem
37 SestimésiCnich samcl laboratorniho potkana kmene Wistar (VELAZ, Praha,
CR). Zvitata byla vzdy v den experimentu omradena a dekapitovana bez pouziti
farmakologické anestezie, jez by mohla zpUsobit pfipadné zkresleni vysledku
pokusu. Z téla zvifete bylo rychle vyjmuto srdce a byl odebran preparat z levé
a pravé srdeCni komory. Vzhledem Kk stejnosmérnému uspofadani svalovych
vlaken byl volen papilarni sval nebo trabekula. Preparat byl nasledné umistén do
lazné (viz podkapitola 3.5.2), kde bylo zméfeno membranové napéti a sila
kontrakce (viz podkapitola 3.5.1) nejprve v kontrolnim roztoku, nasledné
i v roztoku s propofolem, jehoz koncentrace byla zvySovana tak, aby postupné
dosahovala hodnot: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 mmol/l. Ve v8ech uvedenych
koncentracich bylo provedeno méfeni vzdy pfi Ctyfech rdznych stimulaénich
frekvencich (1, 2, 3 a 5 Hz).

3.4 Analyza variability srde€ni frekvence

Vsechny nahravky EKG (svod Il), jejichz analyza byla zahrnuta do této prace, byly
pofizeny pomoci méfici jednotky Biopac (Biopac Systems Inc., Santa Barbara,
CA, USA). Ve vSech pfipadech byla pouzita vzorkovaci frekvence 1000 Hz.
Analyza byla provadéna bud na 5minutovych nahravkach, nebo na hodinovych
usecich, na néz byl rozdélen kontinualni zaznam. Pro off-line analyzu byl zvolen
software MATLAB 2014b (MathWorks Inc., Natick, MA, USA, 2014). Nejprve byly
detekovany R kmity (algoritmus Pan-Tompkins; Pan a Tompkins, 1985), z nichz
byly vypocitany RR intervaly. Jesté pfed samotnou analyzou byly ze série
automaticky vylou€eny ektopické RR intervaly. Byly za né povazovany ty intervaly,
jez se od aritmetického pruméru z okolnich 50 intervald (25 pfedchazejicich
a 25 nasleduijicich) lisily o vice nez 20 %. Tento algoritmus byl opakovan, dokud
nebyly vyfazeny vSechny ektopické intervaly. Cela nahravka byla vyfazena z dalSi
analyzy, pokud obsahovala vice nez 5 % ektopickych RR intervall. V sériich

RR intervall zahrnutych do analyzy variability srde¢ni frekvence byly ektopické
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RR intervaly nahrazeny odpovidajicim po¢tem normalnich RR intervall s vyuZitim

metody linearni interpolace.

Takto pfipravena série RR intervall byla podrobena analyze variability srde¢ni
frekvence, jejimz vysledkem byly hodnoty parametrd, které Ize roztfidit do nékolika
skupin (Tab. 3.2). Parametry v Casové oblasti zahrnovaly statistické parametry
a geometrické parametry zaloZzené na frekvencnim histogramu o standardni Sifce
sloupce 1/128 s. RR intervaly byly také vyneseny do tzv. Poincarého grafu, kde je
kazdy RR interval vykreslen v zavislosti na pfedchazejicim RR intervalu. Vysledny

obrazec Ize aproximovat elipsou, jejiz rozméry pfedstavuji dalSi parametry HRV.

Provedeni frekvenni analyzy série RR intervall umoznilo ziskat obraz
o autonomni nervové regulaci srde¢ni ¢innosti. Odhad spektralni vykonové hustoty
byl uskute¢nén na zakladé Lombova-Scarglova periodogramu (Lomb, 1976;
Scargle, 1982), jenz byl do vypocetniho programu implementovan s uzitim
algoritmu Presse a Rybického (Press a Rybicki, 1989). Spektralni vykonova
hustota byla stanovena v pasmu nizké (0,04-0,15Hz) a vysoké frekvence
(0,15-0,4 Hz), viz Tab. 3.2.
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Parametry v ¢asové oblasti

Statistické parametry

SDNN (ms) Smeérodatna odchylka normalnich RR intervalu.

Smérodatna odchylka rozdili mezi sousednimi normalnimi

SDSD (ms) RR intervaly.

Podil sousedicich normalnich RR intervald, které se od sebe liSi o vice

PNNS50 (%) nez 50 ms.

Geometrické parametry

Celkovy poc€et normalnich RR intervalt déleny vySkou frekvenéniho

HRVTI(-) histogramu normalnich RR intervalu.

Zakladna trojuhelniku ziskaného interpolaci frekvenéniho histogramu

TINN (ms) normalnich RR intervald.

Parametry Poincarého grafu

Smeérodatna odchylka bodu Poincarého grafu kolmo vici ose

SD1 (ms) 1. kvadrantu.

SD2 (ms) Smeérodatna odchylka bodu Poincarého grafu podél osy 1. kvadrantu.

SD1/SD2(-)  Pomér SD1 viigi SD2.

S (ms?) Plocha elipsy aproximuiici Poincarého graf.

Parametry ve frekven€ni oblasti

TP (msz) Celkova vykonova spektralni hustota.

LE 9 Viykonova spektralni hustota v pasmu nizké frekvence (0,04-0,15 Hz)
(ms®) v absolutnich jednotkach.

HE (ms?) Viykonova spektralni hustota v pasmu vysoké frekvence (0,15-0,4 Hz)

v absolutnich jednotkach.

Vykonova spektralni hustota v pasmu nizké frekvence (0,04-0,15 Hz)

LF norm (n. u.) normalizovana podle vzorce LF norm = LF / (LF + HF).

Vykonova spektralni hustota v pasmu vysoké frekvence (0,15-0,4 Hz)

HF norm (n. u.) normalizovana podle vzorce HF norm = HF / (LF + HF).

Pomér vykonové spektralni hustoty v pasmu nizké frekvence vici

LF/HF (-) vykonové spektralni hustoté v pasmu vysokeé frekvence.

Tab. 3.2. Parametry variability srde¢ni frekvence.
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3.5 Méreni akéniho napéti a sily kontrakce

3.5.1 Priprava preparatu a vlastni méreni

Mérfeni akCniho napéti a sily kontrakce byla provadéna na multicelularnich
preparatech z prasete nebo potkana. lhned po usmrceni daného zvifete bylo
rychle vyjmuto srdce, z néhoz byla vypreparovana trabekula, resp. papilarni sval.
Preparat byl okamzité premistén do lazné promyvané okyslicenym Tyrodovym
roztokem (viz podkapitola 3.5.2) ohfatym na teplotu 37°C, kde byl napnut mezi dva
hacky, z nichz jeden byl staticky a druhy pohyblivy (Obr. 3.2). Ten byl pfipojen
k mechano-elektrickému pfevodniku (model F30; Hugo Sachs Electronik —
Harvard Apparatus, GmBH, March-Hugstetten, Némecko), ktery umoznil pfevod
meérfeneé sily kontrakce na elektricky, pocitaCem registrovany signal. Po umisténi
preparatu do lazné nasledovala tficetiminutova faze stabilizace, kdy byl preparat
stimulovan frekvenci 1 Hz. Stimulace byla zajistovana komerénim stimulatorem
(Pulsmaster A300; World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA), jehoz
obdélnikové pulsy (o délce 20 ms a amplitudé o 50 % vy3Si nez nalezeny

stimulacni prah) byly pfivadény prostfednictvim izolaéni jednotky.

Pfi vlastnim méfeni byl preparat stimulovan po fadé nékolika frekvencemi.
V pfipadé preparatl z praseciho srdce se jednalo o frekvence 0,5; 1 a 2 Hz,
u laboratorniho potkana 1; 2; 3 a 5 Hz. Zaroven se silou kontrakce bylo pomoci
vysokoodporovych elektrod zaznamenavano membranové napéti bunék
komorového myokardu. Elektrody byly vyrobeny ze sklenénych kapilar pomoci
tahace elektrod (Obr. 3.3; Microelectrode Puller P-1000, Sutter Instrument,
Novato, CA, USA) a nasledné naplnény roztokem 3M KCI.

Jak pribéh sily kontrakce, tak membranového napéti byly nahravany v prostredi
softwaru SignalExpress 2013 (National Instrumetns, Austin, TX, USA) a ulozeny

pro naslednou off-line analyzu.
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Obr. 3.2. Usporadani méreni na multicelularnim preparatu.
A. Trabekula z pravé srde¢ni komory prasete domaciho. B, C. Stimulaéni elektrody.
D. Mechano-elektricky prevodnik (model F30; Hugo Sachs Electronik — Harvard

Apparatus, GmBH, March Hugstetten, Némecko).

Obr. 3.3. Taha¢ elektrod.
Vlevo tahac elektrod Microelectrode Puller P 1000, Sutter Instrument, Novato, CA, USA.

Vpravo vysokoodporova elektroda v Celistech tahace.
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3.5.2 Roztoky a chemikalie

Pfi méfeni akéniho napéti a sily kontrakce byl preparat umistén v lazni promyvané
Tyrodovym roztokem o nasledujicim slozeni (v. mmol/l): NaCl 137; KCI 4,5;
MgCl, 1; CaCl; 2; glukéza 10; HEPES 5. Pomoci NaOH bylo nasledné upraveno
pH na hodnotu 7,4, respektive 7,1 v pfipadé experimentd zabyvajicich se vlivem

acidozy na kardiovaskularni systém.

PFi studiu vlivu propofolu na pribéh akéniho napéti a sily kontrakce in vitro byl do
Tyrodova roztoku pfidavan propofol pfedem rozpustény v 96% etanolu. Vysledna
koncentrace propofolu v Tyrodové roztoku cinila 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;

resp. 0,5 mmol/l.
3.5.3 Off-line analyza signalu

Zaznamy membranového napéti a sily kontrakce byly exportovany ve formatu
ASCIl a analyzovany v softwaru, ktery byl vramci této prace pro dany ucel
specialné vyvinut v prostfedi programu MATLAB 2014b (MathWorks Inc., Natick,
MA, USA, 2014). Jeho soucasti bylo i uzivatelské rozhrani (Obr. 3.4), jez
umoznovalo zobrazit oba signaly a ruc¢né vybrat useky zahrnujici alespon
10 srdecnich cykld, na nichz pak byly méfeny pozadované parametry. V této praci
byly konkrétné pouzity parametry popsané na Obr. 3.5. V pfipadé sily kontrakce
bylo stanovovano jeji maximum (CF), doba od zafatku do vrcholu kontrakce
(TTP), doba od vrcholu kontrakce do 50% relaxace (R50) a doba od vrcholu
kontrakce do 90% relaxace (R90). Pro akéni napéti byla ur€ovana jeho amplituda
(APA) a na jejim zakladu doba od zacatku depolarizace do 50% repolarizace
(APD50) a doba od zacatku depolarizace do 90% repolarizace (APD90). Hodnoty
byly zméfeny vzdy pro kazdy ze zobrazenych srdecnich cykli zvlast, jejich
aritmeticky ~ prumér byl automaticky  exportovan do tabulkového
procesoru MS Excel 2010 (Microsoft, Praha, CR). Kromé& zminé&nych parametrd
byla k datim vzdy pfidana informace o poctu analyzovanych srdecnich cykld,
stimulacni frekvenci pouzité na daném uUseku nahravky a roztoku, kterym byla

promyvana méfici lazen.
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Obr. 3.4. Ukazka prostredi softwaru pro analyzu pribéhu akéniho napéti a sily
kontrakce.
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Obr. 3.5. Parametry stanovované pfri off-line analyze.

A. Parametry sily kontrakce, maximalni sila kontrakce (CF), doba od zacatku do vrcholu
kontrakce (TTP), doba od vrcholu kontrakce do 50% relaxace (R50), doba od vrcholu
kontrakce do 90% relaxace (R90). B. Parametry membranového napéti, amplituda
ak&niho napéti (APA), doba od zagatku depolarizace do 50% repolarizace (APD50), doba

od zacatku depolarizace do 90% repolarizace (APD90).

3.6 Statistické zhodnoceni vysledkt

VSechny vysledky jsou v této praci prezentovany jako primér + smeérodatna

odchylka. Data ziskana pro jednotlivé skupiny experimentalnich objektd byla
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nejprve testovana zhlediska normality rozdéleni (ShapirGv-Wilkdv test)
a porovnavana analyzou variance jednoduchého tfidéni (tj. jednocestna ANOVA)
s naslednou post-hoc analyzou (Bonferroniho nebo Dunnettiv test). Rozdily na
hladiné vyznamnosti p <0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné
a oznaCeny hvézdiCkou (*). Statisticka analyza byla provadéna v komercénich
softwarech STATISTICA Cz 8 (StatSoft CR, sr. 0., Praha, CZ, 2008) a Origin 8.5
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA, 2011), v némz byly vytvofeny

i vSechny grafy.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Vliv sepse na kardiovaskularni systém

411 Uvod

Samotné slovo sepse pochazi jiz ze starovéké fectiny a oznacuje hnilobny proces,
presto prvni moderni definice sepse pochazi az z pocCatku 20. stoleti. Hugo
Schottmudller ji popsal jako stav: ..., kdy se uvnitf téla vytvori loZisko, z néhoz se
kontinualné nebo periodicky dostavaji patogenni bakterie do krevniho obéhu, a to
v takové mife, Ze jsou touto invazi vyvolany subjektivni a objektivni symptomy
onemocnéni,“ (Schottmiller, 1914). Posledni revize této definice byla provedena
vroce 2016 pracovni skupinou ustavenou Evropskou spole€nosti intenzivni
mediciny (European Society of Intensive Care Medicine) a Spolec€nosti intenzivni
mediciny (Society of Critical Care Medicine). Sepsi vymezuje jako zivot ohrozujici
organovou dysfunkci zplsobenou porusenou regulaci hostitelské reakce na infekci
(Singer et al., 2016). Septicky Sok je pak podmnozinou sepse, v které jsou zasadni
obéhové a bunééné/metabolické zmény dostateéné zavazné na to, aby podstatné

zvySily umrtnost (Singer et al., 2016).

Sepse predstavuje chorobu s dalekosahlymi socioekonomickymi dusledky
a rostouci incidenci (Martin et al., 2003). Stfizlivé odhady, které neberou v uvahu
pripadu diagnostikované sepse v celosvétové populaci ro¢né (Adhikari et al.,
2010). | pres velkou pozornost a védecké usili, které byly sepsi vénovany nejen
v poslednich letech, je umrtnost pacientl v dusledku tohoto onemocnéni stale
vysoka, a to predevSim v pfipadé septického Soku. Napfiklad studie EPOSS
(Data-based Evaluation and Prediction of Outcome in Severe Sepsis) provadéna
na jednotkach intenzivni péde v nékolika fakultnich nemocnicich v CR v letech
2011-2013 vykazala 40,7% mortalitu nemocnych s téZzkou sepsi (Uvizl et al.,
2015).
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Pro uspésny vysledek terapie septickych pacientl, zahrnujici hemodynamickou
optimalizaci a |éCbu antibiotiky, je zasadni v€asna diagnéza (Kumar et al., 2006;
Rivers et al.,, 2001). Zatim ovSem nebyl nalezen spolehlivy nastroj, ktery by ji
umoznoval. Velka pozornost je napfiklad vénovana biomarkerim (Faix, 2013;
Tschaikowsky et al., 2002), jejichz pouziti v diagnostice vSak komplikuje vysoka
interindividualni variabilita a omezena schopnost odliSit sepsi od jinych zanétlivych
onemocnéni (Osuchowski et al., 2007; Pierrakos a Vincent, 2010). DalSi
potencialni indikator sepse, na néjz je zaméfena i tato prace, predstavuje analyza
variability srdec¢ni frekvence (Seely a Christou, 2000). HRV totiz umoznuje
sledovat autonomni nervovou regulaci srde¢ni Cinnosti a jeji pfipadné ovlivnéni
riznymi patologickymi podminkami (Gang a Malik, 2002). Pokles HRV bé&hem
sepse byl jiz popsan jak u dospélych (Barnaby et al., 2002; Godin et al., 1996;
Korach et al., 2001), tak u novorozencu (Bohanon et al., 2015; Griffin et al., 2005).

V soucasnosti je pro identifikaci septickych pacientd doporu¢ovano tzv. SOFA
skore (z anglického Sepsis-related Organ Failure Assessment Score; Vincent et
al., 1996), které hodnoti uroven sepsi zplisobeného organového selhani (viz Tab.
4.1). Jeho zakladni hodnota je nula, ovSem pouze v pfipadé, Ze pacient netrpél
dysfunkci nékterého z hodnocenych organovych systému. O sepsi hovofime,
pokud hodnota SOFA skoére stoupne na dva nebo vice bodl (Singer et al., 2016).
Pacient se septickym Sokem by pak mél splfiovat jesté dvé dalSi kritéria, a to
nutnost podavani vazopresoru k udrzeni stfedniho arterialniho tlaku nad hodnotou
65 mmHg a zaroven sérova hladina laktatu vysSi nez 2 mmol/l (Singer et al.,
2016). Protoze vSak SOFA skére vyZzaduje pomérné velké mnozstvi laboratornich
vySetfeni, bylo vyvinuto jesté tzv. gSOFA skére (rychlé SOFA skoére, z anglického
quick SOFA). QSOFA skore sestava pouze ze tfi bodu:

e Dechova frekvence 222/min.
e ZhorSeni neurologického stavu.

e Systolicky krevni tlak <100 mmHg.

Pokud ma pacient alespori dva body je vysoka pravdépodobnost, Ze by mohl trpét
sepsi a mély by byt provedeny dalSi testy nutné k provedeni hodnoceni podle
SOFA skore (Singer et al., 2016).
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Skore

Organova soustava 0 1 2 3 4

Respirace

PaO,/FiO, mmHg 2400 <400 <300 <200 <100

Koagulace

Trombocyty (10%/ul) 2150 <150 <100 <50 <20

Jatra

Bilirubin (umol/l) <20 20-32 33-101 102-204 >204

Kardiovasklarni systém MAP =70 mmHg MAP <70 mmHg Dopamin <56 mg/kg/min n. Dopamin 5,1-15 mg/kg/min n. Dopamin >15 mg/kg/min n.

dobutain (jakakolivdavka) adrenalin <0,1 pg/kg/min n. adrenalin >0,1 pg/kg/min n.
podavan déle nez 1 hodinu noradrenalin 0,1 pg/kg/min noradrenalin >0,1 ug/kg/min

Centralni nervovy systém

Glasgowska stupnice bezvédomi 15 13-14 10-12 6-9 <6
Ledviny

Kreatinin (umol/l) <110 110-170 171-299 300-440 >440
Vydej moci (ml/den) <500 <200

Tab. 4.1. SOFA skore.
Hodnoceni urovné sepsi zpusobeného organového selhani (z anglického Sepsis-related Organ Failure Assessment Score). Upravené dle
Vincent et al., 1996.



Cilem pokusUl pfedstavenych v nasledujici podkapitole bylo nejen popsat zmény
HRV béhem sepse, ale i jejich kinetiku. Tyto vysledky pak byly interpretovany
v souvislosti s dalS§imi sledovanymi parametry (hemodynamika, hladina
zanétlivych cytokinl) a rychlosti jejich zmény pfi rozvoji sepse. DalSim zamérem
bylo uréit, zda se pokles HRV tyka i septickych stavl, kdy nedochazi
k multiorganovému selhani. Proto byly pokusy navrzeny tak, aby bylo dosaZzeno

rizného stupné zavaznosti sepse.

Do experimentl provadénych podle metodiky popsané v podkapitole 3.1 bylo
zafazeno celkem 27 prasat domacich (40 = 6 kg). Prvni skupiné zvifat, jez
sestavala z 11 prasat (z toho 6 samcl a 5 samic), byl podan 1 g/kg exkrementt do
dutiny bfiSni. Druhé skupiné (celkem 11 prasat, z toho 9 samcu a 2 samice) bylo
aplikovano jen poloviéni mnozstvi, tedy 0,5 g/kg, navic zde byla 6 hodin po
vyvolani sepse zahajena antibioticka |éCba (piperacilin/tazobactam 2,5 g kazdych
8 hodin; Obr. 4.1). Cilem bylo dosahnout u prvni skupiny téZké sepse
s multiorganovym selhanim, potazmo septického Soku a u druhé skupiny sepse
s mirnéjSim pribéhem bez multiorganového selhani. Zbylych pét experimentl bylo
provadéno bez vyvolani sepse, aby bylo mozné vyloucit nespecifické ucinky

zvolenych metod (chirurgicky zakrok, anestezie, odbér vzorkd) na sledované

parametry.
Nahravani EKG
A,
6h Oh 6h 12h 24 h 36 h 48 h
—+—— | | |
o~ M i y
Zotaveni : Sepse I T
T T (Podévini antibiotik) Ukon&eni
Operativa
Fekalni
peritonitida

Obr. 4.1. Schematické znazornéni pribéhu experimentu.
Sedou barvou je znazornéna lé&ba antibiotiky, ktera probihala pouze ve skupiné zvitat se

sepsi bez organového selhani.

57



4.1.2 Vysledky — tézka sepse/septicky Sok

U vS8ech zvifat ve skupiné s vysokou davkou exkrementl a bez antibiotické IéCby
byla pozorovana typicka hyperdynamicka cirkulace, jez se projevovala zvySenou
srdecni frekvenci a srde¢nim vydejem a zaroven snizenou systémovou vaskularni
rezistenci (Obr. 4.2 A, B, C). Hladina prozanétlivych cytokinl IL-6 a TNF-a byla po
vyvolani sepse vyznamné zvySena (Obr. 4.2 D). VSem prasatim s tézkou sepsi
musel byt béhem pokusu podavan noradrenalin, aby se jejich stfedni arterialni tlak
udrzel nad hodnotou 65 mmHg (Obr. 4.2 E). Cela skupina vykazovala znamky
septického Soku a vSechna zvifata uhynula jeSté prfed planovanym ukonc€enim

experimentu (Obr. 4.2 F).
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Obr. 4.2. Hodnoty vybranych parametrd sledovanych béhem rozvoje
sepse/septického Soku.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfed
vyvolanim sepse. A. Srdecni frekvence (HR) vyjadiena v poctu tepud za minutu. B. Srde¢ni
vydej (CO) prepocitany na jednotku hmotnosti. C. Systémova cévni rezistence (SVR).
D. Hladina interleukinu-6 (IL-6) a faktoru nadorové nekrozy o (TNF-a) v plazmé.
E. Terapeuticka davka noradrenalinu prepocitana na jednotku hmotnosti. F. Rozvoj

refrakterniho Soku, resp. uhyn zvifete.
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Analyza variability srdecni frekvence mapovala rozvoj tézké sepse (septického
Soku) pomoci nékolika skupin parametrl. Byl pozorovan vyznamny pokles
v hodnotach vSech statistickych parametrd, SDNN (Obr. 4.3 A), SDSD (Obr. 4.3 B)
i pNN50 (Obr. 4.3 C). Snizeni vykazovaly rovnéz geometrické parametry
stanovené na zakladé frekvencniho histogramu, HRV TI (Obr. 4.3 D) a TINN (Obr.
4.3 E). Dal8i skupina grafu (Obr. 4.4) zobrazuje vliv sepse na parametry zaloZzené
na Poincarého grafu, jehoZz nazorna ukazka je na Obr. 4.4 A. Jedna se
o Poincarého graf RR intervall ziskanych pouze ze dvou hodinovych useku EKG
jednoho konkrétniho zvifete postizeného sepsi. Mizeme si vS§imnout, Ze pred
indukci sepse tvofily jednotlivé body pomérné rozsahly shluk, zatimco jeden den
po vyvolani sepse byly vSechny soustfedéné v tésném okoli osy 1. kvadrantu.
Tato zména prostorového uspofadani bodd v Poincarého grafu byla popsana
délkami poloos a obsahem elipsy, jiz byl shluk bodl aproximovan, SD1 (Obr.
4.4 B), SD2 (Obr. 4.4 C)a S (Obr. 4.4 C).

HRV analyza ve frekvencni oblasti odhalila vyrazné snizeni vykonové spektralni
hustoty v pasmu vysoké frekvence (Obr. 4.5 A), které bylo navic velmi rychlé,
50% pokles nastal za 1,77 + 1,35 h. Naopak spektralni hustota v pasmu nizké
frekvence (Obr. 4.5 B) vzrostla jen mirné, statisticky vyznamné pouze 14 hodin po
vyvolani sepse. Kdyz byly hodnoty v pasmu vysoké i nizké frekvence
normalizovany, byl pozorovan zietelny pokles v HF a narust v LF s podobnou
dynamikou (Obr. 4.5 C). Pomér obou frekvenci ukazal pfechodny narust mezi
9. a 13. hodinou po indukci fekalni peritonitidy (Obr. 4.5 D).
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Obr. 4.3. Statistické a geometrické parametry HRV.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Smérodatna odchylka RR intervalt (SDNN). B. Smérodatna odchylka
rozdild mezi sousednimi RR intervaly (SDSD). C. Podil sousedicich RR intervalu, které se
od sebe lisi o vice nez 50 ms, na celkovém poctu RR intervalt (pNN50). D. Celkovy pocet
RR intervald vydéleny vySkou frekvenéniho histogramu RR intervald (HRV TI).
E. Zakladna trojuhelnika ziskaného interpolaci frekvenéniho histogramu RR intervall

s pouzitim metody nejmensich &tverct (TINN).
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Obr. 4.4. Poincarého graf.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Poincarého graf RR intervalu pfed vyvolanim sepse (kfizky) a jeden
den po indukci sepse (krouzky). B. Smérodatna odchylka bodl Poincarého grafu kolmo
vuci ose 1. kvadrantu (SD1). C. Smérodatna odchylka bod( Poincarého grafu podél osy

1. kvadrantu (SD2). D. Plocha elipsy aproximujici Poincarého graf (S).
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Obr. 4.5. HRV analyza ve frekvencni oblasti.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Vykonova spektralni hustota v pasmu vysoké frekvence
v absolutnich jednotkach (HF). B. Vykonova spektralni hustota v pasmu nizké frekvence
v absolutnich jednotkach (LF). C. Vykonova spektralni hustota v pasmu nizké (pIné
Ctverce) a vysoké frekvence (prazdné krouzky) v normalizovanych jednotkach (LF norm,
HF norm). D. Pomér vykonové spektralni hustoty v pasmu nizké a vysoké frekvence
(LF/HF).

Jelikoz je HRV uzce spjata se srdeCni frekvenci a zatim neni zifejmé, ktera z nich
hraje hlavni roli v prognostické schopnosti HRV (Sacha et al., 2013), byl jejich
vztah v ramci tohoto experimentu zkouman podrobnégji. Byla skute¢né nalezena
vyrazna korelace mezi délkou RR intervalu a vybranym parametrem HRV, TINN
(r= 0,677, Ry, = 0,456, p =0,026; Obr. 4.6 A). Nicméné analyza kinetiky obou
veli¢in prokazala, Ze snizovani hodnoty TINN bylo signifikantné rychlejsi. Casova
konstanta oznacuijici ¢as 50% poklesu kfivky aproximované prabéhu dané veli€iny
byla v pfipadé véech HRV parametr( (napf. 2,63 + 1,81 h pro TINN; 2,17 + 1,23 h
pro SDNN nebo 2,07 + 1,36 h pro SD1) vyznamné menSi nez pro délku
RR intervalu (7,86 + 5,64 h; Obr. 4.6 B, C).
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Obr. 4.6. Vztah mezi HRV a srdeéni frekvenci.

* P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami RR intervalll. A. Korelace
TINN (geometrického parametru HRV) a RR intervalu. B. Casovy vyvoj délky RR intervalu
(plné &tverce) a TINN (prazdné krouzky). KFivky reprezentuji exponencialni aproximaci

danych parametr(i. C. Casova konstanta vyjadtuijici kinetiku délky RR intervalu a TINN.

Podavani noradrenalinu maze vyrazné ovlivnit kardiovaskularni systém a potazmo
i snizovat HRV (Tulppo et al.,, 2001). OvSem Obr. 4.7 A ukazuje, ze pokles
variability srdecCni frekvence probéhl jesté pfed zaCatkem aplikace noradrenalinu.
Obdobné se zda, Ze narlst hladiny IL-6 a TNF-a v krvi nastal az po redukci HRV
(Obr. 4.7 B), coz by ovSem bylo nutné potvrdit Cast&jSim stanovovanim

koncentrace prozanétlivych cytokinu v krvi béhem experimentu.
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Obr. 4.7. Podavani noradrenalinu a plazmaticka hladina cytokina v priibéhu sepse.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfed
vyvolanim sepse. A. Terapeuticka davka noradrenalinu (plna kfivka) a TINN (pferuSovana
kfivka) v pribéhu sepse. B. TINN (pferuSovana kfivka), plazmatické hladiny interleukinu 6

(IL-6; pIna kFivka) a faktoru nadorové nekrézy o (TNF-o; Eerchovana kfivka).

VSechny parametry HRV byly vypocitany na zakladé RR intervall z useku EKG,

ktery trval 1 hodinu. Pfi hledani kompromisu mezi vypoc¢tovou naro¢nosti analyzy
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a fyziologickou relevanci, byly testovany i kratSi useky (5 a 20 min). Hodnoty
statistickych parametrd a parametra ziskanych na zakladé Poincarého grafu byly
pro vdechny testované délky EKG zaznamu obdobné (Obr. 4.8 A, B), coZ ovSem
neplatilo v pfipadé geometrickych parametri (Obr. 4.8 C), pro néz ostatné ani
literatura nedoporucuje pouzivat kratSi nez tficetiminutovy zaznam (Task Force of
the European Society of Cardiology the North American Society of Pacing
Electrophysiology, 1996).
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Obr. 4.8. Délka analyzovaného useku EKG zaznamu.

A. SDSD stanovena pro 1h (plna kfivka), 20min (pferusovana kfivka), resp. 5min useky
EKG zaznamu (Cerchovana kfivka). B. SD1 stanovena pro 1h (plna kfivka), 20min
(pFeruSovana kfivka), resp. 5min useky EKG zaznamu (Cerchovana kfivka). C. HRV TI
stanoveny pro 1h (plna kfivka), 20min (pferuSovana kfivka), resp. 5min useky

EKG zaznamu (Cerchovana kfivka).

Aby bylo mozné zhodnotit prediktivni potencial analyzy HRV, byly vybrané veli€iny
normalizovany a zobrazeny v jednom grafu (Obr. 4.9). Je z né&j jasné patrné, Ze
k poklesu variability srde¢ni frekvence doSlo o nékolik hodin dfive nez
k hemodynamické nestabilité a nez bylo nutné zahajit podavani noradrenalinu

z davodu kritického poklesu krevniho tlaku.

U zvifat z kontrolni skupiny, kde byl do peritonea aplikovan pouze fyziologicky
roztok bez exkrementl, nedoSlo béhem experimentu podle ofekavani ke zméné
zadného ze sledovanych parametrd. Jak hemodynamické parametry, tak

parametry variability srde¢ni frekvence zlGstaly nezménény.
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Obr. 4.9. Casové vztahy mezi HRV, hemodynamikou a rozvojem refrakterniho $oku.

VSechny zobrazené veli€iny jsou vyjadreny relativng, pfi¢emz 100 % pfedstavuje hodnotu
pfed indukci sepse. Parametry HRV jsou zastoupeny SDNN (plna kfivka), HRV TI (dlouze
Carkovana kfivka) a SD2 (teCkovana kfivka). Hemodynamicka nestabilita je dolozena SVR
(Cerchovana kfivka), terapeutickou davkou noradrenalinu (kratce &arkovana kfivka),
respektive hodnotou ziskanou jako rozdil pfisludné terapeutické davky a pocatecCni

hodnoty (100%), a refrakternim Sokem (Cerchovana kfivka se dvéma teckami).

4.1.3 Vysledky — sepse bez tézkého multiorganového selhani

Funkce jednotlivych organovych systémua byla hodnocena pomoci SOFA skore.
Jeho hodnota s rozvojem sepse postupné stoupala, k ¢emuz pfispivalo hlavné
hodnoceni kardiovaskularniho systému (Obr. 4.10 A), zalozené na pfipadné
nutnosti podani noradrenalinu pfi poklesu hodnoty MAP pod 65 mmHg. Hladina
laktatu, jez je doporuCovana jako jeden z hlavnich indikatorl septického Soku
(Singer et al., 2016), se béhem experimentl nezvysila, pfi poslednim méfeni byla

dokonce nizsi nez pfed vyvolanim sepse (Obr. 4.10 B).

Respiracni a koagulacni parametry, pfedstavované pomérem PaO,/FiO, (Obr.
4.11 A) a poctem trombocytl (Obr. 4.11 B), se postupné snizovaly, 24 hodin po
indukci sepse uz statisticky vyznamné. Hodnoty popisujici funkci jater a ledvin,
hladina bilirubinu (Obr. 4.11 C) a kreatininu v plazmé (Obr. 4.11 D), zUstaly po

celou dobu experimentl nezménény. Diuréza (Obr. 4.11 E) byla dokonce zvy$ena,
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coz bylo zfejmé zpusobeno objemovou substituci. SOFA skoére zahrnuje rovnéz
hodnoceni centralniho nervového systému pomoci tzv. Glasgowskeé stupnice

bezvédomi, jiz ovSem nebylo mozné pouzit vhledem k celkové anestezii zvirat.
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Obr. 4.10. Klasifikace septického stavu.
*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pFed
vyvolanim sepse. A. SOFA skére hodnotici uroven organového selhani bez (plné sloupce)

a se zahrnutim kardiovaskularniho systému (prazdné sloupce). B. Hladina laktatu v séru.
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Obr. 4.11. Hodnoty vybranych parametri sledovanych béhem rozvoje sepse.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfed
vyvolanim sepse. A. Pomér parcialniho tlaku kysliku v arterialni krvi (PaO,) vici frakci
vdechovaného kysliku (FiO;). B. Hladina trombocytl v krvi. C. Hladina bilirubinu v plazmé.

D. Hladina kreatininu v plazmé. E. Vylu€ovani modi pfepocCtené na jednotku hmotnosti
(ml/kg/h).

U vSech prasat doSlo k rozvoji hyperdynamické cirkulace, ktera se projevovala
zvySenim srdeéni frekvence (Obr. 4.12 A) a srdec¢niho vydeje (Obr. 4.12 B)
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a poklesem systémové vaskularni rezistence (Obr. 4.12 C). UdrZeni hodnoty
stfedniho arterialniho tlaku nad 65 mmHg (Obr. 4.12 D) vyzadovalo ve vétSiné
pripadu (9 z 11) podavani noradrenalinu (Obr. 4.12 E). Jeho davka byla ovSem
velmi nizka, navic u 6 z 9 zvirat bylo podavani noradrenalinu pouze pfechodné
a ukonené pfed koncem experimentu. Hladina zanétlivych cytokind (IL-6
a TNF-a) v plazmé stoupla 12 hodin po indukci fekalni peritonitidy, ale pak
vykazovala setrvaly pokles (Obr. 4.12 F). Hodnota IL-6 na konci experimentu

nebyla dokonce signifikantné odliSna od hodnoty pfed vyvolanim sepse.
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Obr. 4.12. Hemodynamické parametry a zanétlivé markery béhem rozvoje sepse.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Srdecni frekvence (HR) vyjadifena v poctu tepu za minutu. B. Srde¢ni
vydej (CO) prfepocitany na jednotku hmotnosti. C. Systémova cévni rezistence (SVR).
D. Stfedni arterialni tlak (MAP). E. Terapeuticka davka noradrenalinu pfepocitana na

jednotku hmotnosti. F. Hladina interuleukinu-6 (IL-6) a faktoru nadorové nekrézy o

(TNF-a) v plazmé.

Statistické parametry HRV (SDNN, SDSD, pNN50) se vyznamné snizily béhem
nékolika hodin po indukci sepse (Obr. 4.13) a na nizkych hodnotach setrvaly az do
konce pokusu. Podobné chovani vykazovaly i geometrické parametry (HRV TI
a TINN) vychazejici z frekvenéniho histogramu RR intervalt (Obr. 4.14). V rdmci

charakteristik Poincarého grafu (ukazka viz Obr. 4.15 A) byl analogicky vzorec
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pozorovan u parametrd SD1 (Obr. 4.15 B) a S (Obr. 4.15 D), avSak nikoliv u SD2
(Obr. 4.15 C).
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Obr. 4.13. Statistické parametry HRV.
*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfFed

vyvolanim sepse. A. Smérodatna odchylka RR intervalt (SDNN). B. Smérodatna odchylka
rozdild mezi sousednimi RR intervaly (SDSD). C. Podil sousedicich RR intervalu, které se

od sebe liSi o vice nez 50 ms, na celkovém poctu RR intervald (pNN50).
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Obr. 4.14. Geometrické parametry HRV.
*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfed

vyvolanim sepse. A. Celkovy pocet RR intervald vydéleny vySkou frekvenéniho
histogramu RR intervald (HRV TI). B. Zakladna trojuhelnika ziskaného interpolaci

frekvencniho histogramu RR intervalt s pouzitim metody nejmensich ¢tvercu (TINN).
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Obr. 4.15. Poincarého graf.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Poincarého graf RR intervalll pfed vyvolani sepse (kfizky) a jeden
den po indukci sepse (krouzky). B. Smérodatna odchylka bodl Poincarého grafu kolmo
vlci ose 1. kvadrantu (SD1). C. Smérodatna odchylka bod(l Poincarého grafu podél osy

1. kvadrantu (SD2). D. Plocha elipsy aproximujici Poincarého graf (S).

Analyza HRV ve frekvenéni oblasti odhalila pokles vysokofrekvenéni komponenty
(Obr. 4.16 A), zatimco nizkofrekvenéni zlUstala nezménéna (Obr. 4.16 B). Kdyz
byly jejich hodnoty vyjadfeny v normalizovanych jednotkach, byl pokles HF
doprovazen rustem LF (Obr. 4.16 C). Pomér LF/HF vykazal vyznamny vzestup
pouze mezi 14. a 16. hodinou pokusu (Obr. 4.16 D).
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Obr. 4.16. HRV analyza ve frekvenéni oblasti.

*P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pred
vyvolanim sepse. A. Vykonova spektralni hustota v pasmu vysoké frekvence
v absolutnich jednotkach (HF). B. Vykonova spektralni hustota v pasmu nizké frekvence
v absolutnich jednotkach (LF). C. Vykonova spektralni hustota v pasmu nizké (plné
Ctverce) a vysoké frekvence (prazdné krouzky) v normalizovanych jednotkach (LF norm,
HF norm). D. Pomér vykonové spektralni hustoty v pasmu nizké a vysoké frekvence
(LF/HF).

Posledni obrazek, stejné jako v pfipadé pokusu vedoucich k septickému Soku (viz
podkapitola 4.1.2), ukazuje shrnuti ¢asového prubéhu nejduilezitéjSich parametrd
v jednom grafu (Obr. 4.17). VSechny jsou vyjadfeny relativné, pficemz 100 % vzdy
predstavuje hodnotu pfed vyvolanim sepse. Statistické, geometrické a Poincarého
parametry (na ukazku zobrazeny SDNN, TINN, SD1) vykazovaly obdobnou
kinetiku, zatimco hemodynamické zmény, reprezentované SVR, nastaly az
o nékolik hodin pozdéji. Terapeuticka aplikace noradrenalinu, vyjadiena jako rozdil
pFislusné davky a pocatecni hodnoty (100 %), byla zpozdéna jesté o nékolik
dal$ich hodin. Zadné zvite v této skupin& neuhynulo v disledku septického Soku,

u v8ech byla provedena eutanazie podle planu pribéhu experimentt (Obr. 4.1).
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Obr. 4.17. Casové vztahy mezi HRV a hemodynamikou.

VSechny zobrazené veli€iny jsou vyjadfeny relativng, pficemz 100 % pfedstavuje hodnotu
pfed indukci sepse. Parametry HRV jsou zastoupeny SDNN (pIna kfivka), TINN (dlouze
¢arkovana kfivka) a SD1 (teCkovana kfivka). Hemodynamicka nestabilita je dolozena SVR
(Cerchovana kfivka) a terapeutickou davkou noradrenalinu (kratce &arkovana kfivka),
respektive hodnotou ziskanou jako rozdil pfislusné terapeutické davky a pocateCni
hodnoty (100 %).

4.1.4 Diskuze

V klinicky relevantnim praseCim modelu sepse doSlo k vyraznému propadu
variability srdeCni frekvence v obou modifikacich experimentalniho protokolu. Jeho
pfiCinou byl zfejmé pokles aktivity parasympatiku, ktery zpusobil pfesun
sympatovagalni rovnovahy smérem k sympatické modulaci srde¢ni c&innosti.
Propad HRV byl zaznamenan nékolik hodin pfed zpozorovanim
hemodynamickych zmén, coz by v praxi mohlo poskytnout SirSi prostor pro v€asné

zahajeni terapie a tim i vy$Si Sanci na preziti pacientu.

O samotném poklesu HRV jiz hovofily nékteré predchozi studie (Ahmad et al.,
2009; Barnaby et al., 2002; Chen a Kuo, 2007; Godin et al., 1996; Giriffin et al.,
2005; Korach et al., 2001). Pozornost byla vénovana predevSim diagnostice
tzv. pozdni novorozenecké sepse, ktera se objevuje po 3. dni od narozeni ditéte
(Griffin et al., 2007a). Jedna se o onemocnéni s nespecifickymi a variabilnimi

projevy. Zlatym standardem sice stale zustava vySetfeni krevnich kultur, které
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vSak Casto poskytuje falesné pozitivni i faleSné negativni vysledky (Dong a Speer,
2015). U déti trpicich sepsi byl vSak opakované popisovan pokles HRV (Griffin
a Moorman, 2001). Na zakladé tohoto pozorovani byl proto vyvinut index
charakteristiky srdecCni frekvence, ktery uz byl opakované validovan a prokazal
schopnost podavat informace nezavislé na klinickych znamkach neonatalni sepse
(Bohanon et al., 2015; Griffin et al., 2003, 2004, 2005, 2007b; Moorman et al.,
2011). U dospélych byla rovnéz prokazana zména HRV (Barnaby et al., 2002;
Korach et al., 2001) a nékteré studie hodnotily i moznost pouziti analyzy HRV ke
stanoveni prognozy septickych pacientd (Ahmad et al., 2009; Chen a Kuo, 2007;
Chen et al, 2008; Ellenby et al, 2001). OvSem ohledné jeji pfipadné
implementace do klinické praxe v ramci diagnostiky sepse, existuje zatim pouze
malé mnozstvi studii provedenych na omezeném poctu pacientl (Bravi et al.,
2012).

Frekvencni analyza HRV odhalila v obou septickych skupinach statisticky
vyznamny pokles v oblasti vysoké frekvence, zatimco v pfipadé nizké frekvence
byla zména statisticky signifikantni pouze u zvifat se septickym Sokem, a to jen
vramci jedné hodiny. KdyZz byly hodnoty LF a HF normalizovany, byl vzestup
v HF komponenté doprovazen snizenim LF, coZ bylo dano faktem, Zze ve vzorci
pro vypocet normalizované LF je zahrnuta i HF (Tab. 3.2). Pomér LF/HF se zvysil
béhem experimentll pouze prechodné, v pfipadé septického 3Soku mezi
9. a 13. hodinou, u sepse s mirngjSim prubéhem ve 14. - 16. hodiné. Vysledky
analyzy HRV ve frekvenéni oblasti Ize shrnout do konstatovani, Ze sympatovagalni
rovnovaha se vlivem sepse pfesunula smérem k sympatické modulaci Cinnosti
srdce. V tomto ohledu vSak v literatufe nepanuje shoda. Existuji studie dokladajici
pokles poméru LF/HF u septickych pacientl (Barnaby et al., 2002; Korach et al.,
2001). Naproti tomu jiné prace popisuji jeho vzestup u déti postizenych sepsi
(Ellenby et al., 2001), pacientl v septickém Soku (Papaioannou et al., 2009) nebo
u potkanl s endotoxemii (Huang et al., 2010). Endotoxemicti krélici (Goldstein et
al.,, 1995) vykazovali nejprve narGst hodnoty nizko- i vysokofrekvencni
komponenty, ktery byl nasledovan jejich poklesem, jenZz nastal Zzaroven

s hypotenzi. Tyto rozporuplné vysledky mohly byt dany jednak metodikou (stuper
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zavaznosti sepse, objekt experimentu a jeho vék, zpusob indukovani sepse aj.),

ale také ¢asovym rozvrhem pokusu.

Zmeéna sympatovagalni rovnovahy pozorovana pfi nasich pokusech je velice
zajimava v souvislosti s pracemi skupiny prof. Traceyho (Tracey, 2007, 2009).
Tato skupina predstavuje koncept cholinergni protizanétlivé drahy, ktery propojuje
nervovou a humoralni odpovéd na infekci. Na zakladé této teorie byla testovana
stimulace n. vagus (Borovikova et al.,, 2000) a bylo prokazano, Ze potlacuje
produkci mediatord zanétu (napf. TNF-a). Ztoho lze vyvozovat, Ze pokles
HF komponenty, ktery nastal u septickych prasat a ktery odrazel inhibici aktivity
n. vagus, mohl vést k nedostatecné aktivaci nebo inhibici cholinergni protizanétlive

drahy a pfispét tak k rozvoji sepse.

Statistické, geometrické i nelinearni (Poincarého) parametry HRV vykazovaly
béhem pokusu velmi rychly pokles, ktery byl dokonen béhem pfiblizné 5 hodin od
navozeni sepse. Obdobna kinetika byla pozorovana u vysokofrekvencéni
komponenty spektralni vykonové hustoty. OvSem hodnota jeji nizkofrekvencni
slozky se v pfipadé sepse bez multiorganového selhani statisticky vyznamné
nezmeénila a pfi tézké sepsi/septickém 3Soku signifikantné stoupla az po
14 hodinach. Muzeme tedy predpokladat, Ze inhibice parasympatiku byla
pfevazujicim mechanismem zpUsobujicim snizeni variability srdecni frekvence
u prasat postizenych sepsi. Ke zvySeni aktivity sympatiku zfejmé doSlo az
sekundarné vlivem hemodynamickych zmén a terapeutického podavani

noradrenalinu kvuli udrzeni MAP nad 65 mmHg.

Inhibice parasympatiku vS§ak nemusi byt jedinou pfi€inou snizeni parametri HRV
béhem rozvoje sepse. Vedle autonomni nervové regulace srdce zde mlze hrat roli
napfiklad i zména pacemakerové aktivity zplusobena inhibici hyperpolarizaci
aktivovaného proudu I (Barbuti a DiFrancesco, 2014; Papaioannou et al., 2013).
Na izolovanych burnkach bylo totiz zdokumentovano, Ze aplikace endotoxinu

vyvolala sniZzeni proudu It (Klockner et al., 2014; Zorn-Pauly et al., 2007).

Na HRV mohlo mit efekt i podavani noradrenalinu, coz Ize alespor na pocatku
pokusU vyloucit, protoze k poklesu variability doSlo dfive, nez byla zahajena jeho

aplikace (Obr. 4.9 a Obr. 4.17). Jeho vliv vS8ak nemGzeme vyloucit v pozdéjsich
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fazich experimentu, kdy byly ve skupiné prasat se septickym Sokem pouzivany
pomeérné vysoké davky. Podobné nelze opominout ani mozny vliv zvySené hladiny
prozanétlivych cytokind (IL-6 a TNF-a), ktery nebylo mozné detailnéji popsat,
jelikoz dana mérfeni byla z technickych duvodld provadéna s dlouhymi rozestupy
(12 hodin). Mohl tak byt zmeskan vrchol vzestupu jejich koncentrace v krvi, coz se
tyka hlavné IL-6. Bylo zdokumentovano, ze narast jeho hladiny vrcholi po
2 - 4 hodinach od vyvolani sepse a Ze koreluje s parametry HRV (Durosier et al.,
2015; Fong et al., 1989).

Uz ze samotného nazvu vyplyva, Ze variabilita srde¢ni frekvence uzce souvisi i se
srdecni frekvenci (Sacha et al., 2013). Tento fakt se potvrdil i v pfipadé praseciho
modelu sepse, HRV a HR vykazovaly korelaci (r= 0,68). Byla tedy podrobné
zkoumana i kinetika jejich zmény a ukazalo se, Ze pokles HRV nastal jesté pred
zménou srdec¢ni frekvence. To znamena, Ze se pfi sepsi na snizeni HRV samotna
srde¢ni frekvence vyznamné nejspi§ nepodili. K podobnému zjisténi dosel
i prof. Hoover u mysi s polymikrobialni sepsi (Hoover et al., 2015), kde zména

HRV rovnéz predstihla zménu srdec¢ni frekvence.

Pfi analyze HRV hraje jistou roli i délka useku EKG, na némz jsou stanovovany jeji
parametry. Je tfeba volit kompromis tak, aby byl v daném segmentu dostateCny
poCet RR intervall (napfiklad pro sestaveni frekvencniho histogramu) a zaroven
pFilis nestoupla vypocetni naroCnost celého procesu. U statistickych parametrd
a parametrd Poincarého grafu bylo mozné snizit délku analyzovaného intervalu az
na 5 min bez vyrazné zmény jejich hodnoty. Ovéem pro HRV Tl a TINN,
parametry zalozené na frekvencnim histogramu, jiz nebylo 5 ani 20 minut
dostacujicich, coz odpovida i doporuCenim v literatufe (Task Force of the
European Society of Cardiology the North American Society of Pacing
Electrophysiology, 1996). Proto byla u rozsahlych kontinualnich nahravek zvolena
1 hodina jako optimalni délka analyzovaného useku, kdy béhem sepse poklesnou
parametry HRV bez ohledu na to, do jaké skupiny patfi (statistické, geometrické
atd.).

Otazkou v8ak nebylo pouze samotné snizeni variability srde¢ni frekvence, ale i jeji

citlivost vzhledem k mife zavaznosti septického stavu. Proto byl experimentalni
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model sepse pouzit ve dvou modifikacich. V prvni bylo cilem dosahnout tézkeé
sepse, resp. septického Soku, coZz se zdafilo. VSechna zvifata v této skupiné
uhynula nasledkem refrakternino Soku a nedozila se planovaného ukonceni
pokusu (Obr. 4.2 F). U druhé skupiny prasat jsme se snazili o vyvolani sepse
s mirngjSim prubéhem tak, aby nedoSlo k multiorganovému selhani. K popisu
stavu zvifat bylo pouzito SOFA skére (Vincent et al., 1996), které umozriuje
Ciselné ohodnotit vliv sepse na jednotlivé organové soustavy. Hodnoti respiraci,

koagulaci, stav jater, kardiovaskularni a centralni nervové soustavy a funkci ledvin.

Podle tohoto systému sepse béhem experimentu nevyvolala selhani ledvin ani
jater, jak ukazuji nezménéné hodnoty kreatininu a bilirubinu. Diuréza se dokonce
zvysila, coz bylo zfejmé dano objemovou resuscitaci. Posouzeni stavu centralniho
nervového systému pomoci Glasgowské stupnice bezvédomi nebylo vzhledem
k celkové anestezii zvifat mozné. K mirnému zhorSeni dosSlo v ramci dychani
a koagulace, ovéem az 24 hodin po vyvolani sepse. Kardiovaskularni systém se
tak stal jedinou organovou soustavou, ktera vyznamné prispéla ke zvySeni
SOFA skoére béhem rozvoje sepse. U zvifat se objevila hyperdynamicka cirkulace
s periferni vazodilataci. U 9 z 11 zvifat byla nutna aplikace noradrenalinu
k udrzeni MAP nad 65 mmHg, ovSem vétSinou pouze nizka davka a u 6 prasat jen
po pfechodnou dobu. V soucasnosti je septicky Sok klinicky definovan dlouhodobé
pretrvavajici hypotenzi (MAP <65 mmHg) vyzaduijici IéCbu vazopresory a zaroven
hyperlaktémii (>2 mmol/l) odolavajici objemové resuscitaci (Singer et al., 2016).
Hodnota laktatu vSak v naSem pfipadé neprfesahla 1,2 mmol/l, coZz naznacuje

dostatecné okysli¢eni tkani.

Lze tedy fici, Ze minimalné prvnich 24 hodin nedoslo k multiorganovému selhani
ani septickému Soku, presto i zde vykazovala variabilita srde¢ni frekvence vyrazny
pokles podobné jako u experimentl, kde nastal septicky Sok. Mohlo by se tedy
jednat o citlivy nastroj v diagnostice sepse, ktery projevuje vyznamnou zménu jiz

pfi méné zavaznych stavech.
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4.2 Vliv acidézy na kardiovaskularni systém

4.21 Uvod

Acidéza je definovana jako porucha acidobazické rovnovahy, kdy hodnota pH
klesa pod fyziologickou mez. Jedna se o stav, ktery ovliviiuje fadu procesu
v lidském téle v€etné regulace a funkce kardiovaskularniho systému (Curley et al.,
2010; ljland et al., 2010). SniZuje kontraktilitu komorového myokardu, ktera je
kompenzovana zvy$enim srdecni frekvence a poklesem systémové vaskularni
rezistence, coz vede ke zvySeni srde¢niho vydeje (ljland et al., 2010). Negativné
inotropni efekt acidézy byl odhalen jiz velmi davno (Gaskell, 1880) a bylo
navrzeno mnozstvi mechanismu, jez by mohly byt jeho pfi¢inou. Obecné se ma za
to, Zze snizeni kontraktility myokardu pfi acidéze je disledkem poklesu citlivosti
kontraktilnich proteint vuci vapniku (Fabiato a Fabiato, 1978; Orchard a Kentish,
1990; Solaro et al., 1989). Je ovSem tfeba dodat, Ze vétSina experimentd v tomto
sméru byla provadéna na izolované tkani nebo bunkach a pfi velmi nizkém pH
(6-6,5), které odpovida lokalni acidéze v srdec¢ni tkani postizené ischemii (Park et
al., 1999).

V ramci plicniho obéhu bylo opakované pozorovano zvySeni plicni vaskularni
rezistence pfi hyperkapnické acidéze (HCA). Tento jev je tradi¢né vysvétlovan
vazokonstrikénim efektem samotné aciddézy, jenz prevladne nad vazodilataénim
ucinkem CO; (Balanos et al., 2003; Barer a Shaw, 1971; Viles a Shepherd, 1968).
V poslednich letech jsou hodné diskutovany terapeutické moznosti HCA
u pacientd se syndromem akutni dechové tisné (ARDS, z angl. Acute Respiratory
Distress Syndrome). Pouziti protektivni ventilace snizilo mortalitu i morbiditu
nemocnych s ARDS (Valta et al., 1999; Hickling et al., 1994; Amato et al., 1998).
Tato protektivni ventilace je doprovazena pravé hyperkapnickou acidézou, ktera
byla puvodné povazovana za vedlejSi u€inek, jejz je mozno tolerovat (Laffey et al.,
2004). V posledni dobé se ovSem zjistuje, Ze mozna sama HCA vykazuje jisty
terapeuticky ucinek (ljland et al., 2010).

NasSim cilem bylo sledovat systémové i regionalni hemodynamické zmény

vyvolané acidézou na velkém zvifecim modelu. Na rozdil od vétSiny studii byl
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zkouman Cisté efekt acidozy samotné nikoliv acidézy jako stavu, ktery doprovazi
jinou patologii. Na zdravych prasatech byl zkouman vliv metabolické (MAC)
a hyperkapnické acidézy na ruzné organové soustavy. HCA byla porovnavana
s MAC, protoze zatim neni zcela jasné, zda jeji uCinek spociva prevazné
v hyperkapnii, nebo ve vlastni acidéze, pficemz nékteré prace naznacuji, ze hlavni
roli hraje pravé acidéza (Laffey et al., 2000). Experimenty uskuteénéné in vivo byly
doplnény méfenimi in vitro, aby bylo mozné odlisit pfimy vliv acidézy na srdce od

sekundarniho efektu v dusledku ovlivnéni cévniho systému.

NaSe studie byla provedena na 24 prasatech domacich obou pohlavi (37 + 1 kg),
jez byla rozdélena do tfi skupin, kontrolni, metabolicka acidéza a hyperkapnicka
acidoza. Acidéza byla zvifatim zpusobena podle popisu v podkapitole 3.2. Pred
navozenim acidozy byla realizovana méfeni acidobazické rovnovahy, systémove
i regionalni hemodynamiky a registrovan pétiminutovy EKG zaznam. Po vyvolani
a ustaleni acidozy (resp. v kontrolni skupiné ve stejném Case, ale bez navozeni
acidozy) byla véechna méfeni zopakovana. Cast pokusu provadéna in vivo byla

ukonc€ena vyjmutim srdce, jez bylo pouzito k naslednému in vitro experimentu.

Z pravé srde¢ni komory byla vzdy vypreparovana trabekula, ktera byla umisténa
do lazné promyvané Tyrodovym roztokem. Zde byla nahravana sila kontrakce
a membranové napéti za stimulace frekvencemi 0,5; 1 a 2Hz (viz
podkapitola 3.5). Poté byl vyménén kontrolni Tyroddv roztok (pH 7,4) za svou
kyselou variantu (pH 7,1; viz podkapitola 3.5.2) a méfeni byla zopakovana pfi
stejnych stimulacnich frekvencich. Ziskana data byla analyzovana off-line spolu
s nahravkami EKG. Ze zaznamu prabéhu sily kontrakce a membranového napéti
byly ur€ovany parametry popsané v podkapitole 3.5.3. V ramci EKG nahravek byly
méfeny délky RR a QT intervalu, jez byly korigovany podle Fridericia
(QTc = QT /RR"; Fridericia, 1920). Na zakladé ziskanych RR intervalt byla
provedena HRV analyza (viz podkapitola 3.4).

4.2.2 Vysledky

V kontrolni skupiné nedoSlo béhem experimentu ke zméné pH, zatimco ve

skupinach zvifat s hyperkapnickou a metabolickou acidézou poklesla jeho hodnota
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v arterialni krvi na 7,1 (Tab. 4.2). U HCA vzrostl parcialni tlak CO; jak v arterialni,

tak venozni krvi, u MAC pouze ve venozni (Tab. 4.2).

Maly, avSak statisticky vyznamny narast MAP byl zaznamenan u HCA, ovSem
nikoliv u MAC (Tab. 4.3). MPAP vzrostl v obou acidotickych skupinach (Tab. 4.3).
Systémova cévni rezistence se snizila pouze u HCA (Tab. 4.3, Obr. 4.18 C),
kdeZto plicni cévni rezistence stoupla, a to v obou skupinach s acidézou (Tab. 4.3,
Obr. 4.18 E). U MAC i HCA klesl tepovy objem (Tab. 4.3, Obr. 4.18 D), coz bylo
kompenzovano zvySenou srdecni frekvenci (Tab. 4.3, Obr. 4.18 A), takze globalni
end-diastolicky objem (GEDV) nebyl ovlivnén (Tab. 4.3). Stejné tak zlstal
zachovan srdecni vydej, v pfipadé HCA dokonce vzrostl (Obr. 4.18 B). Prace
jednotlivych srdecnich komor v ramci jednoho tepu se nezménila ani u jednoho
typu aciddzy, kdyz byla ale spoc€itana prace za jednu minutu, hodnota pro pravou

komoru vzrostla u MAC i HCA, pro levou komoru pouze u HCA (Tab. 4.3).

Z méfeni regionalni hemodynamiky vyplynulo, Ze acid6za nezplsobila zménu
prutoku krve ledvinami, a to ani pfi pfepoctu na podil srde¢niho vydeje (Tab. 4.4).
Zména nebyla zaznamenana ani v pfipadé jaterni tepny, ovSem prutok portalni
Zilou a soucasné celkovy prutok krve jatry stouply u hyperkapnické acidézy (Tab.
4.4). Kdyz byl pritok jatry pfepocitan na podil na celkovém srde¢nim vydeji, byla
jeho hodnota vyznamné nizSi u MAC i HCA (Tab. 4.4). Pratok karotickou arterii
stoupl pouze v pfipadé HCA a po prepoctu na srdeCni vydej se jeho hodnota

nelisila od stavu pfed navozenim acidézy (Tab. 4.4).
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6.

Kontrola Metabolicka acidéza Hyperkapnicka acid6za
Parametr Zacatek Konec Pred acidézou S acidézou Pred acidézou S acidézou
PaCo, (kPa) 5,39 +£0,85 5,17 £ 0,68 5,34 £ 0,79 5,80 £ 1,08 5,04 + 0,50 15,57 + 1,37 *
PvCo, (kPa) 7,09 £ 1,40 6,46 + 0,83 6,73 £ 0,66 797 +£1,15* 6,14 £ 0,38 17,19+ 1,89 *
PaO, (kPa) 16,70 + 3,72 14,85+ 2,85 16,71 + 3,70 16,61 + 4,11 17,74 + 6,38 15,17 £ 1,20
PvO, (kPa) 4,01+0,38 3,94 +£ 0,52 3,96 + 0,43 6,03+0,80* 4,21 +0,88 7,74 £+0,88 *
pHa 7,52 £ 0,06 7,53 +0,05 7,52 +0,03 7,10£0,01* 7,56 0,01 7,10+£0,02*
pHv 7,45 £ 0,06 7,47 £ 0,04 7,46 £ 0,02 7,03+£0,02* 7,50 £ 0,02 7,06 £0,02*
HCO; a (mmol/l) |31,68 + 2,53 29,84 £ 7,29 34,14 £ 4,18 13,1217 * 33,5+ 3,21 34,7 +£2,32
HCO; v (mmol/l) |35,88 + 2,45 31,52+7,52 35,11+29 15,19+ 1,64* (34,84 £2,26 35,8 £247
Hb (g/l) 86,63+ 10,20 85,63+13,55 [80,5+ 12,97 89,5+13,93* [81,75+ 8,38 103,56 +9,87 *
Sata (%) 99,26 + 1,46 98,7 + 299 99,18 + 1,27 95,8+3,81"* 98,94 + 1,32 94,38 +2,80*
Satv (%) 49,26 + 7,48 47,13 £ 4,06 49,11+ 8,44 49,11 £ 6,25 50,13+ 7,76 63,75+£2,18*
BEa (mmol/l) 9,63 £ 2,67 9,83+ 2,04 10,48 + 4,07 16,56 £ 2,26 * |11,73 £ 3,06 571+219*
BEv (mmol/l) 12,30 £ 2,39 10,29 + 3,76 11,89 £ 3,12 15,5+1,76 * 12,11+ 2,22 6,08+2,26*

Tab. 4.2. Laboratorni vysetieni acidobazické rovnovahy pred vyvolanim acidézy a po ném (resp. v ekvivalentnich €asech
v kontrolni skupiné).

Parcialni tlak oxidu uhli¢itého v arterialni (PaCO.), resp. vendzni krvi (PvCO,). Parcialni tlak kysliku v arterialni (PaO,), resp. vendzni krvi
(PvO,). Hodnota pH v arterialni (pHa), resp. vendzni krvi (pHv). Koncentrace hydrogenuhligitand v arterialni (HCOsa), resp. vendzni krvi
(HCO3 v). Koncentrace hemoglobinu v krvi (Hb). Saturace hemoglobinu kyslikem v arterialni (Sata), resp. vendzni krvi (Satv). Pfebytek bazi
v arterialni (BEa), resp. vendzni krvi (BEv). * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi pfed vyvolanim

acidozy.



08

Kontrola Metabolicka acid6za Hyperkapnicka acid6za
Parametr Zacatek Konec Pred acidézou S acidézou Pred acidézou S acidézou
HR (bpm) 101 £ 20 119 + 39 93 +12 161+ 56 * 99 + 25 200 £ 42 *
SV (ml) 44,8 + 8,7 442 +18,4 51,6 +11,9 34,1+£134* 482+ 17,4 352+84*
GEDV (ml) 660,4 £ 116,2 691,1 £ 123,6 620,3 + 136,6 571,8 £ 1251 709,1 £ 152,9 693,7 £ 113,6
CO (I/min) 45+0,8 48+1,2 48+ 1,1 53+2,0 45+1,1 73+£18*
MAP (mmHg) 945+ 15,6 97,3+ 16,9 87,4 +£15,3 99,7+ 18,4 88,7 £ 5,6 1056 +9,4 *
CVP (mmHg) 11,1+£2,1 10,6 £2,6 90+26 93+24 12,1+ 3,8 12,1+ 1,1
MPAP (mmHg) 25,1+5,2 26,1+3,9 23,1+ 3,1 429+84* 244 +£17 40,3+6,7*
PCWP (mmHg) 9,5+1,9 93+24 79225 9,3+27 10,9+1,2 93+24
SVR (dyn-s/cm’) |1 539 + 409 1520 + 489 1350 £ 327 1564 +729 1412 + 327 1 068 + 209 *
PVR (dyn-s/cm®) |287 + 71 301 £ 142 268 + 92 591 + 283 * 259 + 60 356+ 116 *
ITBV (ml) 825,5 + 145,3 863,9 £ 154,5 796,0 £ 173,3 7159+ 168,9* (886,4 + 191,1 867,1 £ 142,0
LVSW (cJ) 59,5+17,2 52,8 + 20,0 61,8+17,9 45,6 £ 18,0 58,4 + 24,9 554+12,4
LVSWtot (cJ/min) |6 056 + 1 606 6183+ 1783 5784 +£1924 7179 +2835 5788 + 1368 11124 £2968 *
RVSW (cJ) 15,5+4,5 13,7145 16,3+ 5,6 20,4 +10,8 16,7+ 7,9 21,1173
RVSWitot (cJ/min) |1 606 + 541 1618 £419 1492 + 420 3088+1414* |1650+539 4166+1313*
HVSWtot (cJ/min) |7 662 + 2 041 7 801+ 2146 7 276 £ 2 201 10267 +4086 |7438+1874 15290+4135*

Tab. 4.3. Hemodynamické parametry pred vyvolanim acidézy a po ném (resp. v ekvivalentnich ¢asech v kontrolni skupiné).

Srdecni frekvence (HR) vyjadfena v poctu tepd za minutu. Systolicky objem (SV). Globalni end-diastolicky objem (GEDV). Srdecni vydej
(CO). Sttedni arterialni tlak (MAP). Centraini Zilni tlak (CVP). Stfedni talk v plicni tepné (MPAP). Tlak v plicnich kapilarach v zaklinéni
(PCWP). Systémova (SVR) a plicni vaskularni rezistence (PVR). Objem krevniho kompartmentu v hrudniku (ITBV). Tepova prace levé
(LVSW), resp. pravé komory (RVSW) a tepova prace levé (LVSWtot), resp. pravé komory za minutu (RVSWtot). Tepova prace srdeCnich

komor za minutu (HVSWtot). * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namé&fenymi pfed vyvolanim acidozy.
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Obr. 4.18. Vliv acidézy na hemodynamiku.

Prazdné sloupce oznacuji stav pfed vyvolanim acidozy, plné sloupce acidézu, pfipadné
odpovidajici ¢as v kontrolnim experimentu. * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s hodnotami naméfenymi pfed vyvolanim acidozy. A. Srdec¢ni frekvence (HR)
vyjadiena v poctu tepl za minutu. B. Srdecni vydej (CO). C. Systémova vaskularni

rezistence (SVR). D. Systolicky objem (SV). E. Plicni cévni rezistence (PVR).
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Kontrola Metabolicka acidéza Hyperkapnicka acid6za

Parametr Zacatek Konec Pied acidézou S acidézou Pied acidézou S acidézou
Qren/kg (ml/kg/min) (5,5+2.3 59+24 51+1,5 45+11 4,7+27 57+35
Qren/Qtot (%) 45+32 45+32 36x1,0 34121 3417 2613
Qhepl/kg (ml/kg/min) [2,9+1,5 30+16 28+1,8 35+18 4,8+3,0 43+21
Qport/kg (ml/kg/min) (27,4 +5,8 28,7 £ 6,1 30,0+4,6 27,055 255+5,7 30,3+6,7*
Qliver/kg (ml/kg/min) |30,2 £ 6,3 31,7+6,5 329+54 30,4+64 29,8+75 340+£72*
Qliver/Qtot (%) 23,6 +9,3 232+94 234+5 20,7+58* 21,8+ 3,5 16,1+51*
Qcarot/kg (ml/kg/min) (4,6 + 1,5 43+1,2 53+3,5 38+1,2 5024 84+37 *
Qcarot/Qtot (%) 3511 3,110 4,0+ 3,1 28+19 35+1.3 36+0,9

Tab. 4.4. Regionalni hemodynamika pired vyvolanim acidézy a po ném (resp. v ekvivalentnich €asech v kontrolni skupiné).

Renalni prutok krve za minutu pfepocitany na jednotku hmotnosti (Qren/kg). Podil renalniho prutoku krve na srde¢nim vydeji (Qren/Qtot).
Pratok krve jaterni tepnou za minutu pfepocitany na jednotku hmotnosti (Qhep/kg). Pritok krve portalni Zilou za minutu pfepocitany na
jednotku hmotnosti (Qport/kg). Celkovy pratok krve jatry za minutu prepocitany na jednotku hmotnosti (Qliver/kg). Podil pratoku krve jatry na
srde¢nim vydeji (Qliver/Qtot). Pritok krve karotickou tepnou za minutu pfepocitany na jednotku hmotnosti (Qcarot/kg). Podil pratoku krve

karotickou tepnou na srde¢nim vydeji (Qcart/Qtot). * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi pfed

vyvolanim acidézy.




Z vypoctu délky RR a QT intervall vyplynulo, Ze se QT interval vyrazné zkratil
u obou acidotickych skupin, k emuz casteCné pfispéla i zvySena srdecCni
frekvence, tzn. zkraceny RR interval (Obr. 4.19 A, B). OvSem zkraceni
QT intervalu bylo statisticky vyznamné i po korekci na srdec¢ni frekvenci (Obr.

4.19 C). V zadné z pofizenych EKG nahravek nebyla pozorovana srdec¢ni arytmie.
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Obr. 4.19. Vliv acidézy na EKG.

Prazdné sloupce oznacuji stav pfed vyvolanim acidozy, plné sloupce acidézu, pfipadné
odpovidajici ¢as v kontrolnim experimentu. * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s hodnotami naméfenymi pfed vyvolanim acidoézy. A. Délka RR intervalu.
B. Délka QT intervalu. C. Délka korigovaného QT intervalu (QTc) stanoveného dle

Fridericia.

V ramci variability srde¢ni frekvence nebyly odhaleny zmény vlivem acidozy
ve statistickych parametrech (Obr. 4.20) ani parametrech Poincarého grafu (Obr.
4.21). Dulezity je vysledek analyzy ve frekvencni oblasti, ktera reprezentuje zmény
v sympatovagalni rovnovaze. Zde nedoSlo ke zménam v hodnoté spektralni

vykonové hustoty v pasmu nizké a vysoké frekvence ani v jedné z acidotickych

skupin (Obr. 4.22).
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Obr. 4.20. Statistické parametry HRV.

Prazdné sloupce oznacuji stav pfed vyvolanim acidozy, plné sloupce acidozu, pfipadné
odpovidajici €as v kontrolnim experimentu. A. Smérodatna odchylka RR intervall
(SDNN). B. Smérodatna odchylka rozdild mezi sousednimi RR intervaly (SDSD). C. Podil

sousedicich RR intervall, které se od sebe li§i o vice nez 50 ms, na celkovém poctu

RR interval( (pNN50).
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Obr. 4.21. Poincarého graf.

Prazdné sloupce oznacuji stav pfed vyvolanim acidozy, plné sloupce acidozu, pfipadné
odpovidajici €as v kontrolnim experimentu. A. Smérodatna odchylka bodd Poincarého
grafu kolmo vici ose 1. kvadrantu (SD1). B. Smérodatna odchylka bodd Poincarého grafu

podél osy 1. kvadrantu (SD2). C. Plocha elipsy aproximujici Poincarého graf (S).
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Obr. 4.22. HRV analyza ve frekvenéni oblasti.

Prazdné sloupce oznacuji stav pfed vyvolanim acidozy, plné sloupce acidézu, pfipadné
odpovidajici €as v kontrolnim experimentu. A. Vykonova spektralni hustota v pasmu
vysoké frekvence v absolutnich jednotkach (HF). B. Vykonova spektralni hustota v pasmu
nizké frekvence v absolutnich jednotkach (LF). C. Pomér vykonové spektralni hustoty
v pasmu nizké a vysoké frekvence (LF/HF). D. Vykonova spektralni hustota v pasmu
vysoké frekvence v normalizovanych jednotkach (HF norm). E. Vykonova spektraini

hustota v pasmu nizké frekvence v normalizovanych jednotkach (LF norm).

DalSi ¢ast experimentu provadéna in vitro na trabekule z pravé komory neodkryla
v kontrolnim roztoku (pH 7,4) Zadné rozdily ve velikosti sily kontrakce mezi
kontrolni a acidotickymi skupinami, bez ohledu na pouzitou stimulacni frekvenci
(Obr. 4.23). Pfi nasledném méreni v kyselém roztoku (pH 7,1) doSlo ve vsech
tfech skupinach ke snizeni sily kontrakce, coz odpovida sniZzeni systolického
objemu pfi acidéze in vivo. Rovnéz kinetika cyklu kontrakce-relaxace acidézou
ovlivnéna nebyla. Méfené parametry, které zahrnovaly TTP, R50 a R90 (viz

podkapitola 3.5.3), se nezménily ani pfi aplikaci kyselého roztoku (pH 7,1).
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Obr. 4.23. Vliv acidézy na silu kontrakce komorového myokardu.

Prazdné sloupce zobrazuji silu kontrakce (CF) zméfenou v kontrolnim roztoku (pH 7,4),
plné sloupce v kyselém roztoku (pH 7,1). * P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku (pH 7,4). A. Velikost sily
kontrakce zméfené na preparatech ze zvifat z kontrolni skupiny (CO). B Velikost sily
kontrakce zméfené na preparatech ze zvifat s metabolickou acidézou (MAC). C. Velikost
sily kontrakce zméfené na preparatech ze zvifat s hyperkapnickou acidézou (HCA).
Spodni panel, ukazky prabéhu sily kontrakce v kontrolnim (pH 7,4, Cerna kfivka)
a v kyselém roztoku (pH 7,1, Seda kfivka) zméfené na preparatu ze zvifete z pfislusné
skupiny (CO, MAC, resp. HCA).

PFi rozboru zaznamdO membranového napéti rovnéz nebyl pozorovan zadny efekt
aciddzy, a to jak na hodnotu klidového membranového napéti, tak na délku trvani
akéniho napéti nebo jeho amplitudu (Obr. 4.24). VSechny hodnoty zlstaly
nezmeénény i pfi snizeni pH roztoku, v némz byl umistén preparat béhem mérfeni.
Stejny vysledek, tedy Zadny statisticky vyznamny ucinek acidézy, poskytly
zaznamy porizené pfi v8ech aplikovanych stimulaénich frekvencich (0,5; 1

a2Hz). Nebyly zjisttny ani zadné potencialné proarytmické jevy
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(napf. prodlouzeni akéniho napéti, zvySena variabilita repolarizace, ¢asna nebo
opozdéna nasledna depolarizace), coz bylo v souladu s ¢asti experimentu

probihaijici in vivo.
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Obr. 4.24. Vliv acidézy na trvani akéniho napéti v bunnkach komorového myokardu.
Prazdné sloupce zobrazuji trvani akéniho napéti v 90% repolarizace (APD90) zméfeného
v kontrolnim roztoku (pH 7,4), plné sloupce v kyselém roztoku (pH 7,1). A. Trvani akéniho
napéti zméfeného na preparatech ze zvifat z kontrolni skupiny (CO). B. Trvani akéniho
napéti zméfeného na preparatech ze zvifat s metabolickou acidézou (MAC). C. Trvani
akéniho napéti zméfeného na preparatech ze zvifat s hyperkapnickou acidézou (HCA).
Spodni panel, ukazky pribéhu akéniho napéti v kontrolnim (pH 7,4, Cerna kfivka)
a v kyselém roztoku (pH 7,1, Seda kfivka) zméFfeného na preparatu ze zvifete z pfislusné
skupiny (CO, MAC, resp. HCA).

4.2.3 Diskuze

Prezentovana studie prokazala, Ze jak hyperkapnicka (HCA), tak metabolicka
acidéza (MAC) maji vliv na kardiovaskularni systém. V plicnim obé&hu byl jejich
ucinek podobny, zvySena plicni vaskularni rezistence i stfedni tlak v plicni tepné.

Systémova cirkulace v8ak byla ovlivnéna rozdilné. Po vyvolani MAC se jeji
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parametry nezménily, zatimco pusobenim HCA doSlo ke zvySeni MAP i pres
snizeni systémové cévni rezistence. Oba typy acidézy vykazovaly pokles

systolického objemu a vzestup srdecni frekvence.

Podobné vysledky udavala studie provadéna na psech (Andersen a Mouritzen,
1966), kde byl u respiraCni acidézy pozorovan zvySeny srde¢ni vydej a snizena
periferni rezistence. AvSak na rozdil od naSi prace popisovala obdobnou zménu
i u metabolické acidézy. Tento rozpor muize byt zplusoben napfiklad pouzitim
jiného pokusného zvifete nebo také jinou metodou vyvolani metabolické acidozy
(aplikaci kyseliny mlé€né). U lidi zpusobila aplikace CO, narust srde¢niho vydeje,
tepového objemu a srdec¢ni frekvence, ktery byl doprovazen poklesem periferniho
odporu (Cullen a Eger, 1974). Vysledky naseho experimentu tomu odpovidaly
s vyjimkou systolického objemu, coz mohlo byt dano nizsi urovni hyperkapnie.
PaCO, ve zminované studii vzrostl pfiblizné o 1,5 kPa, zatimco v nasem pfipadé

cca o 10 kPa.

V plicnim obéhu byla zfejmé urlujici koncentrace vodikovych iontu, protoze efekt
HCA i MAC byl obdobny. Podobnou interpretaci nabizi i nékolik pfedchozich studii
plic koCky (Viles a Shepherd, 1968), potkana (Barer a Shaw, 1971) i lidi (Balanos
et al., 2003). Nicméné zde mohou existovat znacné mezidruhové rozdily, nebot na
izolovanych plicich z kralika nebyl pozorovan zadny efekt HCA na cévni tonus
(Ketabchi et al., 2009). V pfipadé naS$i studie nemuze byt zanedban ani vliv oxidu
uhli¢itého, protoze doslo k vyznamnému narustu PCO,, i kdyz u MAC byl mnohem
mensi nez u HCA. V systémovém obéhu naopak ziejmé previada vliv CO,, jak
naznacuje zména parametrll u HCA, a nikoliv u MAC. Samotné srdce se zda byt
postizeno hromadénim vodikovych iontu, protoZze oba typy acidézy vykazovaly

podobné zmény v jeho €innosti.

Aby bylo mozné odliSit pfimy efekt acidézy na funkci srdce od ucinkd primarné
zapfi¢inénych zménami v obéhovém systému, byla provadéna mérfeni in vitro.
Ukazalo se, ze kontraktilita preparatu z pravé srdec¢ni komory byla v kyselém
prostfedi snizena, coz odpovida poklesu systolického objemu v in vivo situaci.
Podobny efekt na silu kontrakce byl pozorovan u izolovaného potkaniho srdce

s hyperkapnickou acidézou (Tang et al., 1991). Na rozdil od na$i studie vSak byl
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pripisovan spiSe hyperkapnii nez acidoze. Existuji ale dalSi prace, které dokladaji
negativné inotropni ucinek samotné acidézy (Fabiato a Fabiato, 1978; Orchard
a Kentish, 1990; Solaro et al., 1989; Teplinsky et al., 1990). Riznorodost vysledku
ohledné ucinku hyperkapnie a acidézy na silu kontrakce je nejspiSe dana odliSnym

schématem experimentud (napf. jiny ¢asovy pribéh) a druhem pokusného zvitete.

Fakt, ze ke snizeni sily kontrakce myokardu in vitro v kyselém roztoku doSlo pfi
vSech pouzitych stimulacnich frekvencich (0,5; 1 a 2 Hz), naznacuje, Zze narlst
srdecni frekvence nemusel hrat hlavni roli v poklesu systolického objemu in vivo.
Nicméné hodnoty srde¢ni frekvence byly vyrazné vyssi (200 bpm by odpovidalo
stimulacni frekvenci 3,3 Hz), coz vyznamné zkratilo plnici fazi a mohlo pfispét
i k niz§imu SV. Na druhou stranu globalni end-diastolicky objem se pfi acidéze

nezménil, takZe plnéni srdce nebylo ovlivnéno.

Vzhledem k tomu, Ze v obou acidotickych skupinach bylo pozorovano statisticky
vyznamné zkraceni korigovaného QT intervalu, dalo by se pfedpokladat, Ze pfi
in vitro pokusech v kyselém prostfedi se objevi zkraceni akéniho napéti spojené
se snizenym pfitokem vapenatych iontu kanaly typu L, coz by mohlo pfedstavovat
jednu z pficin snizené kontraktility. OvSem trvani akéniho napéti se nezménilo,
takze se membranova elektrogeneze nejevi jako hlavni pfi€ina zmény sily
kontrakce in vitro. VySe zminény rozpor v ovlivnéni repolarizace acidézou in vivo
(kratSi QTc) a in vitro (nezménéné trvani AP) mohl byt zpUsoben pfitomnosti
humoralni a nervové regulace srde¢ni Cinnosti, k niz dochazi pouze in vivo, ale
i samotnou metodou korekce QT intervalu, ktera vzdy vykazuje ur€itou chybu bez

ohledu na pouZity vzorec (Funck-Brentano a Jaillon, 1993).

V obou acidotickych skupinach, MAC i HCA, se objevilo zvySeni srdecni
frekvence, jehoz pficinou mohla byt autonomni nervova regulace, ale i pfimy efekt
acidézy na sinoatrialni uzel. Pfi experimentech na bunkach izolovanych ze
sinoatrialniho uzlu psa (Satoh a Hashimoto, 1983) a kralika (Satoh a Seyama,
1986) byl vSak popsan negativné chronotropni efekt prostfedi s niz8im pH, takze
zvySeni srdec¢ni frekvence lze spiSe pfipsat zmé&nam v autonomni nervové
regulaci. U prasat s akutni acidézou byla pozorovana aktivace sympatiku doloZena

zvySenou hladinou noradrenalinu a adrenalinu (Brofman et al., 1990). OvSem pfi
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elektrické stimulaci uvolfiovani noradrenalinu bylo prokazano, Ze vyrazna acidoza
(pH 6-6,4) mlze snizit jeho mnozstvi (Haunstetter et al.,, 2002; Seyfarth et al.,
1993). Nicméné pfi pH 7, které se blizi hodnoté dosazené v naSem experimentu,
nedoslo k poklesu uvolfovani noradrenalinu, ale zaroven nastalo omezeni
presynaptické inhibice uvolfiovani noradrenalinu zprostfedkované muskarinovymi
receptory (Haunstetter et al., 2002). ZvySeni srdeCni frekvence vyvolané acidézou
by tak mohlo byt objasnéno pravé na zakladé zmény presynaptické inhibice
uvolhovani noradrenalinu a/nebo zvySeni hladiny katecholamint v krvi. Analyza
variability srdecCni frekvence v naSi praci neodhalila zménu sympatovagalni
rovnovahy, coz hovofi ve prospéch komplexniho zpétnovazebniho mechanismu
jako je napfiklad presynapticka inhibice. Podobna teorie byla navrzena i ve studii,
v niz bylo popsano paradoxni snizeni hodnoty nizkofrekvenéni komponenty
(spojované s aktivitou sympatiku) pfi zvySené hladiné noradrenalinu v krevnim
obéhu (Tulppo et al., 2005). Kromé periferniho pusobeni acidézy musime brat
v Uvahu také jeji vliv na centralni chemoreceptory, které jsou velice citlivé na
parcialni tlak CO; v krvi a které mohly pfispét ke zvyseni CO pfi HCA, ale nikoliv
pfi MAC.

Inotropni efekt acidézy popsany in vitro na izolované tkani naznacuje, Ze
autonomni regulace srdec¢ni €innosti nebyla jeho hlavni pfi¢inou. Nebylo odhaleno
ani ovlivnéni membranové elektrogeneze (pfi pH 7,1), takze ke snizeni kontraktility
srdeCniho svalu nepfispélo zfejmé ani snizeni lca.. NejspiSe se vyvinula
intracelularni acidéza, ktera narusila napf. vazbu vapniku na troponin C, interakci
troponinu a tropomyozinu nebo aktinu a myozinu (Li et al., 2001; Kohmoto et al.,
1990; Orchard a Kentish, 1990). OvSem nutno podotknout, Ze vySe popsané
zmény byly pozorovany pfi acidéze s hodnotou pH kolem 6,5, coz je mnohem

méné nez klinicky relevantni acid6za vyvolana v nasi studii (pH 7,1).

Tepova prace pravé srdecni komory za jednu minutu byla zvySena u obou typU
aciddzy, ovSem u levé komory méla tento efekt pouze HCA. Toto zjisténi by mélo
byt vzato do Uvahy pfi pfipadném terapeutickém vyuziti HCA. Byly sice popsany
pozitivni ucinky HCA (vCetné protizanétlivych, Curley et al., 2010), ov8em
v pfipadé srde¢niho selhani nebo plicni hypertenze by se vzhledem Kk jejimu

inotropnimu efektu mélo dbat zvySené opatrnosti. Také tachykardie by mohla hrat
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negativni roli, pfedevsim v situacich, kdy acid6za doprovazi jiné onemocnéni, jez

samo o sobé zvysSuje srdecni frekvenci (napf. sepse, viz podkapitola 4.1).

Zatimco v ramci plicniho obéhu vykazovaly oba typy acidézy podobné zmény
hemodynamickych parametrt, v dalSich regionech jiz byly vysledky heterogenni.
V pritoku renalni tepnou nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny efekt, coz
je v kontrastu s literaturou, kde byl pozorovan jak zvySeny (Cardenas et al., 1996),
tak snizeny (Fujii et al., 1985) prutok krve ledvinami. V prutoku krve jatry
a karotickou tepnou byly zjistény rozdily mezi MAC a HCA, kde byly naméfeny
signifikantné vysSi hodnoty pro HCA. Zde tedy pravdépodobné dominoval
vazodilataéni efekt oxidu uhli¢itého nad eventualnim vazokonstrikCnim ucinkem

acidézy.
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4.3 Uginky propofolu na srdeéni tkan in vitro

4.3.1 Uvod

Propofol (2,6-diisopropylfenol) je rychlé a kratce ucinkujici hypnotikum, které je
pouzivano na uvod i udrZzeni anestezie nebo sedaci u ventilovanych pacientu
béhem resuscitacni péce (Bryson et al., 1995). Jeho podavani mlze byt spojeno
se zavaznymi vedlejSimi ucinky na kardiovaskularni systém, vcCetné poklesu
krevniho tlaku a srdecniho vydeje (Yang et al., 2015). Ve vyjimecCnych pfipadech
muze dokonce zpuUsobit tzv. propofolovy infuzni syndrom, ktery se projevuje
bradykardii, arytmiemi, rhabdomyolyzou srde¢niho i kosterniho svalstva, selhanim
srdce, renalni insuficienci, hepatomegalii nebo metabolickou acidézou (Krajcova
et al.,, 2015).

Propofol v8ak neni pouzZivan pouze v humanni mediciné, je rutinné aplikovan
i pokusnym zvifatim. Byl podavan vSem prasatim ve studiich popisovanych na
predchozich strankach této prace. Cilem bylo stanovit, jaky ma propofol vliv na
membranoveé napéti a silu kontrakce v srdci potkana, které byly méfeny stejnou
metodou jako v pfipadé experimentl provadénych na prasatech. Vysledky mély

pomoci urcit, do jaké miry mohla byt méfeni ovlivnéna pouzitou anestezii.
4.3.2 Vysledky

Vlevé ani vpravé srdeCni komofe nebyl odhalen statisticky vyznamny vliv
propofolu v testovanych koncentracich na trvani akéniho napéti, bez ohledu na
zvolenou stimula¢ni frekvenci (napf. 1 Hz viz Obr. 4.25). Propofol neovlivnil ani
parametry popisujici Casovy pribéh kontrakce a relaxace (Obr. 4.26). Vyjimku
predstavovala pouze doba od okamziku dosazeni maximalni sily kontrakce do
90% relaxace (R90), a to pfi nejvyssi pouzité koncentraci (0,5 mmol/l), kdy v obou

srde¢nich komorach doslo ke statisticky vyznamnému prodlouzeni (Obr. 4.26 C).
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Obr. 4.25. Vliv propofolu na trvani akéniho napéti v burikach komorového
myokardu.

Vlevo, vliv propofolu v riznych koncentracich na trvani akéniho napéti v 90% repolarizace
vlevé (LK; pIné &tverce) a pravé srdeCni komofe (PK; prazdné krouzky) pfi stimulaéni
frekvenci 1 Hz vyjadieny jako procento hodnoty ziskané pfi nahravce v kontrolnim roztoku
bez propofolu. Vpravo, ukazka ak&niho napéti vlevé srdeni komore pfi stimulaéni
frekvenci 1 Hz v kontrolnim roztoku bez propofolu (Seda kfivka) a v roztoku s propofolem

o koncentraci 0,5 mmol/l (Cerna kfivka).

Aplikace propofolu in vitro zplsobila snizeni sily kontrakce pfi vSech pouzitych
stimulacnich frekvencich (Obr. 4.27 A-D). Za stimulace frekvenci vysSi nez 1 Hz
byl tento pokles v pravé komofe v porovnani s levou signifikantni pfi nizSich
koncentracich propofolu. V obou komorach byla tedy provedena podrobnéjsi
analyza pomoci kfivky zavislosti odpovédi na davce (dose-response curve), jejimz
vysledkem byla efektivni hodnota pro 50% pokles sily kontrakce (EC50) pro dané
stimulacni frekvence (Tab. 4.5). Z téchto hodnot vyznamny rozdil mezi srde¢nimi
komorami pozorovat nelze, vyjma stimulaéni frekvence 5 Hz, kdy byla EC50 pro

pravou komoru signifikantné nizsi.
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Obr. 4.26. Vliv propofolu na trvani kontrakce a relaxace komorového myokardu.

Parametry (TTP, R50, R90) vlevé (LK; plné Ctverce) a pravé srde¢ni komore (PK;
prazdné krouzky) pfi stimulaéni frekvenci 1 Hz vyjadiené jako procento hodnoty ziskané
pfi nahravce v kontrolnim roztoku bez propofolu. A. Doba od pocatku do vrcholu
kontrakce (TTP). B. Doba od vrcholu kontrakce do 50% relaxace (R50). C. Doba od
vrcholu kontrakce do 90% relaxace (R90). D. Ukazka prubé&hu sily kontrakce preparatu
z levé srdecni komory pfi stimulacni frekvenci 1 Hz v kontrolnim roztoku bez propofolu
(Seda kfivka) a vroztoku s propofolem o koncentraci 0,5 mmol/l (Cerna kfivka).

*** P <0,001, statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi

v kontrolnim roztoku bez propofolu.
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Obr. 4.27. Vliv propofolu na silu kontrakce komorového myokardu.

Pokles sily kontrakce vlevé (LK; pIné C&tverce) a pravé srdec¢ni komofe (PK; prazdné
krouzky) pfi stimulaénich frekvencich 1 (A), 2 (B), 3 (C) a 5 Hz (D) vyjadfeny jako
procentualni hodnota sily kontrakce naméfené v kontrolnim roztoku bez propofolu
odeétena od 100 %. * P < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, statisticky vyznamny rozdil ve

srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku bez propofolu.

Stimulaéni frekvence (Hz) [EC50 v LK (mmol/l) ECS50 v PK (mmol/l)
1 0,33+£0,02 0,39+ 0,03

2 0,24 £ 0,03 0,23+ 0,03

3 0,21 £ 0,04 0,22 + 0,03

5 0,31 +0,05 0,20+0,03 *

Tab. 4.5. Efektivni koncentrace propofolu pro 50% pokles sily kontrakce preparatu
z levé (LK) nebo pravé srde¢ni komory (PK).

* P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil mezi levou a pravou komorou.

4.3.3 Diskuze

Propofol v Zzadné z koncentraci pouzitych v této praci neovlivioval pribéh akéniho
napéti v preparatech z obou srdecCnich komor laboratorniho potkana. Publikaci
popisujicich u€inek propofolu na elektrofyziologii myokardu potkana neni mnoho.
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Pouze jedina dokumentovala statisticky vyznamnou zménu v trvani akcniho napéti
v multicelularnim preparatu zlevé komory, ale az pfi koncentraci propofolu
600 umol/l (Azuma et al., 1993). OvSem prace na izolovanych kardiomyocytech
ukazaly vyraznou inhibici vapnikového proudu typu L (lca) jiz pfi koncentraci
100 umol/l (Liu et al., 2008), a dokonce 25 umol/l (Zhou et al., 1997). Navic byl
prokazan i uc€inek propofolu na draslikové proudy v bunkach komorového
myokardu. Rychly opozdény draslikovy proud (lx;), méFeny na bufikach H9c2
derivovanych z embryonalnich komor potkana, poklesl pfi koncentraci propofolu
36 umol/l (Liu et al., 2008). Pfi koncentracich blizSich klinickym hodnotam
(2,5 umol/l) vSak na bunkach izolovanych z potkaniho srdce zmény draslikovych
proudll pozorovany nebyly (Carnes et al., 1997). Jelikoz draslikové a vapnikové
proudy maji protichudny ucinek na trvani akéniho napéti v burikach srdecnich
komor (Lee et al.,, 2016), je mozné, Ze i pFes ovlivnéni iontovych kanall

propofolem vysledné trvani akéniho napéti zistane nezménéno (Obr. 4.25).

Pfedkladana prace prokazala vyznamny inotropni efekt propofolu na komorovy
myokard potkana pfi koncentraci propofolu 50 pmol/l. Uginna koncentrace pro
50% pokles sily kontrakce (EC50) pfi 3Hz stimulaci, jez se nejvice blizi situaci
in vivo, byla 210 a 230 umol/l v leve, resp. pravé komore. Publikaci popisujicich
vliv propofolu na kontrakci myokardu Ize najit pomérné velké mnoZstvi, ovSem
jejich vysledky se Casto znacné liSi. Je to dano jak rozdilnymi metodami (napf.
stimulacni frekvence, teplota), tak pouzitym preparatem (izolované kardiomyocyty
nebo multicelularni preparat) a v neposledni fadé i druhem a vékem zvifete, na
némz byl experiment provadén. Napfiklad (Azuma et al., 1993) popisoval
statisticky vyznamny uc€inek na kontrakci papilarniho svalu z levé komory az pfi
koncentraci propofolu 600 pumol/l. Jeho vysledky byly vSak ziskany za jinych
podminek, nez jaké byly aplikovany v nasi praci. Teplota béhem experimentd byla
pouze 30°C a stimulaéni frekvence 0,5 Hz, coz je pro potkana velmi nizka
hodnota, i kdyz se bere v Uvahu pfipadna bradykardie, kterou muze propofol
v klinickych podminkach zplsobovat. Studie provadéné na izolovanych bunkach
riznych druhl vetné potkana vétSinou uvadi EC50 kolem 50 umol/l (Hamilton et
al., 2000; Puttick a Terrar, 1992).
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pusobni propofolu. Bylo prokazano, ze ho nelze piné vysvétlit inhibici vapnikového
proudu lca. (Hamilton et al., 2000). Pravdépodobné zde hraje roli vice faktora
ovliviujicich vapnikovy metabolismus srdecCni buriky. Pfispivajicimi mechanismy
mohou byt zménéna aktivita sodiko-vapnikového vyméniku, pokles cerpani
vapenatych iontl do sarkoplazmatického retikula nebo snizena citlivost
kontraktilnich bilkovin vaé&i vapniku (Hamilton et al., 2000; Sprung et al., 2001;
Wickley et al., 2006, 2007).

Koncentrace propofolu, pouzivana k anestezii pacientl, se pohybuje v rozmezi
5-50 umol/l. V lidské plazmé se propofol ve velké mife vaze na albumin
a erytrocyty, jeho volna frakce cCini jen 1-5 % z celkové koncentrace, tedy
0,05-2,5 umol/l (Dawidowicz et al., 2008; Mazoit a Samii, 1999). Koncentrace
propofolu pouzité v této praci byly vybrany s ohledem na hodnoty, pfi nichz jsou
udavany vyznamné zmeény ve funkci srdce (Grounds et al., 1985). Nicméné je Ize
stale povazovat za klinicky relevantni, a to ze dvou ddvodu. Za pravé, pfi uvodu
anestezie muze koncentrace volného propofolu az nékolikanasobné prekrodit
hodnoty, jakych je dosazeno v ustaleném stavu pfi udrzovani anestezie (Bienert et
al., 2012). Za druhé, volna frakce propofolu je navySovana pfitomnosti dalSich
farmak, ktera se rovnéz vazi na albumin, konformaéni zménou molekuly albuminu
nebo zménou koncentrace plazmatickych proteinu, jez omezuje vazbu propofolu

na albumin (Dawidowicz et al., 2008).
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5 Zaver

5.1 Shrnuti vysledku dizerta¢ni prace

Predkladana dizertaCni prace se zabyva analyzou elektrofyziologie myokardu pfi
sepsi, acidoze a anestezii indukované propofolem. Jeji hlavni ¢ast je zaméfena na
popis variability srde¢ni frekvence béhem rozvoje sepse, pfipadné septického
Soku u prasete domaciho. Bylo zjisténo, ze dochazi k markantnimu snizeni HRV,
a to bez ohledu na stupen zavaznosti sepse. Stejné rychly pokles byl pozorovan
jak u tézké sepse nasledované refrakternim Sokem, tak u sepse bez tézkého
multiorganového selhani. Vyznamné zmeény hemodynamickych parametrli se
navic objevily az o nékolik hodin pozdé&ji. Analyza HRV by tak mohla pfedstavovat
nastroj pro v€asnou diagnostiku septickych pacientu. Uziti frekvenéni analyzy HRV
zaroven umoznilo popsat autonomni nervovou regulaci srde¢ni Cinnosti béhem
sepse. Byl zjistén vyrazny pokles ve vysokofrekvenéni komponenté spektralni
vykonové hustoty, ktery ukazoval na snizeni parasympatické aktivity a pfesun
sympatovagalni rovnovahy ve prospéch sympatické regulace, coz muze souviset

s konceptem cholinergni protizanétlivé drahy (Tracey, 2007).

Druha cCast této prace se vénuje sledovani uc€inku hyperkapnické a metabolické
acidézy na kardiovaskularni systém prasete, pfiCemz in vivo experimenty,
zahrnujici komplexni méfeni systémove i regionalni hemodynamiky, byly doplnény
o in vitro méfeni kontraktility a membranového napéti komorového myokardu.
Zatimco MAC ovlivhovala pfedevSim plicni obéh, HCA se projevovala i zménou
systémovych a regionalnich hemodynamickych parametrl. Oba typy aciddzy
snizovaly kontraktilitu srde€¢niho svalu a kladly tak zvySené naroky na jeho praci,

coz by mohlo prfedstavovat potencionalni omezeni v terapeutickém vyuziti HCA.

V obou pfedchozich Eastech predkladané prace byl v ramci anestezie zvirat pouzit
propofol. Studiem jeho ucinku na komorovy myokard potkana se zabyval posledni
dil prace. Nebyl shledan zadny vliv na tvar a trvani akéniho napéti, ovsem byl
zaznamenan statisticky vyznamny pokles sily kontrakce. Koncentrace, pfi nichz se

tento efekt projevil, ale fadové pfesahovaly hodnoty, jakych bylo pravdépodobné
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dosahovano béhem experimentld na septickych a acidotickych prasatech, a to i pfi

Uvodu do anestezie.

5.2 Cile do budoucna

Téma sepse zustava i nadale v centru pozornosti naseho védeckého tymu
v Laboratofi experimentalni kardiologie Biomedicinského centra Lékarské fakulty
v Plzni. V soucCasnosti probihaji dokonce dvé studie zaméfené na |éCebné postupy
v boji proti tomuto onemocnéni. Prvni znich, podpofena Agenturou pro
zdravotnicky vyzkum Ceské republiky (grant ¢&. 15-32801A), se zabyva
terapeutickym potencidlem mezenchymalnich kmenovych bunék v klinicky
relevantnim praseCim modelu sepse. Aplikace téchto bunék by mohla
predstavovat nadéji pro septické pacienty. Nicméné studie, které popisovaly jejich
pFiznivy u€inek na vyvoj sepse, byly provadény pouze na hlodavcich. Je tedy tfeba
oveéfit jejich pusobeni na velkém zvifecim modelu. Analyza HRV bude v této studii
pouzita jako nastroj k detailnimu sledovani rozvoje sepse a pripadné optimalizaci

velikosti davky kmenovych bunék a jejiho nacasovani.

Dalsi projekt financovany Grantovu agenturou Ceské republiky (grant &. 15-157)
ma za cil testovat roli autonomniho nervového systému v rozvoji sepse. Podle
hypotézy predstavené profesorem Traceym (Tracey, 2007) je nervovy systém
schopen inhibovat uvolfiovani cytokin diky zanétlivému reflexu bloudivého nervu
a tim zabranit rozvoji sepse. Dosud publikované prace zaméfené na terapeuticky
potencial cholinergni protizanétlivé drahy, byly realizovany na mysich a potkanich
modelech. Testovani stimulace vagu jako nové moznosti v [éCbé sepse bude tedy
nové provedeno na prasatech. Vzhledem ktomu, Ze HRV analyza poskytuje
informaci o chovani autonomniho nervového systému, jevi se jako idealni

prostfedek ke sledovani pribéhu danych experimentd.

V ramci pfipadného vyuziti HRV analyzy jako nastroje k v€asné diagnostice sepse
predstavuje dalSi logicky krok translace experimentalnich poznatk( na klinickou
uroven. Zkoumani realnych pacientskych dat bude dalSim krokem k implementaci

analyzy HRV do klinické praxe. Na zakladé nasich vysledkl predpokladame, ze
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nasazeni analyzy HRV bude cenné zejména v Casnych fazich onemocnéni, kdy
sledovani HRV mulze vyznamné rozsifit okno pro ¢asné terapeutické intervence.
Velmi zajimavou a dosud nezkoumanou otazku predstavuje chovani HRV ve
fazich zotavovani a rekonvalescence ze septického onemocnéni v€etné pacientt

s chronickym prab&hem nemoci se zanétlivou a infekéni etiologii.
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