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Anotace

Bakalaiska prace se zabyva vyznamem stanoveni sérového amyloidu A (SAA) u
vybranych skupin pacienti a porovnani s C-reaktivnim proteinem (CRP) a
prokalcitoninem (PCT). SAA, CRP a PCT jsou proteiny akutni faze, které vykazuji
vyznamny vzestup koncentrace v krvi béhem né¢kolika hodin po zanétovém stimulu.
Syntéza probiha v jatrech a je vyvolana prozanétlivymi cytokiny. CRP je nejstarsi a
V rutinni praxi nejpouzivanéjsi reaktant akutni faze. SAA a hlavné prokalcitonin patii
mezi nov¢jsi ukazatele zanétu. SAA neni tak ¢asto vyuzivany v diagnostice, piestoze je
stejné senzitivnim reaktantem akutni faze jako CRP, protoze teprve v nedavné dobé
byla vyvinuta metoda vhodna k rutinnimu stanoveni.

Teoreticka Cast prace struéné popisuje proteiny akutni faze a podrobné&ji se
soustfedi na charakteristiku a srovnani SAA, CRP a PCT. V dalsi ¢asti jsou popsany
metody stanoveni jednotlivych analyti. Experimentdlni C¢ast je zameéfena na
charakteristiku ~ vybraného souboru pacienti a metodiku méfeni SAA
imunonefelometrickou metodou na biochemickém analyzatoru Immage 800. Ziskana
data u tii vybranych skupin pacienti byla statisticky vyhodnocena. Cilem prace bylo
zhodnotit korelaci zanétlivych markertt u dvou vybranych skupin a u tfeti skupiny

porovnat hladiny CRP a SAA u obéznich pacientek a zdravé kontrolni skupiny.
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imunonefelometrie



Annotation

The purpose of the bachelor thesis is to evaluate serum amyloid (SAA) as a
diagnostic marker in selected patient groups and to compare the results of SAA with
those of C-reactive protein (CRP) and procalcitonin (PCT). SAA, CRP and PCT are
acute-phase proteins, whose blood concentration significantly increases within a few
hours after an inflammatory stimulus. The synthesis, caused by proinflammatory
cytokines, takes place in the liver. CRP is the most and longest used acute-phase
reactant in routine practice. As indicators of inflammation, SAA and especially
procalcitonin have been used more lately. Although SAA is an acute-phase reactant as
sensitive as CRP, it is not employed so often in the diagnosis since a method suitable for
routine diagnosis was not developed until recently.

Briefly describing the acute-phase proteins, the theoretical part elaborates on the
characterization and comparison of SAA, CRP and PCT. It further outlines methods for
the determination of individual analytes. The experimental part focuses on defining
selected patient groups and the immunonephelometric method for measuring SAA by
the Immage 800 biochemical analyzer. The data obtained in three selected patient
groups have been statistically evaluated. The aim of the thesis has been to evaluate the
correlation of inflammatory markers in two selected groups and to compare the CRP
and SAA levels in the third group consisting of obese female patients and a healthy

control group.
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Bakalatska prace Seznam zkratek

Seznam zKkratek

AA amyloid A (amyloid associated)

AACT az-antichymotrypsin

AAT az-antitrypsin

AGP as-kysely glykoprotein (orosomukoid)

AM ax-makroglobulin

AMK aminokyseliny

APP proteiny akutni faze (acute phase proteins)

BMI index télesné hmotnosti (body mass index)

C3,C4 slozky komplementu

Cpl ceruloplazmin

CRP C-reaktivni protein

Fbg fibrinogen

FN Fakultni nemocnice

HDL vysoce denzni lipoproteiny (high-density lipoproteins)

Hp haptoglobin

Hpx hemopexin

hs-CRP vysoce senzitivni stanoveni CRP (high-sensitivity C-reactive protein)

IL-1 interleukin 1

IL-6 interleukin 6

LDL nizko denzni lipoproteiny (low-density lipoproteins)

LPS lipopolysacharid, endotoxin

MODS syndrom multiorganového selhani (multiorgan distress syndrome)

PAI-1 inhibitor aktivatoru plasminogenu 1

PCT prokalcitonin

PEG polyethylenglykol

POCT testovani v misté péce o pacienta (point-of-care testing)

SAA sérovy amyloid A

SAP sérovy amyloid P

SERPIN inhibitory serinovych proteaz

SIRS syndrom systémové zanétlivé odpovédi (systemic inflammatory response
syndrome)

TNF-a tumor nekrotizujici faktor a

UK Univerzita Karlova

UKBP Ustav klinické biochemie a patobiochemie



Bakalatska prace Uvod

UVvOoD

Pro eukaryotick¢é organizmy je charakteristickd pfitomnost obrannych
a adaptacnich mechanizmt. Tyto fyziologické déje se oznacuji jako reakce akutni faze.
Jejim hlavnim tkolem je zajistit stabilitu vnitiniho prostiedi pfi naruseni jeho integrity.
Dochazi k vyraznym zméndm jaterni proteosyntézy a tvorbé tzv. proteind akutni faze
(APP). Tyto proteiny jsou dtlezitou sloZzkou nespecifické imunity. Jsou uvoliiovany
Z hepatocytii vlivem ptisobeni prozanétlivych cytokini. V klidovém obdobi jsou
koncentrace téchto proteind nizké nebo i neméfitelné, ale po zanétlivém stimulu mohou
prudce stoupat, pak je oznaCujeme jako pozitivni reaktanty nebo naopak jejich
koncentrace klesa, tyto proteiny pak nazyvame negativni reaktanty [1, s. 10-27].

Od objeveni prvniho proteinu akutni fize CRP vroce 1930 v laboratofich
Rockefellerovy univerzity ub¢hlo jiz vice nez 80 let. Za tu dobu si bezesporu proteiny
akutni faze vyslouzily nenahraditelnou ulohu v diagnostice a monitorovani zanétlivych
stavi. Jejich pouziti jiz dnes neni omezeno pouze na diagnostiku zanétu, ale maji
diagnosticky vyznam napf. 1 u kardiovaskuldrnich onemocnéni, revmatickych
a nadorovych onemocnéni a u rejekce Stépu. Mnoho APP je stale predmétem
intenzivniho vyzkumu a zdaleka dnes neni prozkoumana fyziologickd a patogeneticka
uloha vSech APP [2].

Ve své praci se zaméfim na nékteré z proteinii akutni faze, predevSim sérovy
amyloid A, C-reaktivni protein a jeden z novéjSich ukazatel zanétu — prokalcitonin.
U sérového amyloidu A se budu zabyvat jeho stanovenim u tfech vybranych skupin
pacient imunonefelometrickou metodou na analyzatoru Immage 800. Na prvni skupiné
obéznich pacientek a kni nahodné vybrané zdravé kontrolni skupiné¢ se pokusim
potvrdit stanovenou hypotézu, Zze koncentrace zanétlivych markeri (v tomto ptipadé
SAA a CRP) budou u obéznich Zen vyss§i nez u zdravé skupiny. U druhé skupiny
slozené z kojenct a déti a tfeti skupiny vybrané podle hladiny prokalcitoninu budu
hodnotit korelaci mezi markery zanétu. Na skupiné kojenct a déti korelaci mezi CRP
a SAA a u posledni skupiny prokalcitoninu budu porovnavat korelaci mezi PCT, CRP
a SAA.



Bakalatska prace 1 Teoreticka cast

1 TEORETICKA CAST

1.1  Proteiny akutni faze (APP)

,Proteiny akutni faze jsou sekrecni proteiny jaternich buné€k, jejichz tvorba
a uvolnéni do cirkulace jsou regulovany prozanétlivymi cytokiny* [1, s. 14]. Tato
soucasna definice je zaméfena piedev§im na regula¢ni mechanizmus syntézy proteint.
Podle starsi definice jsou proteiny akutni faze (APP) plazmatické bilkoviny, které se
tvori v jatrech a jejichz koncentrace stoupa béhem prvnich 7 dnli zanétu o 25 % a vice.

Regulaci syntézy a sekrece APP zajistuji prozanétlivé cytokiny, predevSim
interleukiny 1 a 6 (IL-1, IL-6) a tumor nektotizujici faktor oo (TNF-a). Tvorbu APP
ovliviiuje 1 tada dalSich faktori, napf. protizanétlivé cytokiny, hormony, rlstové
faktory, tézké kovy i faktory fyzikalni povahy. Hlavnim zdrojem APP jsou jatra, ale
nutno dodat, Ze prakticky zadny protein se netvoii pouze v hepatocytech. Produkce APP
probihd v mensi mife 1 v extrahepatalnich tkénich a regulovana je také prozanétlivymi

cytokiny [1, s. 13-14; 3, s. 73].

1.1.1 Reakce akutni faze

Reakce akutni faze je nespecificka obranna reakce organizmu. Je zaloZena na
obrannych a adaptacnich systémech, které slouZi k zajiSténi stability vnitfniho prostfedi
pfi naruSeni jeho integrity. Rozviji se pfi lokdlnim nebo systémovém zanétu, pii
traumatickém poSkozeni tkdn€ a pifi nadorovém bujeni. Dochazi ke kvantitativnim
a kvalitativnim zménam v proteosyntéze. V jatrech se zvySuje exprese proteinll, které
jsou potifebné pro pribéh obranné reakce a pro udrZzeni homeostazy. Stoupaji hladiny
plazmatickych proteinti nezbytnych pro obranu makroorganizmu a soucCasné klesa
syntéza strukturnich proteini [1, s. 13; 3, s. 73; 4, s. 549].

Zanétliva reakce mize mit fadu pficin, miZe byt vyvolana jak imunologickym
podnétem, tak neimunologickym. Imunologickym podnétem je nejCastéji bakterialni,
virovd nebo parazitarni infekce. Naopak neimunologickym podnétem muze byt
poranéni zpisobené chemickymi a fyzikalnimi vlivy, jako je napf. popaleni, poleptani
nebo ozareni, dale pak miZe jit o poskozeni nddorovym bujenim nebo pooperacni
komplikace. Cilem zanétlivé reakce je vSak vzdy lokalizovat poskozeni, zamezit
dalsimu Sifeni a nasledné zajistit zhojeni poskozené tkan¢, aby mohla dale plnit svou

fyziologickou funkci [5, s. 60; 6, s. 489].
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Bakalatska prace 1 Teoreticka cast

Podle rozsahu a délky trvani se rozliSuji dva typy zanétlivé reakce, lokalni
a systémova reakce. Dale se rozliSuje akutni a chronicky zanét. Akutni zanét je
povazovan za fyziologicky proces, protoze vétSinou odezni bez nasledkli a poSkozena
tkan se kompletn¢ zhoji. Naopak chronicky zanét je vzdy patologicky, dochazi
k destrukci tkan€, c¢aste¢nému nahrazeni vazivem a trvalému poskozeni [5, s. 57].

Lokalni zanétliva reakce ma své typické pfiznaky, mezi které patii zCervenani,
otok, bolest a zvySeni teploty [5, s. 57]. Pokud je vSak zanét dostate¢né intenzivni,
projevi se systémovou reakci. Pro celkovou reakci organizmu jsou charakteristické tyto
projevy: horecka, bunééna odpovéd (leukocytoza), hormonalni odpovéd a zména
koncentrace proteini akutni faze [3, s. 73]. V roce 1992 byla piijata spole¢nosti Critical
Care Society definice syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS). SIRS je
systémova odezva organizmu na infekéni 1 neinfekéni podnéty. Jako sepse se oznacuje
SIRS vyvolany infekénim podnétem. Vzdy jde o akutni a Zivot ohrozujici stav. SIRS
muze vyustit az do stavu, kdy organové funkce nejsou schopny udrzet homeostazu
a dochazi k multiorganové dysfunkci, ktera se oznacuje jako syndrom multiorganového

selhani (MODS) [4, s. 549].

1.1.2 Vyznam a biochemicka charakteristika APP

Spole¢nou vlastnosti proteinli akutni faze je regulace jejich syntézy
prozanétlivymi cytokiny a zasadni vyznam v priabéhu zanétlivé odpovédi. APP maji
nckteré spolecné biochemické charakteristiky. Oligomerické uspotfadani ma vliv na
biologické funkce APP, ovliviiuje biologicky polocas a afinitu k cilovym strukturam.
Typicka je skupina pentraxinll s pentamerickym uspofdddnim. DalSim spole¢nym
znakem je vyznamna genetickd variabilita vétSiny APP, kterd ma vliv na plazmatické
hladiny v klidovém i zanétlivém obdobi. Polo¢as APP v cirkulaci zavisi na jejich
funkci. APP jsou z obéhu odstranény degradaci volnymi proteolytickymi enzymy nebo
mohou byt po vazb¢ na specifické receptory odstranény endocytozou [1, s. 19-21].

Proteiny akutni faze maji své specifické funkce, vétSina APP ma vSak
polyfunkéni charakter, jak je vidét vtabulce 1 a 2. APP pisobi jako regulatory
zanétlivych reakci, slouzi k opsonizaci bakteridlnich membran a bunécnych slozek. Dale
se uplatiyji jako inhibitory, inaktivuji proteolytické enzymy a tim chrani tkané pred
proteolyzou. Maji ulohu scavengerii neboli ,,zametact*, ktetfi zajisStuji ochranu pied

oxidaénim stresem. Dulezitou funkci je i imunomodula¢ni aktivita, kdy dochazi

k ovlivnéni tvorby cytokinti a leukocytti pomoci specifickych receptori pro APP. APP
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maji transportni funkci, také se uplatiuji pii adhezi a agregaci trombocytl, aktivuji
komplement, dale ovliviiuji koagulacni kaskadu a inhibuji fibrinolyzu. V neposledni
fadé¢ napomahaji v reparacnich procesech, reguluji bunécnou proliferaci a stimuluji

angiogenezi [1, s. 22-26; 6, s. 491].

1.1.3 Rozdéleni APP

Do rodiny proteind akutni faze patii asi 30 plazmatickych bilkovin jaterniho
puvodu s pozitivnim, negativnim nebo neutralnim chovanim b&hem systémové reakce

[7,s. 5]. Podle toho APP d¢lime:

» Pozitivni APP
Diky stimulaci IL-1, TNF-a, IL-6 nebo jejich kombinaci dochazi ke zvySeni
plazmatické hladiny pozitivnich APP [1, s. 15]. V tabulce 1 je ptehled nejéastéji

vyuzivanych pozitivnich APP, jejich hlavnich funkci a referenénich mezi.

Tabulka 1. Pi‘ehled pozitivnich APP

Ref éni
Nazev Zkratka clerencnt Hlavni funkce

meze

opsonizace, aktivace komplementu,
C-reaktivni protein CRP 0-5mg/l | modulace fagocytdzy, indukce
apoptozy, antioxidacni aktivita

vazba HDL3, chemoatraktant
Sérovy amyloid A SAA 0-10mg/l | monocytil, adheze trombocytl,
baktericidni efekt

prekurzor kalcitoninu, modulace

Prokalcitonin PCT 0-0,5 pg/l N
cytokinové sité

transport medi, ochrana pred
Ceruloplazmin Cpl 0,2-0,6 g/l | oxida¢nim stresem, stimulace
angiogeneze

vazba volného hemoglobinu pfi

Haptoglobin Hp 0,3-2,09g/l | hemolyze, inhibice lyzozomalnich
enzymil
Hemopexin Hpx 10-19 g/l vazba volného hemu pii hemolyze,

ochrana ptfed oxida¢nim stresem

faktor koagulaéni kaskady,

e 2-4q¢ll
Fibrinogen Fbg of agregace trombocytd

ochrana pied proteolyzou,

oy-antitrypsin AAT | 12=2400 1 omodulani aktivita, SERPIN

12
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. . 0,18-0,26 h fed proteolyzou,
ai-antichymotrypsin | AACT ochirand prec proteoyzou

g/l imunomodulaéni aktivita, SERPIN
Inhibitor aktivatoru PAI-1 0,11-0,69 | inhibice fibrinolyzy, ovlivnéni
plasminogenu 1 g/l koagula¢ni kaskady, SERPIN
a1-kysely S . .
. nhibice T-lymf , stimul
glykoprotein AGP 05-1,2¢g/ ol ymiocytu, stimulace

. fibroblastt, vazba APP a hormont
(orosomukoid)

zasahuje do bunécné proliferace,
a,-makroglobulin AM 1,2-2,4 g/l | inhibice NK bungk, fibrinolyzy,
tvorby volnych radikala

Slozke komolement C30,75- 1,4
LKy KOMPIEMENI | ~3 4 | C40,1-0,34 | Lyza bakterii, bundk
C3aC4 "

Upraveno dle [1, s. 16-26 ], dopinéno [4, s. 832-863].

= Negativni APP
Mezi negativni APP patii albumin, prealbumin a transferin (tabulka 2). Béhem reakce

akutni faze dochazi k poklesu plazmatické hladiny téchto bilkovin. Prozanétlivé
cytokiny inhibuji jejich tvorbu v jatrech. Negativni APP jsou dilezité transportni
a strukturni proteiny, které se uplatituji predevSim v klidovém obdobi. Pfiinou sniZeni
je jejich urychleny katabolizmus a omezeni proteosyntetické kapacity jater. Jatra tvori
pfednostné pozitivni APP, coZ jsou proteiny imunitnich, zanétlivych a reparacnich dé&j,

které jsou nezbytné pro prekonani akutni faze zanétu [1, s. 15; 3, s. 73].

Tabulka 2. Pirehled negativnich APP

Nazev Referencni meze ‘ Hlavni funkce
Albumin 35-504¢l/ transportni protein, udrzuje onkoticky tlak
Prealbumin 0,19-0,39 g/l transportni protein

) transport a metabolismus Zeleza, baktericidni
Transferin 2,2-3,64/l e , NP
ucinky, stimulace bunécné proliferace

Prevzato a upraveno dle [1, s. 23].

* Neutralni APP
Jsou to proteiny, jejichz koncentrace se béhem zanétu neméni. Zda bude hodnota
proteinu neutralni, vzdy zaleZi na konkrétni situaci. Neutralita APP je zptsobena

odliSnym efektem IL-6 na jedné strané a IL-1 a TNF-a na stran¢ druhé. Piikladem je
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sérovy amyloid P (SAP). IL-6 stimuluje expresi a sekreci SAP, zatimco IL-1 expresi
Vv jaternich bunkach inhibuje. IL-1 tedy blokuje IL-6 a plazmaticka hladina se neméni
[1,s. 15].

Proteiny akutni faze se dale mohou d¢lit do 3 skupin podle rychlosti zmén

plazmatické koncentrace:

= Casné APP
Pro ¢asné APP je typicka velmi rychla odpovéd’, narust koncentrace je patrny jiz za 6 az
10 hodin. Patti sem bilkoviny s velmi kratkym biologickym polo¢asem. Jejich vzestup
vrcholi béhem druhého a tfetiho dne. Nartst plazmatické koncentrace muze byt az
1000nasobny oproti fyziologické hodnoté. Patéi sem piedevs§im C-reaktivni protein,

sérovy amyloid A a prokalcitonin.

= Stfedné rychle reagujici APP

Néstup téchto proteint je o néco pozvolnéjsi nez u casnych APP. Koncentrace stoupa za
12 az 16 hodin od pocatku zanétu a maxima dosahuji 72 az 96 hodin od zacatku zanétu.
Patii sem napif. os-kysely glykoprotein, og-antitrypsin, haptoglobin a fibrinogen.

Vzestup koncentrace je maximalné 2 - 4nasobny.

* Pozdni APP
Plazmaticka koncentrace stoupa velmi pozvolna za 48 az 72 hodin, maximalni vzestup

hladiny je nejcastéji 50 az 100 %. Hlavnimi zéastupci jsou ceruloplazmin a slozky

komplementu C3 a C4 [8; 6, s. 492].

1.1.4 Cytokiny

Cytokiny jsou zanétlivé mediatory, tvoii velkou skupinu informacnich molekul,
kter¢ maji polypeptidovou strukturu. Jejich plisobeni je pfevazné autokrinni
a parakrinni, ale nékteré cytokiny s velkou prozanétlivou aktivitou, hlavn¢ IL-1, 1L-6
a TNF-a, nékdy mohou mit i endokrinni u¢inek podobné jako hormony. Cytokiny se
vazou na specifické bunééné membranové receptory. Zdrojem cytokinll jsou piedevs§im
vSechny bunky imunitniho systému, ale schopnost tvofit cytokiny maji 1 somatické
buniky, tim je zajiSténa meziorgdnovd komunikace a homeostdza. Jejich ucinky se

prostiednictvim jednoduchych 1 slozitych zpétnych vazeb vzijemné ovliviluji,
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prekryvaji a dopliuji. V soucasné dobé¢ je popsano pies 130 cytokint, ale jejich celkovy
pocet se odhaduje na 300 [4, s. 550].

V bunééné imunité, v humoralni imunit¢ a dale na interferony a hematopoetické
cytokiny [3, s. 159].

Zanétlivé cytokiny jsou hlavnim podnétem k syntéze proteind akutni faze. IL-6
je hlavnim induktorem syntézy pozitivnich APP a zaroven inhibitorem negativnich
APP. IL-1 a TNF-a maji také piimou stimulacni aktivitu na jatra, ale vétSinou plisobi
zprostiedkované indukci IL-6. Vzijemny vztah cytokinll a proteinti akutni faze je
oboustranny a ovliviiuji ho jednoduché nebo slozité zpétné vazby. Pro hladky pribéh
zanétlivé odpovédi je také dulezitd piritomnost glukokortikoidl. Glukokortikoidy jsou
dalezité pro optimalni tvorbu APP, maji komplexni charakter a nelze je oznacit jako

inhibi¢ni nebo stimula¢ni [1, s. 41-42].

1.2 Sérovy amyloid A (SAA)

Sérovy amyloid A je spole¢ny nazev pro rodinu polymorfnich apolipoproteint.
SAA patii mezi hlavni APP, je syntetizovan pfedevsim v jatrech a jeho koncentrace
stoupa pasobenim zanétlivych cytokind. Je to vazebny protein HDL. Do skupiny SAA
fadime nékolik strukturné podobnych proteinti, které jsou kodovany v multigennim
komplexu na chromozomu 11. Exprese proteini muize byt jak konstitutivni, tak
indukovana zanétlivymi faktory. SAA je stejné senzitivni APP jako CRP, ale piesto
neni zdaleka tak Casto vyuzivan v diagnostice nebot’ jeho tloha byla zjisténa pozdé&ji

a teprve nedavno byly vyvinuty metody stanoveni pro rutinni praxi [1, s. 61-62; 9].

1.2.1 Geneticka a biochemicka charakteristika

SAA je skupina proteinid, kodovanych rliznymi geny, které se nachazeji na 11.
chromozomu. Na kratkém raménku 11. chromozomu byly identifikovany 4 geny,
oznacené SAA-1 — 4. VSechny geny maji shodnou strukturu, skladaji se ze 4 exoni a 3
intrond, coz je typické pro geny apolipoproteini. SAA-1 a SAA-2 maji stejnou sekvenci
nukleotidi a koduji identicky protein. Exprese je indukovana zanétlivymi cytokiny
a jejich produkt ma vlastnosti APP. Produkt SAA-1 a SAA-2 se oznacuje jako A-SAA.
SAA-1 ma 3 alelické varianty SAA-1-alfa, -beta, -gama a SAA-2 ma 2 alely SAA-2-
alfa, -beta. SAA-3 je pseudogen. SAA-4 je zanétlivymi stimuly regulovan jen
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minimalné. Produktem SAA-4 je konstitutivni SAA oznaceny C-SAA, jeho exprese se
velmi lisi od A-SAA. Primarni struktura C-SAA ma jen 55 % homologii S A-SAA [1, s.
62; 9, s. 381-382].

Biochemicka struktura neni zatim dostatecné prozkoumana. Usporadani SAA
v cirkulaci je monomerické i hexametrické a ob& formy jsou v rovnovaze. Sekundarni
struktura je tvofena a-helixy a -strukturou. Molekulova hmotnost je 11 az 15 kDa [1, s.
62-63]. Predpokladany biologicky poloas SAA je asi 1 hodina, ale neni Gplné piesné
znam. SAA je Casny marker zanétu, jeho koncentrace stoupa béhem 6 az 9 hodin
od zanétlivého stimulu. Normalni plazmatické hladiny jsou 0 az 10 mg/l. Koncentrace
SAA v klidovém stadiu nepiesahne 20 mg/l, ale po vyrazném stimulu, jako je napf.
operace nebo infekce mohou hodnoty stoupat k 400 az 500 mg/l nebo i vySe. Syntéza
SAA je indukovana prozanétlivymi cytokiny, hlavné IL-1 a IL-6 [10, s. 81; 1, s. 63].

1.2.2 Funkce a vyznam

SAA jsou malé apolipoproteiny, které béhem reakce akutni faze rychle asociuji
s tieti frakei vysoce denznich lipoproteinti (HDL3). Vyznam vazby mezi SAA a HDL3
neni zatim zcela jasny. SAA chrani pfed oxida¢nim stresem v misté zanétu, protoze
inhibuje tvorbu kyslikovych radikalt. Dale plisobi jako chemoatraktant a regulator
migrace monocytl, neutrofili a lymfocytd skrz endotelidlni sténu. Na membrané
monocytl se nachdzeji specifickd vazebna mista pro SAA. Dal§imi funkcemi SAA jsou
adheze trombocytl a piimy baktericidni efekt [1, s. 64-65].

Pii akutnim zanétu piinasi produkce SAA organizmu vyhody. U chronického
zanétu ma kvuli dlouhodobé nadprodukci neptiznivé disledky. V zanétlivém lozisku
dochazi kuvolnovani IL-1, IL-6 a TNF-a z bunék zanétlivého infiltratu. Uvolnéné
cytokiny stimuluji jatra k produkci SAA. SAA je prekurzor amyloidu A (AA).
V lyzozomech dochazi K proteolytickému Stépeni a degradaci SAA na amyloid A.
Amyloid A se uklddd v organech a vznikd sekundarni amyloidéza. Amyloidéza je
onemocnéni, které se projevuje hromadénim latek proteinové povahy v extracelularnim
prostoru. Sekundarni amyloid6za navazuje na chronickd zanétlivd onemocnéni
infekéniho 1 neinfekéniho plvodu. Postihuje predevSim ledviny, jatra, slezinu,
nadledviny, lymfatické uzliny a stfevo. Poskozeni orgdnii miize byt rlizné, zavazné je
predevsim u ledvin, kde hrozi selhani [1, s. 66; 11, s. 59].

Autofi RySava et al. hodnotili vliv SAA na vznik a progresi sekundarni

amyloidézy ledvin. Bylo vySetfeno 22 nemocnych s histologicky prokazanou
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amyloidozou ledvin a 23 zdravych dobrovolnikd. Hladiny SAA dobfe koreluji
S ostatnimi markery zanétu. SAA je pfeménén na amyloid A ptisobenim leukocytarnich
proteaz a za prispéni glykosaminoglykani. Cilem bylo najit souvislost mezi SAA
a rozsahem amyloidovych depozit. Mimo jiné¢ byla prokézana jednozna¢na korelace
mezi SAA a CRP. Hladiny SAA byly vyrazné¢ zvySeny u skupiny pacientl
s amyloiddzou, nejvyssi hodnoty byly u jedinci s pokro¢ilym onemocnénim. Nebyla
prokdzana piima souvislost mezi SAA a hladinami TNF-a a IL-6. Je zfejmé, Ze pro
dalsi progresi amyloidozy je potifeba dlouhodobé zvyseni SAA a ne jednorazovy vykyv
k vysokym hodnotam [12, s. 151-154].

SAA predstavuje podobné jako CRP rizikovy faktor rozvoje aterosklerdzy.
Ateroskler6za hrozi hlavné jedinciim s chronickym zanétem, tedy se zvySenou

koncentraci A-SAA [1, s. 187].

1.3  C-reaktivni protein (CRP)

Nazev proteinu je odvozen od jeho schopnosti reagovat s C-polysacharidem
Streptococcus pneumoniae. Byl objeven v roce 1930 Williamem Tilletem a Thomasem
Francesem z Rockefellerovy univerzity. Patii mezi pentraxiny. Je to nejdéle znamy
a klinicky nejvyznamnéjsi APP. U zdravého c¢lovéka je jeho koncentrace velmi nizka,
béhem zanétlivého stimulu vSak stoupd az na nékolikanasobek ptivodni hladiny. Béhem
velmi intenzivni zanétlivé reakce muze hladina dosdhnout az tisicindsobku. Koncentrace
Vv séru roste za 6 az 9 hodin po zac¢atku zanétu a vrcholi za 1 az 3 dny. Syntéza probiha
V hepatocytech a je vyvolana cytokiny, pfedev§im interleukinem 6. Nartst koncentrace
vyvola predevsim bakterialni zanét, u virovych zanétl je zvyseni minimalni. Stanoveni
CRP se uplatituje naptiklad pro v€asnou diagnostiku a sledovéani pribéhu bakteridlni
infekce, Kk odliseni bakterialni a virové infekce, zachyt hnisavych komplikaci
po operacich, sledovani akutniho infarktu myokardu, revmatickych chorob a malignich
onemocnéni [1, s. 43-48; 3, s. 71]. CRP je velmi citlivy parametr, ale nespecificky.
Neinformuje o tizi onemocnéni, ale pouze o pritomnosti infekce. Ke stimulaci sekrece
staci malad zanétliva reakce, zvySuje se hlavné pii lokalizované infekci, ale i pii sepsi,

pfi rejekci $tépu a po operaci [4, s. 535].
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1.3.1 Pentraxiny

Pentraxiny jsou proteiny s multimerickym a pentagonalnim uspofadanim.
Muzeme je rozdélit na dvé skupiny. Klasické, tzv. kratké pentraxiny, mezi které se fadi
nejdéle znamy predstavitel pentraxint CRP a sérovy amyloid P (SAP). Druha skupina
jsou dlouhé pentraxiny, byly objeveny pocinaje rokem 1993 a jejich pocet
pravdépodobné neni definitivni. Zatim je znamo 5 dlouhych pentraxini — pentraxin 3
(PTX3), neurondlni pentraxin 1 (NPI), neurondlni pentraxin 2 (NP2), neurondlni
pentraxinovy receptor (NPR) a polydom. Ve srovnani s kratkymi pentraxiny maji
molekulovou hmotnost podjednotek ptiblizn€ dvojnasobnou, proto byla skupina
oznacena jako dlouhé pentraxiny. VétSina dlouhych pentraxint nepatii mezi APP, jejich
syntéza neni piisn¢€ vazana na jatra. Regulace a lokalizace syntézy je variabilni.

Nézev celé skupiny pentraxinll je odvozen od hlavniho zastupce CRP, ktery ma
pentagondlni tvar molekuly. Lidsky CRP je pentamer, tvoifi ho 5 identickych
globularnich podjednotek 0 hmotnosti 25 kDa spojenych nekovalentni vazbou
do jednoho pentamerického cyklu. Dalsi zastupce skupiny kratkych pentraxint je SAP,
ktery je dekamer. Tvofi ho tedy 10 podjednotek uspoiadanych do dvou nekovalentné
navazanych pentamerickych cyklia. Oba kratké pentraxiny jsou reaktanty akutni faze,
ale jejich koncentrace je zdvisld na zivocisSném druhu. CRP je hlavni reaktant akutni
faze u Clovéka a SAP je hlavni APP u hlodavci. U ¢lovéka se SAP pifi reakci akutni
faze chova jako neutrdlni APP. CRP a SAP jsou soucésti nespecifické obranné reakce
organizmu, vazi se na fragmenty nuklearnich struktur, které se uvoliuji z poSkozenych
bun¢k pifi zanétu. Kazdd zpodjednotek CRP muize vazat 2 atomy Ca®*. CRP
za piitomnosti kalciovych iontd véaze Siroké spektrum ligandl, jako napt. DNA
a chromatin, imunokomplexy, rizné sacharidy a slozky komplementu [1, s. 17-61; 13, s.

100-101].

1.3.2 Geneticka a biochemicka charakteristika

Gen pro CPR je ulozen na 1. chromozomu v regionu g2.1. Gen je v tésné vazb¢
s genem pro SAP a ve stejném regionu se nachazi i pseudogen CRP (CRPP1). Gen CRP
je tvofen dvéma exony, které jsou oddé€leny intronem. Prvni exon kdéduje tvodni
sekvenci a prvni 2 aminokyseliny proteinu. Druhy exon kéduje dalSich 204
aminokyselin [1, s. 45-46]. Jak jiz bylo feceno CRP je pentamer s molekulovou
hmotnosti 120 kDa. Biologicky poloc¢as CRP je kolem 19 hodin [10, s. 79].
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1.3.3 Funkce a vyznam

,CRP pusobi jako opsonizujici faktor pro fagocytozu bakterii, paraziti
a imunokomplext. Aktivuje klasickou kaskddu komplementu. Navic CRP vaze
chromatin, histony a malé ¢astice jadernych nukleoproteini® [1, s. 48-49]. Uplny rozsah
vSech biologickych funkci CRP neni dosud objasnén. V nasledujicich bodech jsou
shrnuty a popsany hlavni znamé funkce CRP:

= Opsonizace bakterii a bunéénvch slozek

CPR je schopen vazat poSkozené a nekrotické ¢asti bunék. CRP se vaze na
fosfatidylcholin v bakterialni sténé a na bunéénych membranach kalcium-dependentni
vazbou. Na kazdou podjednotku CRP se navazi 2 atomy Ca’* a dojde ke zménd
alosterické konfigurace CRP. V této podobé muze dojit k vazbé na cilové struktury,
nejCastéji na nuklearni chromatin a membrany poskozenych bunck. Nedochazi vsak
K vazb¢ na zdravé bunky [1, s. 49].

= Aktivace komplementu

Komplement je asi 30 sérovych a membranovych proteind, z nichz hlavni slozkou je 9
sérovych proteintl, které oznaCujeme C1 — C9. Po reakci na rtizné podnéty dochazi ke
kaskadovité aktivaci jednotlivych slozek. Komplement se aktivuje tfemi cestami —
alternativni, lektinovou a klasickou cestou. CRP je aktivator klasické cesty
komplementové kaskady. CRP se vaze na nékteré mikroorganizmy a poté je schopen
vazat a aktivovat protein C1 [5, s. 49-52].

=  Pfimé imunomodulaéni aktivita

Na membrané neutrofilti, monocytli a NK bunék (pfirozenych zabiject) jsou specifické
fagocytarni aktivity a dalSich funkci [1, s. 50]. CRP také pies aktivaci svych receptort
moduluje efekty prozanétlivych cytokinu [13, s. 102].
= Dalsi funkce

Utinky CRP na funkci trombocyti a lymfocytd nejsou zatim zcela objasnény. CRP se
vSak uplatiiuje pfi adhezi a agregaci trombocytli. Podle nékterych studii ma CRP také
pfimou antioxidacni aktivitu. Pfesto vSak hlavni funkci CRP =zistava eliminace
exogennich a endogennich patologickych struktur a néslednd aktivace komplementu
[13,s.102].

CRP je v séru zdravych lidi pfitomen v nizkych koncentracich, coz je do 5 mg/l.

Béhem zanétlivého procesu koncentrace mnohonasobné stoupaji. CRP ma velmi kratky
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biologicky polocas, proto koncentrace klesaji rychle, asi 50 % za den. Tu skutecnost je
mozné vyuzit pfi monitorovani antibiotické¢ 1é¢by. Hladina CRP se miize zvySovat
1 fyziologicky, napt. u novorozencii (3. den az 15 mg/l) a kojenct (do 10 mg/l), dale
Vv t¢hotenstvi (do 20 mg/l). ZvySeni je mozné i u kutdkl a po nadmérné fyzické zatézi.
CRP mé vyznamnou cirkadianni variabilitu. Koncentrace mtize stoupat s vékem, dale
hladina souvisi s vysokym krevnim tlakem, konzumaci alkoholu a kavy, nizkou
fyzickou aktivitou, inavou, zvySenou hladinou triacylglycerolii, inzulinovou rezistenci
a diabetem [10, s. 79].

V soucasné dobé¢ se o CRP hovoii v souvislosti s aterosklerozou a cévnimi
komplikacemi. V kardiovaskularni mediciné se stanovuje vysoce senzitivni CRP (hs-
CRP). Stanoveni CRP vysoce senzitivni metodou ma nizsi detek¢ni limit a umoZznuje
pfesné stanoveni v niz$ich koncentracich. U jedinct s hodnotami v horni ¢asti normy
(nad 2,4 mg/l) je vyssi riziko koronarni piihody, cévni mozkové ptihody a ischemické
choroby dolnich koncetin nez u zdravych jedinct s hodnotami pod 1 mg/l. CRP mize
byt proteinem sledovanym v ramci prevence aterosklerdzy. Neni jisté, zda je CRP jen
markerem aterosklerézy nebo jestli se také podili na vzniku aterosklerozy
a aterosklerotickych komplikaci [14, s. 329-331].

1.4  Prokalcitonin (PCT)

Prokalcitonin patii mezi nové ukazatele zanétu. Mnoho let byl povazovan jen
za prekurzor hormonu kalcitoninu, az v roce 1993 byl prokazan jeho vyznam jako
zanétlivého mediatoru. Na prokalcitonin bylo po roce 1993 a samoziejmé i dnes
zam¢feno mnoho experimentalnich a klinickych studii, ale pfesto je stdle mnoho
nejasnosti ohledné jeho metabolizmu a fyziologického vyznamu. U zdravého ¢loveka je
produkovan C-bunikami §titné zlazy a nasledné pfeménén na aktivni hormon kalcitonin.
Pii zanétu se produkce PCT piesouva hlavné do jater. Byly prokazany vysoké
plazmatické hladiny pfedev§im u bakterialni a mykotické infekce. U lokalnich
bakterialnich infekci a u virovych infekci se PCT vyznamné nezvySuje. Vysoké
koncentrace najdeme u akutnich bakteridlnich infekci a pfi sepsi. Prokalcitonin se
v diagnostice uplatiiuje jako senzitivni a specificky ukazatel bakteridlni infekce.
Plazmaticka hladina PCT stoupa podle typu a rozsahu zanétu [1, s. 241; 3, s. 73].

Syntéza prokalcitoninu béhem zanétu neni soustiedéna v C-bunikach §titné Zlazy,

protoZe pii zanétu se hladina zvysuje i u jedinci s tyreoidektomii. Radu let nebylo jasné,
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kde dochazi k syntéze zanétlivého prokalcitoninu. Dnes uz vime, Ze hlavnim zdrojem
zanétlivého prokalcitoninu jsou jatra, ale i dalsi tkan€. Tvorba PCT byla prokazana
vV neuroendokrinnich bunkéch stfeva a plic, Vv monocytech a makrofazich. Déle bylo
potvrzeno, Zze k syntéze dochazi i v fad¢ dalSich bunéénych typu. Regulace syntézy
zanétlivého prokalcitoninu je zcela odlisna od regulace tyreoidalniho PCT. Zasadni vliv
na syntézu zanétlivého PCT ma bakteriadlni endotoxin (LPS) a prozanétlivé cytokiny,
hlavné¢ TNF-a a IL-1. Bakteridlni endotoxin je lipopolysacharid, je soucasti bunécné
stény bakterii a uvolnuje se do okoli po rozpadu bakterie. LPS je hlavnim stimulem pro
syntézu PCT [15, s. 23-29].

V tabulce 3 jsou fyziologické vlastnosti zanétlivého PCT a pro srovnani jsou

uvedeny vlastnosti PCT tvofené¢ho C-buiikami §titné zlazy a hormonu kalcitoninu.

Tabulka 3. Vlastnosti zanétlivého PCT a srovnani s PCT tvofenym C-buiikami

Stitné Zlazy a kalcitoninem

PCT tvoreny .
Zanétlivy PCT Kalcitonin
C-bunkami
Gen CALC-17? CALC-I
Zdroj hepatocyty aj. C bunky stitné zlazy
Dominantni
LPS, TNF-a, IL-1 hypokalcémie
regulace
M, 13 000 13 000 3500
Délka retézce 116 (114) AMK 116 AMK 32 AMK
) ) ) neni uvolfiovan do )
Polo¢as v cirkulaci 25 — 30 hodin 4 —5 minut
ob¢hu
Fyziologicky modulace hormonalni kalciotropni
vyznam cytokinové sité? prekurzor hormon

Prevzato z [15, s. 30].

1.4.1 Geneticka a biochemicka charakteristika
Prokalcitonin vytvotfeny V C-buiikdch S§titné Zlazy je tvofen peptidovym
fetézcem 0 116 aminokyselinach, ale zanétlivy PCT cirkulujici v krvi obsahuje jen 114
aminokyselin. Dochazi totiz k odstépeni dvou AMK. Prokalcitonin ma molekulovou
hmotnost 13 kDa. Prekurzorem prokalcitoninu je pre-prokalcitonin o 141
aminokyselinach, po odstépeni signalniho peptidu o 25 AMK vznika prokalcitonin.
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Z prokalcitoninu intracelularnim Stépenim vznikaji 3 molekuly. Dojde k odstranéni N-
terminalniho useku (N-prokalcitonin) o 57 AMK a C-terminalniho fragmentu
(katakalcinu) o 21 AMK za vzniku hormonu kalcitoninu. Kalcitonin ma 32 AMK
a sekvence odpovidda 60. az 91. pozici fetézce PCT. Struktura zanétlivého
prokalcitoninu a PCT tvofeného C-bunikami je identickd. Za normalnich okolnosti se
prokalcitonin tvofi v C-buiikach S$titné zlazy a skoro vsSechen je preménén
Vv endoplazmatickém retikulu C-bun¢k na funk¢ni hormon kalcitonin. Proto je jeho
koncentrace u zdravého clov€ka neméfitelnd nebo velmi nizkd. Nedochazi totiz
K uvolnéni ze $titné zlazy do ob&hu [15, s. 17-19; 10, s. 81].

,Gen zodpovédny za syntézu zanétlivého PCT nebyl zatim jasné definovan
a dosavadni Uvahy jsou pouze spekulativni. VétSina védci se nicméné domniva, ze
zanétlivy PCT je kodovén stejnym genem jako prekurzor kalcitoninu v C-buiikach §titné
zlazy*“ [15, s. 20]. Gen se nachazi na kratkém raménku 11. chromozomu a oznacuje se
jako CALC-I. V sousedstvi tohoto genu je dalsi trojice genti (CALC-II, CALC-III
a CALC-IV). Je mozné, ze maji spolecny evolucni piivod a uvazuje se 1 o existenci
dalSich neznamych gent této skupiny, které by mohli vyvolavat syntézu PCT béhem

zanétu [15, s. 20-22].

1.4.2 Uplatnéni v diagnostice a interpretace nalezi

PCT se jiz tadu let vyuziva k diagnostice zanétlivych stavii a porovnava se
s dals§imi uzivanymi zanétlivymi markery. Vysetieni PCT se uplatiiuje v diferencialni
diagnostice zanétlivych onemocnéni. Slouzi k odliSeni bakteridlni a nebakteridlni
infekce. Uplatnéni ma také u monitorovani kriticky nemocnych pacientl. Vysoké a dale
rostouci hladiny PCT svéd¢i pro bakteridlni komplikace a Spatnou progndzu pro
pacienta. Pokles hladiny PCT naopak znamena ustup infekce a ptiznivou prognozu.
Dale se pouziva pii sledovani 1écby a prubéhu bakterialni infekce a v diagnostice
bakterialnich infekci u imunosuprimovanych pacientt [15, s. 84-88].

U zdravého jedince je koncentrace v plazmé pod 0,5 pg/l. Mirn¢ zvysSené
hodnoty jsou od 0,5 az 2 pg/l, od 3 png/l se jedna o vysoké hodnoty a velmi vysoké jsou,
pokud dosdhnou 30 az 300 pg/l. U velmi tézkych bakterialnich infekeci mohou hladiny
PCT doséhnout az na 1000 ng/l. Podle plazmatické hladiny PCT miiZeme rozeznat
systémove a lokalizované infekce. Pokud se infekce tyka jen jednoho organu a nejde

o systémovy zanét, pak by hladina PCT nem¢la presahnout 5 pg/l. Pii sepsi byvaji
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hodnoty nad 10 pg/l, ale mohou byt i nékolikanasobné vyssi [4, S. 535]. Nejcastéjsi

interpretace nalezti PCT je uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4. Interpretace nalezi PCT

PCT (ng/l) Hodnoceni Vybrané klinické stavy

0-05 normalni hodnoty zdravé osoby

lokalizovany infek¢ni zané€t, chronicky
05-2 mirné zvySeni . .

zanét, virozy (hepatitis A, B)

systémova bakteridlni infekce, intenzivni
2-10 vysoké hodnoty )

SIRS nebakteridlniho ptivodu
10 a vice velmi vysoké hodnoty | tézké sepse, multiorganové selhani

Prevzato a upraveno dle [15, s. 89].

V nasledujici ¢asti je shrnuto chovani PCT vriznych patologickych
i fyziologickych situacich a zvySeni PCT z infek¢nich a neinfekénich pticin.

= Sepse a infekce

Hladina PCT stoupd u generalizované bakteridlni, parazitdrni i plisiové infekce se
systétmovymi projevy. K vzestupu hladiny naopak nedochédzi u virovych infekci
a zanétlivych reakci neinfekéniho plivodu. Nejvyssi hodnoty nachazime u tézké sepse.
Mirné zvySeny je PCT u lokalizovanych bakteridlnich infekei, proto PCT neni
markerem lokalizované infekce. Vysoké hodnoty PCT jsou 1 u déti s téZkymi infekcemi
a u novorozenct je PCT indikatorem casné i pozdni sepse. PCT se také uplatiiuje pii
sledovani 1éCby antibiotiky, pokud je 1écba uspésnd, dojde k vyznamnému poklesu PCT.
Je tfeba pamatovat na to, Ze nizké hladiny PCT nevylucuji infekci a snizenim hladiny
u tézké infekce nedojde k iplnému potlaceni infekce. U téchto stavii se nesmi zanedbat
lécba antibiotiky [4, S. 535-536].

=  Pooperacni obdobi

Prokalcitonin je soucasti systémové imunitni odpovedi na operacni trauma. Ke zvySeni
hodnot PCT nékdy dochdzi i u sterilnich a mimobfisnich vykond, coz dokazuje, ze
nejen bakteridlni endotoxin vyvolava zvySenou syntézu PCT. Pfesné pficiny vzestupu
hladiny PCT v pooperac¢ni dobé nejsou zatim jasné. Mira zvySeni hladiny PCT zavisi
na typu a rozsahu operace. ZvySeni PCT pozorujeme piedev§im u vétSich operaci

(napt.: btisni a hrudni zakroky, operace v retroperitoneu a v mediastinu), hodnoty vsak
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vétSinou nepiekroci 2 pg/l. Pokud je koncentrace vyssi, mize jit o nastup infekénich
komplikaci. Pfesahnou-li hodnoty 10 pg/l, neni to obvyklé a miize se jednat o infekci.
Hladiny se zvysuji nejcastéji 1. az 2. den po zadkroku. U mensich operaci (napi.: drobné
extraabdominalni vykony, laparoskopické zakroky) jsou hladiny PCT vétSinou
vnormalu. U pacienti s vysokym rizikem sepse je doporueno denné stanovit
koncentraci PCT, lze tim pfedejit infekénim komplikacim a vyvoji sepse [4, s. 536; 15,
s. 55-62].
= Transplantace

»Infek¢éni komplikace ohrozuji Zivot zhruba 25 % pacienti po transplantaci srdce, plic
nebo jater. Jesté¢ vice (kolem 30 %) vykoni je komplikovano akutni rejekci
transplantované¢ho orgdnu® [15, s. 71]. Normalni imunitni odpovéd’ po podani Stépu je
potlacena tfadou 1€kl (imunosupresivni 1écba, kortikoidy, antibiotika). Infekce musi byt
vc€as odliSena od akutni rejekce Stépu. Plazmatickéd koncentrace PCT se méni podobné
jako u rozsahlé operace. Pokud nedojde ke komplikaci, plazmatické hladiny dosahuji
maxima 1. az 2. den po transplantaci. Akutni rejekce transplantovaného organu nema
zadny vliv na hladinu PCT, ale syst¢émova bakteridlni infekce vede k vyznamnému
vzestupu PCT i u imunosuprimovanych pacientt [15, s. 71-74].

= U novorozencu

Bezprostfedné po narozeni a nékolik dni po porodu byva hladina PCT zvySena. 24
hodin po porodu dosahne hladina maxima (0,5 — 21 pg/l), béhem 48 hodin klesne
pod hodnotu normélni pro dospélou populaci, coz je 0,5 pg/l. Vyznam fyziologického
vzestupu PCT po narozeni neni zatim objasnén. Pfesto 1 u novorozenct je prokalcitonin
senzitivnim markerem bakterilni infekce, je vSak potieba ptihlédnout K této odchylce
od normalnich hodnot. Pokud dojde k vzestupu nad fyziologické zvySeni, je tieba zvazit
vyskyt novorozenecké sepse [4, s. 536; 15, s. 78].

= Popéaleninové trauma

Pti popaleninach se zvySuje hladina PCT a zvySeni je imérné rozsahu popéleni a stupni
poskozeni tkdné. PCT se zvySuje brzy po popaleninovém traumatu, jiz do 8 hodin
a pretrvava n¢kolik dni [4, s. 536].

= Nehematologické malignity

Neéktera maligni onemocnéni vedou ke zvySeni prokalcitoninu, jednd se hlavné
0 medularni karcinom S§titné Zzldzy nebo malobunéény karcinom plic. U obou
onemocnéni jsou vychozi buiiky pfibuzné a zachovévaji si schopnost produkovat PCT.

U zdravého Cloveéka je hormonalni prekurzor prokalcitonin pfeménén proteolytickym
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Stépenim. U malignit, které pochazeji z C-bunck stitné zldzy a z neuroendokrinnich
bun¢k plic je zachovana produkce PCT, ale nedochazi k proteolytické degradaci [15,
S.75-76].

1.4.3 Kalcitonin

Jelikoz je PCT prekurzorem hormonu kalcitoninu, je na misté shrnout par
zakladnich informaci o kalcitoninu. Kalcitonin je peptidovy hormon produkovany
parafolikularnimi C-bunkami §titné zlazy. Sklada se z 32 aminokyselin a ma relativni
molekulovou hmotnost 3500. Kalcitonin vznika intracelularni  proteolyzou
prokalcitoninu v endoplazmatickém retikulu C-bun¢k S§titné zlazy. Hlavni funkci
kalcitoninu je snizovat hladinu sérového kalcia. Je antagonistou parathormonu
produkovaného pfistitnymi télisky. Stimulem pro jeho sekreci je zvySena koncentrace
kalcia. Kalcitonin se vyuziva i jako tumorovy marker k diagnostice a monitorovani

medularniho karcinomu §titné zlazy [3, s. 107; 4, s. 197].

1.5 Srovnani SAA, CRP a PCT

Spoleénym  znakem  sérového amyloidu A, C-reaktivniho proteinu
i prokalcitoninu je velmi nizkd nebo zanedbatelnd plazmaticka hladina v klidovych
stavech, ale pii infekénim nebo neinfekénim zénétu dochazi velmi rychle k vyrazné
indukci syntézy. Plazmaticka koncentrace muze stoupat 100x az 1000x [1, s. 224].

CRP a SAA jsou povazovany za nejcitlivéjsi reaktanty akutni faze. Hladina SAA
v séru se zvysuje 1 u virovych infekci vice nez CRP. CRP a SAA vSak nejsou specifické
parametry, naopak PCT je specificky ukazatel sepse, syndromu systémové zanétlivé
odpovédi (SIRS) a také syndromu multiorganového selhani (MODS). U virovych
infekcei, autoimunitnich poruch a malignit se PCT zvySuje jen minimaln¢ nebo vibec
[16, s. 469-470].
jejich kombinaci, tak aby co nejvice vypovidaly o stavu pacienta.

V tabulce 5 jsou pro porovnani uvedeny nékteré vlastnosti zanétlivych markeri

—SAA, CRP a PCT.

25



Bakalatska prace

1 Teoreticka ¢ast

Tabulka 5. Vlastnosti SAA, CRP a PCT

Jednotlivé parametry

Sérovy amyloid

C-reaktivni

Prokalcitonin

A

protein

Zkratka SAA CRP PCT
Referenéni meze 0-10 mg/l 0-5mg/l 0-0,5 pg/l
Relativni molekulova
11 — 15 kDa 120 kDa 13 kDa
hmotnost
Biologicky polocas 1 hodina 19 hodin 25 — 30 hodin
kratké raménko dlouhé raménko kratké raménko

Lokalizace gent

11. chromozomu

1. chromozomu

11. chromozomu

Délka ietézce (AMK) 104 - 112 AMK 206 AMK 116 (114) AMK
Vzestup hladiny za 6 — 9 hodin za 6 — 9 hodin za 6 — 8 hodin
Dominantni regulace IL-1, IL-6 IL-6 LPS, TNF-a, IL-1

1.6 Metody stanoveni

Stanovované zanétlivé markery by idedlné mély splnovat nékolik ekonomickych
1 diagnostickych pozadavka. Markery vhodné pro rutinni stanoveni by meély mit
vysokou senzitivitu a specificitu, moZznost statimového stanoveni, dale snadnou
interpretaci vysledkll a v neposledni fad€ by mély byt cenové dostupné. Je velmi tézké
splnit vSechny pozadované parametry. Proto metody stanoveni zanétlivych markert
prochézeji neustdlym vyvojem a vylepsuji se stavajici metody, aby markery spliovaly
diagnostickd i ekonomicka kritéria a zadroven byla zajiSténa co nejlepsi péce pacientim
[1, s. 245-248].

Proteiny akutni faze jsou nejCastéji stanovovany pomoci turbidimetrie
a nefelometrie. Jsou to optické zakalové metody zalozené na rozptylu zafeni
heterogennimi ¢asticemi. Méfime stupen zakalu neboli turbiditu. Na heterogenni castice
dopada zateni o urcité vinové délce, dochazi k odrazu a lomu zafeni a castecné
k absorpci zatfeni. Vzniklé sekundarni zafeni vychazi z roztoku vSemi sméry. Tento jev
byl popsan J. Tyndallem, proto rozptyl zéafeni oznacujeme jako Tyndalliv efekt

a rozptylené svétlo jako tzv. Tyndallovo svétlo [17, s. 76].
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1.6.1 Turbidimetrie a nefelometrie

Imunochemické metody

V klinické biochemii je mnoho metod, které jsou zamétené na méfeni stupné
zakalu — turbidity. Nejvyznamnéj$i znich jsou imunochemické metody [18].
Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie jsou bézné analytické metody, které jsou
kombinaci imunologickych a biochemickych metod. Zakladem je reakce antigenu se
specifickou protilatkou za vzniku imunokomplexu. Sledujeme koncentraci ptislusného
antigenu, ktera je umérnd hustoté zakalu nebo rychlosti tvorby zakalu. V soucasnosti

tyto metody ovladaji stanoveni sérovych bilkovin v rutinnich laboratotich [19, s. 45].

Turbidimetrie

Turbidimetrie je optickd metoda zaloZzend na meéfeni prochdzejiciho svétla
zeslabeného rozptylem na Casticich. Pii méfeni je obtizné ziskat dostate¢né stalou
reak¢ni smés, proto se pouzivaji ochranné koloidy, nejcastéji polyethylenglykol (PEG).
Absorbance primarniho toku zéfeni po prichodu rozptylujicim prostiedim, coz je
koloidni roztok nebo roztok zakaleny srazeninou se méii ve sméru dopadajiciho zafeni
absorpénimi fotometry nebo spektrofotometry [20, s. 167; 21, s. 272-273].
»~Fotometrickd citlivost je nepfimo Umérnd vlnové délce. Proto se napt. specifické
proteiny Casto stanovuji pii nejkratsi vinové délce dosazitelné standardnim fotometrem,
tj. pf1 340 nm v blizké UV oblasti. Do stfedni UV oblasti nelze dal postupovat, i kdyby
to spektrofotometr technicky umoziioval, nebot se zafne projevovat absorpce
nezreagovanych bilkovin, kterd mliZze hrubé zkreslit méteni zdkalu imunokomplexu®

[22,s.7].

Nefelometrie

Nefelometrie je metoda zaloZena na méteni intenzity difusné rozptyleného svétla
na dispergovanych casticich. Rozptylené svétlo, které vychazi z roztoku vSemi sméry,
méfime pod jinym uhlem nez je uhel dopadu paprskill. Pro toto méfeni se pouziva bud’
nefelometricky nastavec k fotometru nebo specialni nefelometr, ktery byva plné
automatizovan [21, s. 273]. Pouzivaji se laserové a konvencni nefelometry. Laserovy
nefelometr je zdrojem monochromatického zafeni, které je velmi intenzivni a ma
vysoky stupel smérovosti. Pro méfeni se pouzivaji helium-neonové nebo argonové

lasery. Svétlo rozptylené po prichodu laserového paprsku kyvetou je detekovano
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detektorem, ktery je umistén pod thlem 5 az 35° nebo 70 az 90°. Zdrojem zafeni
u konvencnich nefelometrii je halogenova zarovka nebo xenonova vybojka. Tyto
svételné zdroje vydavaji polychromatické zaieni, proto se pouzivaji interferencni filtry.
Stupent smérovosti U konven¢nich nefelometrti je nizky, proto je detektor nastaven

pod thlem 70 az 90° [18].

1.6.2 Stanoveni SAA

CRP a SAA jsou nejcitlivéjsi ukazatele pro hodnoceni zanétu, ale ptesto neni
SAA zdaleka tak casto vySetfovan jako CRP. Je to zpiisobeno dlouho neexistujici
vhodnou metodou pro rutinni praxi a problematicka je také produkce vhodné protilatky
proti SAA. To muze byt zpisobeno hydrofobni povahou SAA. Vyvoj novych metod
vsak stanoveni SAA v klinickych laboratofich usnadnuje.

SAA lze stanovit pomoci rliznych metod, napf. radioimunoanalyza, radidlni
imunodifize a ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Vsechny metody jsou
vSak vhodné spise pro vyzkumné laboratofe a ne pro rutinni provoz. Pro stanoveni SAA
Vv rutinnich laboratofich bylo nutné zavést automatizovanou a rychlou metodu, ktera by
umoznovala 1 statimovd vySetfeni. Proto byla vyvinuta imunochemickd metoda
stanoveni pomoci latexové aglutinace. Existuje i automatizovana metoda ELISA pro

stanoveni SAA, ktera je velmi citliva, ale nema $iroké vyuziti [9, s. 381-384].

= Stanoveni imunonefelometrickou metodou

Tato metoda byla pouzita ke stanoveni SAA u vSech vzorkl této bakalafské prace.
Stanoveni je zaloZeno na principu imunonefelometrie. Presny princip a podrobny popis

metody viz experimentalni ¢ast.

1.6.3 Stanoveni CRP

C-reaktivni protein je rutinné nejpouzivanéjsi a nejcastéji stanovovany protein
akutni faze. V naprosté vétSin¢ piipadi se pouzivd jako marker zanétu a slouZzi
k posouzeni odpovédi organismu na 1é¢bu, i kdyz vyznam a funkce CRP v lidském téle

jsou 8irsi [14, s. 330]. Nasleduji piiklady metod, kterymi 1ze CRP stanovit.

= Stanoveni imunoturbidimetrickou metodou

Touto metodou na principu imunoturbidimetrie byla stanovana hladina CRP u vSech

vzorkl v této bakalarské praci. Metoda je zalozena na reakci protilatky proti lidskému
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CRP, kterd je navazana na latexovych ¢asticich s CRP obsazenym ve vzorku. Vznika
nerozpustny imunokomplex, ktery zvysuje turbiditu reakéni smési. Stupen turbidity je
umérny mnozstvi CRP ve vzorku a méfi se pii 596 nm [23]. Méfeni hladin CRP bylo

provedeno na UKBP FN v Motole na biochemickém analyzatoru Advia 1800.

= Stanoveni imunonefelometrickou metodou

Stanoveni je zalozeno na principu nefelometrie. ,,K fosfatovému pufru se ptida naredéné
lidské sérum a polyklonalni kozi protilatka proti lidskému CRP navazana na Casticich.
Imunoreakci vznikaji nerozpustné komplexy, které tvoii zdkal a ten se méfi
nefelometricky pod thlem 90° od dopadajiciho laserového paprsku pii 670 nm* [22, S.
9].

= Vysoce senzitivni stanoveni CRP (hs-CRP)

Diky modernim metoddm na principu imunoturbidimetrie a imunonefelometrie je
mozné méfit CRP svelmi vysokou citlivosti s detekénim limitem 0,20 mg/l.
V soucasnosti jsou dostupné i metody schopné méfit hs-CRP Vv koncentracich okolo
0,15 mg/l. Stanoveni hs-CRP se uplatituje u pacientti s anginou pectoris a chronickou
koronarni nemoci, zvySené koncentrace hs-CRP mohou ptedpovédét srdecni piihodu.
Pacienti s vyssi koncentraci hs-CRP maji vétsi riziko kardiovaskularniho onemocnéni.

Hladiny hs-CRP se zvysuji pii obezité, u diabetikii a u kufaki [24, s. 163-164].

= POCT
POCT (point-of-care testing) je zkratka vyuzivana pro vySetfeni provedena piimo
vV misté oSetfeni pacienta. U stanoveni CRP je tato metoda stale vice vyuzivana, jak
vV nemocnicich, tak v terénni praxi. Pomoci malého pfenosného turbidimetru je mozné

stanovit CRP béhem né¢kolika minut [19, s. 98].

1.6.4 Stanoveni PCT

V nasledujici ¢asti jsou popsany piiklady metod, kterymi lze prokalcitonin

stanovit.

= Stanoveni elektrochemiluminiscenéni metodou

Touto metodou byla stanovena hladina PCT u vSech vzorki ze skupiny prokalcitoninu

na UKBP FN v Motole. Méfeni byla provedena na analyzatoru Cobas e411. Stanoveni
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je zalozeno na principu sendvicové metody. Po smichani dvou elektrochemicky
aktivnich substanci dochdzi pii urcitém napéti na platinové elektrodé k reakci vedouci
k emisi svétla. Biotinylovana monoklonalni protilatka proti PCT a monoklonalni
protilatka znacena rutheniovym komplexem reaguji s antigenem ve vzorku za vzniku
sendvicového komplexu. Po inkubaci se pfidaji mikrocastice potazené streptavidinem,
dochdzi k interakci mezi biotinem a streptavidinem. Poté po nasati reakéni smési jsou
mikroc¢astice zachyceny magnetickym polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky
jsou odstranény. Napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscencni emisi fotond, ktera je

zméfena fotonasobicem. Vysledky jsou vyhodnoceny podle kalibraéni kiivky [25].

=  Imunochromatografické stanoveni PCT

Jednd se o semikvantitativni stanoveni PCT, které slouzi jako orientacni vySetfeni,
piedevsim pii diagnostice sepse a septického Soku. Metoda je zaloZena na principu
imunochromatografické analyzy. Stanoveni se provadi na vysetfovacim prouzku, ktery
obsahuje dvojici protilatek proti odlisSnym sekvencim molekuly lidského PCT.
Na prouzek se nanese pipetou sérum nebo plazma a poté 30 minut probiha inkubace.
Intenzita barvy testovaciho prouzku je pfimo imérna koncentraci PCT. Koncentrace je

vyhodnocena na zakladé porovnani S referen¢ni barevnou Skalou [15, s. 111-112].
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2 Cile prace

1. Stru¢né shrnout zékladni poznatky o proteinech akutni faze a podrobnéji se zaméftit
na sérovy amyloid A, C-reaktivni protein a prokalcitonin. Popsat jednotlivé metody

stanoveni SAA, CRP a PCT.

2. Stanovit hladiny SAA u vSech vybranych skupin pacienti imunonefelometrickou

metodou na analyzatoru Immage 800.

3. Statisticky porovnat namétené hodnoty u jednotlivych skupin.

» U skupiny obéznich pacientek porovnat naméfené hodnoty CRP a SAA
s hodnotami kontrolni skupiny zdravych Zen a pokusit se prokazat stanovenou
hypotézu, ze koncentrace zanétlivych markert budou u obéznich pacientek vyssi
nez u zdravych zen.

» U skupiny kojenct a déti s nizkymi hodnotami CRP zjistit, zda CRP koreluje
s hladinou SAA.

* Na skupin¢ probandd vybranych podle hladiny PCT zhodnotit korelaci mezi
PCT, CRP a SAA.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Soubor pacientii

3.1.1 Skupiny pacient
Byly sledovany 3 skupiny pacientii:

1. Obézni pacientky a negativni kontrolni skupina

Skupina obéznich zahrnovala 24 pacientek, do skupiny byly vybrany pouze Zeny ve
véku 20 az 55 let s BMI nad 30. K obéznim pacientkam byla nahodné vybrana skupina
dvaceti zdravych Zen také ve véku 20 az 55 let S normalnim BMI, tedy BMI pod 25.
U vSech Zen byl stanoven cholesterol, triacylglyceroly, HDL cholesterol, LDL
cholesterol, CRP a SAA.

2. Kojenci a déti s CRP pod 3 mg/I

Skupina kojenct a déti celkem zahrnovala 60 probandi. Parametrem pro vybér byla
hodnota CRP pod 3 mg/l. Skupina byla rozdélena na 6 podskupin podle véku, tak aby
byly zahrnuty rizné vékové kategorie. V podskupinach byly kojenci a déti od narozeni
do 2 let. Kazda vekova skupina byla po 10 vzorcich. U vSech probandi byl stanoven
CRP a SAA.

Rozdéleni podle veku:

* 0-30dnt
* 31-60dnt
* 61-90dnt

= 91-180dntd

= 181 dni—1rok

= 1-2roky

3. Skupina prokalcitoninu

Skupina byla rozdélena na 4 podskupiny podle hladin prokalcitoninu a kazda
zahrnovala 25 vzorkd, celkem tedy bylo nasbirano 100 vzorki. Skupina prokalcitoninu
byla rozdélena na podskupiny, tak aby soubor zahrnoval vzorky jak s normalnimi
hodnotami PCT, tak i mirné zvysené, vysoké i velmi vysoké hladiny (viz tabulka 4).
U vsech vzorki byl stanoven PCT, CRP a SAA.

Rozdéleni podle hladiny PCT:

= 0-0,5pug/l
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= 0,51-2,0 g/l
= 2,1-10,0 ng/l
= 10,1->10,1 pg/l

3.1.2 Metodika sbéru a prechovavani vzorki

Vzorky byly postupné sbirany b&hem prosince 2011 a ledna 2012 na Ustavu
klinické biochemie a patobiochemie FN v Motole. Nejprve se sbiraly vzorky skupiny
prokalcitoninu. Z laboratorniho informaé¢niho systému byl vyti§tén seznam vybranych
pacientt, u kterych byl vySetfen prokalcitonin a CRP. Podle seznamu byly vyhledany
piislusné vzorky ulozené v lednicich. U skupiny prokalcitoninu se u vSech vybranych
vzorkli odebralo ze zkumavky minimalné¢ 500 pl séra do pifedem oznacené
mikrozkumavky Eppendorf. Pro pifehlednost a lep$i orientaci v mnozstvi vzorka se
kazda ze ctyt podskupin odebirala do rizn¢ barevnych mikrozkumavek. Podskupinu
s hladinou PCT 0 az 0,5 pg/l do ¢iré mikrozkumavky, hladinu PCT 0,51 az 2,0 pg/l do
zluté, 2,1 az 10 pg/l do Cervené a 10,1 pg/l a vice do modré mikrozkumavky Eppendorf.
Mikrozkumavka byla vzdy ptehledné popsana jménem pacienta a Cislem vzorku.

Poté se sbiraly vzorky kojenct a déti. Z laboratorniho informac¢niho systému se
tentokrat vytiskl seznam kojenci a déti ve véku od narozeni do dvou let s hladinou CRP
pod 3 mg/l. Opét se podle seznamu dohleddvaly vzorky ulozené v lednicich. U této
skupiny byl problém s mnozstvim séra. Kvuli nedostatku materialu se muselo mnoho
vzorku vyfadit. Odebiralo se vzdy alesponn 300 pl, pokud séra bylo ménég, vzorek se
nepouzil. Sérum se také odebiralo do pfedem oznacenych mikrozkumavek Eppendorf.

Vzorky posledni skupiny obéznich pochézely od pacientek Metabolické
ambulance UKBP FN Motol a byly pribézné posilany do laboratore UKBP FN
v Motole ke zpracovani. Z kazdé zkumavky se opét odebralo sérum do mikrozkumavky
pfedem oznacené jménem pacientky. Kontrolni skupina se skladdala z dobrovolnic, coz
byly ndhodné vybrané zdravé Zeny v pozadovaném vékovém rozmezi 20 az 55 let
a s BMI pod 25. Do této skupiny jsem pfispéla i ja vlastnim vzorkem krve.

Krev byla nabirana do odbérovych zkumavek Vacuette s aktivatorem srazeni.
Zkumavky byly po pfijmu centrifugovany 10 minut pti 4000 ot/min a teploté 4 az 6 °C.
Vsechny vzorky v mikrozkumavkach Eppendorf se vzdy hned zamrazily a uchovavaly
pii -20 °C v mrazniCce s kontrolovanym rezimem teploty. Vzorky je mozné uchovavat
zamrazené maximalné 3 meésice a po rozmrazeni se uz nesmi znovu zamrazit. Pred

analyzou se vzorky nechaly rozmrznout a poté se dikladné promichaly na tfepacce.
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3.2 Metoda stanoveni SAA

Hlavnim tkolem praktické ¢asti bakalarské prace bylo stanovit u vSech vzorka
sérovy amyloid A na biochemickém analyzatoru Immage 800. VSechna méfeni byla

provedena na Ustavu klinické biochemie a patobiochemie FN v Motole.

3.2.1 Princip metody

Stanoveni sérového amyloidu A na analyzatoru Immage 800 je zalozeno na
principu imunonefelometrie. Nefelometrie je optickd metoda zalozend na méfeni
intenzity difuzné rozptyleného svétla na dispergovanych Ccasticich. V ptfipadé
imunonefelometrie se svétlo odrazi od imunokomplexu, ktery vznika reakci specifické
protilatky s antigenem ve vzorku [20, s. 168]. U stanoveni sérového amyloidu A reaguji
polystyrenové castice potazené specifickymi protilatkami proti lidskému SAA se
vzorkem obsahujicim SAA. Vzniklé agregaty rozptyluji laserovy paprsek o vinové
délce 670 nm prochdzejici vzorkem. Intenzita rozptyleného svétla je Umérna
koncentraci SAA ve vzorku. Vysledek se stanovi srovnanim se standardnim vzorkem

o znamé koncentraci [26].

3.2.2 Immage 800

Nefelometr Immage 800 je pln¢ automatizovany analyzator od firmy Beckman
Coulter. Je mozné vySetfovat 24 biochemickych parametri najednou, pfistroj je
zamé&fen na analyzu specifickych proteinii a lékovych hladin. Umoziuje pfednostné
zpracovat statimové vzorky a jeho vykon je maximalné 180 testli za hodinu. Analyzator
je fizen externim pocitatem. Vysledky jsou vyhodnocovany pocitatem z kalibracnich
ktivek a pfevedeny na pozadované jednotky. U stanoveni SAA je vysledek uvadén na 2
desetinnd mista v mg/l. Analyzator provadi vypocet z namétené absorbance a kalibra¢ni
kiivky uloZené v paméti pfistroje. Doba potiebna k ziskani prvniho vysledku je 10
minut. Provozni teplota analyzatoru je 15 az 32 °C. Zdrojem svétla je laser o vlnové

délce 670 nm [27].

Kalibrace

Pii kalibraci se analyzuji vzorky o znamé koncentraci. Na zdklad€¢ odezvy
pfistroje a pfitazenim odezvy ke znamé koncentraci se vytvoii kalibra¢ni k¥ivka, ktera
slouzi k hodnoceni vzorkdi o nezndmé koncentraci. Kalibrace se provadi vzdy pfi

zavedeni metody a dale, pfi zméné Sarze, ¢i pokud naméfené hodnoty kontrol nespadaji
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do stanovenych mezi nebo na analyzatoru byla provedena oprava, vyména nebo
pravidelnd udrzba méficich soucasti. Jako kalibraéni materidl pro SAA se pouziva
standard od firmy Siemens (N SAA Standard SY). Koncentrace standardu je vzdy
uvedena v piibalovém letaku pro danou Sarzi. Jako nulovy kalibrator se pouziva Diluent
1 od firmy Beckman Coulter. Kalibrator je v lyofilizovaném stavu, proto se musi pied
pouzitim rozpustit. Lyofilizovany obsah lahvicky se rozpusti pfidanim 0,5 ml
destilované vody, poté se jemné promicha a je pripraven k pouziti nejdiive 60 minut po
rozpusténi a dokonalém promichani. V lyofilizovaném stavu se skladuje pfi teploté 2 az
8 °C v chladnicce a je stabilni do expirace uvedené na obalu. Po rozpusténi se kalibrator
skladuje také pfi 2 az 8 °C a je stabilni nejméné 28 dni. Provadi se Sestibodova
kalibrace. Pro ovéfeni spravnosti kalibrace se po kazdé kalibraci stanovi kontrolni

vzorek s deklarovanym rozmezim hodnot [26; 27].

Limit detekce

cvwr

nulové hodnoty. Limit detekce pro stanoveni SAA je 0,02 mg/1 [26].

Pracovni rozsah
Pracovni rozsah pro stanovené SAA je 0,8 — 40 mg/l. Pokud dojde k piekroceni

pracovniho rozsahu, je nutné vzorek natedit (pfesny postup fedéni viz kap. 3.2.5) [26].

3.2.3 Reagencie

Reagencie pouzité pii stanoveni SAA byly od firem Siemens a Beckman Coulter.
= Reagencie A — reagencie s protilatkou
N SAA Reagent (Siemens) — lyofilizované polystyrenové Castice potazené
ov¢imi protilatkami specifickymi pro lidsky SAA
= Reagencie B — dopliikova reagencie
Diluent 1 (Beckman Coulter)
= Kontrola— N SAA Control SY (Siemens)

Tabulka 6. Koncentrace a povolené rozmezi pouZité kontroly

Protein Koncentrace Povolené rozmezi

SAA 16,7 mg/l 13,4 — 20,0 mg/|

= Standard — N SAA Standard SY (Siemens)
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Tabulka 7. Koncentrace standardu

Protein Koncentrace

SAA 12,4 mg/|

* Promyvaci roztok — Wash solution

= Destilovana voda

3.2.4 Pristrojové vybaveni a spotiebni material

» Analyzator IMMAGE 800 Beckman Coulter
» Trepacka VORTEX

= Mikropipety

= Pipety

= Redici segmenty

» Reagen¢ni kazeta

» Stojanky na zkumavky — racky

= Zkumavky, zkumavky Eppendorf

= Kepy na kontroly

= Spicky (typ dle objemu pipety)

=  Buniéina

3.2.5 Pracovni postup

Piiprava vzorki

U vsech probandt byly béhem unora 2012 postupné zméteny hladiny SAA vzdy
v sériich 20 az 30 vzorku. Vybrana série vzorki se vyndala z mrazéku a vzorky se
nechaly volné rozmrznout. Po dikladném promichani na tfepaéce byly vzorky

pfipraveny k analyze.

Priprava reagencii

Reagencie A je v lyofilizovaném stavu. Je stabilni do expirace uvedené na obalu
a skladuje se v chladni¢ce pii 2 az 8 °C. Pied pouzitim se obsah lahvicky rozpusti
pfidanim 2 ml destilované vody. Lahvicka se jemné promicha, aby nedoslo k napénéni
obsahu a je pouzitelna nejdiive za 15 minut po rozpusténi. Po rekonstituci je stabilni
nejméné 4 tydny pii teploté 2 az 8 °C.

Reagencie B je pfipravena k pfimému pouziti. Je stabilni do expirace uvedené na

obalu a skladuje se pii laboratorni teploté.
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Kontrola je v lyofilizovaném stavu. Piiprava k pouZiti je stejna jako u standardu.
K lyofilizovanému obsahu lahvicky se ptida 0,5 ml destilované vody a k pouziti je
piipravena nejdiive za 60 minut. Koncentrace kontroly a povolené rozmezi je vzdy

uvedeno v piibalovém letaku pro danou Sarzi [26].

Vlastni postup méfeni

Pfed kazdym méfenim je potfeba zkontrolovat promyvaci roztok a kapalny
odpad. Pfed spusténim analyzy se automaticky kontroluje stav a funkcnost vSech ¢asti
pristroje. Pokud je zjisténa chyba, analyza se nespusti a na monitoru se objevi chybové
hlaSeni.

Nejprve se z lednice vynda reagenéni kazeta, jemné promicha a zkontroluje se,
zda je vkazeté dostatek reagencie A i B. Pokud je potieba, reagencie se doplni,
reagencie A 2 ml a reagencie B 6 ml. Pfed kazdym doplnénim reagencii je nutné kazetu
vyplachnout destilovanou vodou a jemné vysusit buni¢inou. Kdyz je vSe doplnéno,
vicka kazety se nahradi gumovymi zatkami a umisti se na kteroukoliv pozici po obvodu
reagenéniho karuselu v levé &asti piistroje. Céast karuselu s reagenénimi sety je chlazena,
proto se nechdva oteviena jen po nezbytné nutnou dobu. Béhem analyzy musi byt kryt
reagencniho karuselu po celou dobu uzavien.

Pred kazdym meéfenim se musi zkontrolovat stav fedicich segmentii. Na
dotykové obrazovce se zjisti pocet volnych mist na fedicich segmentech, v ptipadé
malého poctu volnych mist je tfeba segmenty vyménit. Dale se musi pied kazdou
analyzou vymazat data, zadand pii predeSlych meétfenich pro jednotlivée vzorkoveé
stojanky (racky).

Do vhodného vzorkového stojanku se umisti zkumavky a do kazdé
mikrozkumavka Eppendorf bez vicka. Do zkumavky Eppendorf se mikropipetou
napipetuje 200 pl predem pfipraveného (rozmraZeného a promichané¢ho) vzorku.
Stojanky se zkumavkami se umisti do vzorkového karuselu. Poté se musi na dotykové
obrazovce naprogramovat jednotlivé vzorky (Rack - ¢islo stojanku, Poz. - pozice vzorku
ve stojanku a Patient ID), zvolit pozadovanou metodu stanoveni (SAA) a ulozit.

Po provedeni ptedchozich krokil je analyzator pfipraven k méteni. Po skonceni
analyzy se automaticky vytisknou vysledky.

Pokud je vysledna koncentrace SAA mimo pracovni rozsah, je nutné vzorek 50x
nafedit. Do zkumavky Eppendorf se napipetuje 980 ul Reagencie B a 20 pl vzorku.

Sm¢és se promicha a znovu zméii, vysledek se nasobi 50x.
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Vzdy kdyz je potieba, zméfi se kontrola. Specialni zkumavka s ¢arovym kodem
pro kontrolu SAA se umisti do vzorkového stojanku. Do zkumavky se vlozi kep
a napipetuje se do n&j 100 ul kontroly. Poté se umisti do vzorkového karuselu. Kontrolu
neni potieba zadavat rucné, analyzator si dle ¢arového koédu vse automaticky nacte.
Pokud jsou opakované vysledky kontroly mimo interval spolehlivosti, musi se stanovit

nova kalibra¢ni kiivka [26; 27].

3.3 Statistické vyhodnoceni

Ziskand data bylo nutné statisticky vyhodnotit. Statistika slouzi ke
shromazd’ovani dat, manipulaci s nimi a jejich kvantitativnimu vyhodnoceni [28, s. 10].

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2010.

3.3.1 Skupina obéznich a kontrolni skupina

U této skupiny bylo potieba porovnat naméfené hodnoty zanétlivych markert.
Cilem bylo zjistit, zda u obézni skupiny jsou hladiny SAA a CRP vyssi nez u skupiny
zdravych zen. Byl pouzit dvouvybérovy F-test pro rozptyl a neparovy dvouvybérovy t-
test. Na zacatku byla vymezena nulové a alternativni hypotéza. Nulova hypotéza tvrdi,
ze rozdil mezi skupinami je nulovy. Jako nulova hypotéza (Hp) bylo stanoveno, Ze
pramérné hladiny SAA a CRP u obézni skupiny budou stejné jako u zdravé skupiny.
Naopak alternativni hypotéza tika, Ze zkoumana vlastnost u obou skupin je rozdilna, Ze
je mezi nimi statisticky vyznamny rozdil. V naSem ptipad¢é byla zvolena alternativni
hypotéza (Hi), ktera tvrdi, ze hladiny zanétlivych markerd (SAA a CRP) budou
u zdravé skupiny nizsi nez u obéznich Zen.

Nejdiive bylo potieba zjistit, zda soubor dat neobsahuje odlehlé hodnoty. Pokud
ano, je tieba odlehlé hodnoty ze souboru vyfadit, protoze maji Spatny vliv na vysledek
statistiky. Proto se nejprve spocital 1. kvartil (Q;) a 3. kvartil (Q3) a poté se odecetly.
Pomoci vypoctenych kvartilli a jejich rozdilu byla stanovena horni a dolni mez. Odlehlé
hodnoty, které lezely mimo horni a dolni meze byly ze souboru dat vyfazeny. Horni
a dolni meze byly vypocteny ze vzorct:

dolni mez = O1— 1,5 - (03— Q1)
horni mez = Q3 + 1,5 - (O3 — Q1).
Dale bylo nutné zhodnotit normalni rozloZeni dat, byla tedy vypoctena Sikmost

a Spicatost a mez Sikmosti a Spicatosti. Sikmost neboli kosost posuzuje nesoumérnost
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rozdéleni veli¢in. Idedlni symetricka rozdéleni maji nulovou Sikmost a nesymetricka
vykazuji zeSikmeni. Rozdéleni hodnot 1ze dale charakterizovat podle ostrosti vrchold —
$picatosti. Cim je ostfej$i maximum, tim je v&tsi $picatost [4, s. 804]. Pokud se jedna
0 normalné rozlozena data, méla by hodnota Sikmosti lezet v intervalu,
e _.. 6
—2 |- <Sikmost <+2 |-
‘\J (] ‘\‘ n

a pro Spicatost v intervalu,
~ ~

B . .. &
—4 ||— <Spicatost < +4 ||— .
‘\q (] ‘\q (]

Hodnota n ve vzorci znamena pocet probandl v souboru po vyfazeni odlehlych hodnot.
Pokud lezi hodnoty Sikmosti a $picatosti v daném intervalu, pak maji data normalni
rozlozeni.

Nez se zvoli vhodny test hypotéz, musi se zhodnotit, zda se porovnava jeden ¢i
dva vybéry a jestli vybery jsou na sob¢ zavislé nebo ne. V nasem ptipad¢ se jedna o dva
vybéry, protoze se porovnavaji dva soubory dat. Oba soubory jsou na sobé nezavislé,
protoze jde o0 dvé uplné rozdilné skupiny pacientek, obézni pacientky a zdravé zeny.
Mame tedy dva vybéry metrickych dat s normalnim rozloZenim a stanovenou hypotézu.
Nyni se mize provést parametricky test hypotézy.

Byl pouZit neparovy dvouvybérovy t-test. Nez byl proveden vlastni t-test,
musela se ovéfit shodnost rozptylu pomoci F-testu. F-test slouzi k porovnani shodnosti
nebo rozdilnosti rozptylti dvou vybéra. Diky F-testu se urci, jaky t-test pouzit, zda t-test
s rovnosti rozptyll nebo s nerovnosti rozptylli. Po provedeni F-testu byl pouZit
neparovy dvouvyberovy t-test s nerovnosti rozptyld. Je-li vyslednd hladina vyznamnosti
p mensi nebo rovna 0,05, pak pfijimdme alternativni hypotézu Hi. V opaéném piipadé

pfijimame nulovou hypotézu Ho.

3.3.2 Skupina kojencii a déti a skupina prokalcitoninu

Hlavnim cilem u skupiny kojenct a déti a u skupiny prokalcitoninu bylo
porovnat naméiené hodnoty zanétlivych markert a zjistit, zda koreluji. Na vyhodnoceni
proto byla pouzita korelacni analyza, kterd vyjadiuje vzajemny linearni vztah mezi
dvéma proménnymi. Ukolem statistické analyzy bylo stanovit silu zavislosti neboli
korelaci. Sila zavislosti se vyjadiuje prostfednictvim korela¢niho koeficientu. Byl pouzit
Pearsoniv korelac¢ni koeficient. U danych skupin bylo potfeba porovnat miru zavislosti

mezi stanovenymi analyty. U skupiny prokalcitoninu se porovnavala sila korelace u tii
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analyti - PCT, SAA a CRP. U skupiny kojenct a déti se porovnavala zavislost mezi
CRP a SAA [4, s. 813].

Ziskana data u skupiny prokalcitoninu a i u skupiny kojencu a déti byla v Excelu
sefazena do jednoho souboru bez ohledu na podskupiny. Nejprve bylo také potieba
vyfadit odlehlé hodnoty (postup viz kap. 3.3.1), které by ovlivnily hodnotu korela¢niho
koeficientu. Déle bylo nutné zhodnotit normalnost dat, stejn¢ jako u ptedchozi skupiny
obéznich a zdravé kontroly. Vypocetla se také Sikmost a Spicatost a mez Sikmosti
a Spicatosti.

Pearsontiv korela¢ni koeficient udava silu korelace metrickych dat a znaci se r.
Nabyva hodnot od -1 do +1. Pokud je jeho hodnota 0, znamena to nezavislost dat nebo
nelinearni zavislost. Cim vice je hodnota r blizka jedné, tim je vétsi korelace mezi
obéma veli¢inami. Je-li hodnota r kladna, znamena to, ze ob¢ veli¢iny soucasné rostou
nebo klesaji. Pokud vsak r nabyva hodnoty zaporné, tak jedna z veli¢in roste, zatimco
druha klesa. Piklad dat s kladnym a zapornym korelaénim koeficientem je zndzornén
na obrazku 1. Pro vizudlni pfedstavu je uzite¢né vzdy udélat bodovy graf. Pii hodnoceni
Pearsonova korela¢niho koeficientu tedy sledujeme znaménko a jeho velikost. Velikost
udava blizkost bodi kolem piimky, zatimco znaménko udéva smér, jak je vidét na
obrazku 1 [28, s. 176-177]. U skupiny prokalcitoninu byl vypocitan Pearsontiv korela¢ni
koeficient pro PCT a CRP, poté pro CRP a SAA a nakonec pro PCT a SAA. Korela¢ni
koeficient u skupiny kojencti a déti byl vypocitan pro CRP a SAA.

Obrazek 1. Priklady dat s kladnym a zapornym korela¢nim Kkoeficientem

Kladna korelace Zapornd korelace

Prevzato z [28, 5. 177].
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Poté co byl vypocten Pearsontiv korelacni koeficient, byl proveden test
vyznamnosti korelaéniho koeficientu. Pomoci toho testu bylo zjisténo, zda je linearni
vazba mezi proménnymi signifikantni (statisticky vyznamna) nebo neni signifikantni.

Test vyznamnosti korela¢niho koeficientu se vypocita podle vzorce,

_r(yn—2)

V1—r?

Vysledek testu se porovna s tabelovanym kvantilem Studentova t-rozdéleni pro n — 2
stupné volnosti na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Pokud je t vétsi nebo rovno ptislusné
hodnoté v tabulce, tak je korelace signifikantni. Je-li hodnota mensi nez t, pak neni
signifikantni [4, s. 814]. U skupiny prokalcitoninu dochazi k cykleni tii korelaci, proto
u této skupiny bylo nutné stanovit hladinu vyznamnosti p. Je-li p mensi nebo rovno
0,05, pak je vysledek signifikantni. Pokud je p vétsi, tak vysledek neni statisticky
vyznamny [28, s. 109].

41



Bakalaiska prace 4 Vysledky

4  Vysledky

Hladiny SAA byly méfeny na analyzatoru Immage 800, ostatni vysledky byly

poskytnuty Ustavem klinické biochemie a patobiochemie FN v Motole.
4.1 Skupina obéznich a kontrolni skupina

4.1.1 Namérené hodnoty

V nasledujicich tabulkach (tabulky 8 a 9) je uveden v€k a namétené hodnoty
triacylglycerolt, cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu, SAA a CRP

u skupiny obéznich Zen a u kontrolni skupiny zdravych zen.

Tabulka 8. Skupina obéznich Zen

Cislo Vék | Triacylglyceroly | Cholesterol HDL LDL SAA CRP
pacientky | (roky) (mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/1) | (mg/l) | (mg/l)
1 46 1,94 5,7 1,29 3,57 6,67 2,42
2 51 1,67 4,9 1,17 3,46 4,27 4,32
3 25 1,17 4,7 2,08 2,09 1,87 7,34
4 25 1,86 5,2 2,18 2,34 1,14 7,1
5 44 1,25 5,2 1,61 2,75 6,35 0,89
6 46 1,42 4 1,29 1,76 23,9 45,8
7 33 1,2 7,3 1,91 4,53 7,95 0,36
8 43 0,92 4,8 0,97 3,17 12,6 2,38
9 49 1,46 5 1,51 2,63 2,68 3,32
10 27 1,14 4,1 1,06 2,52 7,69 2,34
11 33 1,66 51 1,39 2,86 9,36 3,66
12 41 1,06 51 1,21 2,98 39,1 1,39
13 55 1,62 54 1,16 3,32 4,19 2,51
14 29 0,4 5 1,52 2,79 4,36 2,31
15 27 1,13 51 1,37 2,99 20,5 8,07
16 50 2,32 4,6 1,55 1,87 32,4 6,7
17 55 0,76 4,7 1,76 2,25 11,9 2,56
18 55 1,28 6,8 1,99 3,53 6,38 1,07
19 31 1,78 5 1,34 2,88 13,1 13,41
20 35 1,84 5,4 1,51 3,06 6,65 6,28
21 48 1,78 4,7 0,98 2,63 5,17 6,26
22 23 1,26 51 1,11 3,48 4,55 5,85
23 45 1,48 5 1,53 2,7 6,69 3,21
24 20 1,37 4,2 1,05 2,39 4,08 2,99
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Tabulka 9. Kontrolni skupina zdravych Zen

Cislo Vék | Triacylglyceroly | Cholesterol HDL LDL SAA CRP
pacientky | (roky) (mmol/I) (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mg/l) | (mg/l)

1 29 1 4,81 1,51 2,83 | 448 | 137
2 40 1,41 4,95 1,78 2,76 8,82 | 2,22
3 34 0,83 3,38 1,1 1,83 5,46 7,96
4 26 1,71 5,18 1,54 3,02 3,58 4,04
5 43 0,51 3,96 1,49 1,83 2,98 0,93
6 26 0,94 3,67 1,25 2,07 1,66 3,66
7 49 0,47 4,32 1,29 2,69 1,21 1,04
8 27 0,9 4,5 1,38 2,67 5,34 0,25
9 47 0,6 3,9 1,2 2,39 0,992 0,5
10 46 1,54 4,51 1,69 2,33 3,36 9,32
11 27 0,98 3,88 1,6 1,91 1,29 1,45
12 29 0,73 4,33 1,29 2,7 337 | 1,41
13 51 2,19 6,42 1,65 4,19 2,68 1,63
14 20 1,19 5,17 1,77 3,09 1,09 0,89
15 20 1,45 5,67 1,66 3,62 1,38 0,28
16 20 0,77 4,16 1,27 2,42 2,53 0,38
17 20 1,23 4,71 1,5 2,68 3,76 10,13
18 22 0,65 5,84 2,35 3,08 4,39 0,95
19 22 1,32 4,6 1,69 2,46 1,53 4,23
20 23 0,69 4,98 2,86 1,6 5,51 0,54

4.1.2 Statistické vyhodnoceni

Ve skupiné obéznich pacientek bylo 24 zen ve véku 20 az 55 let s BMI nad 30.

Kontrolni skupinu tvotilo 20 zdravych zen také ve véku 20 az 55 let a s BMI pod 25.

Nejprve byly srovnany hladiny SAA u obéznich a zdravych Zen, poté byl

stejnym postupem porovnan CRP. Pomoci kvartili byla stanovena horni a dolni mez

a vyfazeny odlehlé hodnoty. Pro SAA u obézni skupiny byly vyfazeny dvé odlehlé

hodnoty, SAA u kontrolni skupiny byl v mezich, proto nebyl vyfazen Zadny vzorek. Pro

CRP u obéznich i u kontroly byly vyfazeny dv€ odlehlé hodnoty. Dolni a horni meze

jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10. Dolni a horni meze pro SAA a CRP u obézni skupiny a kontrolni

skupiny zdravych Zen

SAA obézni SAA kontrola CRP obézni CRP kontrola
Dolni mez -7,26875 -2,475 -3,6525 -3,62625
Horni mez 23,68125 8,005 12,4075 8,18375
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Dale bylo ovéteno normalni rozlozeni dat pomoci Sikmosti, Spiatosti a meze
Sikmosti a Spicatosti. Bylo zjisténo, ze data maji normalni rozlozeni.

Byl proveden dvouvybérovy F-test pro rozptyl, ktery urcil, ze se pouzije
neparovy dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptyli. Po vypoctu t-testu dostdvame

hladinu vyznamnosti p. Vysledky t-testu jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11. Vysledky t-testu pro SAA a CRP

SAA CRP
0,003766354
p <0,05 p<0,05
Vysledek prijimame alternativni prijimame alternativni
hypotézu H; hypotézu H;

Jelikoz je hladina vyznamnosti p u SAA 1 CRP mensi nez 0,05, tak pfijimame
alternativni hypotézu H;. Na této skupiné obéznich a zdravych Zen bylo potvrzeno, Ze
zanétlivé markery (CRP a SAA) jsou u obéznich vyssi nez u zdravych Zen.

Obrazky 2 a 3 znazoriiuji srovnani SAA a CRP u skupiny obéznich Zen

a kontrolni skupiny zdravych zen.

Obrazek 2. Srovnani SAA u skupiny obéznich a zdravych Zen

Srovnani SAA u skupiny obéznich a
zdravych zen

15

10

W SAA u skupiny obéznich {mg/l) SAA u kontrolnf skupiny (mg/1)
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Obrazek 3. Srovnani CRP u skupiny obéznich a zdravych Zen

Srovnani CRP u skupiny obéznich a
zdravych zen

O =N W R O

B CRP u skupiny obéznich (mg/l)

CRP u kontrolni skupiny (mg/I)

4.2  Skupina kojenct a déti

4.2.1 Naméiené hodnoty

V tabulce 12 jsou uvedeny naméfené hodnoty CRP, SAA, vék a pohlavi kojenci

a déti.

Tabulka 12. Skupina kojencu a déti

Cislo Ve&k | iavi| CRP | SAA Cislo Veék Pohlavi| CRP | SAA
pacienta | (dny) (mg/1) | (mg/l) pacienta | (dny/roky) (mg/1) | (mg/l)
1 13 muz <0,5 |<0,992 31 139 muz 0,9 3,23
2 5 Zena <0,5 1,57 32 146 Zena <0,5 |<0,992
3 28 muz <0,5 |<0,992 33 145 muz 2,3 1,14
4 Zena 0,7 8,93 34 135 muz 2,1 <0,992
5 Zena 1,7 1,24 35 100 zena <0,5 2,22
6 muz <0,5 |<0,992 36 130 zena 1,4 1,99
7 27 muz 0,6 <0,992 37 170 Zena <0,5 |<0,992
8 6 muz <0,5 1,01 38 160 muz 2 7,13
9 25 Zena 2,9 10,6 39 102 zena <0,5 3,53
10 20 muz <0,5 2,02 40 97 muz <0,5 1,44
11 39 muz 0,8 1,26 41 258 Zena 0,6 2,09
12 38 Zena 1,5 1,86 42 334 Zena <0,5 |<0,992
13 36 muz <0,5 1,81 43 330 muz 0,8 2,22
14 57 muz <0,5 1,32 44 297 muz <0,5 |<0,992
15 35 Zena 0,8 <0,992 45 259 Zena 0,7 2,12
16 34 muz <0,5 |<0,992 46 363 muz 2 1,42
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17 59 muz <0,5 |<0,992 47 230 muz <0,5 |<0,992
18 49 Zena <0,5 |<0,992 48 281 Zena 0,8 2,1
19 42 Zena <0,5 |<0,992 49 354 muz <0,5 1,59
20 38 muz <0,5 |<0,992 50 207 muz 1,3 16
21 70 muz <0,5 2,04 51 2 roky muz 2,8 5,59
22 89 jena 1,8 1,41 52 1 rok mui | <05 | 27,4
23 77 Zena <0,5 2,66 53 2 roky muz 0,5 3,29
24 84 muz <0,5 2,18 54 2 roky muz 2,9 8,74
25 65 Zena 0,7 | <0,992 55 2 roky Zena <0,5 1,89
26 67 muz <0,5 2,42 56 2 roky Zena <0,5 2,33
27 83 Zena <0,5 |<0,992 57 2 roky muz <0,5 3,78
28 84 muz 1,3 11,7 58 2 roky Zena 0,5 3,27
29 61 muz <0,5 3,12 59 1 rok muz 2 28,4
30 74 muz 1,6 |<0,992 60 2 roky Zena 0,5 1,84

4.2.2 Statistické vyhodnoceni

Ve skupiné kojencii a déti bylo celkem 60 probandi, z toho 35 chlapcii a 25
divek. Pomoci korela¢ni analyzy byla vyhodnocena korelace mezi CRP a SAA.

Nejprve byla vypoctena pomoci kvartili horni a dolni mez. Poté byly vytazeny
odlehlé hodnoty, které by jinak ovlivnily korela¢ni koeficient. Stanovena horni a dolni
mez pro CRP a SAA je uvedena v tabulce 13. Bylo vyfazeno 12 probandii. Po vyfazeni
odlehlych hodnot byla vypoctena Sikmost, Spicatost a mez Sikmosti a Spicatosti. Bylo
zji§téno, Ze data maji normalni rozloZeni.

Aby byla l1épe odhadnuta mozna korelace mezi analyty, byl vytvofen jednoduchy
bodovy graf (obrazek 4).

Tabulka 13. Horni a dolni mez pro CRP a SAA

CRP SAA ‘
Dolni mez -0,25 -1,6825
Horni mez 1,75 5,4495

Na zavér byl spocitin Pearsonliv korela¢ni koeficient a test vyznamnosti
korelaéniho koeficientu (tabulka 14), ktery by mél urcit, zda mezi CRP a SAA je
korelace a zda je statisticky vyznamna nebo ne. Hodnota t byla porovnana s hodnotou
v tabulkach. Aby byla korelace signifikantni, tak t by muselo byt vétsi nebo rovno
2,014.
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Tabulka 14. Pearsoniiv korela¢ni koeficient a test vyznamnosti korela¢niho

koeficientu

CRP vs. SAA
Pearsoniiv korela¢ni koeficient -0,07746
Test vyznamnosti korelaéniho koeficientu -0,52692
Vysledek Korelace neni signifikantni

Obrazek 4. Korelace mezi CRP a SAA

Korelace CRP vs. SAA
4
3,5 i
3 4
SAA 20
(mg/l) > i *s
v & **
1 > TP ¢ TS
0,5
0
0 0,5 1 1,5 2
CRP (mg/l1)

U skupiny kojencti a déti nebyla prokazana signifikantni korelace mezi SAA
a CRP, protoze vysledna hodnota testu vyznamnosti korelaéniho koeficientu byla mensi

nez hodnota v tabulkach, tedy mensi nez 2,014.

4.3  Skupina prokalcitoninu

4.3.1 Namérené hodnoty

V nasledujicich tabulkach (tabulky 15-18) jsou uvedeny namétené hodnoty PCT,
CRP, SAA, vék a pohlavi vsech probandt ze skupiny prokalcitoninu rozdélené na 4

podskupiny podle hladiny PCT.
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Tabulka 15. Skupina s hladinou PCT 0 - 0,5 pg/l

Cislo Vék Pohlavi PCT CRP SAA
pacienta (roky) (ne/l) (mg/1) (mg/1)
1 2 muz 0,25 89,8 22,8
2 69 muz 0,27 218,3 20,7
3 44 muz 0,02 16 4,14
4 1 Zena 0,07 20,4 30,4
5 muz 0,19 55 21,1
6 31 Zena 0,27 10,9 5,5
7 9 Zena 0,37 36 28,9
8 30 Zena 0,3 149,9 18,2
9 55 muz 0,08 6,9 21,6
10 1 muz 0,33 2,3 1,4
11 30 zena 0,17 143,2 22,4
12 55 muz 0,07 6 24,5
13 57 muz 0,15 61,9 40,4
14 a4 muz 0,02 14,7 5,12
15 55 Zena 0,26 97,6 24
16 65 Zena 0,36 71,7 30,8
17 60 muz 0,02 103,4 21
18 54 muz 0,02 89,2 18,9
19 66 muz 0,15 44,2 23,4
20 55 Zena 0,03 5,2 11,1
21 74 zena 0,2 137,8 20,4
22 40 muz 0,1 123,4 18,2
23 67 muz 0,05 9,1 29,9
24 78 muz 0,19 140,7 19
25 16 muz 0,11 68,1 20
Tabulka 16. Skupina s hladinou PCT 0,51 — 2,0 pg/l
Cislo Vék Pohlavi PCT CRP SAA
pacienta (roky) (ng/ (mg/1) (mg/1)
1 1 Zzena 0,59 1,7 0,992
2 4 muz 1,69 179,5 21,5
3 1 muz 0,83 15 32,1
4 3 muz 1,09 0,7 3,54
5 3 Zzena 0,94 74,8 170
6 65 muz 1,88 142 23,7
7 19 zena 1,23 115,7 20
8 52 muz 1,94 352,4 20,9
9 57 zena 0,89 167,6 20,6
10 1 muz 1,45 16,3 41
11 78 muz 1,45 229,5 21,9
12 17 muz 0,94 96 38,1
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13 57 Zena 0,82 153,5 24,1
14 67 Zena 2 179,4 22,6
15 63 muz 0,6 45,4 25,7
16 65 muz 1,03 71,7 39,4
17 27 Zena 1,56 347,5 21,2
18 19 muz 1,91 67,4 23,9
19 87 Zena 0,72 50,7 24,8
20 1 muz 0,84 31,6 46,7
21 57 Zena 0,54 101,4 22,7
22 67 Zena 1,56 163,5 21,5
23 66 muz 1,7 40,4 29,4
24 62 muz 1,68 145,5 22
25 68 muz 1,53 84,2 21,4

Tabulka 17. Skupina s hladinou PCT 2,1 — 10,0 pg/l

Cislo Vék Pohlavi PCT CRP SAA

pacienta (roky) (ne/1) (mg/1) (mg/1)

1 66 muz 9,7 248,6 20,9
2 8 muz 5,23 50,2 32
3 76 muz 2,05 191,9 18,6
4 66 muz 6,9 167,1 21,8
5 1 muz 2,14 65,7 41,8
6 12 Zena 8,94 25 33,1
7 4 muz 2,86 178,2 25
8 66 muz 4,47 71 24,8
9 65 muz 7,34 116 27,3
10 4 muz 2,43 146,3 23,9
11 66 muz 5,04 226,5 21,5
12 66 muz 2,85 33,2 26,6
13 65 muz 5,01 229,8 26,7
14 71 muz 5,19 270,9 20,2
15 74 muz 9,52 158,4 24,1
16 83 Zena 6,21 141,7 26,6
17 57 muz 3,69 144 21,5
18 66 muz 2,7 187,1 23,4
19 54 muz 7,68 133,4 22,8
20 71 muz 3,96 222,5 26,4
21 74 muz 5,79 111,7 32,8
22 65 muz 3,27 192,9 32,6
23 58 muz 6,25 194,8 22,2
24 83 Zena 2,9 94 42,4
25 57 muz 2,55 267,6 22,2
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Tabulka 18. Skupina s hladinou PCT 10,1 a vice pg/l
Cislo Vék Pohlavi PCT CRP SAA
pacienta (roky) (ne/1) (mg/1) (mg/1)

1 66 mu?z 30,42 309,1 22,2
2 16 Zena 34,66 124,7 35,3
3 12 Zena 16,32 43,8 36,5
4 60 muz 30,53 43,8 37
5 74 muz 26,44 231 23,7
6 83 Zena 27,28 322,4 21,8
7 64 muz 63,64 153,6 22,2
8 82 Zena >100 326,1 21,8
9 66 muz 17,51 307,1 21,7
10 82 Zena 82 311,2 23,3
11 74 muz 22,61 226,3 19,5
12 60 muz 91,64 314,8 22,8
13 70 muz 54,51 121,4 22,4
14 82 Zena 52,55 303 22,3
15 74 muz 13,99 205,4 23,1
16 83 Zena 10,23 214,2 26,7
17 70 muz 48,16 101,9 22,1
18 66 Zena >100 177,4 20,3
19 60 muz 35,81 148,5 33
20 70 muz 26,05 105,3 33,2
21 66 Zena 63,31 139,3 35,5
22 1 Zena 15,17 53,4 590
23 60 muz 18,03 139,4 28,3
24 66 Zena 25,92 97,2 27,7
25 36 muz 11,33 341,9 29

4.3.2 Statistické vyhodnoceni

Ve skupiné prokalcitoninu, kterd zahrnovala 100 probandii, bylo 67 muzi a 33

zen ve véku od 1 roku do 87 let.

Nejprve byla pomoci kvartili stanovena horni a dolni mez pro jednotlivé

analyty. Na zaklad¢ stanovenych mezi byly ze souboru vyfazeny odlehlé hodnoty.

Celkem bylo vyfazeno 29 probandi. V tabulce 19 jsou uvedeny vypoctené meze pro

PCT, CRP a SAA. Po vyfazeni odlehlych hodnot byla vypoctena Sikmost, Spicatost

a mez Sikmosti a Spicatosti. Na zdklad¢ téchto vypocti bylo zjisténo, ze data maji

normalni rozlozeni.

Pro prvni odhad korelace byly vytvotfeny bodové graty pro PCT a CRP, CRP
a SAA, PCT a SAA (obrazky 5-7). Obrazky 5-7 znazoriiuji vztah mezi analyty.
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Tabulka 19. Dolni a horni mez pro PCT, CRP a SAA
PCT ‘ CRP SAA
Dolni mez -13,505 -145,95 9,9875
Horni mez 23,835 388,85 40,2875
Obrazek 5. Korelace mezi PCT a CRP
PCT vs. CRP

400

350 |4 *

300 :

250 * * L 2

CRP o <
(mg/1)
150
100
50 ¢
0 3 4 ¢ * ¢
0 5 10 15 20 25
PCT (pg/1)

Obrazek 6. Korelace mezi CRP a SAA

CRP vs. SAA

45

40

35

30

SAA 25
(mg/1) 20
15

10 ®

5

0
0 100 200

CRP (mg/l)

300 400
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Obrazek 7. Korelace mezi PCT a SAA

PCT vs. SAA

45

40

*e

35

* o

2
30 &

R 4

SAA 25

%

&

ng’

(mg/1) 20
15

¢+

10

5

0

10
PCT (ng/1)

15 20

25

Nakonec byl vypocten Pearsoniiv korelaéni koeficient, test vyznamnosti

korelacniho koeficientu a hladina vyznamnosti p pro PCT vs. CRP, CRP vs. SAA

a PCT vs. SAA (tabulka 20). Po porovnani s hodnotou v tabulkach by t mélo byt vétsi

nebo rovno 1,994, pak by byla korelace signifikantni. Pokud je t mensi nez 1,994, tak

nema statisticky vyznam. Hodnota p musi byt mensi nebo rovna 0,05, aby byl vysledek

signifikantni.

Tabulka 20. Pearsontiv korela¢ni koeficient, test vyznamnosti korela¢niho

koeficientu a hladina vyznamnosti p

‘ PCTvs.CRP CRPvs. SAA‘ PCT vs. SAA

Pearsontiv korelacni koeficient 0,36221 -0,30356 0,117847
Test vyznamnosti korela¢niho
.. 3,227927 -2,6464 0,985776
koeficientu
Hladina vyznamnosti p 0,001899 0,010040392 0,327638
Vysledek Signifikantni | Signifikantni | Nesignifikantni
korelace korelace korelace

Na zaklad¢ provedenych vypocta bylo zjisténo, ze mezi PCT a CRP a mezi CRP

a SAA je u této skupiny signifikantni korelace. Korelace je patrnd jiz z grafii (obrazky 3
a 4), u CRP vs. SAA je korelace zaporna. U posledni hodnocené dvojice PCT vs. SAA

nebyla zjisténa signifikantni korelace.
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5.1 Skupina obéznich a kontrolni skupina

Na zkoumané skupiné obéznich pacientek a kontrolni skupiné se podafilo
potvrdit stanovenou alternativni hypotézu Hj, kterd tvrdi, ze hladiny zéanétlivych
markert budou o obéznich vyss$i nez u zdravych zen. Tato alternativni hypotéza byla
postulovana na zdklad¢ daju v literatute, ze zanétlivé markery stoupaji u obéznich
jedinct [29]. Jelikoz vysledna hladina vyznamnosti p po vypoctu t-testu byla mensi nez
0,05, tak mizeme Fici, ze mezi hladinami CRP a SAA u obéznich a zdravych Zen je
statisticky vyznamny rozdil. U této skupiny jsme tedy dosli k zavéru, ze hodnoty CRP
a SAA jsou u skupiny obéznich pacientek vyssi nez u zdravych Zen.

Obezita je jednim z hlavnich rizikovych faktorti pro vznik inzulinové rezistence,
diabetu 2. typu a aterosklerézy. Chronické a subakutni zanéty casto doprovazi
hromadéni piebytecného tuku v tukové tkani a vjatrech a projevuji se zménami
koncentrace biochemickych markert zanétu. Dochézi ke zvySeni hladin cirkulujicich
zanétlivych markerd. Koncentrace CRP jsou povazovany za rizikovy ukazatel
kardiovaskularnich onemocnéni a také koreluji s inzulinovou rezistenci. Hodnoty CRP
jsou vys$i u obéznich jedinci, pokud zhubnou, dochazi ke snizeni CRP. U obéznich
stoupa i koncentrace SAA. Hladiny SAA rostou i u jedinct s poruchou glukézové
tolerance [29].

Autofi O’Brien et al. uvadéji, ze zvySené hladiny SAA a CRP jsou spojeny
S vyS$im rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni a hladiny téchto zanétlivych markert
rostou u obéznich jedincii. Autofi prokédzali na souboru 41 obéznich Zen (kritériem pro
zatazeni do studie byl v€k 18 let a vice a BMI 30-35), kterym byla odebrana krev na
zacatku studie a poté po 3 mésicich, béhem kterych drzelo 19 Zen dietu s nizkym
obsahem tuk a 22 Zen dietu s nizkym obsahem sacharidl, Ze pokles zanétlivym
markert vyznamné koreloval s vahovym ubytkem. Zména koncentrace SAA korelovala
se zménou inzulinové rezistence. Studie zjistila vyznamnou souvislost mezi poklesem
koncentrace SAA a zlepSenim inzulinové rezistence. U obéznich Zen byla ztrata
hmotnosti spojena s vyraznym poklesem hladin CRP a SAA, pokles koncentrace
zanétlivych markert byl imérny ztracené hmotnosti, ale nezavisle na dieté. Ziskané
vysledky jsou v souladu s pfedchozimi studiemi, které prokazuji, Ze ibytek hmotnosti je

spojen s poklesem CRP. Tato studie jako prvni hodnotila i SAA. Kone¢né vysledky
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studie ukazuji korelaci mezi hubnutim a pfiznivymi zménami kardiovaskularnich
rizikovych faktor,, jako je krevni tlak a hladina triacylglyceroli Vv plazmé. Studie
potvrzuje ptiznivé u¢inky hubnuti na krevni tlak a inzulinovou rezistenci [30].

Z mnoha studii je patrné, Ze u obéznich lidi dochdzi k nariistu koncentrace
zanétlivych markerti. Nam se také podafilo na tomto malém souboru obéznich Zen
a kontrolni skuping¢ zdravych Zen tuto skute¢nost potvrdit.

Namétené hodnoty triacylglycerolli, cholesterolu, HDL cholesterolu a LDL
cholesterolu jsou ve vysledcich uvedeny jen pro doplnéni a nebyly statisticky
hodnoceny. PfestoZze v puvodnim zadani prace bylo hodnotit i HDL cholesterol,
s ohledem na rozsah prace a zaméfeni pouze na zanétlivé markery (SAA, CRP a PCT)
nebylo nakonec provedeno statistické hodnoceni dalSich parametri. Moznym
pokradovanim této prace by bylo, zaméfit se pouze na skupinu obéznich pacientek

a podrobnéji zhodnotit vyznam a souvislost lipidogramu s proteiny akutni faze.

5.2 Skupina kojenct a déti

Na skupiné kojencti a déti se nepodafilo prokazat signifikantni korelaci mezi
CRP a SAA. Jiz z obrazku 4 je patrné, ze namétené hodnoty asi nebudou signifikantné
korelovat. Vypocet Pearsonova korelacniho koeficientu a testu vyznamnosti korela¢niho
koeficientu to jen potvrdil.

Toto zjisténi je v rozporu s literaturou, protoze zanétlivé markery (CRP a SAA)
by mély alespoii do urcité miry reagovat podobné a vykazovat urcitou korelaci.

Studie autorti Lannergérd et al. (bliz8i popis viz 5.3) mimo jiné prokdzala, Ze
mezi SAA a CRP sniz§imi hladinami (CRP pod 100 mg/l) je slabsi korelace nez
u vyssich koncentraci CRP. Studovany soubor byl rozdélen podle hladin CRP na
skupinu s CRP pod 100 mg/l a nad 100 mg/l. U skupiny s CRP pod 100 mg/l byl
korelaéni koeficient nizsi nez u skupiny s vyssi hladinou CRP (nad 100 mg/l) [31, s.
269-271]. Protoze u nasi skupiny kojenct a déti byly hodnoty CRP i SAA velmi nizké,

je mozné, ze prave proto se nam nepodafilo prokdzat signifikantni korelaci.

5.3 Skupina prokalcitoninu

U skupiny prokalcitoninu byla prokazana signifikantni korelace mezi PCT
a CRP. Korelace je dobfe patrna z obrazku 5. Mezi CRP a SAA byla také prokazana
signifikantni korelace, ale vysledek Pearsonova korela¢niho koeficientu mél zapornou

hodnotu. Skutecnost, ze korelace CRP a SAA je zapornou korelaci je nazorné vidét na
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obrazku 6. Posledni korelace mezi PCT a SAA nebyla signifikantné prokézana, protoze
vysledna hodnota t byla vétsi nez 1,994 a hladina vyznamnosti p také presahla 0,05.
Pro¢ nebyla mezi PCT a SAA prokazana signifikantni korelace lze ¢asteCné vysvétlit
tim, ze dochazi k cykleni tfi korelaci a protoze ptedchozi korelace vysly jedna kladné
a druhd zaporné, mize dojit k odecteni a tim posledni korelace vychéazi nesignifikantni.

Autofi Lannergérd et al. porovnavali korelaci CRP a SAA u infekénich chorob.
Hodnotili korelaci SAA a CRP u 98 pacientd s virovymi a bakterialnimi infekcemi,
vcetné hepatitidy A a B, cytomegalovirové infekce, dale pacienty s mononukle6zou,
chiipkou, bakterialni pneumonii, streptokokovou faryngitidou, bakteridlni sepsi a tézkou
bakteridlni sepsi. Studovana populace byla rozdé€lena podle virovych a bakteridlnich
infekci. Hodnoty CRP 1 SAA byly vyrazné vyssi u skupiny bakterilnich infekci nez
u virovych. Autofi zjistili, Ze hladiny SAA vyznamné koreluji S CRP v celé studované
populaci. Pozitivni korelace byla potvrzena u virovych i bakterialnich infekci. Bylo
zjisténo, ze SAA je mnohem citlivéjsi nez CRP pro detekci drobnych zanétlivych
podnéti [31, s. 267-271].

Shimetani et al. srovnavali hladiny PCT a SAA vséru u 93 pacienta
s koncentraci CRP vyssi nez 100 mg/1 a u 26 pacienti s CRP nizs$i nez 1,5 mg/l. Studie
byla zamétena na vyznam stanoveni PCT. 93 vzorkl s koncentraci CRP nad 100 mg/I
bylo rozdéleno do 3 skupin. 1. skupinu tvotily vzorky sepsi a zdvaznych onemocnéni, 2.
skupinu tvofily malignity a 3. ostatni zanétliva onemocnéni. Vzorky s CRP pod 1,5 mg/I
tvotily autoimunitni onemocnéni, virové infekce a mykozy. Jako kontrolni skupina bylo
vybrano 50 zdravych dospélych. U skupiny pacientt s vysokym CRP nebyly zjistény
zadné statisticky vyznamné rozdily pro SAA nebo CRP mezi riznymi diagnostickymi
skupinami. Pacienti s tézkou sepsi méli vyrazné zvySeny PCT oproti skupiné malignit
a ostatnich zanétlivych onemocnéni, tento rozdil byl signifikantni. U skupiny s nizkou
hladinou CRP byly sérové hladiny PCT v referen¢nich mezich, ale koncentrace SAA
byla vysoka u virovych infekci a autoimunitnich onemocnéni. Vysledky studie
naznacuji, Ze stanoveni PCT je uZitecné hlavné v diferencidlni diagnostice zavaznych
infekei, véetné sepse [16, . 469-473].

Jak dokazuji uvedené studie, ale 1 mnoho dalSich, zanétlivé markery vzajemné
koreluji. Sila korelace je vSak zavislda na mnoha faktorech. My jsme na skupiné
prokalcitoninu prokazali signifikantni korelaci mezi PCT a CRP a mezi CRP a SAA,
PCT a SAA u této skupiny signifikantné nekorelovaly.
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Na skupiné obéznich pacientek a kontrolni skupiné zdravych zen byla potvrzena
stanovena alternativni hypotéza H;. Alternativni hypotéza tika, Ze plazmatické hladiny
stanovenych proteini akutni faze - SAA a CRP jsou u obéznich pacientek vyssi nez
u skupiny zdravych Zen.

Dalsi skupina kojencti a déti byla zamétena na porovnani CRP a SAA. U této
skupiny se nepodaftilo prokazat korelaci mezi CRP a SAA.

Nakonec u skupiny prokalcitoninu $lo o porovnani korelaci tii zanétlivych
markerd — SAA, CRP a PCT. Byla prokazana korelace mezi CRP a PCT a mezi CRP
a SAA. Mezi PCT a SAA nebyla prokazana signifikantni korelace.

Vytéené cile prace byly splnény. V pribéhu mé prace jsem méla moZnost
proniknout do provozu Vv laboratoti UKBP FN Motol. Soucasné jsem si prakticky
osvojila stanoveni SAA na analyzatoru Immage 800, vcetné b&zné UdrZzby pfistroje.
Také jsem se naucila zaklady statistické analyzy dat ziskanych v laboratofi. Pouzité
statistické vypocty jsou Vv laboratoii nepostradatelné pii porovnavani metod a analytt

nebo pfi zavadéni novych stanoveni.
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