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ABSTRAKT

Iva Splichalova

Nazev bakalarské prace: Definice, epidemiologie a diagndza sepse
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékafskych véd

Studijni program/Obor v ramci kvalifikace:

Zdravotnicka bioanalytika/Zdravotni laborant

Soucasny stav: Sydrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS) je odpovéd imunitniho
systému na poskozeni tkani rizného plvodu. Mlize vést k syndromu mnohocetného
organového selhani (MODS), ktery muze koncit smrti. Sepse je definovana jako SIRS
vyvolana infekci. Markery sepse patfi do riznych skupin, jako jsou proteiny akutni faze,
zanétlivé cytokiny, povrchové bunécné znaky, solubilni receptory, faktory koagulaéni
kaskady, alarminy a jiné. Vyuzitelnost zvifecich modell lidské sepse byva nékdy
zpochybriovédna.

Metody: Srovnani literarnich adajl, financnich nakladd a pracnosti ELISA a xMAP
technologie.

Vysledky: Pripravili jsme pfehled o definici, epidemiologii a diagndze sepse a porovnali
jsme dvé metody pro detekci zanétlivych cytokin — ELISA a xXMAP technologii. ELISA je
Siroce rozsirena a levnéjsi nez xMAP single-plex metoda, s méné nakladnymi pfistroji a
ma vyssi reprodukovatelnost. V poslednich deseti letech uzZivani xMAP technologie
postupné vzrista. XMAP technologie umozZnuje stanovit vice cytokinli najednou se
snizujicimi se naklady na kazdy dalsi pfidany cytokin.

Zaveér: 1) Sepse patfi mezi nejc¢astéjsi priciny smrti u kriticky nemocnych pacient(, 2)
sepse je zplsobend prehnanou imunitni odpovédi na infekéni podnét, 3) sepsi mize
byt ovlivnéna specificka imunita, 4) sepse je sloZity a ne zcela prozkoumany proces, 5)
pro ucinnéjsi [écbu je potrebné lepsi pochopeni mechanismu sepse, 6) in vitro modely
nedokazi postihnout slozZitost sepse, 7) jsou potiebné vice propracované zvireci

modely, 8) neni zndmy Zadny univerzalni marker sepse.



ABSTRACT

Iva Splichalova

Title of bachelor thesis: Definition, epidemiology a diagnosis of sepsis
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Study programme/Subject of qualification:

Healthcare bioanalytics/Medical Laboratory Technician

Background: The systemic inflammatory response syndrome (SIRS) is an immune
system response to tissue damage of different origin. It can lead to multiple organ
dysfunction syndrome (MODS) and ultimately death. Sepsis is defined as SIRS in
response to infection. Markers of sepsis belong to different groups as acute phase
proteins, inflammatory cytokines, cell surface markers, soluble receptors, coagulation
cascade factors, alarmins and others. A validity of animal models of human sepsis has
been sometimes disputed.

Mathods: Comparison of literature data, financial expenses, and laboriousness
between ELISA and xXMAP technology.

Results: Definition, epidemiology and diagnosis of sepsis were reviewed and two
methods for detection of inflammatory cytokines — ELISA and xMAP technology - were
compared. ELISA is widely spread, less expensive than an xMAP single-plex assay with
lower-cost equipment requirements and higher reproducibility. The use of xMAP
technology has been gradually increasing during last ten years. xMAP technology
enables multiplex cytokine detection with lower cost per each additional cytokine.
Conclusions: 1) Sepsis belongs to the most frequent causes of death in critically ill
patients, 2) sepsis is caused by an extreme immune system response to an infection, 3)
a specific immunity can be influenced by sepsis, 4) sepsis is complex not fully
unraveled process, 5) better understanding of mechanisms of sepsis is needed for
more effective therapy, 6) in vitro models do not reflect the complexity of sepsis, 7)
more sophisticated animal models are needed, 8) no universal marker of sepsis is

known.
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1. Uvop

Mikroorganismy, které se objevily na zemi o vice nez 3 miliardy let dfive nez
Clovék, jsou témér vsudypiitomné. Jejich symbioticky vztah k ¢lovéku se pohybuje od
mutualistického, kdy jsou si s Clovékem - svym hostitelem navzajem prospésni, az po
paraziticky, kdy svého hostitele nejen vyuzivaji, ale dokonce jej poSkozuji. Kniha Roitt’s
Essential Immunology za¢ind dlouhou a ne pFili§ optimistickou vétou ,Zijeme
v potencidlné nepratelském svété plném nepredstavitelného mnoizstvi infekénich
agens rlznych tvard, velikosti, sloZzeni a zaludnosti charakter(, proti jejichZ ucinnosti a
intenzité nedokdZzeme vyvinout dostatecné obranné mechanismy a které by nds
sobecky svelkym potésenim vyuZily jako utocisté pro Sifeni svych vlastnich gen(“
(Delves et al., 2011). Sepse, kterd je tématem této bakalarské prace, je
dGsledkem takovychto infekci, tedy extrémniho vztahu mezi mikroorganismy a
hostitelem.

Sepse je systémova zanétlivd odpovéd organismu na infekci. Jedna se slozity
proces, ve kterém se prolinaji kaskady reakci zahrnujici zanétlivé a nezanétlivé procesy,
humoralni a bunécné reakce a obéhové abnormality. Zakladnimi predpoklady pro
Uspésnou terapii a zvySujici se nadéji pacienta na preziti je proto v€asna diagndza
sepse a jeji zavaznosti. V roce 1991 se proto konala v Nortbrooku konference, jejimz
cilem bylo shodnout se na definici sepse a sjednotit terminologii, coZ jsou nezbytné
predpoklady pro dorozuméni se mezi védci, ktefi se sepsi zabyvaji a lékari, ktefi |&ci
pacienty v sepsi. Navzdory pouZivani modernich antibiotik a resuscitacnich postup(
zUstava sepse i nadale jednou z hlavnich pficin Umrti u kriticky nemocnych pacienta.
Proto pochopeni pfi¢in a mechanismU sepse a nalezeni ucinnéjsich terapeutickych
postupl zGstdvaji i nadale aktualnim tématem zdkladniho a aplikovaného vyzkumu a

klinické praxe.



2. LITERARNIi PREHLED

2.1. Imunitni systém

Dlouha desetileti byla funkce imunitniho sytému popisovdna pouze jako
rozpoznavani cizich a vlastnich struktur. Koncem minulého stoleti vSak Polly
Matzingerova navrhla novy model fungovani imunitniho systému, tzv. ,,danger model”,
jenz je zaloZeny na rozpozndvani vlastnich struktur, které signalizuji nebezpeci a které
za normadlni fyziologické situace jsou skryty imunitnimu rozpoznavani (alarminy)
(Matzinger, 2002). Stru¢né lze imunitni systém popsat jako soubor struktur a
mechanismu, které dokazi rozpoznat a omezit vliv cizich nebo vlastnich molekuldrnich
struktur, které mohou byt pro organismus Skodlivé nebo signalizovat nebezpedi

(Kono a Rock, 2008).

2.1.1. Rozpoznavani vlastniho a ciziho

Molekuly, které jsou cizi organismu hostitele, maji Casto charakteristické
molekuldrni struktury, které se béiné ve vlastnim organismu nevyskytuji. Tyto
charakteristické molekuladrni struktury/vzory, pfitomné napr. na bakteriich a virech, se
nazyvaji PAMPs (Pathogen Associated Molecullar Patterns). ProtoZe jsou tyto struktury
Casto pritomny i na mikroorganismech, které nejsou patogenni, byvaji nékdy
oznacovany obecnéjsim nazvem MAMP (Microbe Associated Molecullar Patterns).
PAMPs/MAMPs' jsou rozlidovany specializovanymi receptory PRRs (Pattern
Recognition Receptors) (Balk, 2011; Kono a Rock, 2008). Po rozliseni
téchto struktur dojde k prenosu signdlu, ktery vétSinou vede k aktivaci jaderného
faktoru kappa B (NF-xB), ktery je zdakladnim transkripénim faktorem pro tvorbu

cytokin( — signaliza¢nich molekul mezibunécné komunikace.

' Pro zjednodus3eni bude v dal$im textu uvadéno pouze PAMPs.
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2.1.2. Rozpoznavani nebezpecného

Nékteré molekuldrni struktury, které jsou organismu vlastni, zUstavaji za
normalnich okolnosti skryty imunitnimu rozpoznavani. Pfi poSkozeni organismu se
uvolnuji a jsou rozliSeny jako molekuly signalizujici posSkozeni — DAMPs (Damage
Associated Molecular Patterns) tzn. alarminy. Prikladem téchto molekul je high
mobility group box 1 (HMGB1), coZ je DNA-vazebny protein nezbytny pro transkripci
DNA (Agnello et al., 2002; Lamkanfi et al., 2010).

Stranger model Danger model
. | "\:{_ -/
I o
Pathogen L S 7T Necrotic
T ,»*"']U {__» celldeath
\ l '..__ |...3 = —._,-'
Og a0
Panps © \ / Release of DAMPs
[/
PRE / g; DAMP
receptor
DC maturation

Peptide MHC CDB0 and/or CDE6
complex comstimulatory Lymph node

molecule

Migration to
lymph nede

Mature Reviews | Inmunclogy
Obrdazek ¢. 1. Rozpozndvani ciziho (stranger) a nebezpetného (danger) (Kono a

Rock, 2008).



HMGB1 je uvolfiovan zrozpadlych bunék pfi bunécné nekrdéze a rozliSovan
prislusnymi PRRs. Druhou moznosti uvolnéni je jeho sekrece aktivovanymi makrofagy
(Xiang et al., 2012). Pfiapoptdze, ktera je fyziologickym procesem, z(istava
HMGB1 skryt v apoptotickych téliskach a fagocytovan. Nedochazi tedy k jeho uvolnéni
mimo bunku a signalizaci nebezpec¢i (Dumitriu et al., 2005).

Pti sepsi dochdazi k neumérné aktivaci pfirozené slozky imunitniho systému, kterd
misto aby organismus chranila, ho poskozuje (Castellheim et al., 2009;

Rittirsch et al., 2008).

2.2. Zakladni pojmy

2.2.1. Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS)

Pro pochopeni terminu sepse je dulleZité se nejprve seznamit s pojmem
syndromu systémové zanétlivé odpovédi, ktery bude dale v textu oznacovan zkratkou
SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome). SIRS je stav, kdy systémova
zanétliva odpovéd organismu vznikne na néjaky podnét, bez ohledu na to, zda je
infekéni nebo neinfekéni povahy (Nathens a Marshall, 1996).Z neinfekénich
podnétl to mohou byt: pankreatitida, ischemie, mnohocetné trauma, poranéni tkané,
hemoragicky Sok, imunitou zprostfedkované organové poranéni nebo mediatory
zanétlivého procesu (Bone et al., 1992; Levy et al., 2003).

O SIRS se jednda, pokud jsou pritomné alesponi dvé z nasledujicich kritérii

(Bone et al., 1992; Levy et al., 2003):

o télesna teplota vyssi nez 38°C nebo nizsi nez 36°C

e srdecni tep vyssi nez 90 uderd za minutu

e dechova frekvence vyssi nez 20 dechll za minutu nebo hyperventilace, kdy
PaCO;, je nizSi nez 32 mm Hg

e pocet bilych krvinek je vyssi nez 12 000/ul nebo je nizsi nez 4 000/ul ztoho

vice jak 10% neutrofil( je nezralych



Komplikaci, kterd muazZe pfi SIRS nastat je rozvinuti MODS - syndromu
mnohocetného (multiorganového) organového selhani, jehoZ nasledkem muzZe byt

umrti pacienta (Castellheim et al., 2009).

2.2.2. Sepse

Sepse je systémova zanétliva odpovéd organismu na infekéni podnét (Lever a
Mackenzie, 2007). Tato definice sepse a s ni souvisejicich pojm0 byla doporucena
na Konsenzualni konferenci poradané v Chicagu vroce 1991 (Bone et al.,
1992) a pouziva se jiz vice nez dvé desetileti v témér nezménéné podobé (vr. 2001
byla ¢astecné doplnéna na Mezindrodni konferenci definice sepse ve Washingtonu
(Levy et al., 2003)). Vztahy mezi sepsi a ostatnimi pfipady SIRS vyjadfuje

nasledujici diagram.

ACTEREMIA
OTHER
ANEECTION
{ SEPSI TRAUMA
N\ : BURNS
) PANCREATITIS

XXX BLOOD BORNE INFECTION

Obrazek €. 2. Vztah mezi systémovou zanétlivou odpovédi (SIRS), sepsi a infekci (Bone

et al., 1992).

Sepse je Castou priCinou umrti u kriticky nemocnych pacientd a u pacient(

s oslabenym imunitnim systémem bez rozdilu véku (Manship et al., 1984;



Qu et al., 2011). Standardizace pojmU je proto dulezitd predevsim z hlediska
jednoznacnosti terminologie klinické praxe a zaroven pfispiva k dorozuméni se mezi

klinickymi pracovniky a pracovniky ve vyzkumu, kteti se sepsi zabyvaiji.

Pro lepsi pochopeni sepse je dllezité definovat ndsledujici pojmy (Bone et

al., 1992; Levy et al., 2003):

- Infekce je stav, kdy dojde kzanétlivé odpovédi v dusledku pfitomného
mikroorganismu v téle hostitele.

- Bakteriémie nastane, pokud jsou v krevnim obéhu hostitele Zivotaschopné
bakterie.

- Septikémie je termin, ktery se uZival predevSim v minulosti pro popis

pritomnosti mikroorganisma, nebo jejich toxin( v krevnim fecisti hostitele.

Abychom mohli Fict, Ze se jednd o sepsi, musi byt potvrzena pfitomnost
infekéniho agens v hemokulture a stejné jako u SIRS splnéna alespon dvé z téchto

kritérii (Bone et al., 1992; Levy et al., 2003; Nystrom, 1998):

- télesna teplota vyssi nez 38°C nebo nizsi nez 36°C

- srdecni tep vyssi nez 90 uderl za minutu

- dechova frekvence vyssi nez 20 dechld za minutu nebo hyperventilace, kdy
PaCO; je nizsi nez 32 mm Hg

- pocet bilych krvinek je vyssi nez 12 000/ul nebo je nizsi nez 4 000/ul z toho vice

jak 10% neutrofil(i je nezralych

Prvni znamkou sepse je nejcastéji zvySeni teploty (O'Grady et al.,

1998).



2.2.3. Téika sepse

Tézka sepse je spojenda sorganovou dysfunkci, hypoperfuzi tkani nebo
hypotenzi, které jsou vyvolany sepsi, coZ vede k laktatové aciddze, oligurii a hypotenzi

(Bone et al., 1992; Levi et al., 2004; Levy et al., 2003).

2.2.4. Septicky Sok

Pokud se terapeuticky nepodafi podchytit téZzkou sepsi, tak mlze vyustit az
v septicky $ok. Sok je nepomér mezi dodavkou kysliku a jeho potfebou ve tkdnich.
Nedostatec¢né zdsobovani tkani kyslikem je zplsobeno abnormalni redistribuci krve
v krevnim Fecisti pfi zachovaném nebo i zvyseném srdeénim vydeji (Cerny et
al., 2005). Septicky Sok je definovany jako sepsi vyvolana hypotenze, kterou nelze
zvrdtit dostate¢nym pfijmem tekutin (Tavernier et al., 1998). Na rozvoji
septického Soku se hlavni mérou podili medidtory zanétu. Jeden z nejdulezitéjsich je
oxid dusnaty (Jeanneret et al., 2011). Znamkou zhorSeného zasobovani
kyslikem je oligurie, zpomaleni kapilarniho navratu nebo zhorSeni mentalniho stavu
(Ramchandra et al., 2009). Ukazatelé porusenych funkci organd nebo
systému jsou poruchy koagulace, zvySené hodnoty mocoviny, kreatininu, porucha
védomi, vzestup funkcnich jaternich testd a poruchy funkce gastrointestinalniho
traktu, které se projevuji poruchou absorbéni schopnosti stfeva (Cerny et al.,
2005). Kvlli anaerobnimu metabolismu se zvysuje také hladina laktatu v krvi nad
2 mmol/l, coz ma vysokou vypovédni hodnotu ve vztahu kprogndze pacientd

v septickém Soku (Vincent et al., 1983).

2.2.5. Syndrom mnohocetného organového selhani (MODS)

MODS vede k poskozeni organi a tim knasledné poruse homeostazy
(Nystrom, 1998) a je nejcastéjSim dlivodem umrti na jednotkach intenzivni péce
(Baue, 2003). Je moiné rozlisit primarni a sekundarni MODS. Primarni MODS
vznika jako nasledek traumatu, sekundarni MODS je nasledek tézké sepse (Bone et

al., 1992).



INnsult

!

Primary MODS | sy [STR] = (Secondary MODS

W
N

Obrazek €. 3. Vztahy mezi SIRS a primarnim a sekundarnim MODS (Bone et al.,

1992).

2.3. Patofyziologie sepse

Sepse predstavuje dynamicky proces, ktery je charakterizovan fadou
protichidnych jevl. Zanét, ktery je pro vznik sepse charakteristicky, muize nabyt
takovych rozméru, Ze poskodi cely organismus (Rittirsch et al., 2008).
Podminkou pro vznik sepse je vstup mikroorganismu do téla hostitele, kde prvni
obrannou linii tvofi reakce, kterou zprostredkuje pfirozena imunita (Cinel a
Opal, 2009). Hlavni roli zde hraji toll-like receptory (TLRs) a bunécné regulatory
(van der Poll a Opal, 2008).Pokud je rekce namifena proti patogenu dost
silnd, muUZe vést aZz ktézké sepsi, ktera se mimo jiné manifestuje silnym
prokoagula¢nim stavem. Silnd zdnétlivd systémova reakce a ischemie zpUsobi
poskozeni bunék, které mulze vést az k mnohocetné orgdnové dysfunkci (Cinel a
Opal, 20009).

Iniciacni fazi imunitni odpovédi zprostfedkuji PRRs a to: TLRs nebo NOD-LRRs
(nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeats) (Creagh a
O'Neill, 2006; Uematsu a Akira, 2006), které rozpoznaji PAMPs

(Granucci et al., 2005).
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Pathogenic Mechanisms Leading to Organ Dysfunction
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Obrazek €. 4. Patofyziologie sepse (Cinel a Opal, 20009).

TLRs se vyskytuji zejména na dendritickych burikdch, monocytech a makrofazich.
Rozpoznani PAMPs na TLRs vyvold pres adaptorové molekuly, jako je napt. MyD88
(myeloid differentiation primary-response protein 88), aktivaci NF-kB a dojde k prepisu
gen(, jehoZz vysledkem je produkce zanétlivych cytokini a chemokinli (Takeda a
Akira, 2005). Cytokiny a chemokiny jako komunika¢ni molekuly aktivuji rGzné
bunécné populace (Schnare et al., 2001). Pokud je burka vklidu je na
NF-kB navdzdn inhibi¢ni kB protein (IF-kB), ktery se po stimulaci buriky z NF-kB uvolni
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a muZe dojit k prepisu gend (Cinel a Opal, 2009; Hitzler et al.,
2012).

NOD-LRRs jsou receptory, které se nachdazi v cytoplazmé bunék. Pokud NOD-
LRRs rozpozna bakteridlni peptidoglykan nebo flagelin, tak se aktivuje NF-kB a kaspaza
1 (Fritz et al., 2006; Miao et al., 2007). Kaspaza 1 proteolyticky
Stépi prekurzor interleukinu (IL) 1B a tim ho pFetvafi na zralou formu biologicky
aktivniho IL-1B (Hitzler et al., 2012).

Pfi sepsi se z poskozené tkané uvolni fibrinogen, fibronektin, HMGB1 a Hsp
(Heat shock protein) které se také rfadi mezi DAMPs (Cinel a Opal, 2009).
Z poskozenych endotelidlnich bunék se uvolfuje NO (oxid dusnaty), ktery zpuUsobi
vazodilataci (Feng et al., 2010).

Obsazeni TLRs molekularnimi strukturami aktivuje zrani dendritickych bunék,
které jsou nezbytné pro aktivaci ziskané imunitni odpovédi (Ausubel, 2005).
Aktivace neutrofild a monocyt(/makrofagl cytokiny vede k odstranéni patogenu, ale
také k poskozeni tkani neutrofily, které muzZe vést k ischemii/reperfuzi (Brown et
al., 2006). Stimulované neutrofily uvolfiuji myeloperoxidazu, xantin oxidazu
a adenin dinukleotid fosfat oxidazu, které puUsobi baktericidné. Mediatory zanétu
stimuluji adenin dinukleotid fosfat oxiddzu ktvorbé O,. Ten reaguje sNO
z poskozenych tkani za vzniku "OONO (peroxynitrit), ktery je velmi cytotoxicky a hraje
vyznamnou roli pfi rozvoji mnohocetné organové dysfunkce (Ozdulger et al.,
2002; Taner et al., 2001).

Leukocyty dokdazi z cévniho reciSté prestoupit do mista posSkozené tkané diky
adhezivnim molekuldm, jako jsou selektiny a integriny, které slouzi k pfilnuti na
endotelidlni bunky (Chandra et al., 2006). Napf. L-selektin, ktery je na
neutrofilech slouZzi k prichyceni k endotelu a E-selektin je zase na burikach endotelu.
Pfichycené neutrofily se po endotelu pohybuiji jako by se kutalely (rolling). Na krevnich
destickach je exprimovan P-selektin, ktery slouZi kvazbé leukocytl ke krevnim
destickam. Neutrofily tak pfi rozvoji sepse prispivaji ke koagulaci (Brown et al.,
2006; Cinel a Dellinger, 2007; wvan der Poll a Opal, 2008)
tvorbou bilého trombu (Astiz et al., 1995). Elastazy, proteazy, glykdzy a

cytokiny, které uvoliuji neutrofily prispivaji ke koagulaci také tim, Ze zeslabuji
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fibrinolytickou a antiagregacni aktivitu organismu (van der Poll a Opal,
2008).

Role endotelu pfi rozvoji sepse je kliCova, protoze je soucasti cév a vlasecnic,
které zasahuji do nejzazSich mist organismu a tvofi komunikacni bariéru mezi krvi a
buikami ve tkanich. Jednou zfunkci, kterou ma endotel je regulace hemostazy
(Aird, 2008). Pfi sepsi je spravnd funkce endotelu naruSena prozanétlivymi
cytokiny, dochazi k jeho aktivaci a povrch endotelu ziska prokoagulacéni rdz (Esmon,
2005). Prozanétlivé mediatory, jako jsou naptiklad faktor nekrotizujici nadory a
(TNF-a, Tumor Necrosis Factor a), IL-1 a IL-6 nebo slozka komplementu C5a, mohou
aktivovat koagulacni systém. Z poskozenych endotelidlnich bunék se uvolfiuje fada
mediator(i, které jsou schopné aktivovat koagulaci. Narusené endotelidlni burky na
svém povrchu exprimuji tkanovy faktor (TF), pokud jsou nevratné poskozené, tvori se
mikropartikule, které také obsahuji TF. Pfi kouagulaci je TF exprimovan i na
monocytech. Vyznam TF spocdiva vtom, Ze aktivuje koagulaci pres faktor Vlla a
nasledné je aktivovan faktor X bud pfimo, nebo nepfimo pres faktor IX. Aktivovany
faktor X konvertuje protrombin na trombin, ktery findlné stépi fibrinogen na fibrin.
Dalsi pUsobek, ktery se uvolni z poSkozeného endotelu je VWF (von Willebrand factor),
ktery pfispiva ke zvysené adhezi a agregaci krevnich desticek (Schouten et al.,
2008).

Prokoagulacni stav je téZ umocnén inhibici antikoagulacnich faktor(, jako jsou
TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor), antitrombinu Il a proteinu C. Béhem tézké
sepse jsou hladiny antitrombinu Il sniZzené, protoze se jednd o negativni protein akutni
faze, ktery se pfi zanétu syntetizuje v mensi mife. Snizeni aktivovaného proteinu C je v
sepsi zejména dasledkem zvysené spotieby proteinu C a S a sniZzené aktivace proteinu
C pfi internalizaci trombomodulinu, ktery je exprimovdn na povrchu endotelii. Silné
prokoagulacni stav muZe vyustit az v diseminovanou intravaskularni koagulopatii
(Levi et al., 2004; Zeerleder et al., 2006), kdy se mikrotromby
Sifi do celého téla a mohou zpUsobit ischemii tkani. Tento stav silné pfispiva k rozvoji

mnohocetné organové dysfunkce.
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2.4. Epidemiologie sepse

Po konferenci v Nortbrooku (Bone et al., 1992), jejimZ vysledkem bylo
vytvoreni definice sepse a sni souvisejicich pojmd, se mohly zacit zpracovavat
epidemiologickd data. Vysledky se vSak velmi lisi, protoZe se studovaly odlisné
populace na odlisnych oddélenich (Cerny et al., 2005).

Incidence SIRS se pohybuje mezi 55% - 95%, 16% — 49% u sepse, u tézké sepse
0% — 18% a u septického $oku 0% — 20%. Umrtnost nemocnych, ktefi maji SIRS je 6% —
27%, u sepse 0% — 36%, u tézké sepse 0% — 52% a u septického Soku 0% — 82%
(Bossink et al., 1998; Jones a Lowes, 1996; Pittet et al.,
1995; Rangel-Frausto et al., 1995; Salvo et al., 1995).

Sepse mohou byt vyvolany Sirokou sSkalou mikroorganisml — od obligatnich
patogenU aZ po probiotika. V 60. a 70. letech byla vétsSina infekci zplsobena gram-
negativnimi bakteriemi. Od 80. let se objevovalo stdle vice pfipadl, které byly
zpUsobené gram-pozitivnimi bakteriemi (Brun-Buisson et al., 1996).
V soucasnosti je sepse zpUsobend ze 42% gram-negativni infekci kde nejcastéjsi je
nalez Escherichia coli, ktera se vyskytuje u 13% gramnegativnich infekci, nasleduje ji
Klebsiella pneumoniae 8%. Treti nejCastéjsi gramnegativni bakterii je Pseudomonas
aeruginosa 8% (Cerny et al., 2005).

Ze 34% je sepse zpUsobend gram-pozitivni infekci, kde aZz polovinu dcini
stafylokoky, 8% enterokoky a 4% pneumokoky. Ze 14% jde o infekci smiSenou.
Kvasinky se vyskytuji u 5% pacientl. Anaerobni bakterie se vyskytuji pouze ve 2%
(Cerny et al., 2005).

Zvlastnimi pripady sepsi jsou sepse vyvolané probiotickymi bakteriemi. Jedna se
vétSinou o sepse po aplikaci probiotik nedonosenym détem (Guenther et al., 2010),
détem se syndromem kratkého stfeva (De Groote et al., 2005),
kardiologickym pacientim (Kochan et al., 2011) nebo imunodeficitnim
pacientdim (Ledoux et al., 2006).

Sepse je nejCastéji zplsobena mikrobidlni infekci v respiracnim traktu, dutiné
bfisni nebo v krevnim obéhu (Cerny et al., 2005). Stanovit plvodce sepse je
velmi dilezité, protoZze to umozni zvolit spravnou lécbu. Pacienti, ktefi jsou spravné
|éCeni, maji vyssi pravdépodobnost preziti.
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2.5. Diagnostika sepse

2.5.1. Markery sepse

Prehled markerll sepse obsahle zpracovali Pierrakos a Vincent (2010).
Rozdéluji je podle jejich struktury nebo funkci na markery chemokinové/cytokinové
povahy, bunécné znaky (vétSinou CD), bunécné receptory (mohou byt obcas shodné
s bunéénymi znaky — napf. CD14, receptor pro lipopolysacharid). Dale markery
koagulace, cévniho poskozeni, vasodilatace, znaky orgdnové dysfunkce a proteiny
akutni faze. V naSem rozdéleni se budeme vénovat omezenému poctu zjednodusené
rozdélenych marker( pouzivanych pro diagndzu sepse. Zaméfime svou pozornost také
na prezentaci ,klasickych” znakd sepse (napf. C-reaktivni protein, CRP) a novych
markerQ.

Obecné prlnik infekéniho agens do téla hostitele nejprve vyvola jako odezvu
vyplaveni zanétlivych mediatorQ, které mohou byt rGzné povahy a které jsou casto

pouzivany jako markery sepse.

2.5.1.1. Cytokiny a chemokiny

Pti infekci dojde nejprve k vyplaveni primarnich prozanétlivych cytokint jako je
TNF-a, ndsleduji ho interleukiny (IL) IL-1, IL-6 a IL-8 do krve (Michie et al.,
1988; Nystrom, 1998). Cytokiny a chemokiny jsou malé (glyko)proteiny, které
reguluji burikami zprostfedkovanou imunitni odpovéd' tim, Ze se vazi na své bunécné
receptory a spousti tak pomoci transkripénich faktord rGzné procesy (O'Shea et
al., 2002). Prozanétlivé cytokiny a mnoho dalSich faktord aktivuje dalsi
(sekundarni) cytokiny, rustové faktory a rGzné bunécné populace (Michie et
al., 1988). Zvysené hladiny cytokinli lze detekovat pfi lokdlnim i systémovém
zanétlivém procesu, proto se vyuzivaji jako markery zdnétu (O'Shea et al.,
2002). Mohou se vyskytovat vriznych télnich tekutinach jako je plazma,
bronchoalveolarni tekutina, mozkomisni mok, amniova tekutina, synovialni tekutina

nebo mo¢ (de Jager a Rijkers, 20006).

15



Mezi cytokiny se v poslednich letech fadi také HMGB1 (Dumitriu et al.,
2005), ktery ma jednak cytokinovou aktivitu a jednak svym plsobenim zesiluje
zanétlivou reakci. Byva oznaCovan jako pozdni mediator sepse (Pierrakos a

Vincent, 2010).

2.5.1.2. Povrchové bunécné znaky

Vétsina povrchovych bunéénych znak( jsou receptory, které po navazani
pfislusného ligandu pomoci transkripénich faktorl prenaseji signal a vysledkem je
napr. produkce NF-kB jako ustfedniho faktoru produkce cytokin(.

Mezi povrchové znaky vyuzivané jako markery sepse se fadi napf. CD11lb —
integrin (Genel et al., 2012), CD14 - receptor pro lipopolysacharid
(Shozushima et al., 2011), CD25 - receptor pro IL-2 (Venet et al.,
2011), CD64 - receptor pro Fc fragment imunoglobulin na neutrofilnich
granulocytech (Genel et al., 2012; Venet et al., 2011),CD 163 -
,scavengerovy” receptor pro komplex hemoglobin-haptoglobin (Onofre et al.,

2009).

2.5.1.3.  Solubilni receptory

Jako solubilni receptory jsou vétSinou oznacovany receptory, které jsou
enzymaticky odstépeny z bunééné membrany a jsou pritomné v plazmé a dalSich
télesnych tekutinach. V poslednich letech se zacind vyuZivat presepsin. Jednd se o
solubilni formu CD14, ktery vaze lipopolysacharid. Membranova forma receptoru se
vyskytuje na monocytech, makrofazich a granulocytech, tedy burikach bezprostfedné
spjatych se zdnétlivou reakci (Shozushima et al., 2011). Jinym solubilnim
receptorem je sCD163 (s — solubile) (Gaini et al., 2008; Kolackova et

al., 2009).

16



2.5.1.4. Proteiny akutni faze

Jsou proteiny syntetizované v jatrech. Déli se na pozitivni a negativni proteiny
akutni faze (Gabay a Kushner, 1999). Koncentrace pozitivnich proteint akutni
faze stoupd pfi zanétu, infekci nebo poranéni (Eckersall a Bell, 2010).Pro
diagnostiku sepse jsou dulezZité proteiny jako je sérovy amyloid, ceruloplasmin, C-
reaktivni protein, a 1 kysely glykoprotein, hepcidin, protein vazajici lipopolysacharidy a
prokalcitonin (Pierrakos a Vincent, 2010). Pravdépodobné
nejvyuzZivanéjSim reaktantem akutni faze pro diagnostiku sepse je C-reaktivni protein.
Jeho hladina stoupa nejen pfri bakterialnich infekcich, ale stoupa i pfi neinfekénich
stavech jako je napf. pooperacni stav nebo angina pectoris (Povoa et al.,
1998; Soysal et al., 2010). U virovych infekci v porovnani s bakteridlni
infekci se zvysuje jen mirné nebo vibec (Sasaki et al., 2002). C-reaktivni
protein ma nizkou specifitu, slouzi tedy jako dopliujici idaj (Silvestre et al.,
2009).

V poslednich letech se pro diagnostiku sepse hojné pouziva prokalcitonin, ktery
se fadi mezi reaktanty akutni faze. Prokalcitonin je prekurzor hormonu kalcitoninu,
ktery je za normalniho stavu syntetizovany ve stitné Zlaze. Jeho hladina se zvySuje pfri
sepsi, pokud je zpusobend bakterialni, plishovou nebo parazitarni infekci (Becker
et al., 2008). Ke zvySené hladiné prokalcitoninu pfi sepsi vyrazné pfispiva
aktivace jeho syntézy v jatrech (Meisner et al., 2003).

Negativni proteiny akutni faze naopak pfi stejnych procesech klesaji. Jedna se

napf. o albumin, prealbumin a transferin (Gabay a Kushner, 1999).

2.5.2. Metody pouzivané pro diagnostiku sepse

Pravdépodobné nejrozsirenéjsi pro diagnostiku sepse je stanoveni marker(
v krevni plazmé nebo séru. Pro méreni hladin cytokini se nejcastéji pouzivd metoda
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), ktera vSak umoznuje detekovat pouze
jeden cytokin ve vzorku. Dnes zazZivaji velky rozmach metody, které dokazi detekovat

vice cytokinll vjednom vzorku najednou. Mezi takové metody patfi naptiklad xMAP
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technologie (extended MutiAnalyte Profiling) (Fulton et al., 1997;

Mosmann a Fong, 1989).

2.5.2.1. ELISA

Prvni sendvicové metody, které se objevily koncem 70. let minulého stoleti,
pouzivaly radioaktivniho znaceni (Salmon et al., 1969). Pozdéji se od téchto
metod upustilo, protoze byly zdravi nebezpecné a ndrocné na pristrojové vybaveni.
Nahradila je metoda ELISA, kterda vyuZivd enzymu misto radioaktivni znacky

(Engvall a Perlmann, 1971).

STEP 1 | STEP 2 STEP3 || STEP 4
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Obrazek €. 5. Princip metody ELISA (Anonym 1, 2012).

V pfipadé ELISA je protilatka, na kterou se vaze hledany antigen, navazana na
dno jamky mikrotitracni desticky. Na komplex antigen-protilatka se vaze konjugat
(protilatka s navazanym enzymem, nejcastéji kfenova peroxidaza nebo alkalickd
fosfataza). Do takto vytvorené smési se prida substrat. Enzym katalyzuje chemickou

pfeménu substratu na barevny produkt. Po inkubaci se do jamky prida latka, ktera
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zménou pH zastavi reakci — napf. kyselina sirova. Vznikly barevny produkt je mozné
detekovat fotometricky (fluorimetricky), podle typu pouZitého substratu. Vysledna
absorbance produktu je pfimo Umérnd koncentraci stanovovaného antigenu

(Voller et al., 19706).

2.5.2.2. xMAP technologie (extended MultiAnalyte Profiling)

Prvni zminka o metodach, které vyuZitim principu prdtokové cytometrie
detekuji znaCené kulicky se, objevila vroce 1977 (Horan a Wheeless, Jr.,
1977).

XMAP technologie byla vyvinuta firmou Luminex Corporation (Austin, TX, USA)

a kombinuje principy pouzivané v ELISA a v pr(itokové cytometrii.

STEP1 STEP 2 STEP3 STEP4

Zg | ii ..

[ < 3
Ot

L < 5 ]

Cl.c‘ -

VAL
A

= Kulicka s navazanou protilatkou
N Analyt
so @ Biotinylovana detekéni protilatka
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Obrazek €. 6. Princip xMAP technologie (Anonym 3, 2012).
Misto polystyrénové desticky, jakou zndme z metody ELISA, jsou pro navazani

vazebnych protilatek pouZity polystyrenové kulicky (primér 5,6 um) nebo magnetické

kulicky (prdmér 6,5 um), coZz jsou polystyrenové kulicky obalené navic
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paramagnetickou vrstvou. Magnetické kuli¢ky zjednodusuji automatizaci promyvani pfi
vazbé analyt(, protilatek a streptavidinu znaceného phycoerithrinem.

Tato metoda umoini identifikovat a kvantifikovat teoreticky az 100 rdznych
analyt vjednom vzorku (Dunbar, 2006). To je moiné diky dvéma
fluorochrom(m, které svou kombinaci vytvofi specifickou spektralni adresu pro kazdou

kulicku.

5.6 Microns

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Obrazek ¢. 7. Spektralni adresy kulicek (na obrazku je vyobrazena polystyrenova
kulicka) se specifickou kombinaci dvou fluorochrom(, ktera urcuje jeji spektralni

adresu) (Anonym 2, 2012).

K detekci a identifikaci kulicek slouzi pfistroj Luminex, coZ je modifikovany
pratokovy cytometr. Obsahuje dva lasery, které excituji jednotlivé kulicky v kyveté
z kfemicitého skla. Prvni laser je pro identifikaci prichozi ¢astice. Excituje pfi 635 nm
cerveny fluorochrom obsazeny v kulicce a urcuje jeji spektrdlni adresu. Druhy laser,
ktery excituje pfi 532 nm (Nd-Yag laser) fluorochrom phycoerithrin, slouzi k méreni
intenzity fluorescence jednotlivych kulicek a tim ¢te intenzitu signalu, ktera odpovida
koncentraci analytu (Earley et al., 2002). Optické signaly jdou potom
k jednotlivym detektoriim s fotonasobicem.

XMAP technologie dokaze detekovat v télnich tekutinach cytokiny jak na Grovni
molekuldrni (mRNA) (Halminen et al., 1999), tak na Urovni bunécné (de

Jager et al., 2003; Prussin a Metcalfe, 1995).
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2.5.2.3. Ostatni pouzivané metody

ELISA a xMAP jsou jen jedny z moznych metod pouZivanych pro stanoveni
marker( sepse. DalSimi metodami jsou napf. mozaikova ELISA, pritokova cytometrie
pro stanoveni exprese povrchovych znak(, microarraye, metody pro stanoveni
koagulace, imunohistochemie, biochemické metody (laktat, glukdéza) apod. Pro
sledovanou problematiku a ndmi uvazované srovnani ELISA a xMAP technologie vSak

nejsou podstatné, a proto se jimi nebudeme podrobnéji zabyvat.

2.5.3. Zviteci modely sepse

Navzdory vice nez 20 let trvajicimu rozsahlému studiu jsou sepse a SIRS stale
hlavnimi pricinami amrti pacientll na jednotkach intenzivni péce. Na rozdil od mnohych
rdznych onemocnéni, ktera je moiné modelovat na bunécnych nebo tkanovych
kulturach, je sepse natolik sloZity proces, ktery vyzaduje mezibunécnou kooperaci,
produkci zanétlivych mediatord a receptorovou signalizaci, Ze je prakticky nemozné
sepsi simulovat in vitro. Jsou proto vyuZivany r(izné zvifeci modely sepse (Dyson a
Singer, 2009; Freise et al., 2001; Poli-de-Figueiredo et
al., 2008; Zanotti-Cavazzoni a Goldfarb, 2009).

Poznatky patogeneze sepse byly beze sporu rozsiteny studiem zanétlivych
mediator(l sepse na zvifrecich modelech. Pfes tento nesporny pfinos se zda, Ze
terapeutické postupy vypracované na zvitfecich modelech nejsou Uc¢inné pfri lé¢bé sepse
u ¢lovéka. Jednou z moznych pficin je skutecnost, Ze experimenty jsou provadény na
mladych zdravych zvifatech, zatimco sepse postihuje spiSe starsi lidi nebo lidi oslabené
zdravotnimi komplikacemi (diabetes, hypertenze, nddory). U zvifecich modelt sepse, je
také snaha o |écbu sepse v pocatecnich stadiich, coz je odlisSné od lidskych pacientd.
Navic jsou zvifeci modely pfilis heterogenni na to, aby bylo moiné zevSeobecnit
ziskané zkusenosti a aplikovat je v mediciné. Jednou z cest se tedy jevi standardizace
zvirecich modell sepse (Dyson a Singer, 2009; Esmon, 2004).

Pfes tyto uvedené nedostatky zUstavaji zvifeci modely sepse zdkladem pro vyvoj
novych terapeutickych postupl sepse, protoZe poskytuji dualezité uUdaje o

farmakokinetice, toxicité a mechanismu plsobeni |éCiv, které nemohou byt nahrazeny
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pouzitim jinych metod (Poli-de-Figueiredo et al., 2008; Zanotti-

Cavazzoni a Goldfarb, 2009).
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3. CiL - ZADANI PRACE

Sepse je systémova zanétlivd odpovéd organismu vyvolana infekci, pfi které

dochazi vlivem nadprodukce zanétlivych mediatort k poskozeni organismu.

Zakladem bakalarska prace je zpracovani literarni reSerSe o problematice
definovani sepse, jeji epidemiologii a diagnostice. Dale posoudime mozZnost vyuziti
XMAP technologie pro stanoveni markerU sepse, napt. cytoking.

Soucdsti prace bude také srovnani stanoveni cytokinll metodami ELISA a xMAP

véetné ekonomického zhodnoceni.

Prace bude zpracovéana v téchto hlavnich kapitolach: 1. Uvod, 2. Literarni
prehled, 3. Cil, 4. Materidl a metody (ELISA a xMAP technologie), 5. Vysledky, 6.
Diskuse (zhodnoceni vysledk(l v kontextu s literarnimi Udaji), 7. Zavér a 8. PouZita

literatura.

Hlavnim cilem bakalarské prace je pfipravit prehled o sepsi — jeji definici,

epidemiologii a diagndzu se zamérenim na markery sepse.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Odborné databaze PubMed

Odborna databdze US National Library of Medicine National Institutes of Health
umoziuje pfistup kvice nez 21 miliondm referenci pro biomedicinskou literaturu.
Vyuzivali jsme pristup Mikrobiologického Ustavu AV CR, v.v.i. vramci aredlu
biologickych tstavi AV CR v Praze Kréi (http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/),
ktery ndm umoznil pfistup k odbornym ¢lankim z oblasti imunologie a mikrobiologie.

Clanky, ke kterym jsme pfistup neméli, jsme ziskali jako ,autorsky vytisk”

v podobé pdf souboru od korespondujicich autord na zakladé naseho dopisu (e-mail):

Dear Dr. XY,

Will you send me a reprint of your paper, please?
Ndzev ¢lanku, rok, ¢asopis, rocnik, strany.
Sincerely yours.

Iva Splichalova

4.2. Reference manager

Reference manager, verze 12.0.3., software firmy Thomson Reuters umoznuje
vyhleddvani literarnich referenci v odbornych databdzich a jejich zpracovani pro

potieby odbornych textl. Volili jsme vyhledavani v databazi PubMed.

4.2.1. Rozsifovani xMAP technologie pro stanoveni cytokint

Pro posouzeni rozsifovani metody xMAP technologie v priibéhu poslednich 10 let
pro stanoveni cytokinl jsme volili pro jednotlivé roky 2002-2011 vyhledavani — pfiklady
jsou pro rok 2002:

a) pro ELISA:

(elisa) AND (cytokine) AND (2002)

24



b) pro xMAP technologii:
(xmap) AND (cytokine) AND (2002)

¢) pro oznaceni Luminex:

(luminex) AND (cytokine) AND (2002)
d) pro xMAP a Luminex:

ad b) AND ad c)

4.2.2. Stanoveni prasecich cytokinti xMAP technologii

Pro stanoveni prasecich cytokind jsme v jednotlivych letech vyhledavali udaje —
priklad pro rok 2002:

a) pro ELISA:

(elisa) AND (cytokine) AND (2002) AND (pig) NOT (guinea)

b) pro xMAP technologii:

(xmap) AND (cytokine) AND (2002) AND (pig) NOT (guinea)

c) pro oznaceni Luminex

¢) (luminex) AND (cytokine) AND (2002) AND (pig) NOT (guinea)

d) pro xMAP a Luminex:

ad b) AND ad c)

4.3. Naklady stanoveni metodami ELISA a xMAP technologii

Vychazeli jsme z potfebného pfistrojového vybaveni pro ELISA a xMAP
technologii a ceniku firmy Biomedica CS s.r.o., kterd zastupuje firmy R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) - ELISA kity a Panomix/Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) -

Procarta xMAP technology.

4.3.1. Naklady na pofizeni pristrojové vybaveni

ELISA: promyvacka (napf. HydroFlex, Tecan, Grodung, Rakousko) - 120 tis. K¢, ELISA
reader (100 tis. K¢).
XMAP technologie: promyvacka + magneticky modul (napf. HydroFlex, Tecan,

Grodung, Rakousko) - 155 tis. K&, Luminex — 1,5 mil. K¢
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4.3.2. Naklady na kity pro stanoveni 6 cytokinG

Tabulka €. 1. Ceny ELISA kitti pro stanoveni prasecich cytokind (R&D Systems)

Individudlni stanoveni Popis Cena s DPH
R e L s a7
6 cytokinl celkem 6x1x96jamek | 88556 K¢

Tabulka €. 2. Kit pro multiplexové stanoveni prasecich cytokint

(Affymetrix/Pannomics)

Multiplexové stanoveni cytokint Popis Cena s DPH

AF-PC4506M/1PLATE Procarta
Cytokine Assay Kit, Porcine 6 Plex 6 plex, 1 x 96 jamek | 57 167 K¢
(IL-1pB, IL-6, IL8, IL-10, IFN-y, TNF-a)

Naklady na jedno stanoveni jsme vypocitali nebo odhadli:
a) bez ohledu na pfistrojové vybaveni
b) s ohledem na pfistrojové vybaveni

c) s ohledem na ¢asovou narocnost stanoveni a pracnost
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5. VYSLEDKY

Tabulka €. 3. Poéty stanoveni cytokin metodami ELISA a xMAP technology
v poslednich 10 letech.

SROVNANI POCTU LITERARNICH REFERENCI PRO STANOVEN| CYTOKINU
METODAMI ELISA A xMAP TECHNOLOGY V OBDOBI 2002 - 2011

Reference 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
ELISA 2889 | 3257 | 5124 | 3932 | 10460 | 7420 | 7965 | 8385 | 6694 | 7779
xMAP 0 0 0 2 5 6 13 19 15 32

Luminex 4 6 9 18 30 38 78 114 | 116 | 192
XMAP a Luminex 4 6 9 18 32 41 81 122 | 123 | 205
)F()IT/IdAIIPEE:l-Iqur/nineX 0,14 0,18 0,18 0,46 0,31 0,55 1,02 1,45 1,84 2,64

a) V poslednich 10 letech dochazi ke zvySovani poctu citaci pouzivajici multiplexové
stanoveni cytokin(.

b) Nesprdvné oznaceni ,metoda Luminex” je rozSitenéjSi nez spravny ndzev metody
XMAP technology.

Graf €. 1. Vzristajici podil xMAP technologie na stanoveni cytokini v poslednich 10
letech.

m 2002
m 2003
m 2004
m 2005
m 2006
m 2007
m 2008
m 2009

2010

w2011

Relativni podil multiplexového (Luminex nebo xXMAP) stanovovdni cytokin( vztazeny
k metodé ELISA se v poslednich 10 letech zvysuje.
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Tabulka ¢. 4. Pocet praci pouZivajici multiplexové stanoveni cytokinl (Luminex,

XMAP) u prasete v poslednich 10 letech.

SROVNAN{ POCTU LITERARNICH REFERENCI PRO STANOVENI CYTOKINU PRASETE
METODAMI ELISA A xMAP TECHNOLOGY V OBDOBI 2002 - 2011

Reference 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
ELISA 33 56 63 58 132 90 103 86 75 77
XxMAP 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Luminex 0 0 0 0 1 0 1 1 0
XMAP a Luminex 0 0 0 1 2 0 1 1 0

Rozsifovani stanoveni cytokint xMAP technologii u prasete v poslednich 10 letech

stagnuje.

Posouzeni nakladii na ELISA a xMAP technologii:

a) bez ohledu na pristrojové vybaveni

Cena na stanoveni jednoho cytokinu je vyrazné nizsi u xMAP technologie ve srovnani s

ELISA

b) s ohledem na pfistrojové vybaveni

Pofizovaci naklady pro xMAP technologii jsou vyrazné vyssi nez pro ELISA.

c) s ohledem na ¢asovou narocnost stanoveni a pracnost

Rozpipetovani reagencii, promyvani a kultivace jsou casové srovnatelné jak pro
desticku pro ELISA, tak pro xXMAP technologii. Pfi ELISA bychom potfebovali pracovat
Proto je multiplexové stanovéni 6 cytokind xMAP technologii

se 6 destickami.

podstatné méné narocné na lidskou praci.

Zméreni jedné desticky na ELISA readeru je témér okamzité. Pfecteni jedné desticky na

Luminexu je v desitkdch minut. Jedna se vSak o automatickou préci ptistroje.

Cim vice analytd by se stanovovalo xMAP technologii najednou, tim vyhodné&jsi by bylo

jeji poutziti ve srovnani s ELISA.
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6. DISKUZE

V 80. letech minulého stoleti se zacaly objevovat publikace o rlznych tézkych
tkanovych poskozenich a ischemii — podobajicich se klinickymi symptomy sepsi, které
vSak nebyly infekéniho plvodu. To vedlo k potiebé rozliSit patofyziologické pfticiny
sepse od dalSich pticin systémové zanétlivé imunitni odpovédi (SIRS) neinfekéniho
pGvodu. Na konferenci v Nortbrooku vr. 1991 bylo proto zavedeno nazvoslovi pro
rozliSovani SIRS rGzného plivodu (Bone et al., 1992).

Vrozena imunitni odpovéd je nespecifickd, ale obecné méné ucinna nei
specifickd (ziskana) imunitni odpovéd. | presto je velikym pfinosem pro organismus,
protoZe je okamzZité pripravena zasahnout proti Sirokému spektru infekénich agens,
které proniknou do organismu (Delves et al., 2011).Je proto povazovana za
prvni obrannou linii proti infekci. Charakteristické pro vrozenou slozku imunity je, Ze se
dédi a neni proto typickd pro jedince, ale pro druh. Dani za to, Ze je okamzité
pfipravena k zdsahu je skutecnost, Ze je méné Ucinna a pfi opakovaném setkdni se
stejnymi antigeny nedochdzi kjejimu zesileni, jako tomu je v ptipadé specifické
imunitni odpovédi, ktera je pfi opakovaném setkadni se stejnymi antigeny vyrazné
ucinnéjsi, a to predevsim diky pamétovym burikdm (Delves et al., 2011).

Lokalni zanét je imunitni reakce vedouci ke snaze neutralizovat plsobeni agens,
které tuto reakci vyvolalo. Vyznamnou roli vzanétlivé reakci hraji prozanétlivé
chemokiny (napt. IL-8), které pfitahuji efektorové bunky do mista zdnétu, a
prozanétlivé cytokiny, napf. IL-1B3, IL-6 a TNF-o., které fidi fagocytdzu patogenl nebo
cizich castic i znieni a odstranéni poskozenych bunék. V pripadé nadmeérného vyskytu
chemokinl/cytokinG/alarmint/PAMPs muze dojit k lokalni trombdze a infekéni agens
nebo jeho casti zlstanou lokalizovdny a nerozsifi se krevnim obéhem do organismu
(Fry, 2012).

Ne vzdy se podati zadnétlivou reakci izolovat a zabranit tak jejimu systémovému
rozsifeni a cytokiny, chemokiny, nekrotické buriky, alarminy, infekéni agens a jejich
mozné toxické produkty se rozsifi do celého organismu. Sepse je tedy extrémné
vystupriovana systémova obranna reakce, kterd se svym bouflivym priibéhem vymkne

kontrole organismu. Misto toho, aby ho ochranila, ho poskodi. Nepfimérené a
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neregulované vyplaveni cytokind byva oznacovano jako cytokinovd boufe (cytokine
storm). Takova boufe muzZe vést az k mnohocetnému organovému poskozeni (MODS),
které mulze koncit smrti pacienta (Vennemann et al., 2012). Proto byvaji
vysoké hladiny cytokin( v krevnim obé&hu povaZzovany za dulezity privodni jev sepse.

Produkci zanétlivych mediatord indukuji charakteristické molekularni struktury.
Tyto molekularni struktury mohou byt bud organismu cizi, jako jsou napf. PAMPs nebo
struktury organismu vlastni, které jsou za béiného stavu skryty imunitnimu
rozpoznavani. Tyto molekuly se nazyvaji alarminy a jejich typickym predstavitelem je
HMGB1. HMGB1 je DNA vazebny jaderny protein, ktery je duleZity pro transkripci.
Z tohoto divodu se nachazi prakticky ve vsech jadernych bunkach. Jeho objeveni se
mimo bunku muizZe byt bud sekreci aktivovanymi burikami (predevsim makrofagy),
nebo se uvolni pfi bunécné nekrdze. Z dlivodu, Ze bunécné poskozeni a rozpad buriky
néjakou dobu trvd je HMGB1, uvolfiovan ve srovnani napf. TNF-a vyrazné pozdéji. Je
proto popisovan jako pozdni medidtor zdnétu (Cinel a Opal, 2009).

Plejdda marker(i sepse je obrovskd (Pierrakos a Vincent, 2010).
Pfesto je tézké najit univerzdlni marker, ktery by byl typicky pouze pro sepsi, a proto se
pouziva stanoveni vice markerl sepse. Z tohoto divodu se popisuji stale nové a nové
markery nebo se hledaji nové souvislosti markerU spojenych s infekci, které jsou zndmy
desitky let. Prikladem takového markeru muizZe byt presepsin, coZ je solubilni forma
davno znamého povrchového znaku CD14, tedy receptoru pro lipopolychacharid, ktery
je soucasti bunécné stény gram-negativnich bakterii (Caroff a Karibian,
2003). Napf. vroce 2011 byly vodborné literature popsany objevné prace v
diagnostickém vyuziti solubilni formy tohoto Iéta znamého markeru (Mussap et
al., 2011; Okamura a Yokoi, 2011).

Sepse i pres velké Gsili vyzkumnych a klinickych tym0 stale ohroZuje pacienty na
Zivoté a je provazena vysokou umrtnosti. Zatimco v 60. — 70. letech byla vénovana
pozornost podpore dostatecné ventilace septickych pacientli, Upravé objemu
télesnych tekutin, vyzivé, podpore Cinnosti srdce a |écbé Sirokospektrymi antibiotiky,
v soucasnosti se VvetSi pozornost vénuje neutralizaci infekénich agens, jejich
charakteristickych molekuldrnich struktur (PAMP), receptorim (TLRs, NODs), aby se
zabranilo molekularni signalizaci spoustéjici nekontrolovanou sebedestrukéni
obrannou reakci vedouci k MODS (Parrish et al., 2008).
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Pro studium mechanism( sepse a hledani ucéinnych postupl pro jeji 1écbu je
treba pouzivat vhodné modely. Sepsi, jako mimoradné slozity proces postihujici cely
organismus neni prakticky mozné modelovat v in vitro experimentech. Z téchto dlvod(
se pouZivaji zvireci modely. Velice rozsSifené laboratorni zvifeci modely
v biomedicinském vyzkumu jsou hlodavci (mys a potkan), a to prfedevsim pro jejich
nendrocnost na chov a existenci rliznych knockautovanych linii s odstranénymi geny
napf. pro prozanétlivé cytokiny (Moreno et al., 2006; Ogiku et al.,
2012), které umoznuji sledovat vyznam toho kterého faktoru pro vznik a zdvaznost
sepse. Prfes nesporné vyhody chovu a vyuziti laboratornich hlodavcl jsou tito
fylogeneticky velice vzdaleni Clovéku. Neni proto divu, Ze vysledky a terapeutické
postupy, které jsou ziskavany v experimentech, jsou jen vyjimecné aplikovatelné
v humanni mediciné (Dyson a Singer, 2009). Pfesto je obecny souhlas o
nezbytnosti pouzivani experimentalnich modell sepse (Poli-de-Figueiredo
et al., 2008). Vposlednich letech stale roste obliba prasete jako infekéniho
modelu lidskych onemocnéni, které je svou fyziologii, vyZivou a anatomickymi pomeéry
podstatné blizsi ¢lovéku (Fairbairn et al., 2011; Meurens et al.,
2012). Zavedeni urcitého zvireciho modelu s sebou také nese potiebu dostupnosti
diagnostickych reagencii, coZ jsou v pripadé sepse predevsim zanétlivé cytokiny.

Prvni laboratorné pripravené rekombinantni proteiny a protilatky proti
zanétlivym cytokinim prasete se zacaly objevovat pocatkem 90. let minulého stoleti.
Hlavnim cilem zajmu byl v té dobé pomérné nedavno popsany a intenzivné studovany
faktor nekrotizujici nddory alfa— TNF-o. (Beutler et al., 1985; Jesmok et
al., 1992; Von Niederhausern et al., 1993). Prvni komercné
dostupné protilatky proti prase¢imu TNF-o nabizela firma Endogen (pozdéji soucast
Pierce, dnes vlastnéné firmou Thermo Fischer Scientific). Firma Endogen také nabidla
prvni ELISA kit pro stanoveni praseCiho TNF-a. Dalsi firmy, které nasledovaly s
nabidkou ELISA souprav, byly firmy BioSource (Camarillo, CA, USA, pozdéji Invitrogen,
dnes Life Technologies) a R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Jako evropsky vyrobce
se k nim pozdéji pfipojila firma IBL-Habmurg (Hamburg, SRN) (Splichal, 2012).

V soucasnosti existuje mnoho firem s nabidkou pokryvajici Siroké spektrum prasecich
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zénétlivych cytokind a chemokinl (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18,
TNF-o a IFN-y).

SloZitost zanétlivého procesu vedla k potiebé stanovit vice zanétlivych markert
najednou, coz bylo podnétem pro rozvoj multiplexovych stanoveni. Kombinaci
sendvi¢ového slozeni znamého z ELISA a principu priitokové cytometrie vyvinula firma
Luminex Corporation (Austin, TX, USA) metodu, kterou nazvala xMAP technologie
(Extended Multialyte Profiling). Toto multiplexové stanoveni se, po pocatecnich
ojedinélych pokusech, zadalo opravdu rozvijet a rozSifovat do klinické praxe na
prelomu tohoto tisicileti (Carson a Vignali, 1999; de Jager et al.,
2003; Vignali, 2000).

ProtoZze je prase kliCovym zvifecim modelem pro gnotobiologické pracovisté
Mikrobiologického ustavu AV CR, v.v.i. v Novém Hradku, zamé¥ili jsme svou pozornost
na moznost multiplexového stanoveni prasecich cytokin(. Prvni multiplexovou analyzu
prasecich cytokinG provedli ve Svédsku vr. 2006, kdy pouzili polystyrénové kulicky
s navazanymi anti-mysSimi lg (imunoglobulin) protildtkami doddvanymi firmou R&D
Systems (Johannisson et al., 2006). Tyto reagencie jsou sice univerzalni
pro vSechny Zivocisné druhy, pokud je pouzita specifickd mysi monoklonalni protilatka.
Zda se vsak, Ze se tento pfristup v praxi pfiliS neujal. Uvedené multiplexové stanoveni
cytokinl bylo pro IL-1p, IL-8 a TNF-a s limity detekce v rozsahu 180-12000 pg/ml, cozZ je
dostatecné pro stanoveni cytokinl za sepse, kdy dosahuji vysokych hodnot, ale pro jiné
vyzkumné prace je mozné hodnotit citlivost stanoveni jako nedostatecnou. V r. 2009
Bjerre et al. (2009) popsali 4-plexovy systém pro stanoveni IL-6, IL-8, IL-10 a TNF-q,
pficemz se jim nepodafilo zaclenit stanoveni IL-13 pro neznamé interference. V tomto
pfipadé jiz dosahli detekce hodnot fadové v jednotkdch a desitkach pikogramd, tedy
srovnatelnych s metodami ELISA. Kromé pouZitych protilatek se oba uvedené systémy
liSily od systému Johannissona et al. (2006) tim, Ze pouzili polystyrénové kulicky
pokryté paramagnetickou vrstvou. Za prllomovou praci multiplexového stanoveni
prasecCich cytokinl xMAP technologii je moZné povazovat prdci Lawsona et al.
(2010), kteri pfripravili 8-plex s pozadovanou citlivosti a vhodnym zastoupenim
zanétlivych cytokinl. Prvni komercéné dostupny multiplexovy systém pro stanoveni

cytokinl prasete nabidla v loriském roce firma Panomics/Affymetrix (Santa Clara, CA,
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USA) pro IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a., IFN-y a TGF-B. Systém je mozné si objednat
jako stanoveni jednotlivého cytokinu ¢i vice cytokinl az po 8-plex. Ponékud nejasna je
pfitomnost TGF-f3, protoZe vyZaduje okyseleni vzorku a je tedy nevhodny pro spole¢né
stanoveni s ostatnimi cytokiny v multiplexovém provedeni. Jedinym vysvétlenim je
skutecnost, Zze TGF-B je fylogeneticky vysoce konzervovana molekula (Burt a Law,
1994) a se stejnymi reagenciemi je mozné stanovit TGF-f u vice ZivociSnych druhd,
jejichz multiplexova stanoveni ma firma Panomics/Affymetrix v nabidce.

Vypracovani systému pro multiplexové stanoveni analytd xMAP technologii je
velice nakladna zdlezitost, protoZe je treba zkousSet moiné kombinace protilatek a
zaroven je volit tak, aby si navzajem neinterferovaly. Dr. de Jager (Oddéleni détské
imunologie, Lékarské centrum, Utrecht, Nizozemsko), ktery popsal 15-plex pro
stanoveni lidskych cytokind (de Jager et al., 2003)a pozdéji jej rozsifil na
30-plex nam sdélil, Ze v pripadé cytokind potkana neni schopen najit vhodné protilatky
pro soucasné stanoveni IL-10 a IFN-y (de Jager, 2009). Detailni popis pouZitych
protilatek pro stanoveni prasecich cytokinl jako to dlsledné udélala skupina Dr. Saif
(Lawson et al., 2010) je proto nesmirné cenna.

RGzné laboratorné pripravené systémy jsou, i pfi znalosti potifebnych protilatek,
Casové a financ¢né ndakladné. Otazkou potom je, jestli neni vhodnéjsi, a nakonec
s ohledem na Usporu lidské prace i ekonomictéjsi, si koupit komeréné dostupné
systémy. V kazdém pripadé je ale dobra znalost systému a moZnost doplnéni
n-plexového sytému o pozadované cytokiny (napt. IL-12/23 p40, IL-17A, IL-23) jednou
zvyhod multiplexového stanoveni analyti zaloZzeného na principu pratokové

cytometrie.

XMAP technologie je, tak jako se to stalo napf. u vyrobk(d firem Xerox nebo
Elextrolux, zndma vice pod nespravnym a ,zlidovélym“ oznacenim jako , metoda
Luminex”. Tuto oCekavanou skutecnost jsme si ovéfili srovnanim vyskytl odbornych
praci s klicovymi slovy xXMAP a Luminex. Z tohoto dlivodu jsme pro vyhledavani praci
pro multiplexové stanoveni cytokin( pouzili jako klicova slova jak xMAP tak Luminex.
Vzhledem k malym rozdildm mezi poctem praci takto vyhledanych jsme se nesnazili

disledné najit, ve které praci se vyskytuji zaroven oba terminy. Tato nase zamérna
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nedUslednost podle naseho nazoru nijak neovlivnila predstavu o rozSifovani xMAP
technologie pro stanoveni zanétlivych cytokind v poslednim desetileti.

Vyhodou xMAP technologie je skutecnost, Ze se jednda o multianalytové
stanoveni nenaro¢né na objem vzorku ve srovnani s ELISA. Napf. pro stanoveni 30
zanétlivych cytokinG a rlstovych faktorl v obtizné dostupné folikularni tekutiné
vystacime s 25-50 pl vzorku. Pro srovnatelné stanoveni 30 cytokin(i metodou ELISA by
potfeba vzorku byla mnohonasobné vétsi (cca 30 x 50 pl) a tedy naprosto neredlna.
Jinou otdzkou je oprdavnénost takto rozsahlych stanoveni, protoze rozsdhlé udaje,
pokud nejsou interpretovany, zlstdvaji pouze zméti Cisel a srovnavat a vysvétlit
zavislost 30 analytl na experimentalnich podminkach rozhodné neni jednoduché. Prvni
vyhodou tedy je, Ze nam xMAP technologie umozniuje stanoveni tam, kde bychom
v pripadé ELISA méli nedostatek vzorku. Dalsi vyhodou je skutecnost, Ze stanovenim
vice analyti najednou v jednom vzorku dochazi ke sniZeni pracnosti a tedy i sniZeni
Casové narocnosti na urcitd stanoveni.

Pti srovnani cenovych nakladl pfi stanoveni 6 cytokinG jsme zjistili, Ze stanoveni
jednoho cytokinu vyjde vyrazné levnéji pro multiplexové stanoveni. Obecné plati
,,pravidlo”, ze ¢im vice cytokind je v multiplexovém stanoveni, tim se mi naklady na
jednotlivy cytokin snizuji. Napt. zatimco stanoveni 4 cytokin 4-plexem vyjde okolo
30 tis. K¢, tak stanoveni 30 cytokint 30-plexem stoji okolo 100 tis. K¢ (informace
z cenikd Bio-Rad, Millipore, Panomics/Affymetrix a dalSich). Nevyhodou pro zavadéni
multiplexového stanoveni xMAP technologii je vysoka pofizovaci cena pfistroje firmy
Luminex, ktera je mnohonasobné vyssi nez cena ELISA readeru. Pfistroj vsak zaroven
umoziuje i dalsi stanoveni napf. voblasti nukleovych kyselin. Pfi srovnani
reprodukovatelosti vysledk( (intra-assay Ci inter-assay presnost) vychazi lépe ELISA,
coz v nékterych pripadech neni na zdvadu stanoveni. Takovym pfipadem je napft.
sepse, kdy se jedna bud o fyziologické hodnoty cytokin, nebo hodnoty doslova

extrémni.
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7. ZAVER

V predloZené praci jsme zpracovali téma sepse. Svou pozornost jsme vénovali
také srovndni metod ELISA a xXMAP technologie pro stanoveni zanétlivych cytokina.
Z odborné literatury ziskanych poznatkd vyvozujeme:

1) Sepse patfi mezi nejcastéjsi pric¢iny umrti kriticky nemocnych pacient(.

2) PYi sepsi dochazi k poSkozovani pacienta mechanismy pfirozené imunity, které se
vymkly regulaci.

3) V poslednich letech se objevuji zminky o moZném vyznamnéjsim ovlivnéni specifické
imunity v sepsi (napf. deplece CD4 bunék).

4) Sepse je slozity a doposud ne Uplné objasnény proces.

5) Dalsi ziskané poznatky mechanism0 vzniku a pribéhu sepse mohou pfispét
k terapeutickému ovlivnéni sepse.

6) Sepse je velmi sloZity proces, a proto se in vitro systémy zdaji byt nedostatecné pro
studium sepse.

7) Zviteci modely sepse zatim neplni oCekavani pro aplikaci ziskanych poznatk( pro
[éCbu ¢lovéka. Jsou potfebné sofistikovanéjsi a clovéku podobnéjsi zvifeci modely.

8) Neni znamy Zadny univerzalni marker sepse. Pfi studiu sepse je proto vhodné
sledovat vice markeru charakterizujicich zanétlivou reakci v SirSich souvislostech.

VySe uvedené poznatky chceme zurocit ve vyzkumné praci na pracovisti
Mikrobiologického Ustavu AV CR, v.v.i. vNovém Hradku pfi modelovani sepse na
gnotobiotickém selecim modelu sepse. Téma sepse, ke kterému jsem si osvojila
zdkladni poznatky, studované na selecim modelu, se tak mlzZe stat tématem mé

predpokladané diplomové prace.
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ZKRATKY, ODBORNE TERMINY A KLICOVA SLOVA

CD (Cluster Designation) povrchovy znak

DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) molekuly signalizujici poskozeni ¢i
nebezpeci tzn. alarminy tj. zkratka je nékdy pouZivana i jako danger associated
molecular patterns — v literatufe panuje nejednotnost)

DNA (deoxyribonucleic acid) deoxyribonukleova kyselina

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

HMGB1 (High Mobility Group Box 1) alarmin

Hsp32 (Heat shock protein 32) protein teplotniho Soku 32

IFN—y interferon gama

IL interleukin

MAMPs (Microbe Associated Molecullar Patterns) molekuldrni vzory spojené s
mikroby

MyD88 (Myeloid Differentiation primary-response protein 88) adaptorovy protein
Nd-YAG laser (Neodymium/Yttrium—Aluminum—Garnet laser) neodym/yttrium-
hlinikovo-granatovy laser

NF —xB (Nuclear Factor kappa B) jaderny faktor kappa B

NOD-LRRs (Nucleotide-Oligomerization Domain Leucine-Rich Repeat) cytosolovy
receptor

PAMPs (Pathogen Associated Molecullar Patterns) molekularni vzory spojené s
patogeny

PRRs (Pattern Recognition Receptors) receptory rozpoznavajici struktury

TF tkanovy faktor

TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) inhibitor tkariového faktoru

TGF-B (Transforming Growth Factor ) transformujici riistovy faktor beta

TNF-a (Tumour Necrosis Factor o) faktor nekrotizujici nddory alfa

vWF (von Willebrand factor) von Willebrandav faktor

XMAP technologie (Extended Multianalyte Profiling technology); nespravné nazyvano

,metoda Luminex“
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