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2 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4 2

VYSVEILENI

APACHEII

Actte Physidogic And (hronic Health Bvalation, skére hodnotid]
zdravotni stav

apoprotein A-I

Acute Respiratory Distress Syndrome, syndromakutni dechové tisné

skupina ambulantnich kontrol

katalasa

konjugované dieny

Centres for Disease Control

koenzymQ

Creaktivni protein

glutathionperaxidasa

glutathionreduktasa

redukovany glutathion

axidovany glutathion

hermogiobin

High Density Lipoprotein, lipoprotein o vysoké hustoté

interleukin 1

Lipopolysaccharide Binding Protein, lipopolysacharid vézziid protein

Low Dersity Lipoprotein, lipoprotein o nizké hustoté

I karska fakulta

lipidove hydroperaxidy

lipopolysacharid

Multiple Organ Dysfinction Syndrome, syndrom multiorganové dysfimkee,
ot oreAnove selhar

Nitro Blue Tetrazolium salt, nitrotetrazoliova modf, 3,3'«(3,3 " -Dimethoxy+
4,4" -difenylen)bis[ 2-(4-nitrofernyl}-5-fermyl-2H-tetrazolium] chlorid

NED N-(1-naftyl)ethylendiamin

NOS nitroxidsynthasa

NK skupina neseptickych kriticky nemocrych pacientii
PCT prokalcitonin

PON paracxonasa




POOH proteinové hydroperoxidy

PUFA polyunsaturated fatty acids, polynenasyoené mastné kyseliny

RBC Red Blood Cell, erythrocyt

RNS Rmdweﬁtmgen Species, reaktivii formy qusiku

RONS Reactive Oxygen and Nitrogen Spedies, reaktivni formy kysliku a dusiku

ROS Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku

SAA sérovy anyloid A

SAPS the Simplified Acute Physiology Soore, skorovad systém pro Klinickou praxi

SIRS Systematic Inflanmmatory Response Syndrome,  syndrom  Systeamova
zanetlive odpovedi

SOD mpenmdhsmltasa

SOFA sepsis-related Organ Failure Assesment, skore hodnotic septicky stav

TRARS Thiobarbituric Acid Reactive Substances, latky reagujici s thiobarbiturovors
kyselinou

TNFa Tummor Necrosis Factor alpha, tumor nekrotisujici faktor alfa

VEN 'VEeobecn4 Fakulltni Netmocnice

VILDL Very Low Density Lipoprotein, lipoprotein o velmi nizke hustoté

VR volné radikaly

XOD xanthinoxidasa




3 SEZNAM POJMU

acidosa snizeni pH krve, vzestup kyselych latek v krvi
alopurinol ucinna latka napt. 1é¢iva Milurit, ma antioxida¢ni
P ucinky - je inhibitorem xantinoxidasy;
anoxie nedostatek kysliku ve tkanich
atherosklerosa forma korna}tem ’tczpen, vyznacujici se tvorbou
atheromatosnich platt
diabetes mellitus diabetes, cukl.'ovka; onemocnéni zpusgbene.t poruchou
regulace hladiny glykemie hormonem insulinem
1 avk Inku vyzi f. vitami A )
far ologicka davka daywa df)P nku VyZlV}vl (n’apr v3ta{n1n C, E), ktera je
vyssi nez jeho doporucena denni davka
hyperglykemie zvysSena hladina cukru v krvi
hypoperfuse sniZené zasobovani tkani nebo organi krvi
hypotense sniZzeny krevni tlak (systolicky tlak nizsi nez 90
mmHg)
hypoxie sniZeni obsahu kysliku ve tkanich
infarse prostoupeni tkané (¢ervenymi krvinkami)
. . mistni nedokrevnost tkané nebo organu pfi omezeni
ischemie v o
ptivodu okysliené krve
tenka hadi¢ka z inertniho materialu(polyethyleny,
Katetr silikonovy kaucuk aj.), ktera se zavadi do horni duté
Zily (vena cava superior)pii uplné parenteralni vyzive
apod.)
leukocytosa zvy$eny podet leukocytt (nad 12x10° leukocytti/1)
leukopenie sniZeny podet leukocyttl (pod 4x10° leukocytii/1)
meningitida zanét mékkych plen mozkovych
mortalita umrtnost
nekrosa odumieni tkané a celych ¢asti téla
oligurie chorobné sniZeni vylu¢ovani moci
penetrace pronikani, priichod
. soubor opatfeni k udrzeni Zivotné dilezitych funkei
resuscitace ve s as 114 .
prfi jejich nahlém selhani
tachykardie zrychlena srdeéni frekvence (nad 90 tepii/min)
tachypnoe zrychlena dechova frekvence(nad 20 dechli/min)




4 OVOD

Pii metabolickych procesech v organismu vznika rada reaktivnich forem kysliku

a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species, RONS), které hraji vyznamnou roli
v patogenesi celé fady chorobnych stavii. Organismus je schopen vyuzivat RONS
ve sviij prospéch; naptiklad kyslikové radikaly leukocyti slouZi k likvidaci
patogennich organismi. Oxid dusnaty plni zase funkei zvlastniho neurotransmiteru,
vyvolava relaxaci hladké svaloviny sfinkterd, je nezbytny pro vasodilataci corpus
cavernosum, a v cévnim endotelu plisobi jako inhibitor agregace a adhese
thrombocytd.

Za normalnich okolnosti je tvorba volnych radikali a jejich odstraniovani
v rovnovaze. Pokud ovsem dojde k poruseni této rovnovahy, vznika oxidacni stres,
ktery se podili na vzniku celé fady nezadoucich stavii a nemoci. Volné radikaly
prispivaji viznamné ke vzniku atherosklerosy, ischemické choroby srde¢ni, Sedého
zékalu, diabetu mellitu, vzniku zanétd a septickych stavii a podporuji starnuti
organismu.

Sledovani vzniku volnych radikald a jejich pisobeni v organismu se proto stalo

velmi aktuélni problematikou moderni mediciny.



5 CIL PRACE

1) Zdokonalit metodiku stanoveni aktivity antioxida¢niho enzymu — katalasy

(CAT) zavedené Magdalenou Hynkovou v letech 2003-2004 [40]

2) Zavést metodiky stanoveni celkové koncentrace nitrotyrosinu v plasmé
a celkové koncentrace nitritt a nitratd v séru do klinické laboratore IV. interni

kliniky 1. Lékatské fakulty UK, kde se tato méfeni dosud neprovadéla.

3) Provést méreni aktivity katalasy, stanoveni celkové koncentrace nitrita
a nitrath v séru a koncentrace nitrotyrosinu v plasmé osob zatrazenych
do klinické studie, zamétené na sledovani antioxida¢ni ochrany organismu

béhem sepse.



6 LITERARNI PREHLED

6.1 Sepse

Sepse se v poslednich letech stala jednou z nej¢astéjsich a nejvaznéjsich
komplikaci v traumatologii a chirurgii a jeji progrese do septického Soku
¢i multiorgdnového selhani je jednou z nejéastéjsich pricin imrti na nekoronarnich
jednotkach intensivni péce [21; 82]. Z tohoto hlediska sepse v poslednich letech
predstihla i infarkt myokardu a jeji incidence se stale dramaticky zvysSuje [5].
Béhem let bylo v literatufe uvadéno a pouzivano mnoho termint a pojmt
ve spojeni se septickym stavem, kdy mnohé z nich vyjadtovaly totéz (sepse,
bakteriemie, septikemie, septicky syndrom). Proto v roce 1991 navrhla konsensualni
konference 1ékart intensivni péce a plicnich specialisti v Chicagu [13] nové definice
a novou koncepci pro riizna stadia rozvoje sepse. Tyto definice jsou i pfes mnohé

kritické diskuse zatim vSeobecné prijimany.

6.1.1 Syndrom systémové zanétlivé odpovédi

Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) je uniformni odpovédi organismu na riizné podnéty [13]. Tyto
podnéty mohou mit zevni ¢i vnitfni ptivod. Mezi zevni podnéty fadime faktory
fysikalni (tepelné, radia¢ni, mechanické), chemické (toxiny organického
i anorganického ptivodu) a biologické (bakterie, viry, houby, plisné). Vnitfnimi
podnéty mohou byt napf. thrombosy, ischemické a hemoragické infarsace, tkariové
nekrosy apod. [82].

Termin SIRS je v uz§im vyznamu pouZzivan pro takové zanétlivé odpovédi
organismu, jejichZ pricinou neni infekce [82]. Je-li infekce v organismu

prokazatelnd, nejedna se jiz o SIRS, ale o nékteré stadium sepse.

6.1.2Sepse

Sepse je definovana jako specificky typ SIRS, pti kterém je prokazana invase
patogennich mikroorganisml v normélné sterilni tkani, tekutiné ¢i dutiné hostitele

[13; 82]. K diagnostice jak SIRS tak sepse slouzi nasledujici kriteria [13]:



a) teplota nad 38°C nebo pod 36°C
b) srdecni frekvence nad 90 tepli za minutu
¢) tachypnoe s frekvenci nad 20 za minutu, nebo s pi (CO.) < 4,3 kPa
d) leukocytosa > 12*109/1 nebo < 4*109/1
K tomu, abychom mohli hovotit o SIRS ¢i sepsi, musi byt splnény nejméné dvé z vyse

uvedenych kriterii.

6.1.3 Tézka sepse

Jedna se o sepsi s organovou dysfunkci a znAmkami hypoperfuse nebo
sekundarni hypotense (systolicky krevni tlak pod gomm Hg). Hypoperfuse
je charakterisovana plicni dysfunkci, poklesem thrombocytt pod 100*109/1, oligurii
(< 0,5 ml/kg/h, po dobu minimalné 2 hodin) a acidosou (pH < 7,3) [13] . Progresi

tézké sepse vznika septicky Sok.

6.1.3.1 Septicky sok
Septicky Sok je definovan jako stav s tézkou hypotensi, hypoperfusi

a organovou dysfunkei i pfes adekvatni resuscitaci infusni terapii.

6.1.4 Syndrom multiorganové dysfunkce

Ke vzniku syndromu multiorganové dysfunkce (multiple organ dysfunction
syndrome, MODS) miiZe dojit rozvojem tézké sepse, kdy dochazi ke Spatné funkénosti
az selhavani organt (ledvin, jater). Jeho extrémni formou je syndrom

multiorganového selhani (multiple organ failure, MOF) [13; 82].

6.1.5 Skorovact systémy pouzivané v intensivnt péci

Pro hodnoceni septickych pacientti a pacienti po chirurgickém vykonu byly
vyvinuty desitky klasifika¢nich systémi. Tyto systémy si v§imaji dynamicky se
ménicich ukazateld funkci jednotlivych organovych systémi a mohou slouzit jako
prognostické modely.

Mezi nejuzivanéjsi klasifika¢ni systémy miizeme zatradit APACHE II skore
(the Acute Physiology and Chronic Health Evaluation System II) [36], SAPS II skére
(the Simplified Acute Physiology Score II) [50], MODS skére (Multiple Organ
Dysfunction Score) [54] a SOFA skore (Sepsis-Related Organ Failure Assesment)
[86].



6.1.5.1 Skore APACHE II

Skorovaci systém hodnotici 12 fysikalné, biochemicky a hematologicky
vySetfovanych parametri (teplota, krevni tlak, tepova a dechova frekvence, parcialni
tlak kysliku, pH, koncentrace Na*, K*, kreatininu, leukocytdi; hematokrit a Glasgow
coma score), dale pak zohlednuje vék a zavazné choroby v anamnese [36; 46]. Pro
lékarskou verejnost je volné dostupny na internetu na strance:

http://www.sfar.org/scores2/apache22.html

6.1.6 Diagnostika sepse

Ke stanoveni diagnosy sepse se vyuzivaji rizné klinické a laboratorni markery
infekce, s vétsi ¢i mensi specifitou pro septicky stav [82]. K béZné vyuzivanym
klasickym metodam patfi:

1) télesna teplota (u sepse je ocekavana horecka, t > 38°C)

2) tepova frekvence (velmi nespecificky faktor, jelikoz tachykardie
doprovazi celou fadu riznych onemocnéni)

3) mnozstvi leukocytti

4) koncentrace C-reaktivniho proteinu (CRP) v séru (nejcastéji
vyuzivany marker k posouzeni pritomnosti a zdvaznosti zanétlivé odpovédi
organismu)

5) koncentrace prokalcitoninu (PCT) - velmi specificky parametr
pro sepsi, jeho koncentrace béhem sepse roste az na tisicinasobnou hodnotu

6) koncentrace prozanétlivych cytokint IL-6 a IL-8 (mala specificnost
pro sepsi, spiSe vyuziti v predikci mortality)

7) hladina antithrombinu III

6.1.7 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein byl objeven vroce 1930 vlaboratofi Oswalda Averyho,
pii studii sledujici pacienty trpici streptokokovou infekci. Séra téchto pacientti
obsahovala protein, ktery byl schopen reagovat s C polysacharidem z bunécéné stény
streptokokli (jednalo se o streptococcus pneumoniae), tato vlastnost prinesla
proteinu jeho dnes$ni nazev C-reaktivni protein [12; 57]. O étyFicet let pozdéji
Volanakis a Kaplan identifikovali specificky ligand potfebny pro navazani CRP
na C polysacharid streptokoka, timto ligandem byl fosfocholin [88]. Fosfocholin byl



prvnim objevenym ligandem pro CRP, ne vsak poslednim, od té doby bylo jiz
objeveno mnoho dalsich latek, které mohou byt ligandy pro CRP.

6.1.7.1 Vlastnosti CRP

C-reaktivni protein se fadi mezi proteiny akutni fize zanétu, jeho koncentrace
v plasmé rychle a vyznamné vzrista pfi prvnich piiznacich akutniho zinétu. Hodnoty
vplasmé béhem akutniho zdnétu mohou dosdhnout a7 tisicindsobku normalnich
fysiologickych hodnot [57].

Synthesa CRP probih4 pfevazné v jaternich hepatocytech, dale byla prokazana
v neuronech, monocytech, lymfocytech a v atherosklerotickém plaku.

Svym navazanim na Fc receptor fagocytujicich bunék (neutrofilti, monocytt
a NK-bunék) ovliviiuje CRP jejich fagocytarni aktivitu a chemotaxi. Je zapojen
do indukce apoptosy vyvolané NK bumnkami. Podili se na eliminaci exogennich
i endogennich patologickych struktur a nasledné aktivuje kaskddu komplementu [55].

C-reaktivni protein méa schopnost vézat se na fosfatidylcholin bakterialni stény
a bunééné membrany vyssich organismil; vaze se i na nekrotické ¢i poskozené buriky
a muZe se vazat na chromatin, histony a malé ¢astice jadernych nukleoproteini.

C-reaktivni protein vykazuje pfimou antioxidac¢ni aktivitu, ale u chronického
zanétu ma nepriznivé G¢inky. Dlouhodobé zvysené hladiny CRP miiZzeme povaZovat

za risikovy faktor rozvoje atherosklerosy a ischemické choroby srdeéni.

6.1.7.2 Struktura CRP

C-reaktivni protein se sklada z péti strukturalné identickych globularnich
podjednotek o hmotnosti 25 kDa, které jsou navzajem vazany nekovalentnimi
vazbami do podoby jednoduchého disku s pentagonalnim cyklickym tvarem
{(obrazek 6-1 (str. 10)} [17]. Kazd4 podjednotka proteinu je sloZena ze dvou
antiparalelnich B skladanych listi a vaZe na sebe dva atomy Ca2* [12; 57]. Diky své
struktufe se fadi do skupiny proteint, jenz jsou nazyvany pentraxiny.

Kazda podjednotka CRP obsahuje dilezité tzv. rozpoznavajici vazebné misto
pro navazani fosfocholinu. Pfedpoklada se, Ze pro navazani fosfocholinu na CRP jsou
nejdilezitéjsi aminokyselinové zbytky: Phe-66 a Glu-81, kde Phe-66 hydrofobnimi
interakcemi vaZe methylové skupiny fosfocholinu, zatimco Glu-81 interaguje
s positivné nabitym dusikem fosfocholinu [11].

Molekula CRP obsahuje déile tzv. efektorové misto, které slouzi k navazani

komplementu C1q. Je dokazano, Ze v navazani CRP ke komplementu Ciq hraje



klicovou roli stérbina tahnouci se ze stfedu podjednotky do stiedu pentameru

a mnohé aminokyselinové zbytky podél této stérbiny zejména Asp-112 a Tyr 175 .

Obrazek 6-1: Krystalova struktura CRP v komplexu s fosfocholinem

(Ca**... Zluté; fosfocholin ... zeleny)

1.1.1.1 Genova exprese CRP a jeji regulace

Gen pro CRP se u ¢lovéka naléza na 1. chromosomu v regionu g2.1 a je tvofen
dvéma exony a jednim intronem o délce 278 bp.
Regulace synthesy CRP hepatocyty probiha predevsim na Grovni transkripce a to
prostfednictvim cytokinu IL-6, dale IL-1 a TNF-q, které aktivuji transkripéni faktory
rodiny C/EBP (C/EBPpB a C/EBPJ), v mensi mife se pak na regulaci podileji
transkripcni faktory STAT3 a Rel proteiny. Synthesu CRP mohou ovlivnit kromé
cytokinti dale jesté hormony, konkrétné glukokortikoidy .

1.1.1.2 Vyznam v diagnostice

Stanoveni hladin CRP slouzi k detekei a monitorovani zavaznych zanétovych
stavil . Koncentrace CRP po zanétovém stimulu vzroste az na tisicindsobek hodnoty

fysiologické. Odpovéd na zanétovy stimul je rychla a biologicky polocas CRP

10



naopak kratky, vipovédni hodnota stanoveni hladiny CRP je vyssi nez méreni
sedimentace erythrocyta.

Vzestup koncentrace CRP je nejvétsi u bakteridlnich infekei zptisobenych Gram
negativnimi bakteriemi, nasleduji infekce zptisobené Gram positivnimi bakteriemi.
Vzestup koncentrace pii infekcich virovych, mykobakterialnich a parasitarnich je az
10x mensi.

Hladina CRP je dale zvySena pfi infarktu myokardu, revmatickych onemocnéni
a u pooperacnich stavii [31].

S vékem, dochézi k mirnému vzestupu hladiny CRP, kojenci synthetisuji mensi
mnozstvi CRP a tak je u kojencii zvySena hladina CRP vyuzZivana v diferencialni

diagnostice meningitidy [57].

6.1.7.5 Vyznam CRP v patogenesi

CRP se tGcastni v patogenesi atherosklerosy, jeho koncentrace je zvySena
u subklinické a manifestni atherosklerosy. Pfimo se Gi¢astni v procesu cévnich zmén
pri atherosklerose [57; 93], v atheromovych lesich byla nalezena deposita CRP.

Zvysené hladiny CRP miZeme povaZovat za risikovy faktor rozvoje
atherosklerosy a ischemické choroby srdecni.

Pfi dlouhodobé koncentraci nad 50 mg/1 (hladina CRP pii chronickém ¢i mirné
akutnim zanétu) je CRP neurotoxicky. Nervové buriky aktivné vychytavaji CRP a tak
se aktivné podili v patogenesi Alzheimerovy nemoci. Byl objeven v depositech

amyloidu v mozkovych lesich [20].

6.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku a volné
radikaly

Reaktivni formy miiZzeme délit podle zdroje, ze kterého vznikaji, na reaktivni
formy kysliku ROS (Reactive Oxygen Species) a reaktivni formy dusiku RNS

vvvvvv

tabulka 6-1 (str. 12) [80].

Reaktivni formou mize byt volny radikal, tedy latka s neparovym elektronem,
nebo to miiZe byt latka, jenZ mé vSechny elektrony v orbitalech sparované. Volné
radikaly mohou byt neutralni ¢astice ¢i ionty [80]. Volné radikaly vznikaji trojim
zptisobem: homolytickym Stépenim a oxidaci ¢i redukei molekul; v organismu jsou

vyuzivany pouze energeticky méné narocné reakce, oxidace a redukce.



Tabulka 6-1: Reaktivni formy kysliku a dusiku

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

LATKY, KTERE NEJSOU VOLNYMI

VOLNE RADIKALY ]
RADIKALY
Superoxid ( 0:°) Peroxid vodiku (H.0.)

Hydroxylovy radikal (HO")

Kyselina chlorna (HCIO)

Peroxyl (ROO°) Ozon (0O3)
Alkoxyl (RO°) Singletovy kyslik (*0.)
Hydroperoxyl (HO")

REAKTIVNI FORMY DUSIKU

LATKY, KTERE NEJSOU VOLNYMI

VOLNE RADIKALY .
RADIKALY
Oxid dusnaty (NO°) Nitrosyl (NO+)
Oxid dusicity (NO.") Nitroxid (NO)

Kyselina dusita (HNO,)

Dimer oxidu dusicitého (N.O,)

Oxid dusity (N.Oj3)

Nitronium (NO.*)

Peroxynitrit (ONOO)

Alkylperoxynitrit (ROONO)

6.2.1 Pri¢iny vzniku volnych radikalii

P¥i¢iny vzniku volnych radikalé mtiZeme rozdélit na exogenni a endogenni.

Mezi exogenni pri¢iny fadime napft. ionisacni zateni, UV zareni, y paprsky,

X-paprsky, mikroviny, xenobiotika, polychlorované bifenyly, koufent, ¢i stres.

Mezi endogenni pti¢iny vzniku volnych radikal pak fadime napt. zanéty,
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popaleniny, infekce, rozpad fagocyti a makrofagli, hyperglykemii, reperfusi po
predchozi ischemii, zvySeny metabolismus estrogent, vznik methemoglobinu, ¢i

oxidaci chinonti [69].

6.2.2 Nemoci zpusobené volnymi radikaly

Volné radikaly a jejich metabolity piisobi fadu poruch v organismu, dokonce
se nyni hovofi o tzv. nemocech z volnych radikalt. Volné radikaly vznikaji ve zvySené
mife jako reakce na zevni ¢i vnitfni podnét a jedna se tedy o sekundérni reakei. Volné
radikaly nemaji vliv na tvorbu chemotaktickych faktord, ale jsou kritickou soudasti
funkce imunitniho systému [68].

Mezi nejdilezitéjsi stavy a choroby, jichz se i¢astni volné radikaly, mzeme
zaradit:

1) Zanét ( Z poskozené tkané se uvoltiuji cytokiny a vytvareji se volné
radikaly, které jednak zabijeji organismy napadajici tkan, ale na druhé strané mohou
poskozeni tkané jesté zhorsit. Zanét je regulovan histaminem, bradykininem
a metabolity kyseliny arachidonové.) [42]

2) Nadorovd onemocnénti (T-lymfocyty ni¢i nadorové buriky pomoci
volnych radikald a téz fada 1é¢ebnych postupti zahrnuje destrukei nadorové tkané
pomoci volnych radikalli; na druhou stranu jsou volné radikaly c¢asto hlavni pFic¢inou
vzniku karcinomd, slouZzi jako tzv. sekundarni tumorové promotory. Tyto promotory
zvy$uji aktivitu xanthinoxidasy, NADPHoxidasy, uvolnuji cytokiny a aktivuji kinasy,
tim nastava genova aktivace, dochazi k indukci onkogenti a nasledné tvorbé
nadori.) [37]

3) Diabetes mellitus (U diabetikl byv4 aktivita superoxiddismutasy
zvysSena, ale aktivita glutathionperoxidasy sniZend, coz vede k nadmérné produkci
peroxidu vodiku, ten poskozuje B-buriky pankreatu a tim prispiva ke vzniku
¢i zhorsovani nemoci; hyperglykemie ptisobi oxidacni stres a tim i dalsi zatiZeni
pacienta volnymi radikaly.) [68]

4) Onemocnéni srdce a cév

a) infarkt myokardu (Pti infarktu myokardu po pocatec¢ni hypoxii az anoxii
nastavéa reperfuse a s ni spojena tvorba velkého mnozstvi volnych radikald, jez mohou

zpusobit i poruchy srde¢niho rytmu, skodlivé zde plisobi singletovy kyslik.) [48]
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b) atherosklerosa (Oxidace vicenenasycenych mastnych kyselin
a apolipoproteinu B usnadnuje fagocytosu LDL tkaniovymi makrofigy a monocyty,
fagocyty poté adheruji k endothelu cév, penetruji do subendothelovych prostor
a vytvéreji pénové burky a tukové prouzky na cévni sténé; to ma za nasledek piiliv
dalSich volnych radikala a proteolytickych enzymi, coz vede k poskozeni cévni stény
a vzniku atherosklerotického platu.) [68]

5) Onemocnénti centrdlni nervové soustavy (CNS mé malou
antioxidacni kapacitu, ale velké mnozstvi lipidové tkané a proto patfi mezi
nejohrozenéjsi tkané z hlediska volnych radikald. Hlavnim antioxidantem v mozku
je kyselina askorbova a superoxiddismutasa.)

a) Parkinsonova choroba (Je charakterisovdna abnormalnim metabolismem
Fe a zvysSenou lipoperoxidaci v mozku, dochézi ke smrti bunék mozkového kmene.)
b) Alzheimerova choroba (Vznika velké mnozstvi volnych radikalt
v neuronalni tkani, dochazi k oxida¢nimu poskozovani chromosomt v mozku

a zvySené lipoperoxidaci.)

6.2.3 Volné radikaly a sepse

Podobné jako u ostatnich patologickych stavii hraje nerovnoviha mezi tvorbou
RONS a kapacitou antioxida¢niho systému roli také v patogenesi sepse a septického
Soku [38].

Hlavnim zdrojem RONS jsou pfi sepsi aktivované fagocyty (neutrofilni
leukocyty, makrofagy) [8; 79]. Priinfekci dochézi ke zmnozZeni fagocyti, které
produkuji RONS. K produkei RONS ve fagocytech prispivaji jednak enzymové
systémy fagocytl, a dale pak volné Zelezo, které je schopné katalysovat Fentonovu
reakci [25; 26]. Mezi enzymové systémy fagocytd patii predev§im membranovy
enzymovy komplex NADPHoxidasa [19], myeloperoxidasa [4] a iducibilni synthasa
oxidu dusnatého (iNOS ) [84].

Vznikajici RONS pisobi oxida¢ni poskozeni bunék, inaktivuji katecholaminy
[51] a stimuluji transkripci genti prozanétlivych cytokint (TNFa, IL-1 aj. ). U¢inek
volnych radikali je zvySovan vysokou teplotou a nizkym pH [38].
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6.2.4 Reaktivni formy kysliku

Molekula atmosferického kysliku (tripletového) je v organismu v aktivhim
centru cytochromoxidasy v dychacim fetézci mitochondrii postupné redukovana

ve Ctyfelektronové redukei, jak ukazuje obrazek 6-2 (str. 15) [80].

e o_ - + - . _
0, == 0, e€+3Hdygo & H,0+HO" —& » H,0

Obrazek 6-2: Postupna redukce kysliku

Meziprodukty této redukce jsou reaktivni formy a volné radikaly kysliku, které
ve vazbé s enzymem nejsou Skodlivé. Jako volné ¢astice jsou velmi jedovaté, nebot

ve tkani okamZité reaguji s jakoukoliv sousedni molekulou a aktivuji ji.

6.2.4.1 Superoxid
Superoxid ma oxidac¢né-redukeni vlastnosti a v organismech podléha

dismutaci za vzniku kysliku a peroxidu vodiku, tato reakce je katalysovana

superoxiddismutasou.

6.2.4.2 Peroxid vodiku
Peroxid vodiku neni volnym radikalem, ale fadime ho mezi reaktivni formy

kysliku, nebot se ticastni vzniku radikald. Sadm o sobé reaguje peroxid vodiku

s biomolekulami velmi pomalu. Peroxid vodiku se redukuje za katalyzy Fe2+ ¢i Cu*

vevs

redukce peroxidu vodiku je znadma jako tzv. Fentonova reakce [25; 26].
Peroxid vodiku je odstrariovan prostfednictvim katalasy, kterou je rozkladan

na kyslik a vodu.

6.2.4.3 Kyselina chlorna

Kyselina chlorna je synthetisovana v neutrofilnich granulocytech
prostfednictvim myeloperoxidasy, a to z peroxidu vodiku a chloridového aniontu, jak

naznacuje nasledujici reakce: H.O. + Cl- + H* - HCIO + H,0. Kyselina chlorna
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je silny oxidant a neutrofilnimi granulocyty je vyuzivana jako baktericidni
prostiedek [80].

6.2.5 Reaktivni formy dusiku
6.2.5.1 Oxid dusnaty a produkty jeho metabolismu

6.2.5.1.1 Oxid dusnaty
Oxid dusnaty je nejmensi syntheticky produkt savéi buriky [10], jehoz

produkce byla poprvé prokazana v roce 1985 [81]. Je to molekula s velmi kratkym
polo¢asem Zivota, coZ je dano pritomnosti volného nesparovaného elektronu, jak

ukazuje obrazek 6-3 (str. 16).

U | 2p?

Obrazek 6-3: RozlozZeni elektronii v molekulovych orbitalech pro oxid dusnaty
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Polocas Zivota oxidu dusnatého se pohybuje v f4du nékolika sekund [10].
Jedinym prekursorem oxidu dusnatého je aminokyselina L-arginin, ze které

je synthetisovan prostfednictvim nitroxidsynthas [10; 67].

6.2.5.1.2 Nitroxidsynthasy

Nitroxidsynthasa (L-arginin, NADPH: O, — oxidoreduktasa, EC 1.14.13.39)
je dimericky enzym obsahujici dvé identické podjednotky o molekulové hmotnosti
130 000 aZ 150 000, vazici ¢tyti prosthetické skupiny: flavinadenindinukleotid
(FAD), flavinmononukleotid (FMN), tetrahydrobiopterin a hem. Kazda podjednotka
ma dvé domény - reduktasovou a oxygenasovou obsahujici hem [22; 70].

V dnesni dobé rozliSujeme tfi isoformy nitroxidsynthas (NOS). Jedna se o dvé
isoformy konstitutivni, Ca2+/kalmodulin zavislé nitroxidsynthasy (cNOS), a jednu
isoformu inducibilni, Ca2+ /kalmodulin nezavislou nitroxidsynthasu (iNOS) [10; 67].

Konstitutivni nitroxidsynthasa se vyskytuje v endotelu, nadledvinkach,
mozku, thrombocytech, polymorfonuklearnich leukocytech, fibroblastech, retiné
a v nékterych nervovych zakonéenich [22; 70]. Tvorba cNOS je fizena dvéma geny,
které jsou umistény na 7. a 12. chromosomu, podle toho rozliSujeme dva typy cNOS:
endotelovou a neuronalni. Tento enzym zajistuje trvalou synthesu nezbytného
minimalniho mnozstvi NO.

Tvorba iNOS je fizena genem lokalisovanym na 17. chromosomu a jeji synthesa
je stimulovana nékterymi cytokiny (TNF-a, interferon y a IL-1) a lipopolysacharidem
endotoxinem, synthesu inhibuji IL-4 a IL-10. Synthesa iNOS probiha piredev§im v
monocytech, neutrofilnich granulocytech a hepatocytech [78]. Po tiplné indukci je jeji
aktivita v burnikich az o nékolik fada vyssi nez aktivita cNOS [70].

VSechny tfi isoformy NOS vyzaduji pti synthese oxidu dusnatého jako
kosubstraty NADPH+H* a Q.. Prvnim krokem synthesy oxidu dusnatého z
L-argininu je hydroxylace L-argininu na jednom z jeho koncovych guanidinovych
dusiki {obrazek 6-4 (str. 18)} [53]. Poté nasleduje ttielektronova oxidace tohoto
intermediatu za uvolnéni NO a citrulinu [70].

Nitroxidsynthasa je schopna redukovat kyslik i za neptitomnosti svého
hlavniho substratu, L-argininu; v takovémto piipadé je vysledkem jejiho

katalytického piisobeni superoxid [64] nebo peroxid vodiku [34].
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Obrazek 6-4: Predpokladany mechanismus synthesy NO z L-argininu

6.2.5.1.3 Funkce a ti¢inky oxidu dusnatého v organismu

Synthesa nezbytného mnozstvi oxidu dusnatého probiha v organismu
prostfednictvim cNOS, syntetisovany NO ma jednak tilohu signalni molekuly a dale
pak zajistuje basalni vasodilataci [67; 78].

NO slouzi jako signalni molekula jak centralni tak periferni nervové soustavy.
V CNS plisobi v presynaptické Stérbiné, kde stimuluje guanylatcyklasu, ktera vytvari
z GTP ¢cGMP a vzestup hladiny cGMP pak ovliviiuje synthesu dalsich
neurotransmiterd, jako napfiklad noradrenalinu ¢i glutamatu. U periferni nervové
soustavy slouzi NO jako neurotransmiter v oblasti GIT, urogenitalniho a vaskularniho
systému. V GIT zpisobuje relaxaci intestinalni hladké svaloviny, éimz vyrazné
ovliviiuje funkci sfinktert GIT. Dale piisobi jako signalni molekula v nervovych
zakoncCenich, které inervuji corpus cavernosum; a byl prokazan jeho stimulujici

Gcinek na erekcei, nedostatek NO miiZe vést az k impotenci [10].
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Pomoci vasodilata¢nich stimuld (bradykinin, acetylcholin) je NO uvoltiovan
z endotelialnich bunék, dale difunduje do bunék hladkého svalstva cév, kde aktivuje
guanylatcyklasu, coZ mé za nésledek relaxaci hladké svaloviny [67]. NO produkovany
v endotelu také zabranuje shlukovani a sraZeni krevnich destiéek, sraZeni neutrofili
a prilnuti téchto ¢éastic k endotelu [10].

Béhem zanétu dochazi ke stimulaci iNOS, coZ vede k mnohonésobné zvysené
produkei NO, ten jako volny radikal se i¢astni zabijeni patogenti v makrofazich
a neutrofilech. Je prokazana jeho schopnost zabijet nddorové buriky a indukovat
apoptosu [67].

Oxid dusnaty mtize mit také negativni icinky na organismus. Poskozuje
enzymy obsahujici Fe, ¢imz pfimo zasahuje do ¢innosti enzymi zodpovédnych
za energeticky metabolismus bunky (transportni fetézec v mitochondriich a snizen4
tvorba ATP). Vytvaii komplex s katalasou a tim ji inaktivuje; inaktivace katalasy mé
za nasledek hromadéni peroxidu vodiku. Oxid dusnaty také sniZuje sekreci insulinu
a spolu s volnymi kyslikovymi radikaly destruuje -buriky pankreatu. Reakei
se superoxidem vytvaii velmi reaktivni peroxynitrit, ktery poskozuje tkéné a ptisobi

vaskularni dysfunkci [67].

6.2.5.1.4 Metabolismus oxidu dusnatého

Jak jiz bylo uvedeno vyse, jedinym zdrojem pro synthesu oxidu dusnatého
v organismu je L-arginin, z néjz je NO syntetisovan prostiednictvim NOS. Molekula
NO je v pfitomnosti kysliku odbouravana na dusitany a dusiénany, které jsou pak
vyluéovany z téla mo¢i [67]. Volna molekula NO je v organismu velmi rychle
inaktivovana. K této inaktivaci dochazi reakci NO s hemoglobinem za vzniku
methemoglobinu, ¢i reakei s glutathionem ¢i albuminem, kdy se vytvareji
nitrosothioly [10; 80]. Ve formé nitrosothiolti mtiZe volné cirkulovat a prochéazet
membranou a nasledné byt opét uvolnén ve formé NO [10].

Za patologickych podminek mize ovSem metabolismus NO probihat i jinak.
Mozné osudy NO v organismu ukazuje obrazek 6-5 (str. 20) [80]. Pfi zvySeném
oxidaénim stresu reaguje NO s kyslikovymi radikaly. Pfi reakci se superoxidem
vytvari molekulu velmi reaktivniho peroxynitritu, coz je silny oxidant jez oxiduje

napriklad proteinové thioly ¢i lipidy[10; 67].
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Peroxynitrit je odpovédny za hydroxylaci a nitraci tyrosinu. V pfitomnosti
protonti reaguje peroxynitrit dale za vzniku velmi nebezpeénych hydroxylovych
radikald.

NO,"+HO® «——— HO"..... NO, —— H'+NO,

aktivni forma kyseliny peroxydusité

ONOOH 0ONOCO,”

selina peroxydusita
ky peroxy nitrokarbonat

RSNO =<—— ONOO" —(——— ONOOCO,
nitrosothioly peroxynitrit nitrosoperoxykarbonat
RSH\

NO© — N,0

NO* " NO’ =3
nitrosonium i nitroxyl oxid dusny

L-arginin NO,’

L-citrulin

Obrazek 6-5: Metabolismus oxidu dusnatého

6.2.5.1.5 Oxid dusnaty a moznosti jeho stanoveni

Stanovit mnozstvi NO v biologickém materialu pfimo je velmi obtizné, vzhledem
ke kratkému polocasu Zivota této molekuly. Pfimé stanoveni NO se provadi pomoci

EPR [6] ¢i amperometrie [15]. VétSina stanoveni NO je neprima a zalozena
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na stanovovani konecnych, stabilnich produktii metabolismu NO. Mezi
nejpouzivanéjsi fadime stanoveni celkové koncentrace nitritd a nitratd. K tomuto
ucelu se nejéastéji vyuziva tzv. Griessova reakce, zaloZena na tvorbé barevného
azoproduktu, ktery je stanovovan spektrofotometricky pfi 540 nm. Vlastni Griessové
reakci predchazi redukce nitratti na nitrity, ktera je provadéna bud prostfednictvim
nitratreduktasy [18; 30; 60], ¢i slitiny médi a kadmia [76]. Jinou moZnosti stanoveni
nitritd a nitratd je chemiluminiscence [90].

Dals$im koneénym a stabilnim produktem NO v organismu, ktery se vyuziva
pro stanoveni, je nitrotyrosin. Ke stanoveni nitrotyrosinu je pouzivana plynova

chromatografie spojena s hmotnostni detekei [24; 77] ¢i ELISA [16].

6.3 Antioxidacni systém

Antioxidanty jsou latky kontrolujici redoxni rovnovahu v biologickych
systémech a pfedstavuji riznorodou skupinu latek z hlediska funkee a struktury.
Zabranuji totiz, i ve velmi malych koncentracich, oxidaci nestabilnich substratt.

Antioxida¢ni ochrana probiha na tfech tirovnich [32]:

a) primarni ochrana, ktera spociva v zabranéni tvorby RONS (napf. vazba Zelezitych
iont do molekul transferinu a laktoferinu v extracelularnich tekutinach)
b) sekundarni ochrana spojena s neutralisaci jiz vzniklyjch RONS
{napf. superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT), glutathionperoxidasa (GPX),
vitaminy E a C, glutathion (GSH)}
¢) tercialni ochrana, ktera se tyka opravy oxida¢niho poskozeni biomolekul,
je dtileZita napt. pro zachovani integrity DNA a biomembréan.

Antioxidanty miZeme rozdélit podle rznych hledisek: a) podle mista
plsobeni na extracelularni, membranové a intracelularni b) podle charakteru
antioxidant®i na enzymové a neenzymové [80]. Celkovy prehled antioxidant ukazuje

tabulka 6-2 (str. 22).
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Ochrana organismu proti oxidaénimu poskozeni je umoznéna kooperaci
jednotlivych skupin antioxidanti. Funkce jednoho antioxidantu ¢asto podmiriuje
ucinek jiného ¢lanku antioxida¢ni ochrany [80], coZ velmi dobfte ilustruje
obrazek 6-6 (str. 23).

Tabulka 6-2: Prehled antioxidantil na zakladé jejich charakteru a lokalisace

LOKALISACE
INTRACELULARNI BUNECNA EXTRACELULARNI
ANTIOXIDANTY MEMBRANA ANTIOXIDANTY
ENZYMOVE SLOZKY

superoxiddismutasa fosfolipasy paraoxonasa

katalasa

glutathionperoxidasa

peroxidasa

DT-diaforasa

proteolytické enzymy

NEENZYMOVE SLOZKY

glutathion vitamin E transferrin

kyselina askorbova B-karoten laktoferrin

vazebné proteiny kovli ceruloplasmin

opravné systémy DNA albumin
haptoglobiny
hemopexin
vitamin E
kyselina askorbovéa
kyselina mocova
bilirubin

Prevzato [40] a upraveno dle Gutteridge a Mitchella [33].
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Obrazek 6-6: Funkéni vztahy mezi antioxidanty
Obrazek prevzat z literatury [80]
CAT...katalasa, GPX...glutathionperoxidasa, GR... glutathionreduktasa, GSH...
redukovany glutathion, GSSG... oxidovany glutathion, SOD ... superoxiddismutasa,
GST... glutathiontransferasa, PUFA... polynenasycené mastné kyseliny,
4-HNE ... 4-hydroxy-2,3-trans-nonenal
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6.3.1 Katalasa

Katalasa ( H.O. : H.O. oxidoreduktasa, EC 1.11.1.6) je enzym katalysujici
rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Tento enzym se nachazi téméf ve vSech
aerobnich burikéch a je zodpovédny za jejich ochranu pied toxickym tGéinkem

peroxidu vodiku [66].

6.3.1.1 Charakterisace katalasy

Katalasa je protein tvofeny ze ¢tyt identickych podjednotek o molekulové
hmotnosti priblizné 65 kDa, kde kazda podjednotka ve svém katalytickém centru
obsahuje protoporfyrinovou skupinu s Fe3+. Dale kazd4 podjednotka pevné véaze
jednu molekulu NADPH, ktera se sice neticastni v katalytickém procesu, ale chrani
katalasu proti inaktivaci prostfednictvim peroxidu vodiku. Katalasa je hlavnim
reservoarem vazaného NADPH v erythrocytech [45] .

Nejvyssi koncentrace katalasy u savet jsou v jatrech, ledvinach a v cytosolu
erythrocytti, ve tkanich se katalasa naléz4 v peroxisomech. Gen pro katalasu

je lokalisovan na 11. chromosomu, skupina p13 [66].

6.3.1.2 Katalasa a onemocnénti spojena s oxidaénim stresem

Aktivita katalasy se v pribéhu onemocnéni spojenych s oxidacnim stresem
vyznamné méni. U onemocnéni diabetes mellitus byla zjisténa sniZen4 aktivita
katalasy v erythrocytech, jak u 1. typu [7; 58; 85], tak i u 2. typu [9; 41; 47]; naopak
néktefi autofi [43; 44; 73] publikovali u tohoto onemocnéni zvyseni aktivity katalasy.

Rovnéz u schisofrenie a atherosklerosy byly vysledky stanoveni aktivity katalasy
nejednoznacné. SniZeni aktivity katalasy v erythrocytech publikovali Goth & Vitai
[29], naopak jeji zvySeni presentovali Herken a spolupracovnici [35].

U autistickych osob byla pozorovana sniZena aktivita katalasy [92], ktera byla
rovnéz pozorovana u chronickych alkoholiki [83], revmatickych onemocnéni [75]

a nékterych nadorovych onemocnéni [63; 72].

U septickych stavii uvadi Warner [89] zvySeni aktivity katalasy.
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6.4 Oxidacni stres

K oxidaénimu stresu dochazi pfi poruSeni rovnovahy mezi vznikem
a odstraniovanim RONS [14; 80]. K poruSeni této rovnovahy miize dojit v dtsledku
nadmérné produkce RONS nebo nedostate¢né funkce antioxidaéniho systému,
respektive kombinaci obou faktord.

K nadmérné tvorbé ROS dochazi napiiklad pti reoxygenaci tkdné po ischemii,
po pifjmu redoxné aktivnich xenobiotik, ¢i uvolnénim Zeleza, médi a dalsich
transitivnich prvki do redoxné aktivnich forem. Nadmérna tvorba RNS je dana
predevsim tvorbou radikalu NO a jeho dalsimi reakcemi. Produkee radikalu NO
souvisi se zvySenymi hladinami celkového a LDL cholesterolu a se snizenou hladinou
HDL cholesterolu, déle pak s porusenou glukosovou toleranci, diabetem mellitem,
hypertensi a koufenim [14].

Burika vystavena oxida¢nimu stresu podléha charakteristickym zménam [27].
Dochézi k lipoperoxidaci plasmatické membrany, ibytku thiolovych skupin proteini
a k vjraznému sniZzeni mnozZstvi redukovaného glutathionu. Nésleduje porucha
iontové homeostasy, zmény funkcnosti mitochondrii, poSkozeni DNA a cytoskeletu,
coz vede k metabolickému vycerpani a funkénimu poskozeni buriky. Cely proces mtze

vést az k bunécné smrti [23; 74; 79].

6.4.1 Indikatory oxidacéniho stresu

Mezi indikatory oxidac¢niho stresu fadime [71]:

1) produkty lipoperoxidace (konjugované dieny, lipidové hydroperoxidy,
malondialdehyd, isoprostany, oxidovany apo B, ethan, propan, lipoprotein a,
pomeér celkového a HDL cholesterolu, ... )

2) produkty peroxidace (bilkovinné hydroperoxidy, NO, transferin, ... )

3) produkty oxida¢niho poskozeni DNA (thyminglykol, 5-hydroxymethyluracil,
8-hydroxyguanidin, ...)

4) produkty pokrodilé glykace (advanced glycation end-products, AGEs -
karboxymethyllysin, pentosidin, ...)

5) latky s antioxidaéni schopnosti (PON, SOD, GPX, CAT, GSH, CoQ, Vitaminy C
aE,Zn, Mn, Se, ...)
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~» METODIKA

7.1 PARAMETRY KLINICKE STUDIE

V ramci nasi klinické studie byly odbirany krevni vzorky tfem skupinam osob.
Sledovanou skupinou byli kriticky nemocni pacienti ve stavu sepse a dvé skupiny
kontrolni: neseptiéti kriticky nemocni pacienti a ambulantni kontroly. Do skupiny
kriticky nemocnych pacientt v sepsi a do skupiny ambulantnich kontrol bylo
zafazeno celkem 13 osob. Do skupiny kriticky nemocnych neseptickych pacientti bylo

zafazeno celkem 5 osob.
7.1.1 Kriteria vybéru osob zarazenyjch do studie

7.1.1.1 Septi¢ti pacienti
Do studie byli zafazeni pacienti, ktefi spliiovali nasledujici vstupni kriteria:

a) priznaky sepse dané definici sepse [13]:

(1) teplota > 38°C respektive < 36°C

(2) srdec¢ni frekvence > 9o tepli/min

(3) dechova frekvence > 20 dechii/min nebo parciélni tlak CO. < 32 mm Hg

(4) pocet bilych krvinek > 12 000 bunék/mm?2 nebo > 10% nezralych bunék

b) pfitomnost infekce (lokalisovana infekce, event. positivni hemokultura)
definovani CDC (Centres for Disease Control) kriterii [39]

¢) APACHE II skore (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) >10 [36].

Do studie nemohli byt zafazeni pacienti, ktefi spliiovali nékteré z nasledujicich

vyluéovacich kriterii:

a) probihajici terapie antioxidanty (farmakologické davky vitaminu C a E,
alopurinol, N-acetylcystein)

b) probihajici chronicka dialyza

c¢) probihajici imunosuprese a chemoterapie

d) diabetes mellitus
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e) generalisované tumory

7.1.1.2 Nesepticti kriticky nemocni pacienti (1. kontrolni skupina)

Do této skupiny byly pacienti vybirani na zakladé parovani s osobami

ze skupiny septickych pacientti, kdy museli spliiovat nasledujici kriteria:

a) odpovidajici hodnota APACHE II skore (+ 2)
b) stejné pohlavi
c) stejny vék (+ 5 let)

Zarazeni nemohli byt pacienti, ktefi spliiovali nékteré z nasledujicich

vyluéovacich kriterii:

a) priznaky sepse dané jeji definici
b) pritomnost infekce (lokalisovana infekce, event. positivni hemokultura)
definovana CDC kriterii

c) pritomnost nékterého z vylucovacich kritérii skupiny septickych pacientti.

7.1.1.3 Ambulantni kontroly (2. kontrolni skupina)

Do studie byly zatazeny osoby na zédkladé parovani s osobami ze skupiny

septickych pacientii, kdy museli spliiovat nasledujici kriteria:

a) stejné pohlavi

b) stejny vék (+ 5 let)

Zatazeni nemohli byt pacienti, ktefi spliiovali nékteré z nasledujicich

vylucovacich kriterii:
a) probihajici terapie antioxidanty (farmakologické davky vitaminu C a E,

allopurinol, N-acetylcystein)

b) probihajici chronicka dialyza
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c) probihajici imunosuprese a chemoterapie

d) generalisované tumory

e) diabetes mellitus

f) pritomnost infekce (lokalisovana infekce, event. positivni hemokultura)

definované CDC kriterii.

7.1.2 Charakteristika osob zairazenyjch do studie

7.1.2.1 Septi¢ti pacienti

Celkem bylo do studie zafazeno 13 septicky nemocnych pacienti

{(tabulka 7-1 (str. 28)}, z toho bylo 8 muzii a 5 Zen ve véku od 37 do 84 let.

Tabulka 7-1: Charakteristika septickych pacientil

OZNA- . . CRP

. | POHLAVI | VEK | APACHE II ZDROJ INFEKCE
CENIi (mg/1)
Soo1 MUZ 79 12 28 KANYLOVA SEPSE
Soo02 MUZ 37 11 347 PANKREATITIDA
Soo3 ZENA 83 16 62 PLICE
Soo4 MUZ 61 20 86,3 PLICE
Soos MUZ 79 14 134 PLICE
S006 7ENA 84 28 133 PLICE, UROSEPSE
Soo7 MUZ 61 15 105 | KANYLOVA SEPSE
Soo08 7ZENA 74 28 461 UROSEPSE
Soo09 ZENA 54 12 30,2 TENKE STREVO
So10 MUZ 66 14 185,5 PLICE
So11 JENA 64 23 332 PLICE
So12 MUZ 76 18 149 PLICE
So13 MUZ 41 22 316 PANKREATITIDA
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7.1.2.2 Ambulantni kontroly

Charakteristiku osob zatfazenych do skupiny ambulantnich kontrol podava

tabulka 7-2 (str. 29). Celkem do této skupiny bylo zatazeno 13 osob; 8 muZti a 5 Zen.

Tabulka 7-2: Charakteristika ambulantnich kontrol

OZNACENI | POHLAVI | VEK (;l;;’l) SEPTI;éﬁ%AS oBA
AKoo1 MUZ 80 10,1 Soo1
AKoo2 MUZ 34 7.1 S002
AKoo3 ZENA 78 3,2 Soo03
AKoo4 MUZ 60 <2,0 Soo4
AKoos MUZ 80 5,8 Soos
AKo06 ZENA 80 3,8 S006
AKoo7 MUZ 59 2,1 So007
AKoo8 ZENA 77 <2,0 Soo8
AKo09 JENA 56 <2,0 S009
AKo1o0 MUZ 68 <2,0 So10
AKou ZENA 69 22 So11
AKo12 MUZ 78 11,0 So12
AKo13 MUZ 36 <2,0 So13

~.1.2.3 Neseptiéti kriticky nemocni pacienti

Charakteristiku osob zatfazenych do skupiny neseptickych kriticky nemocnych
pacientdi podéava tabulka 7-3 (str. 30). Do této skupiny bylo zafazeno 5 osob; 3 muZi a

2 Zeny.
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Tabulka 7-3: Charakteristika neseptickych kriticky nemocnych pacientil

PAROVA

OZNACENi | POHLAVI | VEK | APACHEII | CRP | SEPTICKA
(mg/1) OSOBA
NKoo1 MUZ 84 14 4.8 Soo1
NKoo2 MUZ 37 13 3 Soo2
NKoo3 7ENA 81 17 <2,0 Soo3
NKoo9 7ENA 54 13 43 Soo09
NKo1i0 MUZ 66 17 174,2 So10

7.1.3 Casovy plan odbéru vzorkii

U pacienta, ktery spliioval kriteria pro zafazeni do studie do skupiny septicky
nemocnych osob, byl odebréan vzorek krve do 24 hodin od objeveni pfiznaki sepse.
Dalsi odbér nésledoval po sedmi dnech od data prvniho odbéru. Treti odbér byl
provadén sedm dni po odeznéni ptiznaki sepse. Pacienti zafazeni do jedné
z kontrolnich skupin byly hledani na zdkladé vybérovych kriterii (vék, pohlavi,
APACHE II) k pacientiim se sepsi a vzorek krve byl odebiran pouze jednou.

7.1.4 Odbér a zpracovani vzorkit krve

Vsem pacientiim (celkem 31) zafazenym do klinické studie bylo odebirano
56 ml krve do vacutainerti (celkem 8), ty pak byly odeslany ke stanoveni zékladnich
biochemickych parametrt do centralnich laboratofi (4 vacutainery), nebo pfedany

ke stanoveni parametrid oxida¢niho stresu (4 vacutainery).

7.1.4.1 Preanalytické zpracovani vzorki
Ze ¢tyt vacutainerd, které byly urceny ke zpracovani ve specialisované
laboratofi, byly dva bez pfidavku antikoagula¢nich latek (Cervené vacutainery)

pro ziskani séra a dva vacutainery byly s pfidavkem antikoagulantu EDTA (fialové

vacutainery) pro ziskani plasmy a erythrocyti.
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Vacutainery s plasmou a erythrocyty po odbéru umistime do ledové lazné
a centrifugujeme po 15 - 20 minutich stani pfi 3500 rpm a 4°C po dobu 7 minut.
Oddélime plasmu, kterou rozpipetujeme dle tabulky 7-4 (str. 31). Po oddéleni
¢ervenych krvinek od plasmy krvinky 3x promyjeme vychlazenym fysiologickym
roztokem (9 g NaCl/1) v poméru 1: 10 tak, Ze suspensi promichame a centrifugujeme
pii 3500 rpm po dobu 5 minut. Supernatant odsajeme spole¢né s leukocyty a takto
promyté ¢ervené krvinky teprve rozpipetujeme do zkumavek typu Eppendorf podle
tabulky 7-4 (str. 31).

Vacutainery se srazlivou krvi nechame 30 - 45 minut stat p¥i laboratorni
teploté a nasledné centrifugujeme pti 3500 rpm po dobu 9 minut, sérum zpracujeme

dle tabulky 7-5 (str. 32).

Tabulka 7-4: Zpracovani plasmy (fialové vacutainery)

BARVA/
3 ALIKVOT ..
MATERIAL| POCET ) SKLADOVANI ANALYT
ALIKVOTU 3
bezbarva/2 100 - 80°C nitrotyrosin
modra/1 1000 -20°C profil mastnych kyselin
PLASMA Zluta/s 200 -20°C homocytein
zelena/2 500 kapalny dusik fosfolipidy
bezbarva/2 100 glutathionreduktasa
bezbarva/2 250 glutathionperoxidasa
bezbarva/2 250 katalasa
-80°C
RBC bezbarva/2 350 superoxiddismutasa
(promyté) 500 pomér oxidovaného a
bezbarva/2 | (+ 0,1 ml 6% redukovaného
CH3;COOH) glutathionu
zelena/2 500 kapalny dusik fosfolipidy
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Tabulka 7-5: Zpracovani séra (Cervené vacutainery)

BARVA/
] POCET ALIKVOT o
MATERIAL SKLADOVANI ANALYT
ALIKVOTU (uD)
bezbarva/2 150 - 80°C nitrity/nitraty
, 250 + 25 ul 10% konjugované
modra/2 -20°C .
EDTA dieny
bezbarva/2 300 - 80°C paraoxonasa
serum zluta/2 250 -80°C volné radikaly
) proteinové
zelena/2 650 )
hydroperoxidy
-80°C —
lipidové
zelena/2 650 )
hydroperoxidy

7.1.4.2 Laboratorni parametry stanovované u pacientii

zarazenych do studie

a) Aktivita antioxidacénich enzymu

VvV V V V V

superoxiddismutasa (CuZn-SOD) v erythrocytech
glutathionperoxidasa (GPX) v erythrocytech
katalasa (CAT) v erythrocytech
glutathionreduktasa (GR) v erythrocytech

paraoxonasa (PON1) v séru

hladina antioxidantil

pomér GSH/GSSG v erythrocytech

ceruloplasmin v séru
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V V.V V V V V Vv VvV

S

YV V V V

S

YV V V V VY

vitamin A v séru
ferritin v séru

vitamin E v séru
transferin v séru
kyselina mocova v séru
kyselina listova v séru
celkové bilkovina v séru
celkovy bilirubin v séru

albumin v séru

Hladina stopovych pruki

méd v séru

zZelezo a vazebna kapacita Zeleza v séru

selen v séru

zinek v séru

Hladina produktii peroxidace lipidil a proteinii

konjugované dieny v séru

lipidové a proteinové hydroperoxidy v séru

Hladina produktii metabolismu NO

nitrity/nitraty v séru

nitrotyrosin v plasmé

Parametry lipidového metabolismu

celkovy cholesterol v séru
apoprotein A-1v séru
HDL cholesterol v séru
apoprotein B v séru

LDL cholesterol v séru
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» profil mastnych kyselin v plasmé
> triacylglyceroly v séru
g) hladina markeri zanétu

» CRPvséru
» sérovy amyloid A (SAA) v séru

h) zastoupeni fosfolipidii v plasmé a membrdnach erythrocytit
Ve své diplomové praci jsem stanovila hladinu kone¢nych produktid NO

v organismu tj. koncentrace nitritti a nitratti v séru a nitrotyrosinu v plasmé a déle

pak aktivitu antioxida¢niho enzymu CAT.
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7.2 METODY

7.2.1 Pouzité chemikalie a pristrojové vybaveni

7.2.1.1 Chemikalie

» PUFRY A ISOTONICKY ROZTOK:

Hydrogenfosforeénan sodny heptahydrat, p. a. ; dihydrogenfosforecnan draselny,

p. a. (Lachema, CR); disodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové dihydrat, chlorid
sodny, p. a. (Lachema, CR); kyselina chlorovodikova, p. a. (Penta, CR);
tris(hydroxymethyl)aminomethan, p. a. (TRIS, Penta, CR)

» KONCENTRACE NITRITU A NITRATU

N(1-naftyl)ethylendiamin, (NED) (Sigma, USA); nitratreduktasa (Sigma, USA);
NADPH (Sigma, USA); methanol; diethylether; kyselina chlorovodikov4, p. a. (Penta,
CR); sulfanilové kyselina (Sigma, USA)

» KONCENTRACE NITROTYTOSINU:
Nitrotyrosine-Elisa test kit, (HyCult Biotechnology b.v., Nizozemi)

» AKTIVITA CAT:
Peroxid vodiku (3%, 1ékarna VFN, CR )

7.2.1.2 Pristroje

» UPRAVA VODY: reversni osmosa MILLI-RO60 Water Purification
System (Millipore, USA);

» CENTRIFUGY: typ MPW-341, typ MPW-310
(Mechanika Precyzyjna, Polsko);

» VAHY: digitalni analytické vahy MC1 Analytic AC 120 S

(Sartorius, Némecko);
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» pH METR: PHM 62 standard pH meter

(Radiometer, Dansko);

» TREPACKA: Micro-Shaker type 326 m (Premed, Polsko);
» SPEKTROFOTOMETR: Helios y (Thermo-Electron, USA)

» KYVETY: jednorazové UV semimikro kyvety 1,5 - 3,5 ml, Plastibrand (Brand,

Némecko)

7.2.2 Metody stanovent hladiny produktit metabolismu

oxidu dusnatého
7.2.2.1 Stanoveni koncentrace nitritit a nitratit v séru

7.2.2.1.1 Princip metody

Ke stanoveni celkové koncentrace nitritd a nitratli vyuzivame tzv. Griessovy
reakce upravené dle Guevara [30]. Pro toto stanoveni odebirame vzorky séra, které
uchovavame pii —80°C az do stanoveni. Redukei veSkerych ptitomnych nitratt
na nitrity provadime pomoci nitratreduktasy, poté vzorek deproteinujeme
a stanovime koncentraci nitritd pomoci tzv. Griessovy reakcee, jejiz schéma
znézornuje obrazek 7-1 (str. 37). Griessova reakce je zaloZena na reakei nitritt se
sulfanilamidem za vzniku derivatu benzendiazoniové soli. Po 10 minutové inkubaci
nasleduje pfidani N-(1-naftyl)ethylendiaminu, ktery zreaguje za vzniku azoproduktu,
jehoz absorbanci méfime pfi 540 nm. Jedna se o end-point metodu, kdy absorbanci

méfime jednorazové a vyslednou koncentraci zjiStujeme z kalibra¢ni kiivky.
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Obrazek 7-1: Schéma Griessovy reakce

7.2.2.1.2 Roztoky

» TRIS PUFR (¢ = 20 mM, pH =7,6)
0,606 g TRIS rozpustime asi ve 150 ml destilované vody, pomoci HCI (asi 3 ml 6,5 M
HCI) upravime pH na 7,6 a v odmérné barice doplnime vodou na 250 ml.

Skladujeme maximalné po dobu 1 mésice v lednici.



» NADPH+H* (Mr = 745,4; ¢ =176 uM)
10 mg NADPH+H* rozpustime v 75,3 ml TRIS pufru o pH = 7,6

Roztok pfipravujeme vzdy Cerstvy.

» NITRATREDUKTASA (50 mU/100pl vzorku)

Nitratreduktasa je dodavana v podobé pevné latky, po otevieni lahvicky
nitratreduktasu rozpustime ve vodé tak, aby zlistala zachovéna aktivita 10 U/ml,
ziskany roztok rozpipetujeme po 100pul do zkumavek typu Eppendorf a skladujeme
pii —80°C. Spotiebujeme do 1 mésice. Redény roztok pfipravujeme vidy erstvy

a skladujeme max. 12 hodin na ledu.

» METHANOL : DIETHYLETHER (3 : 1)
Smichame 250pl diethyletheru s 750 pl methanolu

Smés je nutno pripravit ¢erstvou, pracujeme v digestofi.

» N-(1-NAFTYL)ETHYLENDIAMIN (NED, Mr = 259,18; ¢ = 12,5 mM)
3,24 mg NED rozpustime v 1 ml destilované vody

Pripravujeme vzdy Cerstvé.

» SULFANILOVA KYSELINA (Mr = 173,19; ¢ =37,5 mM)
6,49 mg sulfanilové kyseliny rozpustime ve 1 ml destilované vody

Pripravujeme vzdy éerstvé.

» HCI (Mr = 36,4; c = 6,5 M)
1,1607 ml 37% HCI smichame s 1 ml destilované vody
Mizeme skladovat v podobé 6,5 M roztoku v uzaviené sklenéné nadobeé pii teploté

mistnosti.

7.2.2.1.3 Redukce nitratit na nitrity

Do zkumavky typu Eppendorf napipetujeme 100 pl 176 phM NADPH + H+,
100 pl séra a 20 pl nitratreduktasy a nechame inkubovat po dobu 30 minut pii

laboratorni teploté.
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7.2.2.1.4 Deproteinace

Po redukci nitratli na nitrity popsané vyse odebereme 100 pl vzorku, dame
do zkumavky typu Eppendorf, ptiddme 900 pl smési methanol : diethylether (3 : 1)
a nechame vzorek inkubovat pfes noc. Po inkubaci vzorky stoc¢ime

(10 000 rpm, 10 minut, 4°C) a supernatant pouzivame ke stanoveni nitritd.

7.2.2.1.5 Stanovent nitritil

Stanoveni nitritd provadime spektrofotometricky, tzv. end-point metodou,

kdy absorbanci méfime pii 540 nm na konci reakce a celkovou koncentraci

stanovujeme z kalibracni kiivky. Pro kalibracni kiivku pouZijeme standardy dusitanu

sodného v koncentracich od 1 umol/1 do 40 umol/l; tato kfivka je znazornéna

v grafu 7-1 (str. 39).

74,0

Graf 7-1: Kalibracni kfivka pro stanovent celkové koncentrace nitriti a nitratil

1,2

y = 0,0281x
R* =0,9979
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o o o
> o o

o
)

o

o) 10 20 30 40
koncentrace nitritd (umol/1)

V tabulce 7-6 (str. 40) je uveden postup stanoveni nitritdi, pokus provadime

ve zkumavkéach typu Eppendorf a teprve po ukonceni reakce a centrifugaci

pipetujeme roztok do kyvet a métime absorbanci.
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Tabulka 7-6: Postup stanoveni celkové koncentrace nitriti

Chemikalie Vzorek (pul) Blank (ul)
HCl 150 150
Sulfanilova kyselina 150 150
Vzorek 600 -
Destilovana voda - 600
INKUBACE 10 MINUT pri 4°C
NED 150 150

INKUBACE 30 MINUT pti 4°C

CENTRIFUGACE 10 000 rpm,
10 MINUT

7.2.2.2 Stanoveni koncentrace nitrotyrosinu v plasmé

7.2.2.2.1 Princip metody

Ke stanoveni koncentrace nitrotyrosinu v plasmé pouzivame sendvic¢ovou
ELISA metodu s enzymoveé znacenou protilatkou. Behem méreni pouzivaime dvé
specifické protilatky. Prvni protilatka je pevné vazéna na sténéch jamek mikrotitracni
desticky. Na tuto protilatku se vaze ve vzorku pfitomny nitrotyrosin. Druha protilatka
je znadené biotinem a vaZe se na komplex prvni protilatky a nitrotyrosinu. Na druhou
protilatku se vaze konjugat enzymu streptavidinperoxidasy, jejimz substratem je
tetramethylbenzidin (TMB). Streptavidinperoxidasa katalysuje preménu TMB, pfi niZ
vznik4 modre zbarveny produkt; reakci ukon¢ime priddnim kyseliny citronové

a vysledny Zluté zbarveny produkt méfime pfi 450 nm. Vyslednou koncentraci

nitrotyrosinu ode¢teme z kalibraéni kfivky.

7.2.2.2.2 Roztoky

Pouzivame komeréné dodavany ELISA kit, ktery skladujeme pfi teploté 2-8°C

do data expirace, po otevieni nutno spotfebovat do 1 mésice.

40




7.2.2.2.3 Priprava vzorku

Pro stanoveni nitrotyrosinu je mozné pouzivat jak sérum tak plasmu. Nejlepsi
vysledky jsou dosahovany pri pouziti plasmy s pfidavkem EDTA. Pied stanovenim
je nutné vzorek zfedit. Pro zdravé osoby zafazené do skupiny ambulantnich kontrol
jsme pouzivali fedéni 10x. Pro septicky nemocné pacienty potom fedéni 20x. Plasmu

pfed stanovenim skladujeme pti —80°C a po rozmrazeni spotfebujeme do 24 hodin.

7.2.2.2.4 Kalibraéni krivka

Graf 7-2: Kalibracni kiivka pro stanovent koncentrace nitrotyrosinu v plasmé
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7.2.2.2.5 Méreni koncentrace

Kit obsahuje mikrotitraéni desticku s 96 jamkami, z toho 16 jich vyuzijeme
pro proméreni kalibraéni kiivky, zbylé jamky pouzivaime pro méfeni neznamych
vzorkd. Méfeni provadime vzdy v dubletech.

Nejprve do jamek odpipetujeme 100 pl vzorkd, jemné promichdme
a prikryjeme krytem, poté nechame inkubovat pti laboratorni teploté po dobu jedné
hodiny. Po uplynuti inkubace sejmeme kryt, roztok odsajeme a promyjeme 3x
promyvacim pufrem, poté vysajeme do sucha.

Déle do jamek napipetujeme 100 pl protilatky znacené biotinem, jemné

promichame, prikryjeme krytem a nechdme inkubovat pfi laboratorni teploté
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po dobu jedné hodiny. Poté promyjeme promyvacim pufrem jako v pfedchozim
kroku.

V dal$im kroku ptiddme 100 pl konjugétu streptavidinperoxidasy, jemné
promichame, pfikryjeme krytem a nechame inkubovat pfilaboratorni teploté
po dobu jedné hodiny. Po uplynuti inkubace opét promyjeme 3x promyvacim pufrem
a vysajeme do sucha.

Poté do jamek pridame 100 pl substratu TMB, jemné promichdme
a prikryjeme krytem a nechame inkubovat pfilaboratorni teploté ve tmé po dobu
20-30 minut. Po inkubaci sejmeme kryt a pfiddme 100 pl kyseliny citronové
k ukonceni reakce, jemné promichame, desti¢ku vloZime do spektrofotometru
a zméfime absorbanci pii 450 nm. Koncentrace nitrotyrosinu odecitame z kalibrac¢ni

kiivky, kterou zobrazuje graf 7-2 (str. 41).
7.2.3 Stanovent aktivity katalasy
7.2.3.1.1 Princip metody
Jedna se o spektrofotometrické stanoveni pti vinové délce A = 240 nm, kdy je

sledovan ubytek peroxidu vodiku pridaného do reakéni smési jako substrat [1; 80].

Peroxid vodiku je katalasou rozkladan na vodu a kyslik.

7.2.3.1.2 Roztoky

» FOSFATOVY PUFR (50 mM, pH = 7,0)

0,681 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH.PO,) a 2,01 g heptahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na.HPO, . 7H.0) rozpustime asi ve 150 ml
destilované vody a v odmérné barice doplnime na 250 ml destilovanou vodou.

Skladujeme po dobu maximéalné jednoho mésice v lednici.

» ROZTOK PEROXIDU VODIKU (c = 200 mmol/1)
2,140 ml 3% peroxidu vodiku rozpustime v 7,86 ml fosfatového pufru (c = 50 mM,

pH =7,0)
Roztok pripravujeme vZdy Cerstvy tésné pred mérenim a chranime pred svétlem.
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» HEMOLYSAT

250ul promytych éervenych krvinek priddme do 1 ml vychlazené destilované vody,

promichame a nechdme asi 2-3 minuty stat v ledové lazni, vznikly hemolysat fedime:
500X ... 10 pl hemolysatu + 4990 pl pufru

1000X ... 10ul hemolysatu + 9990 pl pufru

7.2.3.1.3 Stanoveni aktivity katalasy

Tabulka 7-7: Nastaveni spektrofotometru Helios y

Parametr Hodnota parametru
Vlnova délka 240 nm
Pocet kyvet 6
Pocet cykla 6
Perioda 30 S
Teplota 30 °C

Tabulka 7-8: Davkovdani v kyvetach

Chemikalie Blank (ul) Vzorek (ul)
Fosfatovy pufr 901 876
Redény hemolysat - 25
STARTOVANI REAKCE
Peroxid vodiku (200mM) 99 99

7.2.3.1.4 Viypocet aktivity katalasy

Aktivitu katalasy po€itdme s vyuzitim molarniho extinkéniho koeficientu peroxidu

vodiku, € =43,6 M'cm!

V (V kyveté) * 1000000 * 33 * ((Ao - A)vzorek - (Ao - A)blank)

a(kU/g Hb)=

(e *t* 1000 * ¢c (Hb) * V (vzorku))
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kde A, ... poéateéni absorbance
A ... absorbance na konci méfeni
¢ ... molarni extink¢ni koeficient peroxidu vodiku (cm-1 M-1)
t ... doba méreni (s)

V ... objem (1)

7.2.4 Klinicko-biochemické parametry vzorkit

Stanoveni byla provadéna v Centralni laboratofi Ustavu klinické biochemie
a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK.

7.2.4.1 Stanoveni koncentrace C-reaktivniho proteinu

Ke kvantitativnimu stanoveni CRP je pouZivana imunoturbidimetrie.
Koncentrace CRP se méfi v séru pomoci komeréné dostupného kitu K-ASSAY CRP
(Kamiya Biomedical Company, USA) na automatickém analysatoru Hitachi Modular
(Japonsko). C-reaktivni protein reaguje se specifickou kozi protilatkou za vzniku
precipitatu imunokomplexu, na jehoz ¢asticich dochazi k rozptylu svétla. Mnozstvi
CRP je pfimo imérné stupni turbidity v kyveté, ktery se méfi jako nartst O.D.
pri 340 nm a 700 nm.

Odbér vzorku pro stanoveni CRP je vhodné provést nalacno, ziskané sérum by
mélo byt skladovano max. 4 hodiny pfi laboratorni teploté, jinak dochazi ke zménam
v koncentraci CRP. Je-li nutno sérum pro stanoveni CRP skladovat po delsi dobu,
je stabilni 3 roky pri —20°C a 20 let pfi —70°C. Hodnoty CRP mohou byt ovlivnény
polohou pfi odbéru, dietou, vékem, kourenim, té€lesnou zatézi, nadmotskou vyskou
a u Zen téhotenstvim.

Fysiologicka koncentrace CRP v séru je 0,0 az 7,1 mg/1 [91].
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7.2.4.2 Stanoveni hematokritu a koncentrace hemoglobinu

Stanoveni hematokritu a koncentrace hemoglobinu se provadi v hematologické
laboratofi elektronickym pocitacem Coultre JT , ktery udava celkem 16 parametrt
krevniho obrazu a 3 histogramy.

Fysiologick4 hodnota hematokritu je 0,39 az 0,51 a hemoglobinu 135 az 174 g/l.

7.2.4.3 Stanoveni koncentrace Zeleza v séru

Ke stanoveni koncentrace zeleza v séru se pouziva fotometrického stanoveni
s ferrosinem, které je provadéno na automatickém analysatoru.

Odbér vzorku pro stanoveni Fe by mél byt v rannich hodinach. Krevni elementy je
nutno oddélit do 1 hodiny po odbéru. Ziskané sérum mtize byt skladovano max. 1
tyden pfi laboratorni teploté, jinak dochazi ke zménam v koncentraci Zeleza. Je-li
nutno sérum pro stanoveni Fe skladovat po delsi dobu, je stabilni 3 tydny pfi4-8°C a
po dobu nékolika let pfi teploté —20°C. Hodnoty koncentrace Fe mohou byt ovlivnény
vékem, pohlavim, u Zen téhotenstvim a menstrua¢nim cyklem a hemolysou krve.

Fysiologicka koncentrace Fe v séru u muzii nad 15 let je 7,2 aZ 29,0 pmol/], u Zen

nad 15 let 6,6 aZ 28,0 pmol/I1.

7.3 Statistické zpracovanit vysledkil

Ke statistickému zpracovani vysledkl byly vyuzity pocitacové statistické
programy :
a) Minitab ® Release 14 (verse 14.20, rok 2005, trial verse)
b) Graph Pad InStat (verse 3.06, rok 2003, demo verse)
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8 VYSLEDKY

8.1 Optimalisace stanoveni aktivity katalasy

Pfi stanoveni aktivity katalasy jsme vysli z metody Aebiho [1]. Byla provedena
kinetick4d méfeni vedouci k optimalizaci podminek stanoveni katalasy v klinické

praxi.

8.1.1 Zavislost aktivity katalasy na koncentraci
hemolysatu
Tabulka 8-1 (str. 46) ukazuje hodnoty rychlosti rozkladu peroxidu vodiku

v zé&vislosti na koncentraci hemolysatu (objemu 500x fedéného hemolysatu v 1 ml
reakéni smési). Z grafu 8-1 (str. 47) vyplyva, ze zavislost rychlosti reakce na objemu
hemolysétu (tj. mnozstvi CAT) nebyla linearni v celém rozsahu koncentrace enzymu.
Proto byla béhem finalnich méteni provadéna kontrola linearity zavislosti
aktivity CAT na jeji koncentraci, ktera spocivala v pouziti dvou riiznych fedéni

hemolysatu (500x a 1000x).

Tabulka 8-1: Rychlost reakce v zdvislosti na objemu hemolysatu

Objem hemolysatu Rychlost reakce=

(ul) (umol/min)

0 0,01 0,0

25 232,2 + 14,9

50 485,5 + 10,8

75 665,1 + 24,3
100 917,4 + 18,1
125 1016,8 + 30,1
150 1120,0 * 23,6

a) priimeér + SD, n = 4;
Podminky: pH = 7, ¢ (pufru) = 50 mM, c (H20:) = 200 mM, t = 30°C
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Graf 8-1: Zavislost rychlosti reakce na objemu hemolysdtu
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8.1.2 Zavislost aktivity katalasy na koncentraci
substratu

Tabulka 8-2: Zavislost rychlosti reakce a aktivity katalasy na koncentraci

substratu(H202)

Koncentrace H.O-

Koncentrace H.O.

Rychlost reakce2 | Aktivita CATa
(mmol/1) (mmol/1) .
g (pmol/min) (kU/g Hb)
zasobni roztok v kyveté

39,3 3,89 122,3+ 5,4 47,9t 2,1
78,6 7,78 248,5+54 97,2+ 2,1
157,2 15,56 405,21 5,4 158,6 £ 2,1
314,4 31,13 546,6 + 5,4 213,91 2,1

a) priumeér £ SD, n = 4; CAT... katalasa

Podminky: pH = 7, c(pufru) = 50 mM, t = 30°C,
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Graf 8-2: Zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu (Hz0-)
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Graf 8-3: Zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu (H202)-vynesent
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Tabulka 8-3: Kinetické parametry katalasy

PARAMETR HODNOTA a
Km (mol/dms3) 0,0445 * 0,0058
Vmax (umol/min) 1428,6 + 119,0

a) priimeér + SD,n =4

8.1.3 Zavislost aktivity katalasy na teploté

Ve vétsiné publikovanych praci se provadi méfeni aktivity CAT pfi teploté 25°C.
Z tabulky 8-4 (str. 49) vyplyva, Ze aktivita enzymu je zavisla na teploté a optimalni
teplotou pro méfeni enzymové aktivity CAT neni 25°C, ale 30°C. Aktivita CAT
pri 30°C je vyssi neZ pti ostatnich nami sledovanych teplotach (p = 0,0002). Proto

jsme pro finalni stanoveni zvolili teplotu 30°C.

Tabulka 8-4: Vliv teploty na aktivitu katalasy

Teplota Aktivita CAT=
O (kU/g Hb)

15 133,5+ 2,2 *
20 134,1+2,8 *
25 129,4 £ 4,4 wxE
30 141,1+2,8

37 131,9 £ 2,3 **
40 127,09+ 2,0 Fxx

a) priimér + SD, n = 4; CAT... katalasa

Podminky: pH = 7, ¢ (pufru) = 50 mM, ¢ (H20:) = 200 mM,

*(p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) ... aktivita CAT p¥i dané teploté vs.
aktivita CAT pri 30°C.
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8.1.4 Reprodukovatelnost mérent

Tabulka 8-5: Spolehlivost a reprodukovatelnost vysledkii

Cislo méreni Aktivita CAT
(kU/g Hb)

! 139,1

2 143,6

3 139,1

4 143,6

5 143,6

6 139,1

7 139,1

8 143,6

9 139,1

10 1436

Prumér 1214

Median 1314

SEM 0,75
SD 2.4
RSD (%) o
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8.1.5 Casovy priibéh hydrolysy peroxidu vodiku

Graf 8-4 (str. 51) potvrzuje, Ze kinetika enzymové hydrolysy peroxidu vodiku

byla linearni v ¢asovém intervalu méfeni (0 — 80 s).

Graf 8-4: Casovy pritbéh katalytického rozkladu peroxidu vodiku

0,595
0,59 A9

0,585 -

absorbance
o
(@]
(06]
|

0,575

0,57 1

0,565 , , \ .
0 20 40 60 80 100

cas (s)

8.2 Klinicko-biochemické parametry osob
zarazenych do klinické studie

Tabulka 8-6 (str. 52) shrnuje zakladni adaje o véku, pohlavi, intensité odpovédi
na zanét (koncentrace CRP), zavaznosti sepse (APACHE II skore) a koncentraci
zeleza v séru a hemoglobinu v celé krvi. Z tabulky vyplyva, Ze do studie byly zatazeny
tfi skupiny osob: septicti pacienti odebirani tiikrat (S), ambulantni kontroly (AK)

a nesepticti kriticky nemocni pacienti (NK). Parovani osob ve skupinach bylo
provedeno na zakladé pohlavi, véku a hodnoty APACHE II skére (skupiny S a NK).
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Tabulka 8-6: Klinicko-biochemické parametry

PARAMETR|(S - 1. odbér|S - 2. odbér|S - 3. odbér AK NK
pocet osob 13 11 8 13 5
pohlavi
. 8/5 8/5 8/5 8/5 3/2
(muzi/Zeny)
. 66,1 66,1 66,1 65,8 64,4
véka
+ 15,2 + 15,2 + 15,2 + 16,1 + 19,5
APACHE 11 17,9 ) 14,8
i nehodnoti se| nehodnoti se | nehodnoti se
skorea +5,9 +2,1
182,23*** 76,81 ** 14,30 ,2 6,
CRP (mg/l)* 4,3 4,25 46,4
+137,717+* + 72,89 + 5,93 * 3,24 * 73,35
3,71 **¥¥ 6,64 12,49 *** 21,62 17,50
Fe (umol/1)a 75
+ 2,87++++ + 2,58 + 2,70 + 7,82 + 8,29
Hemoglobin| 99,84 *** 99,36 ***| 103,88 ** 137,15 128,6
(g/D* + 15,74 15,72 + 16,55 + 14,87 + 27,97

a) primer +SD

S... skupina septickych pacientii, AK... skupina ambulantnich kontrol, NK... skupina
neseptickych kriticky nemocnych pacientil

++(p < 0,01), *+*(p < 0,001), ™" (p < 0,0001) uvedena skupina vs. S-3. odbér

** (p < 0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,0001) uvedena skupina vs. AK

Hodnota APACHE II skére u septickych pacienti byla 17,9 + 5,9. Koncentrace
CRP dosahovala nejvyssich hodnot u septickych pacienti v ramci prvniho odbéru
a v priibéhu uzdravovaciho procesu dochazelo k postupnému snizovani koncentrace
CRP zpét k fysiologickym hodnotam.

Mikrobiologicky zdznam zdroje sepse (primarni infekce) ukazal, Ze u sedmi
pacientii (53,8%) predstavovaly plice misto primarni infekce, u dvou piipadi byl
zdrojem priméarni infekce pankreas (akutni pankreatitida), u dvou pripadi se jednalo
o kanylovou sepsi a u poslednich dvou ptipadi se jednalo o urosepsi respektive

o sepsi GIT.
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Koncentrace sérového Zeleza byla u septickych pacienti pti prvnim odbéru 3,4x
nizsi nez pii tfetim odbéru, tj. po uzdraveni (p < 0,0001) a 5,8x nizsi
nez u ambulantnich kontrol (p < 0,0001). I kdyZ koncentrace sérového Zeleza
v priibéhu uzdravovaciho procesu vzristala, hodnoty u septickych pacientd v ramci
tiettho odbéru, tj. po uzdraveni, byly stéle jesté nizsi nez u ambulantnich kontrol

(p = 0,0009).

8.3 Aktivita katalasy

8.3.1 Aktivita katalasy u pacientit v sepsi

Tabulka 8-7 (str. 54) a graf 8-5 (str. 54) ukazuje srovnani aktivity CAT
v erythrocytech u sledovanych skupin osob (tj. pacienti v sepsi, ambulantnich kontrol
a neseptickych kriticky nemocnych pacientti). U pacienti v septickém stavu byla
aktivita CAT signifikantné sniZena v porovnani s jejimi hodnotami u uzdravenych
pacientti respektive ambulantnich kontrol. Hodnoty aktivit tohoto enzymu byly
srovnatelné u skupiny ambulantnich kontrol a neseptickych kriticky nemocnych

pacientd.
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Graf 8-5: Vliv sepse na aktivitu CAT v erythrocytech
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Tabulka 8-7: Vliv sepse na aktivitu CAT v erythrocytech

Pacienti Pacienti Pacienti | Ambulantni | Nesepticti
v sepsi v sepsi v sepsi kontroly kriticky
1. odbér 2. odbér 3. odbér nemocni
(n=13) (n=11) (n=28) (n=13) (n=5)
Aktivita | 162,42 *** | 174,47 **
216,00 224,53 205,48
CAT2 * 20,23*** | £33,79 **
*+ 11,59 + 28,75 + 20,30
(kU/g Hb) x xx

a) primeér +SD, n... pocet osob v dané skupiné

** (p < 0,01), *** (p < 0,001) oznacené skupiny pacientit vs. AK

x(p < 0,05), *(p< 0,01) oznacené skupiny pacientii vs. NK

++(p < 0,01), *** (p < 0,001) oznacené skupiny pacientii vs. sepse-3. odber
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Vyvoj aktivity CAT v priibéhu sepse a jeji srovnani s kontrolnimi skupinami
v jednotlivych ptripadech znazornuje graf 8-6 (str. 55) Jak je z grafu patrno aktivita
CAT u ambulantnich kontrol je ve 12 ptipadech (92,3%) vyssi nez u septickych
pacienttl v ramci prvniho odbéru, tj. v pocatcich sepse. Srovnavame-li aktivitu CAT
v pribéhu sepse, dochazi ke zvySovani jeji aktivity s uzdravovanim pacientii. Z osmi
pripadd, kdy pacienti ptezili a doslo k jejich uzdraveni, tj. mohl byt proveden
3. odbér, byla aktivita CAT v sedmi ptipadech (87,5%) po uzdraveni vyssi.

Graf 8-6: Aktivita katalasy v jednotlivych pripadech
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pacienti ; CAT...katalasa
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8.3.2 Korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci

C-reaktivniho proteinu

Byla sledovana vz4jemna korelace mezi aktivitou CAT a koncentraci CRP,
parametru zanétlivé odpovédi organismu, graf 8-7 (str. 56). Tyto dva parametry

vzajemné koreluji (p < 0,01).
Graf 8-7: Vzdjemna korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci CRP
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8.3.3 Korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci
zeleza

Signifikantni korelace byla nalezena také mezi aktivitou katalasy

a koncentraci Zeleza (p < 0,0001), graf 8-8 (str. 57).

Graf 8-8: Vzajemna korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci Zeleza
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8.4 Celkova koncentrace nitritit a nitratii u
pacientii v sepsi

Srovnani celkové koncentrace nitritli a nitratd v séru u sledovanych skupin osob
ukazuje tabulka 8-8 (str. 58) a graf 8-9 (str. 58). V pribéhu nemoci dochazi
u septickych pacientti k mirnému zvyseni celkové koncentrace nitritd a nitrati mezi
prvnim a druhym odbérem, které vsak nedosahuje statistické vyznamnosti. Septiéti

pacienti maji pfi druhém odbéru vyznamné vyssi obsah nitritid a nitrat v séru nez
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ambulantni kontroly (p < 0,05). Statisticky vyznamné rozdily viéi skupiné AK byly

zjistény i u skupiny NK (p < 0,05).

Graf 8-9: Vliv sepse na celkovou koncentraci nitritit a nitratit v séru
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*(p < 0,05) oznacené skupiny vs. AK

Tabulka 8-8: Vliv sepse na celkovou koncentraci nitriti a nitratil v séru

(mmol/]l séra)

Pacienti | Pacienti | Pacienti | Ambulantni | Nesepticti
v sepsi v sepsi v sepsi kontroly kriticky
1. odbér | 2.odbér | 3.odbér nemocni
n=13) | (n=11) | (n=8) (n=13) (n=5)
Koncentrace
nitritt a 37,71 4585 * 29,69 28,23 47,58 *
nitratua * 23,65 +13,07 +9,65 +10,93 +16,51

a) primér +SD, n... oznacuje pocet osob v dané skupine.

* (p < 0,05) oznacené skupiny vs. AK
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Vyvoj celkové koncentrace nitritli a nitrat( v pribéhu sepse a jeji srovnani
s kontrolnimi skupinami v jednotlivych pripadech znazoruje graf 8-10 (str. 59).
Celkova koncentrace nitrit a nitratt u septickych pacient v ramci druhého odbéru
je v 8 ptipadech z 11 (772,7%) vyssi nez v ramci prvniho odbéru tychz pacientti
av 9 ptipadech z 11 (81,8%) vys$i nez u ambulantnich kontrol. Z 8 pripadd, kdy
pacienti ptezili a doslo k jejich uzdraveni, tj. mohl byt proveden 3. odbér, byla
v 5 pripadech (62,5%) celkova koncentrace nitriti a nitrat po uzdraveni nizsi
nez v ramci druhého odbéru. Srovnavame-li septické pacienty v ramci prvniho odbéru
s ambulantnimi kontrolami, pak v 9 ptipadech ze 13 (69,2%) je celkova koncentrace

4

nitrit a nitratt u septickych pacienti vyssi.

Graf 8-10: Celkovd koncentrace nitritii a nitratit v jednotlivjch p¥ipadech
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8.5 Koncentrace nitrotyrosinu

8.5.1 Koncentrace nitrotyrosinu u pacientit v sepsi

Srovnani koncentrace nitrotyrosinu v plasmé u sledovanych skupin osob
ukazuje tabulka 8-9 (str. 61) a graf 8-11 (str. 60). Koncentrace nitrotyrosinu v plasmé
je zvySena u pacientu v sepsi v porovnani s uzdravenymi pacienty a s ambulantnimi
kontrolami. Stejné jako celkova koncentrace nitritd a nitratt v séru, i koncentrace

nitrotyrosinu v plasmé vykazuje vzristajici tendenci v priibéhu sepse.
Graf 8-11: Vliv sepse na koncentraci nitrotyrosinu v plasmé
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Tabulka 8-9: Vliv sepse na koncentraci nitrotyrosinu v plasmé

Pacienti Pacienti Pacienti Ambulantni
v sepsi v sepsi v sepsi kontroly
1. odbér 2. odbér 3. odbér

(n =12) (n=9) n=7) (n=12)
Koncentrace
nitrotyrosinu®| 58,58 *** 72,64 *** 15,96 8,94
(nmol/1 +41,50° +67,48 ** +7,67 * 4,02
plasmy)

2) prumér £ SD, n... pocet osob v dané skupiné
*(p < 0,05), ™ (p < 0,01) oznacené skupiny vs. S-3. odbér

*** (p < 0,001) oznacené skupiny vs. AK

Vyvoj koncentrace nitrotyrosinu v priibéhu sepse a jeji srovnani s kontrolnimi

skupinami v jednotlivych ptipadech znazornuje graf 8-12 (str. 61).

Graf#2: Koncentrace nitrotyrosinu v jednotlivych pripadech
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8.5.2 Korelace koncentract nitrotyrosinu a C-reaktivniho

proteinu
Graf 8-13: Vzdjemna korelace koncentraci nitrotyrosinu a CRP

y = 0,1855x + 26,17

2507

° — Regression
-——= 95% CI
200 1
° 2= 0,179
7
1504 - p < 0,0001

koncentrace nitrotyrosinu (nmol/1)

0 100 200 300 400 500
koncentrace CRP (mg/1)

CRP... C-reaktivni protein, CI ... interval spolehlivosti

8.5.3 Korelace koncentrace nitrotyrosinu a celkové

koncentrace nitritit a nitratit

Byla sledovana vzajemna korelace {graf 8-14 (str. 63)} mezi koncentraci
nitrotyrosinu a celkovou koncentraci nitritd a nitratd, kone¢nych produkt

metabolismu RNS. Mezi témito dvéma parametry byla prokazana positivni korelace

(p < 0,01).
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Graf 8-14: Korelace koncentrace nitrotyrosinu a celkové koncentrace nitritit a

nitrati
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8.6 Sledované parametry v zavislosti na pohlavi

U vSech sledovanych parametrii byla zjistovana jejich rozdilnost mezi

pohlavimi, a to jak u septickych pacientd, tak u ambulantnich kontrol. Vysledky

srovnani zobrazuje tabulka 8-10 (str. 64) a jak z této tabulky vyplyva, nebyly nalezeny

statisticky vyznamné rozdily v hodnotach jednotlivych parametri mezi muzi

a Zenami.

Tabulka 8-10: Sledované parametry v zavislosti na pohlavi

S-1. ODBER
MUZI ZENY MUZI ZENY
(n=38) (n=5) (n=8) (n=5)
CRP2 168,85 203,64 5,26 2,64
(mg/1) +110,85 +185,64 +3,82 +0,82
Fea 4,60 2,28 23,30 18,92
(umol/1) +3,36 +0,84 19,42 +3,71
Hba 104,49 92,40 140,75 131,40
(g/D +16,93 +11,39 +18,07 +4,93
AKTIVITA CAT2 163,56 160,58 216,05 238,10
(kU/g Hb) +17,60 +53,63 +29,78 +23,53
NOxa 34,04 43,58 28,35 28,04
(pmol/1) +19,87 +30,28 +14,14 +2,95
NTa 44,73 75,39 8,26 9,63
(nmol/1) +16,86 154,86 +2,43 15,81

a) prumer +SD

S-1. odbér ... skupina septickych pacientii v ramci 1. odbéru, AK ... skupina

ambulantnich kontrol, NOx... celkova koncentrace nitritit a nitratit v séru, NT...

koncentrace nitrotyrosinu v plasmé, Hb... koncentrace hemoglobinu, CAT...

katalasa, CRP ... koncentrace C- reaktivniho proteinu, Fe... koncentrace sérového

Zeleza
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8.7 Sledované parametry v zavislosti na véku

Pfi sledovani zavislosti jednotlivych parametri na véku byly osoby rozdéleny do
dvou vékovych skupin: vék do 70 let (n = 7) a vék nad 70 let (n = 6) a déle bylo
zachovéano rozdéleni na skupinu septickych pacientt a na skupinu ambulantnich
kontrol. Tabulka 8-11 (str. 65) podava piehled o zménach jednotlivych parametrti
v zavislosti na vékové skupiné sledovanych osob. U zadného ze sledovanych
parametri nebyly nalezeny signifikantni rozdily v hodnotéch pro vékovou skupinu
pod a nad 70 let a pro Zadny sledovany parametr nebyla zjisténa korelace mezi vékem

a timto parametrem.

Tabulka 8-11: Sledované parametry v zavislosti na véku

S-1. ODBER AK
Do 70 let Nad 70 let Do 70 let Nad 70 let
(n=7) (n =6) n=7) (n=6)
CRPa 200,29 161,17 2,77 5,98
(mg/1) +131,33 +154,37 +1,91 +3,76
Fea 4,80 2,43 24,81 17,88
(umol/1) +3,62 10,62 18,46 15,48
Hba 99,84 99,83 143,14 130,17
(g/D +20,1 +10,5 +17,44 +7,52
AKTIVITA CATa2 157,10 168,62 219,41 230,5
(kU/g Hb) +13,53 +49,35 +29,61 +29,19
NOxa 35,69 40,07 29,40 26,87
(umol/1) 120,95 128,35 +14,15 6,5
NT= 45,22 69,79 10,42 7,24
(nmol/1) +17,3 +51,34 45,08 +1,82

a) priumér +SD

S-1. odbér ... skupina septickich pacientii v ramci 1. odbéru, AK ... skupina
ambulantnich kontrol, NOx... celkovd koncentrace nitritiz a nitratit v séru, NT...
koncentrace nitrotyrosinu v plasmé, Hb... koncentrace hemoglobinu, CAT...

katalasa, CRP ... koncentrace C- reaktivniho proteinu, Fe... koncentrace sérového

Zeleza
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8.8 Sledované parametry a zdroj sepse

U skupiny septickych pacientl byl zjistovan ptivod/zdroj infekce. Pacienti byli
rozdéleni do dvou skupin: zdroj infekce — plice (n = 7) a zdroj infekce — jiné organy
(n = 6). Mezi témito dvéma skupinami nebyl nalezen rozdil v hodnotach jednotlivych

parametrd, coz doklada tabulka 8-12 (str. 66).

Tabulka 8-12: Sledované parametry a zdroj sepse

ZDROJ SEPSE PLICE JINY ORGAN
(n=7) (n=6)
CRP2 154,54 214,53
(mg/1) +88,12 +184,04
Fe2 3,37 4,10
(pmol/1) 12,51 +3,44
Hba 100,99 98,50
(&/D +15,72 +17,17
AKTIVITA CATa 157,56 168,08
(kU/g Hb) +33,89 +35,92
NOxa 31,94 44,43
(umol/1) +24,71 +22,57
NTa 47,81 71,07
(nmol/1) +15,79 157,91

a) priimer +SD
NOx... celkova koncentrace nitritil a nitrati v séru, NT... koncentrace nitrotyrosinu
v plasmé, Hb... koncentrace hemoglobinu, CAT... katalasa, CRP ... koncentrace C-

reaktivniho proteinu, Fe... koncentrace sérového Zeleza
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8.9 Korelace jednotlivych parametru
s APACHE II skore

U skupiny septickych pacientti byly zjisStovany vzajemné korelace jednotlivych
parametrd s hodnotou APACHE II skdre. Tabulka 8-13 (str. 67) ukazuje, Ze zadny

z parametrid nekoreluje s hodnotou APACHE II skore.

Tabulka 8-13: Korelace sledovanych parametrit a APACHE II

r rz P
CRP 0,488 0,238 0,090
Fe -0,476 0,227 0,100
Hb -0,250 0,063 0,410
CAT -0,044 0,002 0,886
NOx -0,458 0,210 0,116
NT -0,464 0,215 0,128

r ... Pearsontiv korelacni koeficient

korelace APACHE II vs. NOx... celkovd koncentrace nitritit a nitratii v séru, NT...
koncentrace nitrotyrosinu v plasmé, Hb... koncentrace hemoglobinu, CAT...
katalasa, CRP ... koncentrace C- reaktivniho proteinu, Fe... koncentrace sérového

Zeleza
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8.10 Korelace sledovanyjch parametru mezi sebou

Dale byla zjistovana korelace sledovanych parametri mezi sebou. Korelace CRP

s aktivitou CAT {graf 8-7 (str. 56)} a koncentraci nitrotyrosinu {graf 8-13 (str. 62)}
byla jiZz probrana pti hodnoceni aktivity CAT a koncentrace nitrotyrosinu. Vzajemna
korelace koncentraci nitritli a nitratt a nitrotyrosinu {graf 8-14 (str. 63)} byla
diskutovana u hodnoceni koncentrace nitrotyrosinu. V této ¢asti budou zhodnoceny

zbylé zavislosti.

8.10.1 Korelace mezi koncentracemi zeleza a

C-reaktivniho proteinu

Graf 8-15: Korelace mezi koncentracemi Zeleza a CRP
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8.10.2 Korelace mezi koncentracemi C-reaktivniho
proteinu a hemoglobinu

Graf 8-16: Korelace mezi koncentracemi CRP a hemoglobinu
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8.10.3 Korelace mezi koncentracemi hemoglobinu a Zeleza

Graf 8-17: Korelace mezi koncentracemi hemoglobinu a Zeleza
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8.10.4 Korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci
hemoglobinu

Graf 8-18: Korelace mezi aktivitou katalasy a koncentraci hemoglobinu
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8.10.5 Korelace mezi aktivitou katalasy a celkovou
koncentraci nitritii a nitrati

Graf 8-19: Korelace mezi aktivitou CAT a celkovou koncentract nitritii a nitratit
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o DISKUSE

V ramci této diplomové prace byla stanovovana aktivita katalasy v erythrocytech,
celkova koncentrace nitritli a nitratd v séru a koncentrace nitrotyrosinu v plasmé
za podminek oxidaé¢niho stresu, ktery souvisel se septickym stavem. Podkladem
pro stanoveni aktivity CAT byla prace Aebiho a spolupracovniki [1]. Pti zavadéni
metody vsak bylo zjisténo, Ze nékteré faktory, na kterych z4visi kinetika enzymové
reakce, nebyly v této praci dostatecné popsany. Proto bylo nutno upravit reakéni
podminky. Byla urcena optimalni teplota stanoveni, koncentrace enzymu
a koncentrace substratu (peroxidu vodiku).

Metoda pro stanoveni celkové koncentrace nitritd a nitratd v séru byla pievzata
z prace Guevary [30] a pro stanoveni koncentrace nitrotyrosinu byl pouzit komercéné
dodavany ELISA - kit.

9.1 Optimalisace stanovent aktivity katalasy

Teplota publikovana pro méteni aktivity CAT je 25°C [1]. Z vysledkl uvedenych
v tabulce 8-4 (str. 49) vyplyva, ze aktivita CAT dosahuje svého maxima pfi teploté
30°C a pti této teploté je signifikantné vyssi nez pti 25°C. V ramci této klinické studie
byla pro méfeni aktivity katalasy zvolena teplota 30°C. V publikované praci, ze které
bylo éerpano, byla méfeni provadéna pfti teploté 25°C, aniz by byl pfedem vliv teploty
otestovan.

U studovanych souborit byl pfedpokladan velky rozsah aktivity CAT,
coz se béhem finalniho méfeni enzymové aktivity potvrdilo. K zajisténi optimalnich
podminek byly urceny meze linearity pro koncentraci hemolysatu, jak ukazuje
graf 8-1 (str. 47), a z nich pak zvoleny dvé optimélni koncentrace pro vlastni méfeni.
Pokud v pfipadé vzorku s vysokou aktivitou nebyl mezi obéma stanovenimi linearni
vztah, bylo stanoveni okamzité opakovano s nizsi koncentraci hemolysatu. Zavérem
1ze Fici, Ze pouZivani jediné koncentrace hemolyséatu je vhodné pro soubory s tizkym
rozmezim aktivit, zatimco pfi méfeni, kde se predpokladaji velké rozdily mezi
jednotlivymi vzorky, je nezbytné vychazet alesporti ze dvou koncentraci hemolysatu.

Déle byly stanoveny Kkinetické parametry pro katalasu, a to hodnota

Michaelisovy konstanty a hodnota maximalni rychlosti reakce uvedené
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v tabulce 8-3 (str. 49). V publikované literatufe [87] je na zakladé vysokého poméru
katalytické a Michaelisovy konstanty katalasa zafazena mezi enzymy, které dosahly
tzv. katalytické dokonalosti, coZ znamena, Ze katalysuji reakci téméf pfi kazdém

stfetnuti se substratem.

9.2 Vysledky klinické studie

V presentované studii byl hodnocen vliv oxida¢niho stresu vyvolaného sepsi
na nékteré klinicko-biochemické parametry (aktivita CAT, koncentrace nitrit
a nitrat{, koncentrace nitrotyrosinu, koncentrace Zeleza a koncentrace hemoglobinu).
Pacienti v sepsi byly srovnavani s dvéma kontrolnimi skupinami, a to se skupinou
ambulantnich kontrol a skupinou neseptickych kriticky nemocnych pacientd.
Pii zafazovani osob do kontrolnich skupin bylo dodrZovano obecné poZadované
kriterium odpovidajiciho véku a pohlavi.

Septiéti pacienti byly vybirani na zakladé hodnot APACHE II skére a hodnot
koncentraci CRP v séru, ktery je v klinické diagnostice vyuzivan jako vysoce citlivy
indikator zanétu [61; 65]. Pro pfijeti do skupiny septickych pacienti byla vyZzadovéana
koncentrace CRP nad 20 mg/l, dosaZeno bylo primérné Kkoncentrace
182,23 + 137,71 mg/l, ktera byla signifikantné vyssi neZ u ambulantnich kontrol.
V pribéhu uzdravovani néasledoval pokles hodnot CRP na hodnoty blizké
fysiologickému rozmezi.

Ve shodé s literarnimi tdaji byly plice ve sledovaném souboru nejcastéjsim
mistem primarni infekce [52]. Plicni infekce byla rovnéZz jednou z pri¢in sepse
u pacientd s vice zdroji infekce, coz potvrdilo, Ze plice jsou nejrisikovéj$im organem
pro rozvoj septického stavu.

Ve studii byly prokazany sniZzené hodnoty aktivity CAT v pocatcich sepse oproti
ambulantnim kontrolam (p < 0.001), v pribéhu uzdravovani byl zaznamenan trend
ristu hodnot aktivity CAT a pacienti po uzdraveni dosahovali hodnot srovnatelné
vysokych s ambulantnimi kontrolami. Hodnoty aktivit katalasy neseptickych kriticky
nemocnych pacientti se nelisili od aktivit ambulantnich kontrol.

Existuje pouze jedna prace [89], ktera hodnoti aktivitu CAT v erythrocytech
u dospélych pacientli v sepsi popt. septickém Soku. Warner a spolupracovnici [89]
publikovali, Ze dochazi ke zvySeni aktivity CAT v erythrocytech u takto kriticky

nemocnych pacientd. Dalsi publikace, které by se zabyvaly vlivem sepse na aktivitu
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CAT v erythrocytech nebyly nalezeny. Jelikoz v patogenesi sepse a septického Soku,
podobneé jako u ostatnich patologickych stavii, hraje dtlezitou roli nerovnovaha mezi
tvorbou RONS a kapacitou antioxida¢niho systému, tj. vznik oxidaéniho stresu [38],
byly konfrontovany dalsi publikované prace zabyvajici se vlivem oxida¢niho stresu
na aktivitu CAT v erythrocytech. Z nalezenych praci vyplyva zna¢n4 nejednotnost

v publikovanych zménach aktivity CAT pfi oxida¢nim stresu. Nékteré prace uvadéji
jeji vzestup [35; 43; 44; 73], jiné ve shodé s dosazenymi vysledky jeji pokles [7; 9; 28;
29; 41; 47; 58; 63; 72; 75; 83; 85; 92].

Tato studie naznacuje, Ze snizeni aktivity CAT v erythrocytech by mohlo slouzit
jako marker zavaZznosti stavu pacienta, protoZe byla pozorovana negativni korelace
mezi koncentraci CRP a aktivitou CAT (p < 0.01) a dale u zemielych pacient byly
pozorovany nejnizsi aktivity CAT ze vSech sledovanych osob. Definitivni zavér by
vyZadoval studii se souborem vétsiho poctu septicky nemocnych.

Celkova koncentrace nitriti a nitratd vséru vykazovala vzristajici trend
v pribéhu sepse, jak ukazuje graf 8-9 (str. 58) a v ramci druhého odbéru septickych
pacientd byly zjistény vyznamné vyssi hodnoty neZ u ambulantnich kontrol.
S uzdravenim pacientli doslo k poklesu koncentraci nitritd a nitratd na hodnoty
srovnatelné s ambulantnimi kontrolami. Nase vysledky jsou ve shodé s praci
Mutakiho [59], ktery rovnéZ uvadi vzestup celkové koncentrace nitritd a nitratd
u septickych stavii.

U sledovanych septickych pacientd byl zjistén trend vzristajici koncentrace
nitrotyrosinu v plasmé v priibéhu sepse. Hodnoty dosahované béhem sepse byly
vy$$i neZ hodnoty ambulantnich kontrol i septickych pacientd po uzdraveni.
Zménami koncentraci nitrotyrosinu v sepsi se zabyvala prace Ohyi a spolupracovnikt
[62], ktefi sledovali vzestup hladin nitrotyrosinu u tohoto onemocnéni.

Nitrity a nitraty stejné jako nitrotyrosin jsou kone¢nymi produkty odbouravani
dusikového radikalu, oxidu dusnatého. Oxid dusnaty je v organismu syntetisovan
zargininu prostfednictvim nitroxidsynthasy. Béhem zanétu dochazi k indukci
inducibilni nitroxidsynthasy, coz ma za nasledek az tisicinasobné zvyseni produkce
oxidu dusnatého v organismu. JelikoZ sepse je systém zanétlivé odpovédi organismu,
jejiz ptic¢inou je infekce, byly zvySené hladiny koncentraci nitrotyrosinu a nitrit
a nitratd v sepsi o¢ekavany a tato studie ocekavani potvrdila.

Mezi koncentracemi nitritd a nitratd a nitrotyrosinu byla zjisténa positivni

korelace a déle koncentrace nitriti a nitrat negativné korelovala s aktivitou CAT.
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Korelace aktivity katalasy a celkové koncetrace nitriti a nitrat se océekavala, nebot
zvySena koncentrace volného radikalu NO ma za nasledek vazbu NO s katalasou a tim
ijeji inaktivaci [67].

Vtéto studii jsme neprokazali zavislost aktivity CAT v erythrocytech,
koncentrace nitrotyrosinu v plasmé, celkové koncentrace nitritd a nitratd v séru
a Kklinicko-biochemickych parametri (koncentrace CRP, koncentrace hemoglobinu,
koncentrace Zeleza) ani na véku, ani na pohlavi a ani na APACHE II skoére
sledovanych osob. Zavislost jednotlivych parametri na véku mohla byt zkreslena
malym souborem osob s izkym rozpétim véku (6 osob ze 13 bylo nad 70 let). U
ambulantnich kontrol byl pozorovan trend zvySujici se koncentrace sérového CRP
s vékem, k potvrzeni tohoto trendu by bylo zapottebi vétsiho a vékové rozmanitéjsiho
souboru osob. V publikované literatute [57] byla popsana zvySujici se koncentrace
CRP s vékem.

Zdroj infekce rovnéZz nemél vliv na hodnoty stanovovanjch parametrt. Byla
vSak nalezena korelace mezi studovanymi parametry a koncentraci CRP v séru
(s vyjimkou celkové koncentrace nitritd a nitratd), a to positivni u koncentrace
nitrotyrosinu a negativni u aktivity CAT, koncentrace Zeleza v séru a koncentrace
hemoglobinu.

Déle byly nalezeny positivni korelace mezi koncentraci Zeleza a aktivitou CAT,
coz by se dalo vysvétlit tim, Ze katalasa je enzym obsahujici ve svém katalytickém
centru vazany ion Fe3+ a pfi nedostatku Zeleza v organismu miZe byt sniZena i jeji
aktivita. Jiny zptsob, jak by Zzelezo mohlo ovlivnit katalasu, je ovlivnéni tvorby
dervenych krvinek, kde je katalasa lokalisovana v cytosolu. Zelezo je kli¢ovou slozkou
nutnou pro tvorbu krevniho barviva hemoglobinu a tedy i kli¢ovou slozkou pfi tvorbé
cervenych krvinek. Tato studie potvrdila positivni korelaci mezi koncentraci Zeleza
a koncentraci hemoglobinu a dale prokazala positivni korelaci aktivity CAT

a koncentrace hemoglobinu.
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10 ZAVER

Vramci své diplomové prace jsem optimalisovala podminky stanoveni aktivity
CAT v erythrocytech. Stanovila jsem optimalni teplotu pro méfeni enzymové aktivity
CAT, zjistila jsem rozmezi linearni zavislosti rychlosti reakce na koncentraci CAT
a dale jsem urcila kinetické parametry charakteristické pro tento enzym.

Klinicka studie, ktera sledovala koncentraci nitrotyrosinu v plasmé, celkovou
koncentraci nitritd a nitratd v séru a aktivitu CAT v erythrocytech u pacientt
v pribéhu a po odeznéni sepse, ukazala nartst koncentrace jak nitrotyrosinu
v plasmé, tak nitritd a nitratl v séru, a dale pokles aktivity CAT v erythrocytech
v septickém stavu. Po vymizeni ptiznaki sepse se hladiny produktt reaktivnich forem
dusiku a aktivita antioxidacniho enzymu CAT vratily k hodnotdm zdravych osob.
Nesepticti kriticky nemocni pacienti méli aktivitu CAT srovnatelnou se zdravymi
kontrolami, ale celkova koncentrace nitritd a nitratt byla u této kontrolni skupiny
signifikantné vyssi.

Pokles aktivity CAT negativné koreloval s koncentracemi CRP v séru
a positivné koreloval s koncentraci sérového zeleza. Positivni korelace byla také
prokazana mezi koncentracemi nitrotyrosinu a nitritdi a nitrat. Koncentrace
nitrotyrosinu v plasmé vykazovala positivni korelaci s koncentraci CRP v séru.

Dle mého nazoru je nutné ve vyzkumu vlivu sepse na hodnoty koncentraci
nitritd a nitratd a nitrotyrosinu a na hodnoty aktivity CAT déle pokrac¢ovat a mnou
ziskané vysledky ovérit na vétSim souboru pacientti. Do budoucnosti by stanoveni

téchto parametrt mohlo vyznamné pomoci v diagnostice sepse.
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11 SUMMARY

In recent years, one of the most frequent and serious complications in
traumatology and surgery is sepsis; sepsis often leads to septic shock or eventual
multiple organ failure, which is a common cause of death in the intensive care
patients. In pathogenesis, an imbalance between the production of reactive oxygen
and nitrogen species and the capacity of an antioxidation system are the major factors
in causing sepsis and septic shock.

The core of my work was to establish a quantitative end-product of metabolism of
the reactive form of nitrogen, i.e. the overall concetration of nitrite and nitrate and
concentration of nitrotyrosine in blood, and also set the level of activity for
antioxidation enzyme catalasa within the erythrocytes of three groups of patients.
This involved a group of septic diagnosed patients (n = 13) who had blood samples
taken three times in the first twenty-four hours, then after seven days of treatment
and, finally, after recovery. Further, two control groups were included: a group of
healthly people (n = 13), and a group of nonseptic, critically ill patients (n = 5).

The overall concentration of nitrite and nitrate was established using the Griess
reaction with a following spectrophotometrical detection. The concentration of
nitrotyrosine in the blood plasma was measured using the ELISA method, and the
activity of catalase was measured spectrophotometrically. The seriousness of the
septic state was evaluated on the basis of serum CRP concentration.

The results of the measurements revealed that the total concentration of nitrite
and nitrate in blood serum increases during the course of sepsis; the highest level was
reached during the second blood sampling from the septic patients, i.e. seven days
after the emergence of sepsis. These measurements were significantly higher than the
measurements of patients after the third blood tests, i.e. after recovery (0.0133) and
the control group of healthly people (p = 0.005). Likewise, the concentration of
nitrotyrosine in plasma was increasingly higher in the first and second blood samples
of the septic patients in comparison with the group of healthly people (p < 0.0001).
The activity of catalase negatively correlated with the serum CRP concentration and
positively correlated with the concentration of iron in the serum.

The work confirmed the importance of observing oxidation stress markers in

clinical practice.
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13 PRILOHA
13.1 Tabulky souhrnnych vysledkii

Tabulka 13-1: Souhrnné vysledky — hodnoty CRP

S-1.odbér S-2.0dbér | S-3.odbér AK NK
mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1

001 28 8,4 5,7 10,1 4,8
002 347 187,9 - 7,1 8,0
003 62 90,3 24,6 3,2 2.0
004 86,3 - - <2,0 -
005 134 21 13,2 5,8 -
006 133 - - 3,8 -
007 105 30 - 2,1 -
008 461 167,0 16 <2,0 -
009 30,2 15,2 18,4 <2,0 43
010 185,5 20,2 8,1 <2,0 174,2
011 332 104 16,0 2,2 -
012 149 17,9 12,4 11,0 -
013 316 183 - <2,0 -

S ... skupina septickych pacientii, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientil

Tabulka 13-2: Souhrnné vysledky — koncentrace hemoglobinu

S-1.odbér S-2.0odbér | S-3.odbér AK NK
g/ g/1 g/ g/1 g/l
001 104 113 105 119 154
002 125 94 - 135 139
003 81 95 106 126 130
004 89,9 - - 127 -
005 108 100 99 139 -
006 94 - - 130 -
007 94 97 - 132 -
008 107 85 76 129 -
009 81 86 98 133 139
010 130 129 129 171 81
011 99 89 95 139 -
012 105 123 123 138 -
013 80 82 - 165 -

S ... skupina septickych pacientil, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientil
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Tabulka 13-3: Souhrnné vysledky — hematokrit

S-1.odbér S-2.0dbér | S-3.odbér AK NK
001 0,332 0,331 0,302 0,343 0,443
002 0,356 0,268 - 0,4 0,408
003 0,234 0,272 0,303 0,376 0,371
004 0,256 - - 0,35 -
005 0,343 0,293 0,291 0,401 -
006 0,21 - - 0,38 -
007 0,269 0,33 - 0,372 -
008 0,322 0,252 0,22 0,395 -
009 0,245 0,248 0,277 0,382 0,388
010 0,334 0,376 0,376 0,496 0,239
011 0,294 0,266 0,276 0,405 -
012 0,308 0,370 0,370 0,396 -
013 0,244 0,250 - 0,479 -

S ... skupina septickych pacientii, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnijch pacientit

Tabulka 13-4: Souhrnné vysledky — koncentrace Fe

S-1.odbér S-2.0dbér | S-3.odbér AK NK
umol/1 umol/1 umol/l1 umol/1 umol/1

001 3,2 10,0 11,8 10,1 16,4
002 11,0 6,0 - 20,1 16,2
003 2,3 4,6 13,9 17,1 24,5
004 1,7 - - 42,1 -
005 2.8 4,8 7,5 24,8 -
006 1,5 - - 16,1 -
007 34 4,4 - 21,6 -
008 2,0 3,9 15,0 23,6 -
009 1,9 12,0 13,5 222 25,5
010 8,8 7,1 10,7 24,8 4,9
011 3,7 6,0 16,0 15,6 -
012 2.8 5,5 11,5 15,6 -
013 3,1 8:7 - 27,3 -

S ... skupina septickych pacientil, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientil
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Tabulka 13-5: Souhrnné vysledky — aktivita CAT

S-1.odbér | S-2.odbér | S-3.odbér AK NK
kU/gHb kU/gHb kU/gHb kU/gHb kU/gHb
001 179,9 190,4 219,9 204,9 202,9
002 145,0 161,3 - 232,8 203,6
003 153,8 130,2 231,1 255,0 234,0
004 163,3 - - 202,3 -
005 179,1 178,1 200,6 277,9 -
006 83,7 - - 212,3 -
007 137,8 192,5 - 185,3 -
008 234,7 197,2 2224 212,4 -
009 163,0 178,6 212,3 256,9 177,1
010 174,8 172,7 216,2 187,4 209,8
011 167,7 178,2 226,6 253,9 -
012 180,5 189,7 198,9 220,5 -
013 148,1 150,3 - 217,3 -

S ... skupina septickych pacientii, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientit

Tabulka 13-6: Souhrnné vysledky — koncentrace nitritil a nitratit

S-1.odbér S-2.0dbér S-3.odbér AK NK
umol/l umol/1 umol/1 umol/1 umol/1

001 20,4 54,0 43,1 16,4 23,5
002 39,9 51,3 - 229 62,9
003 30,5 47,4 20,4 26,6 63,0
004 26,2 - - 16,8 -
005 24,8 48,5 24,7 36,8 -
006 86,0 - - 27,4 -
007 78,3 41,5 - 59,6 -
008 63,8 53,6 23,3 28,2 -
009 24,3 20,4 26,6 32,9 47,0
010 27,9 36,8 40,3 22,7 41,5
011 13,3 66,2 19,6 25,1 -
012 14,9 29,0 39,5 25,8 -
013 39,9 55,6 - 25,8 -

S ... skupina septickych pacientil, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientit
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Tabulka 13-7: Souhrnné vysledky — koncentrace nitrotyrosinu

S-1.odbér S-2.0dbér S-3.0dbér AK
nmol/l nmol/l nmol/1 nmol/1

001 21,70 238,00 18,07 6,36
002 37,58 105,86 - 8,08
003 48,96 23,74 10,44 <6,00
004 40,54 - - <6,00
005 76,72 30,18 14,21 <6,00
006 56,42 - - <6,00
007 51,20 61,96 - 8,86
008 168,16 30,18 31,61 9,05
009 76,72 20,74 12,08 19,77
010 38,56 55,84 16,21 12,50
011 26,70 75,30 8,08 7,31
012 46,78 - - 10,04

S ... skupina septickych pacientil, AK ... skupina ambulantnich kontrol, NK ...

skupina neseptickych kriticky nemocnych pacientil
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