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SOUHRN 

Sepse a septický šok se syndromem multiorgánové dysfunkce jsou častým život ohrožujícím stavem a 

hrozbou současné medicíny. Jejich patofyziologie a z ní plynoucí možnosti cílené léčby a prevence 

zůstává i přes dlouholeté snahy stále nejasná. Svoji roli v tomto komplexním procesu sehrává 

množství mediátorů a elementů (např. leukocyty, trombocyty, endotel, mikrocirkulace aj.). Cílem této 

dizertační práce je pokusit se blíže popsat vybrané celulární imunitní mechanizmy v patofyziologii 

sepse, septického šoku a syndromu multiorgánové dysfunkce pomocí řady analytických metod, 

zahrnujících mimo jiné postupy zobrazení mikrocirkulace, průtokové cytometrie a proteomické 

analýzy. 

Za použití intravitální videomikroskopie bylo v první originální práci studováno postavení a role 

neutrofilů v procesu poškození mikrocirkulace u septických nemocných jako jednoho z centrálních 

patofyziologických mechanizmů systémové infekce. Tato studie historicky poprvé dokumentuje 

charakter změn mikrocirkulace v septickém šoku u nemocných s postchemoterapeutickou cytopenií. 

Postižení mikrocirkulace bylo identické u septických nemocných s neutropenií (resp. cytopenií) i bez 

ní. Z uvedeného lze usuzovat, že neutrofily nejspíše nejsou těmi determinujícími celulárními elementy 

v tomto patofyziologickém procesu. Dosud nepublikovaným a překvapujícím zjištěním bylo 

zaznamenané postižení mikrocirkulace jedinců s neutropenií bez známek sepse. Tato alterace 

mikrovaskulatury dosahovala stejné tíže jako u nemocných s těžkou sepsí či septickým šokem. 

Cílem další originální studie, tvořící tuto dizertační práci, byl popis stavu a dynamiky změn trombocytů 

v septickém šoku. Multifaktoriální analýza destiček prokázala jejich významnou aktivaci se současnou 

poruchou agregace a poruchu sekrece již v iniciální fázi septického šoku. Zjištěná alterace obsahu α-

granul destiček může vypovídat o změnách indukovaných již na úrovni megakaryocytů v kostní dřeni a 

současně nevylučuje extranukleární cesty syntézy nových funkčních proteinů s následnými změnami 

fenotypu trombocytů v sepsi. 

Dále tato dizertační práce komentuje klinicky relevantní experimentální studii na velkých savcích 

(selatech) zaměřenou na identifikaci proteinů krevní plazmy v časné fázi septického šoku. Literárně 

poprvé zde bylo pomocí srovnávací proteomické analýzy identifikováno množství unikátních 

plazmatických proteinů a popsána dynamika změn jejich koncentrací v tomto patofyziologickém stavu. 

Poslední z komentovaných studií popisuje použití proteomické analýzy v identifikaci spektra proteinů 

selektivně navázaných na obě adsorpční jednotky extrakorporálního systému náhrady funkce jater 

(Prometheus™) při jeho užití v léčbě nemocného s akutní dekompenzací chronického onemocnění 

jater.  

Aktuální stav problematiky imunitní odpovědi v sepsi, jejích mechanizmů a komponent, úlohy 

trombocytů a postavení proteomických analytických metod v jejich studiu prezentují tři původní 

přehledové články, které jsou součástí této dizertační práce. 

 



 

2 

 

Klíčová slova 

Sepse – orgánová dysfunkce - patofyziologie – neutrofily – trombocyty – mikrocirkulace - proteomika 



 

3 

 

SUMMARY  

Sepsis and septic shock with multiple organ dysfunction syndrome are frequent life-threatening 

conditions. Despite long-time scientific effort, their exact pathophysiology, causal treatment, and 

prevention remain obscure. The numbers of mediators and elements (e.g. leukocytes, thrombocytes, 

endothelium/microcirculation etc.) have been suggested as key mediators in the process of initiation 

and modulation of this dreadful disease. The aim of the thesis is to better describe and document the 

cellular mechanisms in the pathophysiology of sepsis, septic shock and multiple organ dysfunction 

syndrome using different analytic methods including microcirculation assessment, flowcytometry, and 

proteomics. 

The first original manuscript studied the role of neutrophils in the process of microcirculation 

impairment in septic shock patients, as a central pathophysiological mechanism of systemic 

inflammation. The real-time intravital videomicroscopy technique was used. This is the first clinical 

study reporting microvascular changes in septic shock patients with chemotherapy-induced cytopenia. 

The microcirculation injury was identical in cytopenic compared to non-cytopenic septic patients, 

suggesting neutrophils – the pivotal elements of immune response – might not be the determining 

elements alone in this pathophysiological process. Moreover, association of chemotherapy-induced 

cytopenia without sepsis with significant alteration of sublingual microcirculation was surprising and yet 

unpublished as well.  

The next study was aimed to characterize the role of platelets and dynamics of their phenotype 

changes in septic shock patients. Multifactorial analysis revealed their significant activation together 

with alteration of their aggregation and secretion very early in the septic shock. The complex 

evaluation of the thrombocytes in such clinical setting was applied. The alteration of α-granules 

content was detected. These changes could reflect alterations at the level of megakaryocytes in the 

bone marrow. Simultaneously, extranuclear pathways of the synthesis of new functional proteins with 

consequent phenotype changes of platelets could not be excluded. 

Next, clinically relevant experimental study in large animals (piglets) was aimed to analyze dynamic 

changes in plasma proteome during an early phase of septic shock. Differential proteomic analysis 

identified a number of unique peptides, and described the dynamics of their plasmatic concentrations. 

To the best of our knowledge, such findings were published for the first time. 

The last original study utilized proteomic analysis to assess proteins bound on both adsorption units of 

the extracorporeal liver replacement (support) method (Prometheus™). For the first time, surprisingly 

broad spectrum of such proteins was identified.  

Three review articles are integral parts of this thesis. They describe current knowledge of immune 

response, its mechanisms, and components including neutrophils and platelets, and role of proteomics 

in the study of these issues. 
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PŘEHLED POUŽITÝCH ZKRATEK 

2-DE – 2-rozměrná elektroforéza (2-D electrophoresis) 

ADAMTS 13 – disintegrin a metaloproteináza s trombospondinovým motivem (a disintegrin and 

metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif member 13 (vWF cleaving protease)) 

ADP – adenosin difosfát (adenosine diphosphate) 

APACHE II – klasifikační systém/skóre tíže onemocnění (acute physiology and chronic health 

evaluation II) 

APC – antigen prezentující buňka(-y) (antigen presenting cell(s)) 

AU – agregační jednotka (aggregation unit) 

AUC – plocha pod křivkou (area under curve) 

aPTT – aktivovaný parciální tromboplastinový čas 

ATB – antibiotikum(-a) 

BC – B-lymfocyt(-y) (B-cell(s)) 

CARS – syndrom kompenzační protizánětlivé odpovědi (compensatory anti-inflammatory response 

syndrome) 

CD – diferenciační skupina (cluster of differentiation/designation) 

CRP – C-reaktivní protein (C-reactive protein) 

DAMP – molekuly uvolňované při tkáňovém poškození (damage(danger)-associated molecular 

pattern(s)) 

DC – dendritická(-é) buňka(-ky) (dendritic cell(s)) 

DF – dechová frekvence 

DIC – disseminovaná intravaskulární koagulace (disseminated intravascular coagulation) 

DO2 – dodávka kyslíku (O2) 

EC – endoteliální buňka(-y) (endothelial cell(s)) 

ET – endotelin (endothelin) 

FCM – průtoková cytometrie (flow cytometry) 

FcR-Ig – receptor pro Fc fragment imunoglobulinu 
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FHI – index funkční heterogenity (functional heterogeneity index) 

FPSA – frakční separace plazmy a adsorpce (fractionated plasma separation and adsorption) 

G-CSF – faktor stimulující kolonie – granulocyty (granulocytes-colony stimulating factor) 

GOLD – klasifikační systém chronické obstrukční plicní nemoci (global initiative for chronic obstructive 

lung disease) 

GP – glykoprotein 

HR – srdeční frekvence (heart rate) 

CHOPN – chronická obstrukční plicní nemoc 

ICAM – intercelulární adhezní molekula (intercellular adhesion molecule) 

IL – interleukin 

JIP – jednotka intenzivní péče 

KDIGO – mezinárodní iniciativa pro onemocnění ledvin (Kidney Disease Improving Global Outcomes) 

LFA-1 – antigen asociovaný s lymfocyty – 1 (lymfocyte function-associated antigen-1) 

LMWH – nízkomolekulární heparin (low-molecular weight heparin) 

LTA – spektrofotometrická agregometrie (light-transmittance aggregometry) 

LPS – lipopolysacharid (lipopolysacharide) 

MAP – střední arteriální tlak (mean arterial pressure) 

MEA – impedanční multielektrodová agregometrie (multiple electrode aggregometry) 

MFI – střední průtokový index (mean flow index) 

MHC – hlavní histokompatibilitní komplex (major histocompatibility complex) 

MLADI – technologie proteomické analýzy (matrix-assisted laser desorption/ionization) 

MODS – syndrom multiorgánové dysfunkce (multiple organ dysfunction syndrome) 

MS – hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry) 

NET – neutrofilní extracelulární past(i) (neutrophil extracellular trap(s)) 

NKC - NK-buňka(-y) (natural killer cell(s)) 

NO – oxid dusnatý (nitric oxide) 
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NOS – NO syntáza (NO synthase) 

NYHA – klasifikační systém dušnosti (New York Heart Association) 

OPS – ortogonální polarizační spektrální zobrazení (orthogonal polarization spectral imaging) 

PAF – destičkový aktivační faktor (platelet activation factor) 

PAMP – unikátní molekuly patogenů (antigenní determinanty) (pathogen-associated molecular 

pattern) 

PCT – prokalcitonin 

PF4 – destičkový faktor 4 (platelet factor 4) 

PICS – syndrom přetrvávajícího zánětu, imunosuprese a katabolizmu (persistent inflammation 

immunosuppression and catabolism syndrome) 

PMN – polymorfonukleáry 

PMP-1 – destičkový mikrobicidní protein-1 (platelet microbicidal protein-1) 

PPV – proporce perfundovaných cév (proportion of perfused vessels) 

PRP – koncentrát trombocytů v krevní plazmě (platelet-rich plasma) 

PRR – motivy rozpoznávající receptor(y) (pattern recognition receptor(s)) 

PSGL-1 – ligand pro glykoprotein P-selektin (P-selectin glycoprotein ligand-1) 

PT – protrombinový čas 

PVD – denzita perfundovaných cév (perfused vessel density) 

RANTES - chemokin C-C motiv ligand 5 (CCL5) (regulated on activation, normal T-cells expressed 

and secreted) 

RRT – náhrada funkce ledvin (renal replacement therapy) 

SDF – zobrazovací technika v temném poli (sidestream dark-field imaging) 

SIRS – syndrom systémové zánětlivé odpovědi (systemic inflammatory response syndrome) 

SOFA – skóre determinující rozsah orgánového poškození (sequential organ failure assessment) 

TC – T-lymfocyt(y) (T-cell(s)) 

TF – tepová frekvence 

TLR – Toll-like receptor(y) (Toll-like receptor(s)) 
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TOF – technologie proteomické analýzy (time-of-flight) 

TP – časový bod (timepoint) 

TPO – trombopoetin (thrombopoietin) 

TRALI – potransfuzní poškození plic (transfusion-related acute lung injury) 

Tregs – regulační T-lymfocyty (regulatory T-cells) 

TVD – celková denzita cév (total vessel density) 

TXA2 – tromboxan A2 (thromboxan A2) 

UFH – nefrakcionovaný heparin (unfractionated heparin) 

U – jednotka (unit) 

UPV – umělá plicní ventilace 

VCAM – vaskulární adhezivní molekula (vascular cell adhesion molecule) 

VO2 – konzumpce kyslíku (O2) 

vWF – von Willebrandův faktor (von Willebrand factor) 
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1. ÚVOD 

Sepse je jedním z nejstarších a nejméně objasněných syndromů v humánní medicíně. Sepsí obecně 

označujeme život ohrožující stav, který vzniká, pokud odezva organizmu na infekci poškozuje vlastní 

tkáně a orgány [Vincent et al. Lancet 2013]. Těžká sepse je charakterizována přítomností 

(multi)orgánové dysfunkce (multiple organ dysfunction syndrome, MODS), septický šok navíc ještě 

hypotenzí refrakterní k tekutinové resuscitaci a/nebo hyperlaktatémií [Delinger et al. Crit Care Med 

2013, Angus et al., NEJM 2013] (tab. 1). 

Kontinuum sepse – těžká sepse – septický šok je desátou nejčastější příčinou smrti všeobecně a 

nejčastější příčinou smrti na nekoronárních jednotkách intenzivní péče. Incidence sepse je 50-95 

případů na 100000 obyvatel a zvyšuje se přibližně o 10% ročně [Martin et al., NEJM 2003, Annane et 

al., Lancet 2005]. Septičtí nemocní tvoří více než 10% jedinců hospitalizovaných na jednotkách 

intenzivní péče [Angus et al., CCM 2001]. Extrapolací počtu léčených pacientů z provedených 

epidemiologických studií [Martin et al., NEJM 2003, Vincent et al., JAMA 2009] lze odhadnout 

celosvětovou roční incidenci dosahující více než 19 miliónů septických nemocných [Adhikari et al., 

Lancet 2010]. Odpovídající ekonomické náklady spojené s léčbou těchto jedinců dosahují také 

astronomických hodnot (13000 až 30000$/pacient [Eber et al. Arch Intern Med 2010; Dick et al., BMC 

Health Serv Res 2012]). 

Sepse, těžká sepse a septický šok mohou být důsledkem komunitní či nozokomiální infekce. 

Nejčastější příčinou je pneumonie tvořící až polovinu případů, následují intaabdominální infekce a 

infekce močového traktu [Vincent et al., JAMA 2009, Ranieri et al., NEJM 2012]. Velké 

epidemiologické studie ukázaly změny dominance kauzálních mikroorganizmů v průběhu posledních 

3-4 dekád [Martin et al., NEJM 2003, Vincent et al., JAMA 2009]. Zatímco v letech 1979 – 1987 

převažovaly gram-negativní baktérie, v letech následujících byly systémové infekce zapříčiněny častěji 

gram-pozitivními patogeny. Novější multicentrická práce na populaci 14000 nemocných ze 75 zemí 

pak dokládá opět vyšší frekvenci gram-negativních mikroorganizmů (62%) [Vincent et al., JAMA 

2009]. Důležitou roli také sehrávají systémové mykotické infekce, jejichž incidence ve zmiňovaném 

období prudce vzrůstá (o >200%) a spolu s vyšší incidencí gram-negativních infekcí dokládá současný 

význam nozokomiálních nákaz [Martin et al., Expert Rev Anti Infect Ther 2012]. 

Rizikové faktory vzniku a rozvoje sepse se vztahují jednak k samotné predispozici jedince 

k infekčnímu onemocnění, tak i k riziku/pravděpodobnosti rozvoje orgánového postižení při 

systémovém zánětu. Větší náchylnost k infekcím je dobře popsána u imunodeficitních stavů 

(vrozených i získaných vč. imunosupresivní léčby), chronických orgánových dysfunkcí (chronická 

obstrukční plicní nemoc, chronické onemocnění srdce, chronické onemocnění ledvin, chronická 

hepatopatie aj.) a nádorových onemocnění. Rovněž věk, pohlaví, rasa a etnicita ovlivňují incidenci 

sepse, která je vyšší u malých dětí a starých jedinců, u mužů a afroameričanů [Angus et al., CCM 

2001; Mayr et al., JAMA 2010]. Rizika rozvoje (multi)orgánové dysfunkce u jedinců se systémovou 

infekcí jsou méně přímočará a objasněná. Mohou zahrnovat virulenci invadujícího mikroorganizmu, 
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genetickou predispozici hostitele, aktuální zdravotní stav a preexistující orgánovou dysfunkci spolu 

s načasováním terapeutických intervencí [Angus et al., CCM 2001]. Polymorfizmem genů kódujících 

nejrůznější prozánětlivé i protizánětlivé cytokiny a jiné mediátory vrozené a/nebo získané imunity 

podílející se na zánětlivé odpovědi organizmu a vzniku a rozvoji orgánového poškození se zabývala již 

celá řada studií. I přesto jsou zatím výsledky nekonzistentní, mimo jiné i díky výrazné heterogenitě 

testovaných populací septických nemocných [Chung LP et al., Crit Rev Clin Lab Sci 2011; Namath et 

al., Crit Care Nurs Clin North Am 2011]. Také asociace genové exprese a vlastních patofyziologických 

mechanizmů sepse, multiorgánového selhání či terapeutické odpovědi je více než otazná. 

Sekvenování lidské DNA vedlo k identifikaci >30000 genů [Venter et al., Science 2001; Lander et al., 

Nature 2001]. Počet jimi kódovaných proteinů je však mnohem větší (>1000000) díky množství 

možných posttranslačních modifikací a/nebo vzájemných interakcí proteinů [Hoehn et al., CCM 2005]. 

Určité naděje byly vkládány do transkriptomiky – analýzy (m)RNA – s o něco přesnější kvantitativní i 

kvalitativní identifikací genové exprese. Ale i zde byla korelace se skutečnou produkcí proteinů a jejich 

funkcemi velmi slabá [MacBeath et al., Nat Genet 2002]. Genomika a transkriptomika mají tedy pouze 

velmi omezený potenciál v predikci výsledné struktury, dynamiky a funkce proteinů a odvozeně i 

v možnostech detailního studia systémové inflamace a orgánového postižení. Ve světle těchto 

poznatků se přímá analýza proteinů, jejich dynamiky, funkce a vzájemných vztahů v jednotlivých 

kompartmentech jeví jako nejvhodnější k pochopení patofyziologie sepse. Blíže bude tato modalita – 

proteomika – diskutována níže, již v rámci komentáře původních prací. 

Bez možností moderní intenzivní péče s včasnou diagnostikou, antibiotickou léčbou a prostředky 

podpory některých orgánových funkcí je těžká sepse a septický šok letálním onemocněním. Ale i přes 

značné pokroky v diagnostice a léčbě, dodržování všeobecně akceptovaných terapeutických algoritmů 

a téměř dvacetiletý výzkum je mortalita sepse víceméně stacionární v závislosti na tíži onemocnění 

(30-40%) a koreluje s počtem dysfunkčních orgánů/systémů a s délkou trvání těchto stavů [Martin et 

al., NEJM 2003; Annane et al., Lancet 2005; Vincent et al. – SOAP, CCM 2006]. Neuspokojivá 

mortalita sepse a negativní výsledky recentních studií vedou k zamyšlení nad správností hypotéz 

týkajících se patofyziologie těchto stavů, zejména na subcelulární úrovni. Vzhledem k mimořádné 

heterogenitě, charakteristické pro populaci septických nemocných, může snaha o uniformní léčbu 

těchto nemocných jako jednolité skupiny vysvětlit tyto terapeutické neúspěchy. Ilustrativním příkladem 

je selhání drtivé většiny protizánětlivých strategií [Riedemann et al., Nat Med 2003; Boomer et al., 

JAMA 2011], jejichž užití bylo založeno na předpokladu přehnané prozánětlivé imunitní reakce 

organizmu v odpovědi na invazivní infekci. Zjevně nelze očekávat terapeutický úspěch při snaze o 

izolované ovlivnění jediného mediátoru nebo funkce v celé řadě deregulovaných a dysfunkčních 

patofyziologických dějů a mechanizmů. V současné době lze tedy spíše uvažovat o „imunitní 

deregulaci“ jako o velmi heterogenním stavu, který vede k progresi a udržování systémového zánětu, 

orgánovému poškození, nozokomiálním infekcím a v řadě případů až k úmrtí nemocných. 

Mechanizmy vedoucí k úmrtí nemocných v septickém šoku se v průběhu vlastního onemocnění liší. 

Od refrakterního cirkulačního šoku v důsledku extenzivní aktivace imunitního systému s masivním 

uvolněním prozánětlivých mediátorů v úvodní časné fázi – systémová zánětlivá odpověď (systemic 
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inflammatory response syndrome, SIRS), až po MODS, „syndrom přetrvávajícího zánětu, 

imunosuprese a katabolizmu“ (persistent inflammation immunosuppression and catabolism syndrome, 

PICS) a komplikující nozokomiální či oportunní/endogenní infekce při exhausci [Gentile et al., J 

Trauma Acute Care Surg 2012]. Z klinické praxe však víme, že většina nepřeživších (>80%) umírá až 

mnohem později po iniciální resuscitaci a léčbě primárního septického šoku s charakteristickými znaky 

imunosuprese, zatímco skupina přeživších je zřejmě tvořena jedinci, kteří byli schopni spontánně 

upravit a balancovat imunitní funkce bez specifické imunomodulační léčby [Monneret et al., Intensive 

Care Med 2006; Xiao et al., J Exp Med 2011].  

Těžištěm této dizertační práce je snaha o detailnější popis a porozumění celulární patofyziologii 

kontinua sepse. Tyto poznatky mohou napomoci nejenom vlastnímu odhalování mechanizmů, 

interakcí a orchestrace imunitní odpovědi hostitele, ale i identifikaci potenciálních terapeutických cílů a 

také biomarkerů k včasné detekci, diagnostice a stratifikaci zmiňovaných patologických stavů. 
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2. SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 

2.1. OBECNÁ PATOFYZIOLOGIE SEPSE A (MULTI)ORGÁNOVÉ DYSFUNKCE 

Pohled na patofyziologii sepse prodělává v posledních dvou dekádách velmi dynamický vývoj. 

Původní pojetí charakterizující sepsi jako přemrštěnou zánětlivou odpověď organizmu, zodpovědnou 

za její projevy a případnou (multi)orgánovou dysfunkci, byl v čase nahrazen konceptem dvoufázového 

průběhu [Bone et al., Chest 1997; Hotchkiss et al., NEJM 2003]. Zde iniciální systémová zánětlivá 

odpověď hostitele (systemic inflammatory response syndrom – SIRS, sepse) přechází v čase do 

syndromu kompenzační protizánětlivé odpovědi organizmu (compensatory anti-inflammatory response 

syndrome – CARS). Další studium však ukázalo, že infekční stimuly spouští mnohem komplexnější, 

velmi individuální, variabilní a prolongovanou reakci hostitele, při které jsou již od samotného úvodu 

simultánně zapojeny prozánětlivé a protizánětlivé mechanizmy, jenž se podílí jak na kontrole infekce, 

eliminaci invadujícího patogenu, reparaci tkáňového poškození, tak i na druhé straně na orgánovém 

postižení a imunoparalýze se sekundárními infekčními komplikacemi [van der Poll et al., Lancet Infect 

Dis 2008; Xiao et al., J Exp Med 2011; Hotchkis et al. Nat Rev Immunol 2013; Karvunidis et al., Anest 

Intenziv Med 2013]. 

K zachování integrity a homeostázy lidského organizmu je nezbytné zabránit invazi patogenů do jeho 

tkání a orgánů a následnému rozšíření do celého organizmu. Základním prostředkem bránícím 

průniku mikrobů jsou neporušené fyziologické epiteliální bariéry. Při jejich narušení slouží složky 

vrozeného imunitního systému (tab. 2) jako druhá linie obrany [Littman et al., Cell 2010]. Tato vrozená 

imunitní odpověď je společná všem vícebuněčným organizmům. Je víceméně bezprostřední, 

nespecifická a je primárně určena k rychlé eradikaci patogenů a prevenci poškození tkání. Aktivace 

imunitní odpovědi se děje cestou tzv. motivy-rozpoznávajících receptorů (pattern-recognition 

receptors, PRRs). Vzhledem ke komplexnosti a relativní dlouhověkosti savců včetně člověka je však 

potřeba další obranné linie organizmu s imunologickou pamětí, mimořádnou specificitou a účinností a 

vývoj získané (adaptivní) imunity byl tedy logickým evolučním krokem umožňujícím přežití a vývoj 

vyšších živočišných forem. Její plné aktivace a funkce je dosaženo až po několika desítkách hodin až 

dnů. Systém získané imunity zahrnuje komponenty buněčné imunitní odpovědi (T-lymfocyty), primárně 

určené k reakci na intracelulární patogeny, a součásti humorální (protilátkové) imunitní odpovědi (B-

lymfocyty a imunoglobuliny), primárně cílené na extracelulární mikroorganizmy a toxiny (tab. 2). 

K interakcím T-lymfocytů s ostatními složkami imunitního systému a patogeny slouží tzv. T-buněčný 

receptor (T-cell receptor, TCR) exprimovaný na jejich povrchu. B-lymfocyty k těmto účelům užívají 

monoklonální imunoglobuliny vázané v buněčné membráně (B-cell receptor, BCR). 

Povrchové struktury všech patogenů obsahují limitovaný počet unikátních a u vyšších živočichů se 

nevyskytujících molekul – tzv. patogen-associated molecular patterns (PAMP) (tab. 3). Tyto struktury 

jsou rozpoznávány specifickými receptory buněčných elementů vrozené imunity (antigen-prezentující 

buňky, antigen-presenting cells, APC) a jinými buňkami (některé populace lymfocytů, endoteliální a 

epiteliální buňky) pomocí již zmíněných tzv. motivy-rozpoznávajících receptorů (pattern recognition 
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receptors, PRR). V současné době je popsáno celkem pět základních skupin PRR (tab. 3) [Cinel et al., 

Crit Care Med 2009; Opal et al., Int J Antimicrom Agents 2010; Netea et al., NEJM 2011; Larosa et al., 

Curr Infect Dis Rep 2012]. Obdobnými „alarminy“ aktivujícími imunitní systém jsou skupiny 

„endogenních“ specifických molekul uvolňovaných při tkáňovém poškození – tzv. damage-associated 

molecular patterns (DAMP) (tab. 3). Uvolnění významného množství DAMP do cirkulace vede 

k zánětlivé odpovědi klinicky neodlišitelné od reakce na infekční agens [Cinel et al., Crit Care Med 

2009]. DAMP jsou zřejmě také schopny udržovat systémovou zánětlivou odpověď a tedy i MODS i 

v době, kdy již došlo k úplné eliminaci primárního infekčního agens [Sursal et al., Shock 2013].  

Rozpoznáním specifických antigenních domén invadujícího patogenu (PAMP) povrchovými receptory 

je zahájena intracelulární signalizace cestou široké skupiny tzv. sekundárních poslů (second 

messengers) vedoucí k aktivaci intranukleárních proteinových komplexů kontrolujících transkripci DNA 

(např. nukleární faktor-kappa B, NF-κB) a tedy další kaskádě dějů – produkce prozánětlivých a 

protizánětlivých působků, adhezivních molekul, strukturálních molekul aj. – v rámci komplexní 

zánětlivé odpovědi organizmu. 

Iniciální imunitní odpověď organizmu na mikrobiální infekci, ale i na sterilní stimuly (trauma, 

popáleniny, hemorrhagický šok) je fenotypicky vysoce stereotypní a uniformní a v rámci zmíněných 

stavů navzájem v podstatě klinicky neodlišitelná. Studie genových expresí a transkripčních profilů 

cirkulujících leukocytů nemocných s tupými traumaty, popáleninami a infekcí (resp. zdravých 

dobrovolníků po aplikaci malé dávky endotoxinu - lipopolysacharidu, LPS – PAMP) dokládají globální 

změny v intracelulárních funkcích a signalizacích zaujímajících >80% genů [Calvano et al., Nature 

2005; Xiao et al., J Exp Med 2011; Larosa et al., Infect Dis Rep 2012]. Detekce těchto změn genových 

expresí umožňuje časné odlišení sepse od neinfekčního SIRS [Průcha et al., Shock 2004; Johnson et 

al., Ann Surg 2007; Tang et al., Crit Care Med 2009; Xiao et al., J Exp Med 2011]. Tato možnost 

včasného rozpoznání infekční etiologie není samoúčelná, jelikož smrtnost sepse je v porovnání 

s neinfekčním systémovým zánětem téměř dvojnásobná [Sprung et al., Intensive Care Med 2006]. 

Dosavadní paradigma dvoufázového průběhu zánětlivé odpovědi organizmu striktně časově oddělující 

iniciální prozánětlivou fázi (SIRS) a následující kompenzační protizánětlivou fázi (CARS) lze na 

základě těchto poznatků chápat odlišně [Xiao et al., J Exp Med 2011]. Uvedené práce ukazují, že 

alterace prozánětlivých a protizánětlivých genů je simultánní již v samotném úvodu onemocnění a že 

rozdíly v expresích genů mezi přeživšími a nepřeživšími nemocnými jsou kvantitativní, nikoliv 

kvalitativní. Právě míra a délka změny exprese příslušných genů, odpovídající imunitní deregulaci, 

zřejmě sehrává roli při morbiditě a mortalitě v akutní fázi systémového zánětu, ale i v rozvoji 

sekundárních komplikací, jakými jsou nozokomiální infekce či protrahované orgánové postižení [Xiao 

et al., J Exp Med 2011; Gentile et al., Shock 2013]. Uvedené ukazuje, že nejen vlastní spontánní 

úprava, jak je zmíněno výše, ale také včasnost a rychlost normalizace adaptivní genové exprese 

v odpovědi na inflamatorní stimuly („genomic storm“) a tedy funkcí imunitního systému jsou důležité 

pro nekomplikovaný průběh sepse. 
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2.2. NEUTROFILY V PATOFYZIOLOGII SEPSE A (MULTI)ORGÁNOVÉ DYSFUNKCE 

Neutrofilní granulocyty jsou nejpočetnější populací buněk periferní krve zdravých jedinců (>50% 

buněčnosti) a byly vždy označovány jako klíčové elementy vrozené imunity. Jsou výsledným 

produktem proliferace a diferenciace myeloidní buněčné řady v kostní dřeni, kde parciálně maturují a 

jsou následně vyplavovány do periferní krve. Zde lze odlišit dvě velmi dynamicky se měnící a 

navzájem prolínající populace – populaci cirkulující v krevním proudu a populaci marginující na 

endotelu cév. Zánik neutrofilů probíhá v retikuloendoteliálním systému a také opět v kostní dřeni. 

Tradičně jsou tyto elementy považovány za esenciální efektorové buňky v patofyziologii vzniku a 

progresi sepse a MODS [Brown et al., Lancet 2006; Kovach et al., Curr Opin Infect Dis 2012]. Mezi 

základní diagnostická kritéria systémového zánětu a sepse patří i počet leukocytů resp. neutrofilů a 

zastoupení jejich nezralých forem (tab. 1). Jejich zvýšený počet je dán excesivním uvolněním z kostní 

dřeně a/nebo uvolněním populace marginujících elementů do krevního proudu.  

Jak již bylo zmíněno výše, v průběhu sepse se střetávají protichůdné stimuly - prozánětlivé a 

protizánětlivé; mechanizmy imunopotenciace a imunoparalýzy. Svoji roli v tomto mají i neutrofily, a to 

jak kvantitativní – svým počtem, tak i kvalitativní – svými funkcemi. V porovnání s jinými buněčnými 

elementy imunitního systému, jejichž počet může klesat v důsledku centrální suprese v kostní dřeni, 

apoptózy či sekvestrace mimo krevní proud, počet polymorfonukleárů bývá většinou zvýšen, stejně 

jako jsou potencovány jejich syntetické a fagocytární funkce. Méně často se setkáme s neutropenií 

definovanou jako absolutní počet neutrofilů <0,5x10
9
/l, jež bývá zpravidla spojována s vyšší incidencí 

infekčních komplikací, komplikovaným a protrahovaným průběhem stonání a horší prognózou 

kontinua sepse – septický šok [Klastersky et al., Clin Infect Dis 2004; Caggiano et al., Cancer 2005; 

Penack et al., Ann Hematol 2006; Kuderer et al., Cancer 2006; Ramzi et al., Hematology 2007]. Ale 

ani terapeutické snahy o korekci neutropenie u septických nemocných aplikací rekombinantního 

růstového faktoru granulocytů (colony stimulating factor – granulocytes, G-CSF) nevedly ke snížení 

mortality i přes dokumentované zkrácení doby neutropenie [Nelson et al., J Infect Dis 1998; Root et 

al., Crit Care Med 2003]. 

Neutrofily exprimují množství PRR – Toll-like receptorů (TLR), které rozpoznávají PAMP či endogenní 

alarminy (DAMP). Aktivace PRR/TLR spouští kaskádu intracelulárních pochodů vedoucí k alteraci 

genové exprese cestou NK-κB a mitogeny aktivované proteinkinázy (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK) s produkcí cytokinů, chemokinů, antimikrobiálních peptidů a reaktivních kyslíkových radikálů 

(reactive oxygen species – ROS). Současně dochází k migraci do místa infekce, adhezi neutrofilů k 

endotelu, jeho aktivaci, chemotaxi dalších buněčných komponent zánětlivé odpovědi. Jakožto 

profesionální fagocyty jsou neutrofilní granulocyty schopny internalizace patogenů, jejich destrukce, 

zpracování a prezentace jejich epitopů (PAMP) dalším buňkám imunitního systému. Destrukce 

pohlcených mikroorganizmů probíhá fúzí vakuoly obsahující patogen (fagozómu) se specifickými 

intracelulárními granuly za vzniku tzv. fagolysozómu [Urban et al., Cell Microbiol 2006; Stearns-

Kurosawa et al., Annu Rev Pathol 2011]. Primární (azurofilní) granula obsahují katepsin G, elastázy, 

myeloperoxidázy a protein zvyšující permeabilitu baktérií (bacteria permeability increasing protein, 

BPIP). Sekundární granula přispívají obsahem lysozymu, laktoferinu a řady metaloproteáz. Dalším 
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mechanizmem eliminace invadujících mikroorganizmů je tvorba neutrofilních extracelulárních pastí 

(neutrophil extracellular traps, NET). NET jsou extracelulární intravaskulární komplexní struktury 

tvořené nukleárním chromatinem, histony, cytoplazmatickými proteiny neutrofilů a samotnými 

neutrofily. Usnadňují lokalizaci, izolaci a zničení infekčních agens, ale mohou také protrahovat a 

prohlubovat proces inflamace a poškození tkání [Urban et al., PLoS Pathol 2009; Mantovani et al., Nat 

Rev Immunol 2011; Stearns-Kurosawa et al., Annu Rav Pathol 2011; Kovach et al., Curr Opin Infect 

Dis 2012; Kaplan et al., J Immunol 2012]. Za ideální situace tato potentní kombinace produkce 

prozánětlivých mediátorů atrahující a aktivující dostatečný počet imunokompetentních elementů a 

intracelulární destrukce mikroorganizmů vede k jejich kompletní a rychlé eradikaci. Pokud však dojde 

k úniku a přežití patogenů (extrémní nálož nebo významná virulence) akceleruje i zapojení neutrofilů 

(a dalších antigen prezentujících i efektorových buněk) s excesivní produkcí prozánětlivých mediátorů, 

poškozením a aktivací endotelu, progresí do šoku a MODS („collateral damage“) [O’Neil et al., Nat 

Rev Drug Discov 2006; Weighardt et al., Immunobiology 2007; Stearns-Kurosawa et al., Annu Rav 

Pathol 2011].  

Podstatným jevem v kontrole infekce je kumulace imunokompetentních (imunomodulujících i 

efektorových) buněk v místě zánětu. Vazba neutrofilů k vaskulárnímu endotelu je zprostředkována a 

kontrolována sekvenční aktivitou dvou skupin adhezivních molekul, které jsou v excesivní míře 

exprimovány na jejich povrchu po jejich aktivaci prozánětlivými signály (tab. 4). První skupinou jsou 

selektiny, které zajištují iniciální vazbu a tzv. rolling neutrofilů. Druhá skupina – integrinů – slouží 

k pevné adhezi [Gonzales-Amaro et al., Crit Rev Immunol 1999]. Tyto adhezivní molekuly interagují se 

svými specifickými protějšky – ligandy – na povrchu endoteliálních buněk, umožňují intercelulární 

signalizaci a aktivaci endoteliálních buněk. V plicní vaskulatuře mohou neutrofily v důsledku lokálního, 

ale i vzdáleného zánětu následně pronikat endotelem, migrovat a sekvestrovat v plicním intersticiu 

a/nebo alveolech a působit přímě poškození tkáně. Mimo plicní cévy způsobující adherující neutrofily 

nepřímé poškození okolních tkání (výše zmiňovaný „collateral damage“) okluzí mikrovaskulatury 

s hypoperfuzí/hypoxií příslušné oblasti a současně indukcí endoteliální dysfunkce s porušením těsné 

integrity endotelu, zvýšením kapilární permeability, dalším uvolněním prozánětlivých a vazoaktivních 

mediátorů a navozením typické heterogenity krevního toku (maldistribuce/“shunting“) v mikrocirkulaci. 

Tuto zásadní úlohu neutrofilů v iniciaci a potenciaci ischemicko-reperfuzní dysfunkce mikrocirkulace a 

poškození tkání dokládá řada studií [Fondevila et al., Exp Mol Pathol 2003; Buras et al., Neurol Res 

2007; Yilmaz et al., Neuromolecular Med 2010]. Všechny mechanizmy jako interakce a intercelulární 

signalizace neutrofil-endoteliální buňka, neutrofil-trombocyt a neutrofil-erytrocyt vedou k agregaci 

krevních elementů v mikrocirkulaci, její obturaci a uvolnění širokého spektra mediátorů a následně k 

popisovanému selhání mikrocirkulace. Na podkladě těchto poznatků by se mohla zdát (terapeutická) 

deplece leukocytů/neutrofilů výhodná ve smyslu prevence rozvoje a progrese těchto 

patofyziologických procesů vedoucích až k šoku a MODS. Několik experimentálních studií skutečně 

prokázalo absenci alterace mikrocirkulace na zvířecích subjektech s deplecí neutrofilů [Hernandez et 

al., Am J Physiol 1987; Korthuis et al., Am J Physiol 1988; Carden et al., Circ Res 1990; Suematsu et 

al., Lab Invest 1994; Turnage et al., Ann Surg 1995; Dawson et al., Keio J Med 1996; Bertuglia et al., 

Am J Physiol Heart Circ Physiol 2000; Hoesel et al., Shock 2005]. 
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Data popisující stav a chování mikrocirkulace/endoteliální dysfunkce u septických nemocných 

s významnou leukocytopenií však dosud chyběla. Právě snaha o objasnění těchto interakcí byla 

podnětem k uskutečnění první z originálních prací komentovaných níže [Karvunidis et al., Intensive 

Care Med 2012].  
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2.3. POSTAVENÍ TROMBOCYTŮ V PATOFYZIOLOGII SEPSE A (MULTI)ORGÁNOVÉ 

DYSFUNKCE 

Trombocyty jsou bezjaderné nejmenší krevní elementy vznikající odštěpením z megakaryocytů 

v kostní dřeni. Jsou vysoce diferencovanými buňkami sehrávajícími esenciální úlohu v procesu 

primární zástavy krvácení tvorbou trombu. Současně, jako součást přirozených obranných 

mechanizmů hostitele, produkcí cytokinů, expresí adhezivních molekul s následnou přímou 

intercelulární interakcí a signalizací (trombocyt-endoteliální buňka, trombocyt-neutrofil) iniciují a 

modulují imunitní odpověď [Vincent et al., Crit Care Med 2002; Levi et al., Hematology 2005; Zarbock 

et al., Blood Rev 2007; Hundelshausen et al., Circ Res 2007; Smyth et al., J Thromb Haemost 2009; 

Semple et al., Cell Mol. Life Sci., 2010]. Účastní se také procesu hojení ran a patogeneze 

hematogenních metastáz [Jurk et al., Semin Thromb Hemost 2005]. Jsou významným zdrojem 

velkého množství bioaktivních mediátorů, které produkují, skladují a secernují [Smyth et al., J Thromb 

Haemost 2009].  

Funkce destiček může být arbitrárně rozdělena do čtyř fází (aktivace, adheze, agregace a 

degranulace), které jsou ve skutečnosti velmi dynamické a vzájemně provázané a prolínající se: 

adheze, aktivace, agregace a sekrece [Jurk et al., Semin Thromb Haemost 2005]. Tyto funkce a 

interakce trombocytů jsou podmíněny intaktní kaskádou změn, kterými procházejí v průběhu jejich 

aktivace. Konsekvencí aktivace destiček je sekrece obsahu granul  - degranulace. Dochází k uvolnění 

několika agonistů destiček, koagulačních faktorů, heparin-vázajících proteinů, růstových faktorů, 

vazoaktivních látek a expresi membránových receptorů zprostředkovávajících interakce s leukocyty či 

endoteliálními buňkami. Řada z takto uvolněných molekul (ADP, serotonin atd.) potencují stimulaci a 

aktivaci dalších trombocytů a atrahují je do místa poškození cévní stěny či infekce (tab. 5). Krevní 

destičky však nejsou jen pasivní zásobárnou bioaktivních látek. V průběhu jejich aktivace je řadou 

enzymatických pochodů produkováno množství lipidových derivátů - eikosanoidů, jako tromboxan A2 

(TXA2) a prostaglandiny. Současně v transcelulárním metabolismu produkují prozánětlivé i 

protizánětlivé cytokiny. Trombocyty mají navíc několik jedinečných extranukleárních cest translace 

mRNA na proteiny tzv. signál-dependentním mechanizmem, na jejichž konci je sekrece mimo jiné i IL-

1β či TF a tedy i propojení hemostázy a inflamace [Weyrich et al., J Thromb Haemost 2009]. 

Vedle klíčové role trombocytů v procesu hemostázy a hojení poškození vaskulárního endotelu je lze 

ve světle recentních poznatků považovat za nedílnou součást přirozené imunity. Dokonce je možno o 

nich mluvit nejen jako o neimunitních buňkách vykazujících některé imunitní funkce, ale přímo jako o 

imunokompetentních elementech, které jsou schopny iniciace, potenciace a modulace zánětlivé 

odpovědi organizmu. Tato tvrzení podporuje jejich společný původ v kostní dřeni s buňkami myeloidní 

krevní řady. Stejně jako například neutrofily a/nebo monocyty/makrofágy, destičky exprimují PRR pro 

PAMP a DAMP, jsou schopny ingesce a destrukce invadujících patogenů, produkují a secernují celou 

řadu působků umožňující intercelulární signalizaci. Funkční povrchové PRR (TLR, FcR-Ig, CR a jiné) 

umožňují vazbu trombocytů na invadující patogeny, jejich části či produkty [Semple et al., Nat Rev 

Immunol 2011]. Literatura dokumentuje přítomnost některých subtypů TLR (TLR 1, 2, 4 a 9) na 
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neaktivovaných trombocytech [Shiraki et al., Thromb Res 2004; Andonegui et al., Blood 2005]. Jejich 

aktivace vazbou specifických PAMP (lipopolysacharidy, lipoproteiny aj.) spouští kaskádu dobře 

popsaných dějů, které vedou k aktivaci destiček, produkci prozánětlivých i protizánětlivých mediátorů, 

sekvestraci trombocytů v mikrocirkulaci zejména plic a jater (TLR-dependentní trombocytopenie) a 

aktivaci imunitního systému cestou prezentace PAMP klasickým buňkám imunitního systému 

[Hundelshausen et al., Circ Res 2007; Beaulieu et al., Thromb Res 2010; Ishii et al., Curr Infect Dis 

Rep 2004; Aslam et al., Blood 2006; Alves-Filho et al., Thromb Res 2005]. TLR jsou přítomny rovněž 

na megakaryocytech v kostní dřeni [Stohlawetz et al., Thromb Haemost 1999] a existuje řada důkazů 

experimentálních studií o jejich roli v trombopoeze [Jayachandran et al., J. Appl. Physiol, 2007]. Vazby 

PAMP nejsou pouze pasivní, ale vedou ke konformačním změnám dalších povrchových molekul, 

mobilizaci a expresi dalších receptorů z cytosolu jako např. CD40-ligandu (CD40L). CD40L je 

prominentní molekulou secernovanou trombocyty ve velkém množství po jejich aktivaci exogenními 

stimuly. Objem produkce CD40L se navíc zdá závislý na velikosti a typu stimulace, což ukazuje na 

adaptivitu odpovědi destiček [Berthet et al., Clin Immunol 2012]. Některé studie ukazují na kvalitativně 

odlišnou aktivaci trombocytů vyjádřenou rozdílnými profily produkovaných cytokinů v závislosti na 

konkrétním PAMP [Semple et al., Nat Rev Immunol 2011; Yeaman et al., Cell Mol Life Sci 2010; Cox 

et al., J Thromb Haemostat 2011; McNicol et al, J Thromb Haemost 2011; Chen et al., Haematologica 

2013].  

Aktivované trombocyty exprimují na svém povrchu řadu adhezivních molekul sloužících 

k mezibuněčnému kontaktu a signalizaci (tab. 4). Jednou z nich je i P-selektin (CD62p), integrální 

membránový glykoprotein patřící do rodiny selektinových adhezivních receptorů. Nachází se na 

povrchu nejen destiček, ale i makrofágů/monocytů a aktivovaných endoteliálních buněk. Dalšími 

selektiny jsou E-selektin exprimovaný na membráně aktivovaných endoteliálních buněk a L-selektin na 

povrchu leukocytů. P-selektin hraje esenciální roli v interakci trombocytů s leukocyty. Jeho vazebným 

protějškem s velkou afinitou je tzv. P-selektin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), který se nachází na 

povrchu leukocytů i samotných destiček. Vazba P-selektin – PSGL-1 (event. současně GP Ib/V/IX – 

vWF či GP Ia/IIa – kolagen při porušení integrity endotelu) a následná silná vazba komplexu GPIIb/IIIa 

v membráně trombocytů přes fibrinogenový můstek na intercellular adhesion molekule-1 (ICAM-1) na 

povrchu endotelu umožňuje adhezi destiček v místě invaze patogenů či porušení cévní stěny. 

Současně dochází obdobnými mechanismy (selektin, ICAM-1) na stejném místě i k adhezi leukocytů 

(polymorfonukleárů, monocytů/makrofágů). K zachycení, adhezi a aktivaci leukocytů může dojít i 

mechanizmem tzv. second capture, kdy k endotelu pevně adherující trombocyty zachytávají cirkulující 

(„resting“) leukocyty, dochází k interakci trombocyt-leukocyt (polymorfonukleáry, PMN), aktivaci PMN 

a následně k „rollingu“ těchto PMN po vrstvě destiček a postupnému průniku přes cévní stěnu 

[Zarbock et al., Blood Rev 2007].  

Jak již bylo diskutováno výše, sepse je provázena signifikantní aktivací neutrofilů. PAMP jako 

lipopolysacharid (LPS) spouští kaskádu změn vedoucí k strukturálním změnám neutrofilů, zvýšení 

jejich rigidity, expresi adhezivních molekul, jejich cílenou migraci („homing“) do mikrocirkulace plic a 

jater, což může být jedním z mechanizmů následné dysfunkce těchto orgánů. Na druhou stranu může 
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být migrace neutrofilů do plic i aktivním mechanizmem imunitního systému v průběhu systémové 

inflamace. Sekvestraci PMN do těchto orgánů záhy následuje i akumulace trombocytů v takto 

postižené mikrocirkulaci. Úloha neutrofilů se v tomto procesu jeví jako esenciální, jak dokumentují 

některé experimentální práce [Andonegui et al., Blood, 2005]. Patofyziologické pochody tohoto 

fenoménu nejsou zcela objasněny. Existuje několik možností: i) přímá interakce trombocytů 

s imobilizovanými PMN a aktivovanými endoteliálními buňkami (EC) v cílové oblasti, ii) atrakce 

destiček jejich agonisty (ADP, trombin) secernovanými v těchto cílových tkáních aktivovanými PMN a 

EC [Peters et al., J. Immunol. Methods 1997; Zarbock et al., Blood Rev 2007] a iii) zvýšená vazba 

trombocytů exponovaných LPS na imobilizované neutrofily [Clark et al., Nat. Med., 2007]. Aktivované 

neutrofily navázané na trombocyty uvolňují do cirkulace řadu biologicky aktivních molekul a navíc i 

DNA a dohromady vytváří NET [Brinkmann et al., Science 2004; Ma et al., J Thromb Haemost 2008]. 

Tato vazba neutrofilů/NET a destiček, propojující procesy inflamace a trombózy/hemostázy se je velmi 

důležitá k efektivní fagocytóze, destrukci a eliminaci patogenů [Manfredi et al., Curr Opin Hematol 

2010; Semeraro et al., Blood 2011; Fuchs et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 2012]. Aktivované 

trombocyty indukují tvorbu NET [Clark et al., Nat Med 2007]. Jako většina patofyziologických pochodů 

při systémové inflamaci může popisovaná interakce PMN/NET a trombocytů vést k začarovanému 

kruhu dalšího formování NET a aktivace dalších destiček a tak k propagaci zánětu, poškození a 

aktivaci endotelu, poruše mikrocirkulace a dalšímu tkáňovému/orgánovému poškození.  

Další cestou intercelulární komunikace trombocytů s buňkami přirozené imunity je interakce receptoru 

CD40 a jeho ligandu CD40L. Exprese transmembránového proteinu CD40L (CD154) na povrchu 

destiček se po jejich aktivaci zvyšuje [Inwald et al., Circ Res 2003]. Vazba na již zmíněný CD40 na 

povrchu endoteliálních buněk, monocytů, dendritických buněk, B-lymfocytů ale také trombocytů vede 

k zvýšení exprese adhezivních molekul (ICAM-1, VCAM-1), produkci cytokinů a tím další aktivaci 

imunitního systému [Henn et al., Nature, 1998; Inwald et al., Circ Res 2003; Pignatelli et al., 

Circulation 2004; Inwald et al., Circ Res 2003]. Trombocyty interakcí CD40L-CD40 indukují maturaci 

dendritických buněk, což je centrálním mechanizmem v rozvoji získané imunity proti invadujícím 

patogenům [Elzey et al., Immunity 2003]. Stejným mechanismem mohou destičky indukovat změnu 

izotypů B-lymfocytů a augmentaci odpovědi CD8+ T-lymfocytů, což vede k lepší obraně proti virovým 

infekcím [Elzey et al., Immunity 2003]. 

Funkce trombocytů jsou úzce spojeny s velkým množstvím molekul, z nichž více než 300 je 

destičkami secernováno. Část z nich je společných granulocytární-megakaryocytární vývojové 

buněčné řadě a zůstává v granulách destiček v průběhu jejich maturace od odštěpení 

z megakaryocytu v kostní dřeni až do finálního funkčního stavu trombocytů cirkulujících v krevním 

řečišti. Další skupina je tvořena molekulami absorbovanými z okolí. Poslední a z pohledu původu 

nejzajímavější skupinou jsou působky syntetizované v maturovaných trombocytech de novo, ačkoliv 

jedinými zdroji nukleových kyselin v destičkách a tedy cestami syntézy nových proteinů jsou/mohou 

být pouze mitochondriální DNA a RNA pohlcených a destruovaných buněk organizmu (např. 

nádorových buněk) [Semple et al., Nat Rev Immunol 2011; Garraud et al., Thromb Res 2011]. 

Dynamika molekulárního fenotypu trombocytů je po jejich aktivaci extrémní. Množství molekul 
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z buněčného povrchu je internalizováno do cytosolu, skryto do mikrostruktur (mikropartikulí) 

odvozených z buněčné membrány či liberováno do krevního proudu. Toto proteolytické uvolnění 

proteinů/glykoproteinů z povrchu destiček je zcela odlišným procesem než vlastní sekrece látek ze 

zásobních granul s/bez přechodné exprese na buněčném povrchu (sCD40L, sCD62P aj.) [Whiteheart 

et al., Blood 2011]. 

V procesech regulace a modulace imunitní odpovědi organizmu je důležitá celá řada působků 

secernovaných a/nebo uvolňovaných trombocyty. Jedním z mnoha je i vaskulární endoteliální růstový 

faktor (vascular endothelial growth factor – VEGF). VEGF je klíčová molekula v kontrole cévní 

permeability. Její působení je zprostředkováno vazbou s povrchovým VEGF receptorem 2 (VEGF-

receptor-2 – VEGFR-2) v membráně endoteliálních buněk. Kromě toho má významnou roli 

v angiogenezi a hojení ran. VEGF je produkován řadou buněk, mimo jiné monocyty periferní krve a 

trombocyty. Množství stimulů asociovaných s inflamace/sepsí (jako LPS, TNF-α) a hypoxií (cestou 

hypoxia-inducible factor-1a-transcription factor – HIF-1a-TF) zvyšuje produkci a sekreci VEGF [van 

der Flier et al., Shock 2005]. Řada studií prokazuje asociaci mezi zvýšenou plazmatickou hladinou 

VEGF a sepsí [van der Flier et al., Shock 2005; Yano et al., J Exp Med 2006]. Navíc některá data 

ukazují na možnou souvislost mezi plazmatickou hladinou VEGF a tíží sepse/orgánové dysfunkce a 

mortalitou [van der Flier et al., Shock 2005].  

Trombocytopenie, arbitrárně definovaná jako počet trombocytů <150x10
9
/l, je častým jevem v sepsi či 

septickém šoku. Její incidence je přibližně 35-44%. U 20-25% těchto nemocných zjišťujeme počet 

destiček <100x10
9
/l a 12-15% pacientů má těžkou trombocytopenii (<50x10

9
/l) [Vanderschueren et al., 

Crit Care Med 2000; Strauss et al., Crit Care Med 2002; Vincent et al., Crit Care Med 2002; Levi et al., 

Crit Care Med 2004]. Frekventní asociace trombocytopenie a systémové infekce a kontinua sepse-

septický šok svědčí pro aktivní roli destiček v patofyziologii těchto stavů [Vincent et al., Crit Care Med 

2002; Yaguchi et al., J Thromb Haemost 2004]. Počet destiček typicky významně klesá v prvních 

čtyřech dnech rozvoje systémové infekce [Akca et al., Crit Care Med 2002].  

Primárním důsledkem trombocytopenie u kriticky nemocných je zvýšení rizika krvácení. U pacientů 

s těžkou trombocytopenií (<50x10
9
/l) je toto riziko čtyřikrát až pětkrát vyšší [Vanderschueren et al., Crit 

Care Med 2000; Strauss et al., Crit Care Med 2002] a obecně se zvyšuje při systémové inflamaci [Levi 

et al., Semin Thromb Hemost 2008]. Riziko intracerebrálního krvácení nemocných přijatých na JIP je 

relativně nízké (0,3-0,5%), ale až 88% těchto nemocných má současně počet krevních destiček 

<100x10
9
/l [Oppenheim-Eden et al., Intensive Care Med 1999]. Bez ohledu na příčinu je 

trombocytopenie nezávislým prediktorem mortality na JIP s relativním rizikem 1,9-4,2 dle 

multivariantních analýz [Vanderschueren et al., Crit Care Med 2000; Strauss et al., Crit Care Med 

2002]. Trombocytopenie perzistující déle než 4 dny po přijetí na JIP či pokles počtu krevních destiček 

o >50% výchozích hodnot v průběhu pobytu na JIP jsou spojeny se čtyřnásobným až šestinásobným 

zvýšením mortality [Vanderschueren et al., Crit Care Med 2000; Akca et al., Crit Care Med 2002]. 

Počet trombocytů se ukazuje být silnějším nezávislým ukazatelem mortality na JIP než některé 

skórovací systémy (APACHE II, MODS). Sepse je jasným nezávislým rizikovým faktorem pro rozvoj 

trombocytopenie a současně tíže sepse/septického šoku koreluje i s její závažností [Vanderschueren 
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et al., Crit Care Med 2000; Mavrommatis et al., Crit Care Med 2000; Strauss et al., Crit Care Med 

2002; Russwurm et al., Shock 2002]. 

Mechanizmus vzniku a progrese trombocytopenie v sepsi/septickém šoku není v současnosti zcela 

jasný. Vysvětlení sníženou produkcí trombocytů v kostní dřeni je v logickém rozporu s vysokými 

hladinami produkci destiček stimulujícími prozánětlivými cytokiny (TNF-α, IL-6 atd.) a trombopoetinu u 

nemocných v sepsi [Stohlawetz et al., Thromb Haemost 1999; Folman et al., Thromb Haemost 2000]. 

Konzumpce trombocytů hraje také důležitou roli v rozvoji trombocytopenie v sepsi a to v důsledku 

vysoké produkce trombinu, který je nejvíce potentním aktivátorem destiček in vivo. Příkladem může 

být disseminovaná intravaskulární koagulace (DIC). Trombocyty mohou být také aktivovány přímo 

endotoxinem a dalšími proinflamatorními mediátory (PAF atd.) [Zimmerman et al., Crit Care Med 

2002; Weyrich et al., Trends Immunol 2004]. Výše diskutovaná přímá interakce/vazba destiček 

s invadujícími patogeny s následnou ingescí a destrukcí těchto komplexů profesionálními makrofágy i 

sekvestrace trombocytů v mikrocirkulaci jejich vazbou s neutrofily (destičkové TLR4) a endotelem 

(destičkové adhezivní molekuly – selektiny, integriny, GPIIb/IIIa aj.) rovněž vedou k trombocytopenii 

[Andonegui et al., Blood 2005; Antczak et al., Clin Vaccine Immunol 2011; Jenne et al., PLoS One 

2011; Gawaz et al., Intensive Care Med 1997; Secor et al., Intensive Care Med 2010]. Množství 

publikovaných studií dokladuje roli celé řady molekul v patogenezi trombocytopenie při systémové 

inflamaci [DeJoy et al., J Infect Dis 1994; Suputtamongkol et al., Antimicrob Agens Chemother 2000; 

Cavaillon et al., Scand J Infect Dis 2003; Panes et al., Blood 2004; Muller et al., FASEB J 2003; 

McMaken et al., PLoS One 2011; Brunetti et al., Thromb Haemost 2000].   

Vše uvedené dokládá extrémní změny fenotypu trombocytů v procesu jejich aktivace ať již cestou 

PAMP či DAMP. Změny ve složení proteinů/glykoproteinů v trombocytech a jejich kompartmentech 

jsou natolik dynamické a pro jejich funkce a role v procesech hemostázy a imunomodulace natolik 

klíčové, že se snaha o jejich bližší poznání a pochopení stala cílem výzkumu a studií. Jen několik 

málo kvalitních studií se však dosud zabývalo vlastní problematikou alterace funkce destiček v sepsi 

[Yaguchi et al., J Thromb Haemost 2004]. Odmyslíme-li si slabinu většiny klinických studií septických 

nemocných, kterou je extrémní heterogenita souboru nemocných daná samotnou povahou kontinua 

systémová inflamace – sepse – septický šok – MODS, stojí za diskuzi a kritiku i volba metod analýzy 

destičkových funkcí. Použité globální metody k vyšetření funkcí destiček (např. agregometrie) a/nebo 

stanovení plazmatických hladin působků uvolněných z membrán a/nebo granul trombocytů (ELISA) 

jsou jen velmi hrubým odhadem aktuálního stavu trombocytů či jejich interakcí. Průtoková cytometrie 

(flow cytometry, FCM) již sice umožňuje detailnější pohled na roli trombocytů v sepsi, stále se však 

jedná o metodu nepřímé identifikace některých klíčových membránových znaků s limitovanou citlivostí 

a reproducibilitou. Vzhledem k absenci buněčného jádra a jen malému obsahu mRNA, jsou 

trombocyty výborným cílem pro proteomické studie. Proteomika může být dostatečně senzitivní 

v přímé detekci složení proteinů jednotlivých kompartmentu destiček a to v jednotlivých stavech jejich 

aktivace a funkce. Existuje řada prací popisujících proteom destiček v různých stavech aktivace a 

charakterizujících různé skupiny proteinů trombocytů – proteiny cytoskeletu, proteiny uplatňující se 

v přenosu signálů, proteiny syntetizované destičkami v neaktivním stavu a proteiny syntetizovanými a 



 

22 

 

secernovanými aktivovanými trombocyty [Maguire et al., J Thromb Haemost 2003; Maguire et al., 

Trends Cardiovas 2004; Gnatenko et al., Blood 2006; Garcia et al., Mass Spectrom Rev 2005]. Popis, 

charakteristiky a diskuze o jednotlivých metodách analýzy funkčního stavu trombocytů jsou uvedeny 

níže (kap. 3).  

Všechny uvedené a mnohé další skutečnosti a podrobnější poznatky z oblasti úlohy trombocytů při 

systémovém zánětu a orgánové dysfunkci včetně aktuálního přehledu vyšetřovacích metod vhodných 

k jejich studiu shrnuje a diskutuje originální přehledová práce, která je součástí této dizertační práce 

[Karvunidis et al., Anest Intenziv Med 2012]. 

Se snahou o detailnější pohled na nehemostatické funkce trombocytů a popis jejich dynamických 

změn v časné fázi sepse se zapojením řady analytických metod byla na reprezentativní populaci 

nemocných provedena originální studie, která je jako součást této dizertační práce komentována níže 

[Karvunidis et al., manuskript v přípravě].  

 

 



 

23 

 

2.4. ENDOTEL V PATOFYZIOLOGII SEPSE A (MULTI)ORGÁNOVÉ DYSFUNKCE 

Díky úzké vazbě celulárních patofyziologických procesů endoteliální dysfunkce s poruchou 

mikrocirkulace a již komentovaným intercelulárním interakcím endotelu s neutrofily a trombocyty (či 

obecně s imunokompetentními elementy) je i tato problematika nedílnou součástí této dizertační práce 

a zaslouží si alespoň stručný přehledový komentář. 

Endotel je velmi dynamická buněčná vrstva tvořící vnitřní výstelku cév všech kalibrů od aorty až po 

nejmenší kapiláry – mikrocirkulaci. Svou masou buněk (okolo 10
13

) s povrchem 5000-7000m2 a 

celkovou hmotností až 1,5kg patří mezi největší tkáňové/orgánové systémy lidského těla [Ait-Oufella 

et al., Intensive Care Med 2010]. Endoteliální buňky (EC) v jedné vrstvě vytvářejí komplexní rozhraní 

oddělující cirkulující krev od subendoteliální tkáně a dalších tkání v okolí cév. Intercelulární prostory 

endotelu jsou zcela nepropustné („tight junctions“) či omezeně a řízeně propustné („gap junctions“) pro 

ionty, metabolity, jiné působky a jejich vehikulum – intravaskulární a/nebo intersticiální tekutinu. EC 

jsou pevně spojeny s bazální membránou bohatou na kolagen a jiné glykoproteiny a jejich 

intravaskulární povrch je kryt velmi tenkou a fragilní vrstvou zvanou glykokalyx. Glykokalyx zajišťuje 

antikoagulační/antiagregační vlastnosti intaktního endotelu svým negativním elektrickým nábojem 

proteoglykanů a glykoproteinů a biochemickými vlastnostmi přítomných glykosaminoglykanů 

(heparansulfát, dermatansulfát aj.) [Luft et al., Fed Proc 1966; Sugahara et al., Curr Opin Struct Biol 

2003; Reitsma et al., Pflugers Arch 2007; Ait-Oufella et al., Intensive Care Med 2010]. Endotel 

zajišťuje mnoho fyziologických funkcí: cévní tonus, hydrodynamiku/fluiditu krevního proudění, pohyb 

nutrientů a buněk a růst nových cév. Při porušení morfologické či funkční integrity endoteliální vrstvy 

jako je tomu při systémovém zánětu/sepsi dochází k alteraci vazomotorické regulace, endotel 

vykazuje proadhezivní, prokoagulační, antifibrinolytické vlastnosti a je nedílnou součástí mechanizmů 

imunitní odpovědi hostitele. Základní funkce a vlastnosti endotelu jsou shrnuty v tab. 6. 

Endotel se zásadní měrou podílí na regulaci vazomotorického tonu cév za aktuálních fyzikálních a 

chemických podmínek. EC produkují a uvolňují řadu vazodilatačních substancí (oxid dusnatý – NO, 

prostacyklin aj.) a vazokonstrikčních mediátorů (endotelin, destičky aktivující faktor – platelet activating 

factor - PAF aj.). Zatímco je produkce NO konstitutivní a modulovaná řadou rozličných stimulů, 

syntéza a sekrece dalších vazoaktivních působků je pouze inducibilní. NO je nejdůležitějším 

vazodilatátorem [Furchgott et al., Nature 1980]. Vzniká z L-argininu pomocí konstitutivní endoteliální 

NO syntázy (eNOS) [Stamler et al., Science 1992]. Celá řada působků stimuluje eNOS cestou 

specifických receptorů: ADP, bradykinin, substance P, agonisté muskarinových receptorů. Pozitivně 

působí také fyzikální síly jako tření krevního proudu („shear stress“) a pulzatilní napětí cévní stěny 

[Loscalzo et al., Circulation 1994]. Dalšími izoformami NOS jsou kalcium-dependentní neuronální NOS 

(nNOS) a kalcium-independentní inducibilní NOS (iNOS). Poslední jmenovaná je aktivována zejména 

prozánětlivými cytokiny [Moncada et al., Pharmacol Rev 1991; Hauser et al., Anesth Analg 2005; 

Pacher et al., Physiol Rev 2007] a produkce NO je tisícinásobně větší než bazální syntéza pomocí 

eNOS. NO v takové kvantitě navozuje významnou vazodilataci mikrocirkulace, což vede k hypotenzi, 

maldistribuci krevního proudu/srdečního výdeje a projevům šoku. NO je kromě vazodilatačního efektu 

potentním inhibitorem aktivace trombocytů a jejich adheze k endotelu a narušuje tvorbu primární 
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hemostatické trombocytární zátky [Pacher et al., Physiol Rev 2007]. Endotelin (ET) je produkován 

endoteliálními buňkami pouze v odpovědi na stimuly a to například v podobě hypoxie a/nebo třecích 

sil krevního proudu („shear stress“) aj. a navozuje dlouhotrvající vazodilataci [Levin et al., N Engl J 

Med 1995]. Prostacyklin je eikosanoid, derivát arachidonové kyseliny, jenž navozuje lokální 

vazodilataci a inhibici agregace trombocytů. Fosfolipid PAF, rovněž derivát kyseliny arachidonové, 

naopak způsobuje vazokonstrikci a stimuluje a potencuje adhezi leukocytů k endotelu [Imaizumi et al., 

J Intern Med 1995; Lorant et al., Semin Cell Biol 1995]. 

Endoteliální buňky exprimují proměnlivé množství adhezivních molekul (selektiny, integriny aj.) 

sloužících k intercelulárnímu kontaktu s leukocyty a trombocyty v procesech vrozené imunitní 

odpovědi – lokalizace, kontroly a eliminace invadujících patogenů, jak bylo diskutováno výše (viz 

kapitola 2.2. a kapitola 2.3. a tab. 4). Endotel má rovněž svoji roli v mechanizmech adaptivní imunity. 

Expresí MHC I a MHC II interagují s CD8+ a CD4+ TC [Pober et al., Transplantation 1996; Marelli-

Berg et al., J Exp Med 1996]. Dále je na povrchu EC dokladována přítomnost kostimulačních molekul 

běžných na buněčných membránách „klasických“ APC (dendritické buňky, makrofágy, BC) [Ait-Oufella 

et al., Nat Med 2006].  

Endotel se aktivně podílí na obraně organizmu adaptivní schopností imobilizovat patogeny a/nebo 

PAMP, aktivací, atrakcí a celého spektra imunokompetentních elementů včetně trombocytů, 

uvolňováním prozánětlivých mediátorů a indukcí a modulací (lokálního) prokoagulačního a 

antifibrinolytického fenotypu a stavu k prevenci šíření infekce krevním proudem. Obdobně jako u 

jiných/dalších mechanizmů imunitní odpovědi hostitele, dochází při deregulaci těchto primárně 

lokalizovaných a fokusovaných adaptivních obranných pochodů ke generalizaci a amplifikaci 

uvedených změn – endoteliální dysfunkci – vedoucí k progresi zánětu a k vzdálenému tkáňovému 

poškození [Ait-Oufella et al., Intensive Care Med 2010; Lee et al., Curr Opin Hematol 2011]. V sepsi 

dochází k morfologickým změnám v endoteliální vrstvě – rozvolnění pevného spojení endotelu 

s bazální membránou a subendoteliálnímu prosáknutí/edému [Leclerc et al., Crit Care Med 2000; Ait-

Oufella et al., Intensive Care Med 2010; Lee et al., Curr Opin Hematol 2011]. Současně dochází 

k zániku/apoptóze endoteliálních buněk cestou aktivace kaspáz [Hu et al., Microvasc Res 2009], i 

přestože jsou EC díky mechanizmu aktivního uvolňování aktivované kaspázy-3 z cytozolu (což je 

považováno za únikový manévr buňky z procesu programované buněčné smrti) více odolné k procesu 

apoptózy [Shioiri et al., Biochem Biophys Acta 2009]. Dalšími změnami jsou fragmentace cytoplazmy 

a vakuolizace buněčného jádra. Tyto procesy jsou pozorovatelné již po několika minutách od aktivace 

endotelu PAMP či prozánětlivými cytokiny [Mutunga et al., Am J Resp Crit Care Med 2001]. Všechny 

tyto změny vedoucí k porušení integrity souvislé vrstvy glykokalyxu a endotelu umožňují průnik 

imunokompetentních buněk, zánětlivých cytokinů a plazmy do intersticiu. Rychlé zvýšení permeability 

pro albumin, které se objevuje již v prvních šesti hodinách po iniciálním inzultu, postihuje systémovou i 

plicní cirkulaci značně heterogenně [Heckel et al., Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2004]. 

Diskutované alterace morfologického a funkčního stavu endotelu v sepsi – endoteliální dysfunkce – 

sehrávají jednu z centrálních rolí v modulaci a progresi a tedy v patofyziologii systémové infekce, 

kontinua sepse-septického šoku a rozvoji tkáňových a orgánových dysfunkcí.  Endoteliální dysfunkce 
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se zdá být velmi dobrým prediktorem tíže a prognózy sepse [Shapiro et al., Crit Care 2010]. Dostupná 

literární data dokumentují celou řadu možných plazmatických markerů endoteliální dysfunkce. 

Nadějnými a recentní studií validovanými se zdají například solubilní VCAM-1, (sVCAM-1), solubilní 

ICAM-1 (sICAM-1), solubilní E-selektin (sE-selektin), solubilní fms-like tyrozinkináza-1 (sFLT-1), PAI-1, 

angiopoetin-1 (Ang-1), angiopoetin-2 (Ang-2), von Willebrandův faktor (vWF), ADAMTS-13 aj. [Paulus 

et al., Biomarkers 2011; Skibsted et al., Shock 2013]. Skibstedova studie popisuje dobrou korelaci 

zvýšené plazmatické hladiny některých z těchto molekul s tíží sepse, rozvojem orgánové dysfunkce a 

nemocniční moralitou.  
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2.5. ÚLOHA MIKROCIRKULACE V SEPSI A (MULTI)ORGÁNOVÉ DYSFUNKCI 

Aktivace imunokompetentních buněčných elementů včetně trombocytů a jejich interakce s endotelem 

s následným rozvojem endoteliální dysfunkce jsou považovány za klíčové patofyziologické pochody 

vedoucí k sepsí indukované alteraci mikrocirkulace. Za mikrocirkulaci arbitrárně označujeme všechny 

cévy a jejich větvení o průměru <100µm; skládá se z arteriol, kapilární sítě a postkapilárních venul. Je 

to místo, kde dochází k přestupu transportovaného kyslíku do okolních tkání. Nejdůležitějšími 

determinantami krevního průtoku jsou zde obecně krevní tlak, tonus arteriol, hemorheologie a 

průchodnost kapilár. Struktura a funkce mikrocirkulace je vysoce heterogenní v různých tkáních a 

orgánových systémech.  

Selhání cirkulace vedoucí k neadekvátní dodávce a distribuci O2 je podstatou a definicí šokového 

stavu. Pokud je vyvolávající příčinou systémová infekce, jedná se o šok septický. Terapeutické snahy 

a opatření cílené dle všeobecně akceptovaných aktualizovaných doporučení [Rivers et al., N Engl J 

Med 2001; Lin et al., Shock 2006; Dellinger et al., Crit Care Med 2012] pouze na normalizaci 

makrohemodynamických parametrů (klinický stav, perfúzní krevní tlak, globální markery oxygenace, 

laktatémie aj.) jsou v řadě případů neúspěšné, nezabraňují rozvoji a progresi šokového stavu a MODS 

a nevedou ke zlepšení postižení na úrovni mikrocirkulace [De Backer et al., Crit Care Med 2013]. 

Právě dysfunkce mikrocirkulace, jež je spolu s endoteliální dysfunkcí a deregulací celulárních i 

humorálních imunitních funkcí součástí bludného kruhu („circulus vitiosus“), je jedním z centrálních 

patofyziologických mechanizmů sepse [De Baker et al., Am J Resp Crit Care Med 2002; Sakr et al., 

Crit Care Med 2004; Spronk et al., Crit Care 2004; Ince et al., Crit Care 2005]. Popisované změny jsou 

dokumentovány také u jiných stavů – traumat, popálenin, ischemicko-reperfúzního poškození i 

srdečního selhání/kardiogenního šoku [Harris et al., Semin Pediatr Surg 1995; Boros et al., Acta 

Physiol Hung 2003; De Backer et al., Am Heart J 2004; Lenz et al., Injury 2007; Tenenhaus et al., Clin 

Plast Surg 2012]. 

Regulační mechanizmy kontrolující perfúzi mikrocirkulace lze hrubě rozdělit na myogenní (reagující na 

mechanické stimuly – tlak, tah, „shear stress“), metabolické (reagující na O2, CO2, laktát a H
+
) a 

neurohumorální. Tento kontrolní systém užívá autokrinní a parakrinní interakce a signalizace k řízení 

krevního průtoku mikrocirkulací cílenému k zajištění adekvátní/optimální oxygenací tkání [Lehr et al., J 

Pathol 2000]. Endotel v tomto systému sehrává roli senzorickou a hladká svalovina roli efektorovou 

[Vallet et al., Crit Care Med 2002]. Informace o aktuálním lokálním stavu mikrohemodynamiky je 

šířena dále intercelulární signalizací v rámci endoteliálních buněk [Lidington et al., J Cell Physiol 

2002]. Současně se endotel podílí na kontrole a modulaci koagulace a imunitních funkcí, které přímo 

ovlivňují funkce mikrocirkulace. 

Autoregulační mechanizmy, a tedy funkce mikrocirkulace, jsou významně narušeny v patologických 

stavech zmiňovaných výše. Tato alterace je zapříčiněna sníženou deformabilitou erytrocytů a 

leukocytů [Astiz et al., Crit Care Med 1995], zvýšením počtu aktivovaných neutrofilů a trombocytů a 

jejich adhezí k endotelu [Linderkamp et al., Pediatr Res 1998], protrombogenním fenotypem endotelu 

a aktivací koagulační kaskády s tvorbou mikrotrombů [Diaz et al., Histol Histopathol 1998], změnou 
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reologických vlastností krve (deformabilita krevních elementů, zvýšená viskozita – proteiny akutní 

fáze, fibrin), dysfunkcí cévních autoregulačních mechanizmů [Avontuur et al., Cardiovasc Res 1997], 

otevřením arterio-venózních spojek [Cronenwett et al., Surgery 1997]. Uvedené změny vedou 

ke zvýšení permeability cév, heterogenitě distribuce krevního toku/srdečního výdeje [Spronk et al., Crit 

Care 2004; Ince et al., Crit Care 2005; Trzeciak et al., Acad Emerg Med 2008] a v důsledku 

k nepoměru dodávky O2 (DO2) a metabolitů k požadavkům příslušných tkání (VO2). Právě tato 

heterogenita perfúze cév na úrovni mikrocirkulace je typickým nálezem v sepsi. V těsné blízkosti 

můžeme pozorovat kapiláry zcela neperfundované a cévy s normálním a dokonce abnormálně 

zvýšeným průtokem krve [Bateman et al., Crit Care 2003; De Backer et al., Am J Respir Crit Care Med 

2002; Lam et al., J Clin Invest 1994; Nakijima et al., Am J Resp Crit Care Med 2001; Ince et al., Crit 

Care 2005; Spronk et al., Crit Care 2004; Trzeciak et al., Acad Emerg Med 2008]. Tato nekonzistence 

vede k tomu, že v určitých regionech mikrocirkulace je pO2 (µpO2) nižší než žilní pO2. Tento fenomén 

(tzv. „pO2 gap“) je kvantitativním odrazem míry a závažnosti heterogenity průtoku krve mikrocirkulací –

zkratování („shunting“) a jasně odlišuje sepsi/septický šok od šoku hypovolemického či 

hemoragického [Ince et al., Crit Care Med 1999; Sinaasappel et al., J Physiol (Lond) 1999; Schwarte 

et al., J Appl Physiol 2005]. Existence míst s poruchou krevního průtoku díky heterogenitě krevního 

průtoku a tedy i zásobení O2 - tkáňová dysoxie - s navazující mitochondriální dysfunkcí a poruchou 

extrakce O2 [Fink et al., Acta Anestesiol Scand Suppl 1997; Ince et al., Crit Care Med 2000] ústí v 

poškození tkání. Dochází k němu i navzdory zvýšenému srdečnímu výdeji a DO2, které zpravidla ve 

většině případů provází sepsi/septický šok [Spronk et al., Crit Care 2004; Donati et al., Crit Care Res 

Pract 2013]. Heterogenní krevní perfúze způsobuje mnohem významnější alteraci tkáňové oxygenace 

než homogenně/globálně snížená [Walley et al., J Appl Physiol 1996; Goldman et al., Am J Physiol 

Heart Circ Physiol 2006].  

Změny/poškození mikrocirkulace zřejmě nejsou jen prostým (epi)fenoménem provázejícím systémový 

zánět a/nebo septický šok. Vedle svého patofyziologického významu mají bezpochyby i význam 

prognostický, což prokazuje celá řada studií [De Backer et. al., Am J Respir Crit Care Med 2002; Sakr 

et al., Crit Care Med 2004; Trzeciak et al., Ann Emerg Med 2007; Trzeciak et al., Intensive Care Med 

2008; Top et al., Crit Care Med 2011; De Backer et al., Crit Care Med 2013]. Tyto práce dokladují 

významné zlepšení perfúze mikrovaskulatury u přeživších nemocných [De Backer et al., Am J Resp 

Crit Care Med 2002; Trzeciak et al., Ann Emerg Med 2007] v porovnání s nepřeživšími [Sakr et al., 

Crit Care Med 2004; Top et al., Crit Care Med 2011] a to ani v případech úspěšné léčby šokového 

stavu [Sakr et al., Crit Care Med 2004]. 

Spolu s poznáním významu dysfunkce mikrocirkulace se vyvíjely vyšetřovací metody, které umožňují 

její detailní zobrazení s kvalitativním a (semi)kvantitativním zhodnocením perfúze. Jejich přehled je 

diskutován níže (kap. 5.4.) a také v komentované původní práci, která je součástí této dizertační práce 

[Karvunidis et al., Intensive Care Med 2012]. 
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2.6. HETEROGENITA A LIMITACE DOSTUPNÝCH STUDIÍ V PROBLEMATICCE 

SYSTÉMOVÉ INFEKCE A KONTINUA SEPSE-SEPTICKÝ ŠOK 

Ze všech uvedených informací o buněčných elementech a mikrocirkulaci/endoteliální dysfunkci 

vyplývá ambivalentnost jejich rolí v sepsi a MODS. Vedle jejich přirozených funkcí a postavení v rámci 

imunitního dohledu, imunitní odpovědi a patofyziologie sepse a orgánového poškození mohou hrát roli 

i konfliktní data plynoucí z dosavadních experimentálních i humánních studií. 

Pro vývoj a přežití každého rostlinného i živočišného druhu je výhodná maximální diverzita v genetické 

výbavě jedinců v mezích fylogeneticky výhodných a ověřených genotypů. Odpověď imunitního 

systému je i přes uniformitu základních patofyziologických mechanizmů vždy zcela unikátní 

v závislosti na genetické predispozici (genotypu), chronickém zdravotním stavu – chronických 

orgánových dysfunkcích a komorbiditách (diabetes mellitus aj.), stavu imunitního systému 

(primární/sekundární imunodeficity, imunosupresivní léčba), nutričním stavu, biologických atributech 

invadujícího patogenu (virulence, rezistence, konkrétní kmen/druh patogenu, nálož patogenu), místě 

vstupu infekce do organizmu, časové prodlevě mezi rozvojem infekce a zahájením léčby a 

v neposlední řadě také na zvolených léčebných postupech (katecholaminy, UPV, ATB, RRT, 

krystaloidy/koloidy, sedace, inzulín aj.) [Janols et al., Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2013]. 

Snaha o jednotnou diagnostiku a uniformní léčbu septických nemocných jako jednolité skupiny může 

parciálně vysvětlit dosavadní neúspěchy většiny protizánětlivých agens a strategií [Riedemann et al., 

Nat Med 2003; Boomer et al., JAMA 2011], jejichž užití bylo založeno na předpokladu „pouhé“ 

přehnané imunitní reakce organizmu v odpovědi na invazivní infekci u tak heterogenní populace. 

Zjevně nelze očekávat terapeutický úspěch při snaze o izolované ovlivnění jediného mediátoru nebo 

funkce v celé řadě deregulovaných a dysfunkčních patofyziologických dějů a mechanizmů. 

V současné době lze tedy spíše uvažovat o „imunitní deregulaci“ jako o velmi heterogenním stavu, 

který vede k progresi a udržování systémového zánětu, orgánovému poškození (multiple organ 

dysfunction syndrome, MODS), nozokomiálním infekcím a v řadě případů až k úmrtí nemocných.  

Ve světle současných poznatků lze systémový zánět v přítomnosti infekčního agens považovat za 

přísně individuální a patogen- a hostitel-specifický proces imunitní deregulace. V souladu s těmito 

poznatky byly všechny původní studie zařazené do této dizertační práce koncipovány se snahou o 

maximální homogenitu studovaných populací a subpopulací, uniformní a rigorózní preanalytické a 

vlastní analytické postupy a užití vnitřních a vnějších kontrol kvality získaných dat. Samozřejmě 

s vědomím, že i populace vysoce selektovaných septických nemocných je stále významně 

heterogenní. Původní přehledová práce [Karvunidis et al. Anest. Intenziv Med 2013] také mimo jiné 

poukazuje na vhodnost individualizovaného přístupu (diagnostického i terapeutického) ke každému 

konkrétnímu septickému nemocnému a znalosti jejich aktuálního imunologického profilu nemocných.  



 

29 

 

3. TEORETICKÝ ZÁKLAD A VYBRANÉ TECHNOLOGICKÉ ASPEKTY 

UŽITÝCH ANALYTICKÝCH METOD 

3.1. VYŠETŘOVÁNÍ A ANALÝZA MIKROCIRKULACE 

Existuje celá řada metod vyšetřování stavu mikrocirkulace. Lze analyzovat přímo perfúzi 

mikrocirkulace (zobrazovací metody) a/nebo nepřímo stanovovat proměnné tkáňové oxygenace 

(parciální tlak O2 či CO2 ve tkáních – tpO2 či tpCO2, saturace tkání O2 – near-infrared spectroscopy - 

NIRS). Všechny metody hodnotí stav mikrocirkulace v daném časovém okamžiku a v dané lokalitě. 

Generalizovat takto získaná data lze následně vždy s určitou mírou chyb a opatrností s ohledem na 

podmínky, stav a lokalizaci místa měření [De Backer et al., Intensive Care Med 2010; De Backer et al., 

J Clin Monitor Comput 2013]. 

Jednou z metod používanou k vyšetřování stavu mikrocirkulace je laser-dopplerometrické vyšetření. 

Analýzou zpětně odraženého světla („back-scattered light“) je možné stanovit celkový průtok krve 

v určitém objemu tkáně (0,5 – 1,0mm
3
). Nelze posoudit heterogenitu průtoku, která však je 

charakteristická pro mikrocirkulaci v sepsi. V současné době lze tuto metodu klinicky použít ke 

stanovování perfúze v kůži, regionu, který je extrémně citlivý k arteficiální vazokonstrikci a změnám 

daným působením vnější teploty a katecholaminů [De Backer et al., J Clin Monitor Comput 2013]. 

Z těchto důvodů není tato metoda ke studiu mikrocirkulace septických nemocných vhodná. 

V experimentálních studiích byla tato metoda s úspěchem užita k vyšetření perfúze i kůry ledvin 

[Chvojka et al., Crit Care 2008; Benes et al., Crit Care 2011]. 

Videomikroskopie nehtového lůžka zobrazuje pomocí prosvícení této oblasti světlem běžného 

viditelného spektra za současného světelně mikroskopického vyšetření mikrovaskulatury této oblasti, 

ovšem se všemi artefakty, které přináší tato periferní lokalizace a její charakter. Tedy významné 

ovlivnění perfúze v důsledku okolní teploty, tělesné teploty, stavu volémie, srdečního výdeje a 

v neposlední řadě i použití katecholaminů a/nebo vazodilatátorů. 

Další metodou zobrazení mikrocirkulace je ortogonální polarizační spektrální zobrazení (orthogonal 

polarization spectral imaging – OPS) vylepšené technologií „sidestream dark-field“ (SDF) [Goedhart et 

al., Opt Express 2007]. Principem této zobrazovací metody (intravitální videomikroskopie) je 

prosvícení tenké povrchové vrstvy sliznice polarizovaným světlem o vlnové délce cca 530nm 

emitovaným LED zdroji po obvodu objektivu přístroje, které je pohlcováno hemoglobinem bez ohledu 

na stav jeho oxygenace [Slaaf et al., Int J Microcirc Clin Exp 1995; Groner et al., Nat Med 1999]. 

Odražené depolarizované světlo je zachyceno optikou přístroje a přivedeno na CCD zobrazovací čip 

(videomikroskop). Touto metodou lze v reálném čase zobrazit síť kapilár a venuly, arterioly jsou 

zpravidla umístěny v hlubších vrstvách a nejsou dosažitelné. Erytrocyty jsou zobrazovány jako tmavé 

objekty (pohlcují světlo přístroje – viz výše), okolní tkáně/cévy pak ve škále šedi. Získaná data 

umožňují semikvantitativní hodnocení stavu/změn mikrocirkulace vč. tolik důležité informace o její 

heterogenitě. I přes značnou časovou náročnost v analýze a hodnocení se jedná v současné době o 

nejlepší dostupnou metodu vyšetření mikrocirkulace v klinických podmínkách u lůžka nemocného [De 
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Backer et al., Am J Resp Crit Care Med 2002; De Backer et al., Am Heart J 2004; Sakr et al., Crit Care 

Med 2004; Boerma et al., Crit Care 2005; De Backer et al., Crit Care 2007; Ospina-Tascon et al., 

Intensive Care Med 2010; De Backer et al., Crit Care Med 2010; Karvunidis et al., Intensive Care Med 

2012]. K získání videosekvencí adekvátní kvality pro zajištění dostatečné reprodukovatelnost je 

nezbytné vždy dodržovat doporučený pracovní postup a řadu opatření [De Backer et al., Crit Care 

2007]. 

 

3.2. PRŮTOKOVÁ CYTOMETRIE 

Všechny buněčné elementy jsou a mohou být charakterizovány, stejně jako jejich změny v čase, 

analýzou exprimovaných membránových či intracelulárních antigenů/molekul. S ohledem na logistiku 

vyšetření, flexibilitu, časovou náročnost a reproducibilitu je k tomuto účelu jednoznačně nejvhodnější 

metodou průtoková cytometrie (flow cytometry – FCM). Tato analytická modalita má velký potenciál v 

časné diagnostice infekce a posouzení imunitního stavu.  

Technologie FCM umožňuje velmi snadno kvantifikovat jednotlivé základní (nejen) buněčné elementy 

analyzovaného vzorku („cell counting“, „cell sorting“) na základě jejich velikosti (forward scatter – FS) 

a komplexnosti povrchové a vnitřní struktury (side scatter – SS). Nejrůznější antigeny sledovaných 

buněk (receptory, adhezivní molekuly, strukturální proteiny atd.) mohou být zpravidla označeny 

monoklonálními protilátkami konjugovanými s různými fluorochromy, které jsou excitovány laserem a 

jejichž emisní signály jsou snímány a následně digitálně zpracovány. Jedná se o rychlou a přesnou 

metodu umožňující současné měření několika parametrů až na 10000 buňkách za sekundu. 

Umožňuje identifikaci různých buněčných typů uvnitř smíšené populace i analýzu jednotlivých 

subpopulací v rámci jedné definované buněčné populace. K nevýhodám FCM patří nedostatečná míra 

mezilaboratorní standardizace, z čehož pramení v řadě případů diskutabilní reprodukovatelnost 

výsledků, složitá preanalytika vč. nutnosti dodání biologického materiálu (např. vzorku krve) 

k vyšetření bezprostředně po odběru a to zejména v případě analýzy trombocytů, které jsou extrémně 

dynamickými elementy s proměnlivou expresí povrchových molekul [Průcha et al. Čas Lek Cesk 2009; 

Venet et al. Crit Care 2011; Karvunidis et al., Anest Intenziv Med 2012].  

 

3.3. AGREGOMETRIE 

Standardem v monitoraci funkce trombocytů je agregometrie. Technologie spektrofotometrické 

agregometrie (light-transmittance aggregometry – LTA) je založena na principu absorpce světla 

v agregátech trombocytů po jejich stimulaci agonisty [Shah et al. Curr Oppin Haematol 2007]. 

Impedanční agregometrie (multiple electrode aggregometry – MEA) [Toth et al., Thromb Haemost 

2006; Shah et al. Curr Opin Haematol 2007; Williams et al., Thromb Haemost 2010] ze vzorků plné 

krve je v porovnání se starší metodou LTA, užívající pro vyšetření pouze plazmu bohatou na destičky 

(platelet-rich plasma – PRP), mnohem fyziologičtější, přesnější, uživatelsky jednodušší, časově méně 
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náročná a zejména výsledky jsou konsolidovanější a reprodukovatelnější [Rechner et al., 

Hämostaseologie 2011; Seidel et al., Hämostaseologie 2011]. Principem metody je změna resp. 

zvýšení impedance v důsledku adheze aktivovaných destiček na elektrody přístroje. Výsledky analýzy 

jsou vyjádřeny magnitudou, dynamikou a celkovou agregační schopností trombocytů (plocha pod 

křivkou závislosti míry agregace v čase, area under the curve – AUC) ve vzorku v tzv. agregačních 

jednotkách (aggregation units – AU) (obr. 1).  

 

3.4. PROTEOMICKÁ ANALÝZA 

Ucelený obraz změn při systémovém zánětu může podat posouzení exprese jednotlivých genů 

buněčných elementů účastnících se těchto procesů analýzou mRNA pomocí čipových metodik (gene-

chip analysis, micro-arrays, transkriptomika) [Bauer et al., Int J Med Microbiol 2010; Xiao et al., J Exp 

Med 2011; Wong et al., Crit Care 2012]. Další úrovní exprese genů je jejich translace do proteinů. 

Vzhledem k tomu, že v tomto procesu dochází k množství změn podstatných pro konečnou funkci 

proteinů - potranslačních modifikací, může stanovení skutečně produkovaných bílkovin a jejich funkce 

poskytnout přesnější obraz změn v odpovědi na systémovou infekci. Strukturální i funkční analýzou 

proteinů v konkrétním kompartmentu (plazma, leukocyty, trombocyty atd.) se zabývá proteomika 

[Bauer et al., Int J Med Microbiol 2010;  Karvunidis et al., Shock 2009]. Přes velký potenciál a 

robustnost uvedených metod, jsou tyto vyhrazeny pouze experimentálním či univerzitním pracovištím 

a také interpretace a klinické použití velkého objemu dat, které produkují, jsou problematické a široce 

diskutované.  

Vzhledem k absenci buněčného jádra a jen malému obsahu mRNA, jsou trombocyty výborným cílem 

pro proteomické studie. Existuje řada prací popisujících proteom destiček v různých stavech aktivace. 

Množství proteomických technik (2-DE či chromatografie následovaná různými variantami hmotnostní 

spektrometrie) umožňujících charakterizaci různých skupin proteinů trombocytů – proteiny cytoskeletu, 

proteiny uplatňující se v přenosu signálů, proteiny syntetizované destičkami v neaktivním stavu a 

proteiny syntetizovanými a secernovanými aktivovanými trombocyty. Technologie a metodika 

proteomické analýzy trombocytů je shrnuta v přehledné práci Angela Garcíi [Garcia et al., Mass 

Spectrom Rev 2005]. Tentýž autor pomocí 2-DE následované analýzou tandemovou hmotnostní 

spektrometrií (MS/MS) identifikoval 311 genových produktů trombocytů [Garcia et al., Proteomics 

2004]. Největší část z těchto proteinů tvoří signální molekuly (24%), proteiny účastnící se zpracování 

bílkovin (22%) a regulační proteiny cytoskeletu trombocytů (15%).  

Metody proteomické analýzy jsou vhodné rovněž ke kvantitativnímu a kvalitativnímu vyšetřování 

proteinů krevní plazmy a jejich případných dynamických změn v průběhu různých (pato)fyziologických 

stavů jakými jsou například systémová infekce, sepse, septický šok či užití nejrůznějších 

extrakorporálních arteficiálních náhrad orgánů. 
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4. PŮVODNÍ PRÁCE 

Tato dizertační práce vychází z komentovaného souboru původních klinických prací, jedné 

experimentální studie a přehledových článků, jejichž seznam je uveden níže. 

 

4.1. PATOFYZIOLOGIE SEPSE – IMUNITNÍ ODPOVĚĎ A JEJÍ KOMPONENTY 

Karvunidis, Thomas; Chvojka, Jiří; Lysák, Daniel; Kroužecký, Aleš; Raděj, Jaroslav; Novák, Ivan a 

Matějovič, Martin. Trombocyty v sepsi. Anest Intenziv Med. 2010; 21:342-350. 

Karvunidis, Thomas; Chvojka, Jiří; Lysák, Daniel; Sýkora, Roman; Kroužecký, Aleš; Raděj, Jaroslav; 

Novák, Ivan a Matějovič, Martin. Septic shock and chemotherapy-induced cytopenia: effect on 

microcirculation. Intensive Care Med. 2012; 38:1336-1344. IF 5,258 (STUDIE I). 

Karvunidis, Thomas; Lysák, Daniel; Chvojka, Jiří; Ledvinová, Lenka; Raděj, Jaroslav; Novák, Ivan a 

Matějovič, Martin. Imunitní homeostáza (deregulace?) v sepsi a septickém šoku. Anest Intenziv Med. 

2013; 24:250-263. 

Karvunidis, Thomas; Lysák, Daniel; Moravec, Jiří; Mareš, Jan a Matějovič, Martin. Nonhemostatic 

role of thrombocytes in sepsis. (manuskript v přípravě) (STUDIE II). 

 

4.2. PROTEOMIKA V INTENZIVNÍ PÉČI 

Karvunidis, Thomas; Mareš, Jan; Thongboonkerd, Visith a Matějovič, Martin. Recent progress of 

proteomics in critical illness. Shock. 2009; 31:545-552. IF 2,612 

Thongboonkerd, Visith; Chiangjong, Wararat;  Mareš, Jan; Moravec, Jiří; Tůma, Zdeněk; Karvunidis, 

Thomas; Sinchaikul, Supachok; Chen, Shui-Tein; Opatrný, Karel a Matějovič, Martin. Altered plasma 

proteome during an early phase of peritonitis induced sepsis. Clin Sci (Lond). 2009;116:721-730. IF 

4,859 (STUDIE III) 

Mareš, Jan; Thongboonkerd, Visith; Tůma, Zdeněk; Moravec, Jiří; Karvunidis, Thomas a Matějovič, 

Martin. Proteomic analysis of proteins bound to adsorption units of extracorporeal liver support system 

under clinical conditions. J Proteome Res, 2009; 8:1756-1764. IF 5,056 (STUDIE IV) 
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5. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem této dizertační práce je: 

1. popis a analýza změn perfúze mikrocirkulace u septických nemocných 

s postchemoterapeutickou neutropenií, resp. cytopenií, porovnání s nálezy u populace jedinců 

se septickým šokem a normálním počtem krevních elementů a posouzení paradigmatu 

centrální role neutrofilů v procesu poškození mikrocirkulace; 

 

2. multifaktoriální analýza nehemostatických charakteristik trombocytů v časné fázi rozvoje 

septického šoku; 

 

3. analýza a kvantifikace změn v profilu plazmatických proteinů v časné fázi sepse v klinicky 

relevantním experimentálním zvířecím modelu sepse při sterkorální peritonitidě pomocí 

proteomické analýzy; 

 

4. kvalitativní a kvantitativní analýza vazby plazmatických proteinů na adsorpční jednotky 

systému pro extrakorporální náhradu funkce jater u nemocného s jejich selháním. 
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6. ETICKÉ A LEGÁLNÍ ASPEKTY STUDIÍ 

Všechny naše klinické studie byly vždy řádně schváleny Etickou komisí při Lékařské fakultě a Fakultní 

nemocnici v Plzni, Univerzity Karlovy v Praze. Od všech participantů v klinických studiích byl získán 

informovaný souhlas s účastí ve studii. Bez ohledu na zařazení do studií byli všichni nemocní vždy 

léčeni dle nejnovějších a ověřených medicínských poznatků (lege artis). 

Experimentální studie na zvířatech byla provedena v souladu se závaznými doporučeními pro práci 

s laboratorními zvířaty a studijní protokol byl schválen Komisí pro práci s pokusnými zvířaty Univerzity 

Karlovy. 
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7. METODY, STUDOVANÉ POPULACE A PROTOKOLY STUDIÍ 

Podrobný popis a charakteristika skupin nemocných, procesy a podmínky zařazení či naopak 

nezařazení do studií, povaha a použité metody jsou podrobně popsány v přiložených původních 

pracích. Proto jsou níže pouze stručně zmíněny užité metodické aspekty a je diskutována jejich volba 

v kontextu daných populací jedinců a studií. 

 

7.1. STUDIE I: SEPTICKÝ ŠOK A NEUTROPENIE/CYTOPENIE  - VLIV NA 

MIKROCIRKULACI 

7.1.1. DESIGN STUDIE A SOUBOR NEMOCNÝCH 

Studie byla koncipována jako prospektivní monocentrická a observační.  

Soubor nemocných byl rozdělen na tři skupiny: pacienti se septickým šokem bez 

neutropenie/cytopenie (SS), nemocní se septickým šokem a postchemoterapeutickou 

neutropenií/cytopenií (NSS) a neutropeničtí/cytopeničtí nemocní bez známek systémové infekce 

(NEUTR). Pro posouzení změn mikrocirkulace v porovnání se zdravou populací byla zařazena i 

skupina zdravých dobrovolníků. 

7.1.2. PROTOKOL STUDIE 

V prvním časovém bodě studie (timepoint – TP1) byly provedeny všechny iniciální vyšetření, měření, 

sběry dat a odběry biologického materiálu k plánovaným vyšetřením, a to ideálně do 12 hodin, 

respektive maximálně do 24 hodin, od naplnění kritérií těžké sepse/septického šoku a/nebo 

neutropenie resp. cytopenie. U přeživších nemocných po spolehlivé rezoluci septického stavu a/nebo 

neutropenie a za současné absence známek nové komplikující systémové infekce byla provedena 

kontrolní vyšetření, měření, sběr dat a odběry vzorků k analýzám (TP 2). Paralelně byla stejnými 

postupy vyšetřena skupina nemocných bez známek systémové infekce s cytopenií navozenou 

chemoterapií (TP1) a po reparaci krevních elementů byly tyto analýzy zopakovány (TP2). 

7.1.3. DEMOGRAFICKÁ, (MAKRO)HEMODYNAMICKÁ A LABORATORNÍ DATA 

Shromažďovaná demografická data byla následující: pohlaví, věk, zdroj infekce, skóre tíže 

onemocnění (APACHE II, SOFA), JIP mortalita a nemocniční mortalita. Zaznamenávané proměnné 

makrohemodynamiky a laboratorních parametrů zahrnovaly srdeční/tepovou frekvenci (TF), střední 

arteriální tlak (mean arterial pressure – MAP), centrální žilní tlak (central venous pressure – CVP), 

diuréza (ml/h), arteriální krevní plyny (pO2, pCO2), parametry acidobazické rovnováhy (pH, HCO3
-
, 

BE), laktatémie (arteriální), saturaci krve kyslíkem (SpO2;  pulzní oxymetrie a laboratorní stanovení), 

saturaci venózní krve kyslíkem v centrální žíle (ScvO2), kompletní krevní obraz, kompletní koagulační 

vyšetření (aPTT, PT, trombinový čas, D-dimery, AT) a laboratorní markery orgánových funkcí 
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(bilirubin, urea a kreatinin) a systémového zánětu (CRP). Doplňujícími byly informace o užití a dávce 

vazoaktivních a inotropních léků a analgosedace. 

7.1.4. METODY VYŠETŘOVÁNÍ A ANALÝZY MIKROCIRKULACE 

Ve studii byla vyšetřována mikrocirkulace v oblasti sublinguální mukózy příručním zařízením 

technologií OPS-SDF s pětinásobným optickým zvětšením (Microscan, MicroVision Medical, 

Amsterdam, Nizozemí). Získání a záznam videosekvencí byl vždy prováděn pracovníky 

s dostatečnými a prověřenými znalostmi, dovednostmi a zkušenostmi v této oblasti [Chvojka J et al., 

Crit Care 2008; Sýkora R et al., Intensive Care Med 2009; Matějovič et al., J Int Med Res 2011]. Od 

každého nemocného zařazeného do studie byly získány videosekvence o minimální délce 20s z pěti 

odlišných míst sliznice pod jazykem. Tyto byly uloženy pod anonymním kódovým označením na pevný 

disk počítače k pozdější analýze. Následně byly snímek po snímku analyzovány za pomoci 

dedikovaného softwaru (Microscan Analysis Software a Automated Vascular Analysis v3.0, 

MicroVisionMedical, Amsterdam, Nizozemí) a získány stabilní videosekvence k hodnocení 

mikrocirkulace. Kvantitativní analýza spočívala ve stanovení celkové hustoty cév na dané ploše (total 

vessel density – TVD). Tento parametr byl kalkulován jako celková délka cév o průměru <20µm 

dělená odpovídající plochou a výsledek byl poté uveden v mm/mm
2
. Dále byla vizuálně 

kategorizována perfúze mikrovaskulaturou: kontinuální perfúze (průtok krve minimálně 20s), 

intermitentní perfúze (absence průtoku minimálně 50% sledovaného času) a žádná perfúze (absence 

průtoku krve nejméně 20s). Parametr proporce perfundovaných cév (proportion of perfused vessels – 

PPV) vyjádřený v procentech (%) byl stanoven následovně: 100 x (celkový počet cév – [cévy bez 

perfúze + cévy s intermitentním průtokem])/ celkový počet cév. Proměnná informující o hustotě 

skutečně perfundovaných cév v dané oblasti/ploše – hustota perfundovaných cév (perfused vessel 

density – PVD) byl získán násobením TVD parametrem PPV. Semikvantitativní hodnocení 

heterogenity krevního toku mikrocirkulací bylo vyjádřeno parametry index středního průtoku (mean 

flow index – MFI) a index heterogenity průtoku (flow heterogeneity  index – FHI) [Boerma et al., Crit 

Care 2005; De Backer et al., Crit Care 2007; Trzeciak et al., Ann Emerg Med 2007]. Parametry TVD, 

PPV, PVD a MFI byly vypočteny ve všech pěti lokalitách u každého jedince a následně průměrovány. 

7.1.5. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Získaná data byla statisticky zpracována pomocí softwarů Sigma Stat 3.5 (Dundas Software GmbH, 

Spolková republika Německo) a Statistika 7.1 (StatSoft Inc., Česká republika). Všechna data jsou 

prezentována jako mediány s interkvartilovým rozpětím (interquartile range, IQR) pokud není uvedeno 

jinak. Nejprve byla potvrzena či vyloučena normální distribuce dat konkrétních proměnných pomocí 

(Kolmogorovův-Smirnovovův test). Proměnné mezi jednotlivými skupinami ve stejných časových 

bodech byly porovnávány testem Kruskal-Wallis one way analysis of variances (ANOVA) on ranks. 

Data mezi dvěma timepointy jednotlivých skupin nemocných byla srovnávána Mann-Whitney rank-

sum testem. Hladina statistické významnosti byla stanovena na p<0,05. 
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7.2. STUDIE II: ÚLOHA TROMBOCYTŮ V SEPTICKÉM ŠOKU 

7.2.1. DESIGN STUDIE A SOUBOR NEMOCNÝCH  

Studie byla koncipována jako prospektivní monocentrická a observační.  

Soubor nemocných byl rozdělen na tři skupiny: pacienti se septickým šokem bez trombocytopenie a 

DIC (SS), nemocní se septickým šokem a trombocytopenií bez DIC (SST) a jedinci v septickém šoku s 

DIC (SSD). Toto rozdělení bylo zvoleno k možnému posouzení případných odlišností 

nehemostatických funkcí destiček při trombocytopenii a DCI. Trombocytopenie byla arbitrárně 

definována jako počet destiček <100x10
9
/l. DIC byla diagnostikována s užitím parametrů počtu 

trombocytů, fibrin-degradačních produktů, protrombinového času a hladiny fibrinogenu dle 

validovaných doporučení ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasis) [Taylor FB et 

al. Thromb Haemost 2001; Bakhtiari K et al. Crit Care Med 2004; Gando S et al. Crit Care Med 2006]. 

7.2.2. PROTOKOL STUDIE 

Pracovní protokol studie byl rozdělen na tři fáze. V první (časový bod 1, timepoint 1, TP1) byli nemocní 

splňující kritéria přijetí zařazeni do studie a současně byly provedeny všechny iniciální vyšetření, 

měření, sběry dat a odběry biologického materiálu k plánovaným vyšetřením (TP 1) a to ideálně do 12 

hodin, respektive maximálně do 24 hodin, od naplnění kritérií septického šoku. Dle získaných výsledků 

byly subjekty zařazeny do jednotlivých podskupin, jak je popsáno výše (kap. 7.2.1). Ve druhé fázi byli 

pacienti léčeni dle aktuálních doporučení a poznatků. U všech přeživších nemocných po spolehlivé 

rezoluci septického stavu, trombocytopenie a DIC a za současné absence známek nové komplikující 

systémové infekce byla provedena kontrolní vyšetření, měření, sběr dat a odběry vzorků k analýzám 

(TP 2).  

7.2.3. DEMOGRAFICKÁ, (MAKRO)HEMODYNAMICKÁ A LABORATORNÍ DATA 

Shromažďovaná demografická data byla následující: pohlaví, věk, zdroj infekce, skóre tíže 

onemocnění (APACHE II, SOFA), JIP mortalita a nemocniční mortalita. Zaznamenávané proměnné 

makrohemodynamiky a laboratorních parametrů zahrnovaly srdeční/tepovou frekvenci (TF), střední 

arteriální tlak (mean arterial pressure – MAP), centrální žilní tlak (central venous pressure – CVP), 

diuréza (ml/h), arteriální krevní plyny (pO2, pCO2), parametry acidobazické rovnováhy (pH, HCO3
-
, 

BE), laktatémie (arteriální), saturaci krve kyslíkem (SpO2;  pulzní oxymetrie a laboratorní stanovení), 

saturaci venózní krve kyslíkem v centrální žíle (ScvO2), kompletní krevní obraz, kompletní koagulační 

vyšetření (aPTT, PT, trombinový čas, D-dimery, AT) a laboratorní markery orgánových funkcí 

(bilirubin, urea a kreatinin) a systémového zánětu (CRP a event. PCT). Doplňujícími byly informace o 

užití a dávce vazoaktivních a inotropních léků a analgosedace. 

7.2.4. METODY ANALÝZY TROMBOCYTŮ PRŮTOKOVOU CYTOMETRIÍ 

Multifaktoriální analýza trombocytů zahrnovala i stanovení aktivace trombocytů a její magnitudy. 

K tomuto účelu jsme použili FCM stanovení membránové exprese znaku CD41/CD61 (GPIIb/IIIa, 
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PAC-1) (obr. 1), který po aktivaci trombocytu podléhá konformační změně. Současně byla 

identifikována přítomnost adhezivní molekuly CD62p (P-selektin), která je po aktivaci destiček 

uvolněna z α-granul, vystavena v buněčné membráně a relativně rychle uvolněna do cirkulace jako 

sCD62p [Shebuski et al., J Pharmacol Exp Ther 2002; Yaguchi et al., J Thromb Haemost 2004; 

Michelson et al., Pathophysiol Haemost Thromb 2006]. Ke stanovení byly použity komerční kity 

reagencií PAC-1-FITC (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) a anti-CD62-PE (Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA), průtokový cytometr (Becton Coulter Epics XL, Franklin Lakes, NJ, USA) 

s analytickým softwarem (Becton System II, Franklin Lakes, NJ, USA). 

Vzhledem k významné reaktivitě trombocytů in vivo, velmi dynamickým změnám jejich fenotypu, 

potřebě znalosti „normálních hodnot“ a také jako externí kontrola kvality FCM vyšetření byla výše 

uvedená analýza provedena i na demograficky neadjustovaném vzorku zdravých dobrovolníků 

(N=24). 

7.2.5. AGREGOMETRICKÁ ANALÝZA TROMBOCYTŮ 

Dynamickým funkčním testem použitým v této studii bylo vyšetření agregace trombocytů – 

agregometrie. Vzorky plné krve odebrané v TP1 a TP2 speciálním odběrovým systémem s hirudinem 

(zabránění arteficiální aktivace trombocytů) byly bezprostředně po odběru vyšetřeny metodou MEA 

(Multiplate, Dynabite Medical, Mnichov, SRN). Použity byly protokoly aktivace destiček následujícími 

agonisty: ADP (P2Y12 receptor), ASPI (receptor pro kyselinu arachidonovou) a TRAP (trombin 

receptor agonist peptide-6 - GPIIb/IIIa). Výsledky analýzy byly vyjádřeny magnitudou, dynamikou a 

celkovou agregační schopností trombocytů (plocha pod křivkou závislosti míry agregace v čase, area 

under the curve – AUC) ve vzorku v tzv. agregačních jednotkách (aggregation units – AU) a dále 

statisticky zpracovány (obr. 2). 

7.2.6. PROTEOMICKÁ ANALÝZA 

Vlastní proteomická analýza použitá v této studii se skládala z několika kroků [Zellner et al., 

Electrophoresis 2005; Shevchenko et al., Nat Protocols 2006; Mares et al., Proteomics – Clin Appl 

2010]. Jako v případě jiných vyšetření bylo vzhledem k extrémní reaktivitě trombocytů nezbytné 

zpracování a vyšetření vzorků plné krve zahájit bezprostředně po jejich odběru. V procesu izolace 

trombocytů byly tyto separovány od zbylých krevních elementů šetrnou centrifugací, čímž byla získána 

plazma bohatá na destičky (PRP). Destičky byly následně odděleny od plazmy, aby se zabránilo jejich 

další arteficiální aktivaci, metodou gelové filtrace (size-exclusion chromatography – SEC). Dalším 

krokem byla precipitace proteinů ze získaného koncentrátu trombocytů, jíž bylo dosaženo další 

centrifugací a ošetřením chladem a etanolem. Získané purifikované precipitované destičkové proteiny 

byly následně separovány dvourozměrnou elektroforézou (2-DE) (obr. 3) a vybrané proteiny (rozdílná 

exprese v septickém šoku a po rezoluci systémové infekce) poté z gelu mobilizovány (in-gel tryptic 

digestion) [Shevchenko et al., Nat Protocols 2006; Karvunidis et al., Shock 2009]. V současné době 

probíhá analýza těchto proteinů pomocí hmotnostní spektrometrie (matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry – MALDI-TOF/TOF). Výsledkem budou 
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identifikované proteiny, charakterizující konkrétní funkční stav trombocytů ve všech sledovaných 

skupinách. 

7.2.7. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Dosud získaná data byla statisticky zpracována pomocí softwarů Sigma Stat 3.5 (Dundas Software 

GmbH, Spolková republika Německo) a Statistika 7.1 (StatSoft Inc., Česká republika). Všechna data 

jsou prezentována jako mediány s interkvartilovým rozpětím (interquartile range, IQR) pokud není 

uvedeno jinak. Nejprve byla potvrzena či vyloučena normální distribuce dat konkrétních proměnných 

pomocí Kolmogorovova-Smirnovova testu. Proměnné mezi jednotlivými skupinami ve stejných 

časových bodech byly porovnávány testem Kruskal-Wallis one way analysis of variances (ANOVA) on 

ranks. Data mezi dvěma timepointy jednotlivých skupin nemocných byla srovnávána Mann-Whitney 

rank-sum testem. Hladina statistické významnosti byla stanovena na p<0,05. 
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7.3. STUDIE III: ZMĚNY PLAZMATICKÉHO PROTEOMU V ČASNÉ FÁZI 

EXPERIMENTÁLNÍHO SEPTICKÉHO ŠOKU 

7.3.1. DESIGN STUDIE A SOUBOR SUBJEKTŮ 

Tato experimentální studie byla provedena jako monocentrická prospektivní na zavedeném klinicky 

relevantním zvířecím modelu septického šoku selete [Chvojka et al. Crit Care 2008; Sykora et al. 

Intensive Care Med 2009; Benes et al. Crit Care 2011].  

7.3.2. PROTOKOL STUDIE 

Testované zvířecí subjekty byly v úvodu experimentu anestezovány, instrumentovány a extenzivně 

monitorovány. Následovala šestihodinová zotavovací perioda, na jejímž konci byla provedena první 

série vyšetření, měření a odběru biologických vzorků k analýzám (vč. proteomiky) – TP1. Poté byla 

indukována peritonitida inokulací definovaného množství autologní stolice do břišní dutiny. Všechny 

selata vyvinula hyperdynamický septický šok a po 12 hodinách byla provedena druhá série měření, 

vyšetření a odběru vzorků - TP2. Následně byl pokus ukončen standardizovaným usmrcením zvířat 

intravenózní aplikací koncentrovaného roztoku KCl za hluboké celkové anestezie. 

7.3.3. (MAKRO)HEMODYNAMICKÁ A LABORATORNÍ DATA 

V experimentu byly sledovány kompletní hemodynamické parametry, proměnné oxygenace, 

laboratorní markery systémové zánětlivé odpovědi (leukocyty, CRP, TNF-α, IL-6 aj.), oxidativního a 

nitrosativního stresu (TBARS, NOx) a další běžné laboratorní hodnoty. Ke korekci možného vlivu 

diluce při tekutinové resuscitaci studovaných subjektů v septickém šoku byla většina plazmatických 

hladin proměnných přepočítána na aktuální hladinu plazmatických proteinů. 

7.3.4. PROTEOMICKÁ ANALÝZA 

Srovnávací proteomická analýza plazmy v časné fázi experimentálního septického šoku využila 

separaci a imobilizaci proteinů párových vzorků 2D gelovou elektroforézou (Ettan IPGphor II IEF 

System a SE260 mini-vertical electrophoresis unit, GE Healthcare) po jejich předchozí přípravě a 

ekvilibraci koncentrací bílkovin (200µg/vzorek). Následným softwarovým srovnáním získaných obrazů 

gelů (Image Master 2D Platinum, GE Healthcare) před a po indukci septického šoku byly vybrány 

kandidátní fixované proteiny s významně odlišnou intenzitou. Tyto byly z gelu opět mobilizovány a 

resuspendovány k další analýze a identifikaci pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie (MALDI-

Q-TOF MS a MS/MS, Micromass Q-TOF Ultima, MSVision). Získaná data byla softwarově porovnána 

(ProteinLynx GlobalSERVER 2.0) s databází proteinů savců (National Center for Biotechnology 

Information, NCBI) a funkční zařazení identifikovaných proteinů a jejich postavení v biologických 

procesech bylo provedeno za využití softwaru Pathway Tools 12.5 

(http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/) [Karp et al. Science 2001; Karp et al. Bioinformatics 2002].  
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7.3.5. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Všechny data jsou prezentována formou průměru a směrodatné odchylky pokud není uvedeno jinak. 

K porovnání dat ve dvou časových bodech byl použit párový Studentův t-test či Wilcoxonův test. 

Hladina statistické významnosti byla stanovena na hodnotu p<0,05. 
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7.4. STUDIE IV: PROTEOMICKÁ ANALÝZA SPEKTRA BÍLKOVIN ADSORBOVANÝCH 

NA MEMBRÁNĚ MIMOTĚLNÍHO SYSTÉMU NÁHRADY FUNKCE JATER 

7.4.1. DESIGN STUDIE 

Deskriptivní proteomická analýza proteinů adsorbovaných na membráně extrakorporálního systému 

náhrady funkce jater u 37 letého nemocného s akutním selháním jater v terénu chronické hepatopatie 

etylické etiologie. 

7.4.2. PROTOKOL STUDIE 

Pacient byl léčen pomocí přístroje pro mimotělní náhradu funkce jater (Fractioned Plasma Separation, 

Adsorption and Dialysis - Prometheus™, Homburg, SRN) s regionální citrátovou antikoagulací. Systém 

se skládal ze dvou adsorpčních kolon obsahujících partikule (styrendivinylbenzen kopolymer) 

s neutrálním resinem (P1) a anionovým měničem (P2) (obr.4). Po šesti hodinách byla procedura 

ukončena a obě kolony důkladně promyty. Proteiny navázané v první, neutrální, koloně byly 

mobilizovány sodiumdodecylsulfátem (SDS), ve druhé, aniontové, pak kyselinou octovou. Získané 

eluáty obsahující adsorbované proteiny byly použity k další analýze. 

7.4.3. PROTEOMICKÁ ANALÝZA 

Eluáty obou kolon (P1 a P2) byly purifikovány a dialyzovány (Serva-Electrophoresis, Heidelburg, 

SRN), rozděleny do tří alikvot a obsažené proteiny následně separovány 2D elektroforézou (IPG, 

Invitrogen; MiniProtean, Bio-Rad). Obdobně byl zpracován i vzorek krevní plazmy nemocného (CTRL) 

odebraný před zahájením náhrady funkce jater. Všech devět výsledných gelů s imobilizovanými 

proteiny bylo digitalizováno pomocí scanneru (Epson Perfection 4900 Photo Scanner). Z každé trojice 

snímků v rámci jednoho původního vzorku (P1 nebo P2 nebo CTRL) byl softwarově syntetizován 

jeden kompozitní snímek a ten byl následně analyzován (PDQuest 2-D v. 8.1, Bio-Rad). Byly 

srovnávány relativní denzity jednotlivých proteinů a za signifikantní byly považovány více než 

dvojnásobné rozdíly v jejich intenzitě. 

Vybrané kandidátní proteiny s významnými změnami koncentrací/intenzit mezi jednotlivými vzorky 

byly z gelů imobilizovány, resuspendovány a následně vyšetřeny pomocí tandemové hmotnostní 

spektrometrie (MALDI TOF/TOF Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). Získaná 

hrubá data byla shromážděna a analyzována softwarově (GPS Explorer 3.6, Applied Biosystems). 

Z nich byla provedena identifikace proteinů porovnáním s databází humánních bílkovin (Swiss-Prot 

protein database, release 54.6, 4.12.2007).  

7.4.4. STATISTICKÁ ANALÝZA 

Data byla zpracována pomocí softwaru Sigma Plot/Sigma Stat 12.0 (SPSS Inc., USA) a jsou 

prezentována jako relativní hodnoty či průměry se směrodatnou odchylkou. K porovnání hodnot mezi 

jednotlivými vzorky byl použit Mann-Whitney rank sum test, k posouzení asociací mezi jednotlivými 

proměnnými pak Spearmanův korelační test. 
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8. VÝSLEDKY STUDIÍ A DISKUZE 

8.1. STUDIE I: SEPTICKÝ ŠOK A NEUTROPENIE/CYTOPENIE – VLIV NA 

MIKROCIRKULACI  

Skupiny nemocných se septickým šokem (SS a NSS) se s výjimkou věku v demografických datech 

nelišily, a to ani v mortalitě. Identické byly rovněž makrohemodynamické a laboratorní proměnné. Tíže 

neutropenie/cytopenie byla ve skupinách NSS a NEUTR srovnatelná. Přímá vizualizace 

mikrocirkulace v sublinguální oblasti u nemocných v septickém šoku prokázala významné změny 

perfúze mikrovaskulatury s alterací magnitudy průtoku (parametry TVD, PPV a PVD) i 

charakteristickým zvýšením heterogenity krevního průtoku (parametry MFI a FHI), bez ohledu na 

přítomnost neutropenie/cytopenie. Tyto změny plně korespondují s již literárně dokumentovanými 

v populaci septických jedinců [Trzeciak et al. Ann Emerg Med 2007; Boerma et al., Crit Care Med 

2007; Ruiz et al., Crit Care 2010]. 

Analýza mikrocirkulace prokázala její signifikantní postižení ve všech sledovaných skupinách 

v porovnání s kontrolní populací jedinců. Mezi skupinami SS a NSS nebyly zjištěny statisticky 

významné rozdíly. Alterace mikrocirkulace nemocných s postchemoterapeutickou 

neutropenií/cytopenií bez známek systémové infekce (NEUTR) byla identická s postižením obou 

populací septických nemocných (SS a NSS). Navíc jsme nezaznamenali jakýkoliv prospěch (ve 

smyslu méně závažného klinického průběhu; viz též kap. 2.2.) neutropenie/cytopenie u nemocných se 

septickým šokem a neutropenií v porovnání se septickými nemocnými s normálním počtem leukocytů. 

Z uvedeného lze usuzovat, že role periferních cirkulujících leukocytů zřejmě není rozhodující v rozvoji 

alterace mikrocirkulace v sepsi. Na druhou stranu nelze vyloučit případný vliv a roli již aktivovaných 

reziduálních neutrofilů marginujících a sekvestrovaných v mikrocirkulaci. Svoji roli jistě mohou 

sehrávat i další imunokompetentní elementy jako NK-buňky a/nebo dendritické buňky a samozřejmě i 

trombocyty [Leung et al., Clin Dev Immunol 2010; Efron et al., Shock 2003; Zarbock et al., Blood Rev 

2007; Karvunidis et al., Anesteziol Intenziv Med 2013]. Nezanedbatelný vliv může mít také poškození 

endotelu chemoterapií [Wakabayashi et al., Curr Med Chem 2003; Albini et al., J Natl Cancer Inst 

2010; Senkus et al., Cancer Treat Rev 2011].  

Zajímavá a opět překvapující data přinesla i analýza období reparace změn mikrocirkulace. Zlepšení 

perfúze mikrovaskulatury (zejména heterogenity průtoku vyjádřeného proměnnými MFI a FHI) bylo 

signifikantně lepší ve skupině NSS než u septických nemocných s normálním počtem neutrofilů (viz 

obr. 1 a 2 v původní práci). Vysvětlení není zcela zřejmé. Lze uvažovat o souvislosti s významně 

rychlejším poklesem CRP, hrubě ukazujícím na vývoj/rezoluci infekce, u populace NSS, přičemž 

interval TP1 – TP2  byl u obou skupin stejný [Schmit et al., Infection 2008]. Zda v rychlejší kontrole 

infekce sehrávají roli reparované imunokompetentní buňky včetně neutrofilů nebo se na ní podílela 

přetrvávající trombocytopenie u NSS, není možné z dostupných dat vypozorovat.  

I přes menší počet jedinců ve studovaných vzorcích populace tato studie prokazuje, že ani těžká 

postchemoterapeutická cytopenie nemodifikuje poruchu mikrocirkulace v septickém šoku. Obecné 
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mechanizmy a klinický význam postižení mikrovaskulatury v souvislosti s myeloablativní terapií nejsou 

zjevné a vybízejí k navazujícímu výzkumu. 
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8.2. STUDIE II: ÚLOHA TROMBOCYTŮ V SEPTICKÉM ŠOKU 

Základní demografická data se v jednotlivých skupinách této studie nelišila. Pouze mortalita byla 

významně vyšší ve skupině nemocných se septickým šokem a současnou DIC (SSD). Tuto více než 

dvojnásobnou mortalitu v porovnání s ostatními dvěma skupinami jedinců v septickém šoku (SS a 

SST), však nebylo možno predikovat užitými standardními skórovacími systémy (APACHE II a SOFA), 

jejichž hodnoty se v jednotlivých skupinách statisticky významně nelišily (tab. 7). Také míra 

trombocytopenie (tab. 8), která se dle literárních dat jeví silným a nezávislým prediktorem mortality 

[Vanderschueren et al., Crit Care Med 2000; Mavrommatis et al., Crit Care Med 2000; Strauss et al., 

Crit Care Med 2002; Russwurm et al., Shock 2002], a která byla nejnižší (byť nedosahovala statistické 

významnosti) v nemocných ve skupině SST, nepředpovídala tento nepříznivý vývoj stavu pacientů.  

Data získaná flowcytometrickou analýzou povrchových/membránových markerů aktivace trombocytů 

(konformační změna GP IIb/IIIa a exprese CD62p) ukazují a potvrzují přítomnost aktivovaných 

destiček v iniciální fázi septického šoku (TP 1) napříč všemi třemi studijními podskupinami (tab. 9 a 

obr. 5). Míra exprese těchto znaků v době kompletní rezoluce systémového zánětu (TP 2) trendově 

poklesla. Inverzní dynamikou změn je charakterizována agregační schopnost trombocytů. Dle MEA je 

agregační schopnost destiček v době rozvinutého septického šoku zejména ve skupinách SST a SSD 

významně porušena. Vzhledem k tomu, že dynamika agregace (časový parametr – „aggregation 

velocity“) je napříč skupinami identická, nelze pozorovaný efekt snížení agregačních schopností 

připisovat pouze sníženému počtu trombocytů, jak by se na první pohled mohlo zdát (tab. 9 a obr. 2). 

Sekreční schopnost trombocytů charakterizovaná plazmatickými hladinami růstových faktorů VEGF a 

PDGF je v septickém stavu obdobně jako výše diskutovaná agregační schopnost významně snížená 

(tab. 9). 

Souhrnně studie prokazuje aktivaci trombocytů, expresi adhezivních molekul se současnou poruchou 

jejich hemostatické funkce (porucha agregace) a alteraci sekrece v iniciální fázi rozvinutého 

septického šoku.  CD62p (P-selektin) i VEGF jsou za normálních okolností obsaženy v α-granulích a 

tedy simultánní zvýšení exprese P-selektinu a snížení sekrece VEGF je v logickém rozporu. Lze 

uvažovat o alteraci obsahu α-granul již na úrovni megakaryocytů kostní dřeně v důsledku 

systémového zánětu. Dynamika těchto změn by však musela být velmi významná a uvažovaná 

alterace genové exprese na úrovni megakaryocytů by musela probíhat již od samého počátku 

systémové infekce, jelikož naše data popisují stav již 12-24 hodin od splnění kritérií těžké 

sepse/septického šoku. Na druhé straně lze také zvažovat extranukleární cesty (de novo) syntézy 

funkčních proteinů a fenotypické změny na úrovních již maturovaných cirkulujících trombocytů 

[Weyrich et al. J Thromb Haemost 2009]. Právě tyto změny ve složení proteinů, a tedy možné cesty 

alterující signalizace mohou být identifikovány v současné době probíhající proteomickou analýzou 

studovaných dvou funkčních stavů trombocytů (obr. 6).  

S ohledem na dostupné výsledky této studie je třeba zmínit potenciální slabiny uvedené práce. Malý 

počet nemocných v jednotlivých skupinách může být příčinou nedostatečné statistické síly uvedených 

dat a maskovat i potenciálně silné trendy uvedených změn (exprese markerů aktivace a adhezivních 
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molekul). I přes snahu o maximální homogenitu celého souboru nemocných i jednotlivých podskupin 

lze v kontextu současného paradigmatu přísně individualizované hostitel- a patogen-specifické 

imunitní odpovědi diskutovat variabilitu souboru s ohledem na vyvolávající infekční agens a/nebo zdroj 

infekce. Potenciální chybovost lze v použitých analytických metodách spatřovat zejména ve 

flowcytometrickém stanovení membránových znaků aktivace trombocytů. Počet těchto molekul je 

velmi nízký, v pásmu těsně nad detekční schopností použité technologie (detekce fluorescence). 

Zbývající použité metody jsou již dostatečně robustní. V neposlední řadě je nezbytné si uvědomit, že 

studované trombocyty jsou součástí cirkulující populace a že trombocyty bezprostředně zavzaté do 

procesu (lokální) inflamace, jejichž fenotyp a funkce mohou být zásadně změněny a odlišné, jsou již 

marginující k endotelu a nejsou tak standardním vyšetřením dostupné. 

Tato práce unikátně integruje uvedené množství a kombinaci analytických metod ve studiu 

nehemostatických funkcí trombocytů v sepsi. Představuje komplexní náhled na změny jejich fenotypu, 

které jsou důsledkem a současně i příčinou progrese sepse. Navazující výzkum může vést 

k identifikaci potenciálních terapeutických cílů k selektivní modulaci nehemostatických funkcí 
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8.3. STUDIE III: ZMĚNY PLAZMATICKÉHO PROTEOMU V ČASNÉ FÁZI 

EXPERIMENTÁLNÍHO SEPTICKÉHO ŠOKU 

Tato studie byla první studující změnu plazmatického proteomu u klinicky relevantního modelu 

septického šoku na velkém savci.  

Všech sedm experimentálních subjektů vyvinulo hyperdynamický septický šok (tab. 1 v původní práci). 

Srovnání plazmatických proteinů před a 12 hodin po indukci septického šoku kvantitativní analýzou 

jejich intenzity při 2DE vedlo k identifikaci 36 proteinů s odlišnou intenzitou (obr. 1v původní práci). 

Z těchto bylo 30 s vyšší intenzitou v septickém šoku a 6 s intenzitou sníženou. Všechny tyto proteiny 

byly následně analyzovány pomocí Q-TOF MS a MS/MS. Po vyloučení všech izoforem v důsledku 

potranslačních modifikací bylo nakonec identifikováno 22 unikátních proteinů s vyšší expresí a 5 se 

sníženou expresí v časné fázi experimentálního septického šoku. Jejich molekulární funkce, začlenění 

do biologických procesů a subcelulární lokalizace byly určeny pomocí softwaru Pathway Tools a jsou 

shrnuty v tab. S1 (suplementum originálního článku v příloze). Obecně se jedná o proteiny účastnící 

se zánětlivé odpovědi hostitele (např. haptoglobin, CD14, vitronectin aj.), procesů oxidativního či 

nitrosativního stresu (hemopexin, cytochrom P450f3sfApp414 aj.) a řada z nich by teoreticky po jejich 

bližším poznání a případné validaci mohla sloužit jako časné markery systémové infekce. 

Tato studie také mimo jiné ukazuje možnosti analytické metody – proteomiky – ve studiu 

patofyziologie sepse. 
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8.4. STUDIE IV: PROTEOMICKÁ ANALÝZA SPEKTRA BÍLKOVIN ADSORBOVANÝCH 

NA MEMBRÁNĚ MIMOTĚLNÍHO SYSTÉMU NÁHRADY FUNKCE JATER 

Promytím adsorpčních kolon FPSA bylo získáno celkem 4113mg (47,2mg/ml) (P1) a 8280mg 

(97,2mg/ml) (P2). Jejich následnou separací 2DE bylo identifikováno 148 (P1) a 163 (P2) proteinových 

stop. Většina (95%) proteinových stop bylo zaznamenáno v intervalu molekulární hmotnosti (MW) 30-

150kDa a izoelektrického bodu (pI) 4,8-8,6. Charakteristika separovaných proteinů se mezi P1 a P2 

významně lišila (celkem 64 proteinů s odlišnou intenzitou, p<0,05) (obr. 1. originální práce). Právě dle 

MW a pI bylo možné konstatovat, že adsorpční kolona P1 váže preferenčně proteiny s vysokou 

molekulární hmotností, kdežto P2 odstraňuje z cirkulace proteiny kyselé.  

Všechny proteinové stopy s relativní intenzitou větší než 1000ppm byly z gelů mobilizovány a dále 

analyzovány pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie. Ze 109 proteinů z P1 jich bylo úspěšně 

charakterizováno 72 představujících celkem 18 unikátních proteinů (tab. 1 původního manuskriptu). 

Třicet unikátních proteinů bylo výsledkem MS analýzy 113 a následně identifikovaných 93 bílkovin 

(tab. 2 původní práce).   

Membrána systému Prometheus užitá k separaci plazmy měla filtrační koeficient (sieving coefficient) 

0,9 pro proteiny s MW 40kDa a 0,1 pro proteiny s MW 300kDa. Tak byla umožněna volná filtrace 

bílkovin až do velikosti albuminu a nedocházelo k prostupu fibrinogenu a gamaglobulinů a jejich 

ztrátám. Naše analýza souhlasně s tímto předpokladem detekovala proteiny do MW 200kDa.  

Očekávaně také došlo k selektivní adsorpci bílkovin v jednotlivých kolonách, zejména díky jejich 

elektrickému náboji (P1 – neutrální, P2 – kladný) jak dokazuje preferenční vazba proteinů 

s negativním nábojem v P2. Překvapující však bylo zjištění, že v P1 jsou adsorbovány bílkoviny s větší 

MW. Toto pozorování nelze zcela vysvětlit ani danou charakteristikou propustnosti filtru P1 a 

zapojením v sérii s P2, jelikož filtrační koeficient P1 pro proteiny s MW 200kDa je stále 0,2 a tedy i tyto 

molekuly mohou filtrem procházet směrem k P2. Možnou chybou může být limitovaná schopnost 2DE 

v detekci hydrofobních proteinů, které mají vetší afinitu k neutrálnímu resinu v P1 a mohly tak uniknout 

analýze. 

Vzhledem k tomu, že se v případě této studie jedná o data získaná analýzou jednoho nemocného, 

nelze z nich činit klinické závěry s ohledem na význam selektivně odstraňovaných proteinů 

v patogenezi a vývoji selhání jater a další vývoj klinického stavu nemocného (prospěšnost či naopak). 

V některých konkrétních případech identifikovaných bílkovin lze o konsekvencích jejich eliminace 

v konkrétním klinickém stavu spekulovat, jak uvádí detailně původní práce.  

Studie však ukazuje využitelnost a vhodnost proteomické analýzy v bližším poznání užití FPSA a 

otvírá pole pro další výzkum a poznání.  
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9. ZÁVĚR 

Tato dizertační práce zabývající se celulárními imunitními mechanizmy, metodologickými aspekty 

monitorace mikrocirkulace, užití průtokové cytometrie a proteomické analýzy v patofyziologii sepse, 

septického šoku a MODS v klinické studii prokazuje absenci rozdílu změn mikrocirkulace u 

nemocných v septickém šoku bez a s postchemoterapeutickou cytopenií a oponuje dosavadní 

paradigma centrální role neutrofilů v indukci a modulaci postižení mikrovaskulatury. Současně také 

rozporuje stávající důkazy o protektivním vlivu neutropenie (a trombocytopenie) na tyto změny. 

Paralelně však generuje otázky na alternativní mechanizmy a odpovědné elementy v genezi 

poškození mikrocirkulace a endoteliální dysfunkce těchto nemocných. 

Další komentovaná klinická studie na obdobné populaci nemocných inovativně prokazuje alteraci 

sekrečního profilu trombocytů již v iniciální fázi systémového zánětu, respektive septického šoku. 

Patofyziologický mechanizmus těchto změn však z dostupných dat není zcela zjevný a vzhledem 

k jejich značné dynamice lze teoreticky usuzovat na velmi časnou signalizaci v kostní dřeni vedoucí ke 

změnám genové exprese megakaryocytů a následné změně obsahu destičkových granul. Alternativou 

může být extranukleární proteosyntéza či posttranslační modifikace proteinů v důsledku zmiňované 

inflamatorní signalizace s následnou rychlou změnou fenotypu trombocytů. Oba zmíněné mechanizmy 

se samozřejmě mohou také uplatňovat současně. Tyto otázky by mohla zodpovědět v současné době 

probíhající proteomické analýza trombocytů, jejíž data a z nich plynoucí závěry budou v druhé době 

začleněny do uvedené studie. 

Originální experimentální práce zabývající se srovnávací proteomickou analýzou krevní plazmy 

v iniciální fázi septického šoku v klinicky relevantním modelu za použití velkých savců prokazuje časné 

signifikantní změny plazmatického proteomu. Úspěšně byla dokumentována celá řada změn 

v proteinovém spektru v důsledku systémové infekce. Většina z identifikovaných bílkovin se účastní 

vlastní zánětlivé odpovědi hostitele či procesů oxidativního a nitrosativního stresu. Práce také ukazuje 

možnosti této metody a postupů v identifikaci nových potenciálních biomarkerů či terapeutických cílů. 

Poslední původní práce identifikovala pomocí postupů proteomické analýzy široké spektrum proteinů 

adsorbovaných v kolonách systému pro extrakorporální náhradu funkce jater u nemocného s jaterním 

selháním a rovněž prokázala vhodnost užitých metod k tomuto účelu. Mimo vlastní popis 

eliminovaných bílkovin poukazuje práce na potřebu detailních znalostí mechanizmů (nejen) této 

orgánové náhrady. Obecně jsou tyto terapeutické postupy použity při vyčerpání konzervativních 

léčebných možností a často v kritických stavech s velmi křehkou homeostázou.  
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Obr. 1: Průtoková cytometrie trombocytů (CD41/CD61 – PAC-1 FITC). 
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Obr. 2: Agregometrie trombocytů. 
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Obr. 3: Proteomická analýza – 2DE. 
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Obr. 4: Schéma FPSA – Prometheus. 
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Obr. 5: Agregometrie trombocytů – grafy. 
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Obr. 6: Ukázka 2DE separace proteinů trombocytů. 
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Abstract Purpose: Neutrophil
and platelet activation and their
interactions with endothelial cells are
considered central features of sepsis-
induced microcirculatory alterations.
However, no study has evaluated the
microvascular pattern of septic shock
patients with chemotherapy-induced
severe cytopenia. Methods: Demo-
graphic and hemodynamic variables
together with sublingual microcircu-
lation recording [orthogonal
polarization spectral imaging
enhanced by sidestream dark-field
technology (OPS-SDF) videomicros-
copy] were collected in four groups of
subjects: septic shock (SS, N = 9),
septic shock in cytopenic patients
(NSS, N = 8), cytopenia without
infection (NEUTR, N = 7), and
healthy controls (CTRL, N = 13).
Except for controls, all measurements
were repeated after complete resolu-
tion of septic shock and/or
neutropenia. Video files were pro-
cessed using appropriate software
tool and semiquantitatively evaluated
[total vascular density (TVD, mm/
mm2), perfused vessel density (PVD,
mm/mm2), proportion of perfused
vessels (PPV, %), mean flow index
(MFI), and flow heterogeneity index
(FHI)]. Results: Compared with
controls, there were statistically sig-
nificant microcirculatory alterations
within all tested groups of patients
(TVD: SS = 8.8, NSS = 8.8,

NEUTR = 9.1 versus CTRL = 12.6,
p \ 0.001; PVD: SS = 6.3,
NSS = 6.1, NEUTR = 6.9 versus
CTRL = 12.5, p \ 0.001; PPV:
SS = 71.6, NSS = 68.9, NEU-
TR = 73.3 versus CTRL = 98.7,
p \ 0.001; MFI: SS = 2.1,
NSS = 1.9, NEUTR = 2.1 versus
CTRL = 3.0, p \ 0.05; FHI:
SS = 1.0, NSS = 0.9, NEU-
TR = 0.6 versus CTRL = 0.0,
p \ 0.001). No significant differences
were detected between SS, NSS, and
NEUTR groups at baseline. Incom-
plete restoration of microcirculatory
perfusion was observed after septic
shock and/or neutropenia resolution
with a trend towards better recovery
in MFI and FHI variables in NSS as
compared with SS patients. Conclu-
sions: Microvascular derangements
in septic shock did not differ between
noncytopenic and cytopenic patients.
Our data might suggest that profound
neutropenia and thrombocytopenia do
not render microcirculation more
resistant to sepsis-induced microvas-
cular alterations. The role and
mechanisms of microvascular altera-
tions associated with chemotherapy-
induced cytopenia warrant further
investigation.
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Introduction

Neutrophils are suggested as key players in pathophysiol-
ogy and natural progression of sepsis, septic shock, and
multiple organ dysfunction syndrome (MODS) [1, 2]. They
have a pivotal role in the defense against bacterial infec-
tions, as shown by neutropenia (e.g., after chemotherapy
and/or immunotherapy), which increases susceptibility to
infection and sepsis [3]. Neutrophils are effector cells ini-
tializing and providing the pathogen-associated molecular
pattern discrimination of invading microorganisms. Pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines, proteases,
elastases, adhesive molecules, endothelium activation,
internalization, and pathogen destruction are just a brief list
of their mechanisms taking part in the systemic inflamma-
tory response and its consequences [1].

Microcirculatory dysfunction is a complex and pivotal
element of the pathogenesis of severe sepsis and septic
shock [4–9]. Blood flow heterogeneity (maldistribution/
shunting), red blood cell (RBC) rigidity, adhesion, acti-
vation and aggregation of leukocytes (neutrophils and
macrophages), activation of coagulation cascade and
thrombocytes, deregulated production of nitric oxide
(NO), oxidative stress, and endothelial dysfunction itself
are all involved in sepsis-induced microvascular failure.
In particular, activated leukocytes and platelets can
adhere to the vessel wall, aggregate, and impair flow
through the microcirculation [4, 10]. In addition to
mechanical obstruction of capillaries, leukocytes are
capable of inducing and propagating endothelial and tis-
sue injury by releasing a myriad of toxic mediators.
Several studies have implicated a major role for neutro-
phils in the genesis of ischemia/reperfusion-mediated
microvascular dysfunction [11–13]. In support of this
notion, the protective effects of leukocyte depletion
against reperfusion injury have also been demonstrated in
experimental settings [14–16]. By contrast, the pattern of
microvascular alterations in septic patients with profound
depletion of leukocytes and platelets has not been
described so far. Therefore, the aim of our study is to
analyze changes of microvascular perfusion in septic
shock patients with chemotherapy-induced cytopenia and
compare these changes with those recorded from standard
septic shock population.

Materials and methods

Study design and patients

This prospective single-center observational study was
approved by the Local Ethics Committee of the Charles
University Medical School and Teaching Hospital in
Pilsen. The recruitment of subjects was performed in the
tertiary medical Intensive Care Unit (ICU) of the 1st

Department of Medicine, Charles University Medical
School and Teaching Hospital in Pilsen, Czech Republic
and in the Department of Hematology and Oncology of
the same institution. Adult patients ([18 years) fulfilling
generally accepted criteria for septic shock [17], with
(NSS group) or without (SS group) neutropenia [defined
as absolute neutrophil count (ANC) \1 9 109/L] and
adult patients with drug-induced (chemotherapy- and/or
immunotherapy-induced) neutropenia (Table 2) without
infection (NEUTR group) were enrolled into the study.
Healthy volunteers to form the control group (CTRL
group) were recruited from ICU medical staff. Informed
consent was obtained from all subjects or their substi-
tutes-in-law (mechanically ventilated and/or unconscious
and/or consecutively deceased patients).

Demographics

Demographic variables such as race, gender, age, source
of infection, severity of illness scores [Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation Score II (APACHE II),
Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA)],
ICU mortality, and in-hospital mortality were collected.

Hemodynamic and laboratory measurements

The measurement of systemic hemodynamics included heart
rate (HR), mean arterial blood pressure (MAP), central
venous pressure (CVP), and central venous oxygen satura-
tion (ScvO2). Laboratory assessment of pH, base excess
(BE), arterial partial pressure of oxygen (paO2), arterial
partial pressure of carbon dioxide (paCO2), arterial lactate,
blood count [particularly white blood cells/absolute neutro-
phil count (WBC/ANC), hemoglobin (Hb), and platelets
(PLT)] were performed. Complementary data indicating
application and dose of vasoactive and inotrope agents
(noradrenaline/norepinephrine, dobutamine, levosimendan,
etc.) as well as analgosedation were recorded.

Microcirculation assessment and analysis

The microcirculatory network was evaluated in the sub-
lingual mucosa region using an orthogonal polarization
spectral (OPS) imaging enhanced by sidestream dark-field
technology (OPS-SDF) device (Microscan; MicroVision
Medical, Amsterdam, The Netherlands) [18]. A number
of cautions and recommended steps were followed to
obtain video sequences of adequate quality to ensure
sufficient reproducibility (see also the Electronic Sup-
plementary Material, ESM1). Skilled researchers
(T.K., J.Ch. and R.S.) performed bedside video acquisi-
tion and image analyses. After gentle removal of saliva,
steady video recordings of at least 20 s from five different
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sublingual areas were obtained while avoiding pressure
artifacts and stored as anonymous code-marked (random
number generator) AVI files on hard drive to allow
subsequent computerized frame-by-frame analysis [19].
Video clips were assessed in blinded fashion using
dedicated software (Microscan Analysis Software and
Automated Vascular Analysis v3.0; MicroVisionMedi-
cal, Amsterdam, The Netherlands) following the
recommended workflow within the software environ-
ment to get steady video loops. Their quantitative
analysis is represented by total vascular density (TVD),
calculated as total length of microvessels of diameter
\20 lm divided by total surface of respective area
(expressed as mm/mm2). Next, vessel perfusion was
categorized visually as present (continuous flow for at
least 20 s), absent (no flow for at least 20 s), or inter-
mittent (at least 50 % of the time with no flow). The
proportion of perfused vessels (PPV, %) was calculated
as follows: 100 9 (total number of vessels - [no
flow ? intermittent flow])/total number of vessels. Per-
fused vessel density (PVD) was then derived by
multiplying vessel density (TVD) by the proportion of
perfused vessels (PPV). Semiquantitative software-
assisted analysis of microvascular blood flow heteroge-
neity was expressed by mean flow index (MFI) and flow
heterogeneity index (FHI) as described in literature [10,
19, 20] to characterize heterogeneity of blood flow in
different clinical states. TVD, PVD, PPV, and MFI
scores were calculated from all five different sublingual
areas of each study subject and then averaged (see also
the Electronic Supplementary Material, ESM2).

Study protocol

Demographic, clinical, and laboratory data together with
the first set of sublingual microcirculation OPS-SDF
image recording were collected within the first 24 h after
septic shock and/or neutropenia development (time-
point 1, TP1). The second set of data collection was
performed within 24 h after shock and/or neutropenia
resolution (timepoint 2, TP2), defined as durable weaning
from vasoactive agent(s) and/or ANC [1 9 109/L per-
sisting for more than 24 h. In the control group, two sets of
data collection were gathered within an interval of 24 h.

Statistical analysis

After excluding normal distribution (Kolmogorov–Smir-
nov test), differences between study groups were analyzed
using Kruskal–Wallis one-way analysis of variance
(ANOVA) on ranks. Differences between the two time-
points within one group were tested using Mann–Whitney
rank-sum test. p \ 0.05 was considered significant. Data
are showed as median (M) and interquartile range (IQR) if
not stated otherwise.

Results

Study population characteristics and demographics are
summarized in Tables 1 and 2. Seventeen patients with

Table 1 Demographic characteristics

Variable Septic shock (SS) Septic shock with
neutropenia (NSS)

Neutropenia
(NEUTR)

Controls
(CTRL)

No. of subjects 9 8 7 13
Male gender (%) 7 (77.8) 7 (87.5) 4 (57.1) 10 (76.9)
Age (years) 77 (55.8; 81.3)*,#,� 62 (45.5; 63.5)* 56 (47.5; 63.0)* 36 (34.0; 41.0)
Infection source (%)
Pneumonia 4 (44.4) 6 (75.0) N/A N/A
Intraabdominal 3 (33.3) 2 (25.0) N/A N/A
Genitourinary 2 (22.3) 0 (0) N/A N/A

APACHE II 22 (22; 35) 21 (19; 23) N/A N/A
SOFA 16 (12; 17) 16.5 (11; 17) N/A N/A
Mechanical ventilation (%) 9 (100) 7 (87.5) 0 (0) N/A
ICU mortality (%) 2 (22.2) 4 (50) N/A N/A
In-hospital mortality (%) 6 (66.7) 4 (50) N/A N/A
Duration of septic shock (days) 5 (4; 5) 5 (4; 12) N/A N/A
Duration of neutropenia (days) N/A 7 (4; 12) 20 (13; 21) N/A
Chemoth./immunoth.–TP1

interval (days)
N/A 11 (8; 119)§ 6 (4; 6) N/A

TP1–TP2 interval (days) 4 (3; 4)� 4 (3; 12)§ 16 (13; 23) 1 (1; 1)
G-CSF Rx, number (%) 0 5 (62.5) 1 (14.3) N/A

APACHE II Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Score II, SOFA Sequential Organ Failure Assessment Score, ICU
intensive care unit, G-CSF Rx granulocyte colony-stimulating
factor (filgrastim) application

* Statistical significance versus CTRL (p \ 0.05); # statistical
significance SS versus NSS (p \ 0.05); � statistical significance SS
versus NEUTR (p \ 0.05); § statistical significance NSS versus
NEUTR (p \ 0.05)

Author's personal copy



septic shock (9 without and 8 with neutropenia), 7
infection-free neutropenic patients, and 13 controls were
enrolled. Six individuals with septic shock died in the
ICU. Eleven patients who recovered from septic shock
and/or neutropenia were accessible for the TP2 follow-up.
The TP1–TP2 interval did not differ between the two
septic shock groups (SS and NSS), but was significantly
longer in the NEUTR group. All seven neutropenic
patients without infection had uneventful recovery and
were discharged from the hospital.

Systemic hemodynamic and laboratory variables

Hemodynamic and laboratory variables as well as vaso-
pressor support were comparable between SS and NSS
groups (Table 3). By definition, patients in NSS and
NEUTR groups had significantly lower number of ANC
as compared with SS and CTRL groups. Similarly, the
number of circulating platelets was markedly lower in
NSS and NEUTR patients. Severity of pancytopenia was
identical in both NSS and NEUTR group. In this cohort,
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF, filgrastim
48MU, 0.48 mg/day) was prescribed to shorten the neu-
tropenic period in five (62.5 %) and one (14.3 %) cases,
respectively.

Microcirculation variables

Sublingual microcirculation characteristics expressed as
TVD, PVD, PPV, MFI, and FHI are shown in Table 4 and
Figs. 1, 2 (see also the Electronic Supplementary Mate-
rial, ESM3). Compared with healthy controls, there were
statistically significant derangements in all measured
microvascular parameters in both SS and NSS groups. No
differences were detected between septic shock patients
without neutropenia (SS group) and those with leukocyte
depletion (NSS group) at TP1. Surprisingly, the micro-
circulatory assessment of infection-free patients with
neutropenia (NEUTR group) also revealed significant
alterations in all microvascular variables. Although the
microvascular changes failed to normalize completely in
all three groups of patients (SS, NSS, NEUTR), there was
a trend towards better recovery in MFI and FHI variables
in NSS as compared with SS patients.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first clinical study
reporting evaluation of microvascular changes in septic
shock patients with chemotherapy-induced cytopenia.

Table 2 Characteristics of neutropenic groups (NSS and NEUTR)

Patient Group Hematologic
disease

Disease status SCT Chemotherapy/immunotherapy G-CSF Mortality

1 NSS MDS RAEB II PR No Idarubicin ? cytosine arabinoside ?
mitoxantrone

Yes Yes

2 B-ALL CR No Idarubicin ? cytosine arabinoside ?
etoposide

No No

3 AML/MDS
RAEB II

Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside No Yes

4 CLL PR No Dexamethasone ? carmustine ?
etoposide ? cytosine arabinoside ?
melphalan

Yes Yes

5 CLL Progression No Fludarabine ? rituximab ? alemtuzumab Yes Yes
6 AML CR alloPBSCT Fludarabine ? melphalan Yes Yes
7 B-ALL CR alloPBSCT Busulfan ? cyclophosphamide Yes No
8 AML/APL Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside ?

mitoxantrone
No No

9 NEUTR B-ALL Newly diagnosed No Daunorubicin ? vincristine ?
prednisone ? imatinib

No No

10 B-ALL Newly diagnosed No Daunorubicin ? vincristine ? prednisone No No
11 AML/MDS Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside No No
12 AML Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside No No
13 AML CR No Idarubicin ? cytosine arabinoside ?

mitoxantrone
Yes No

14 AML Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside No No
15 AML Newly diagnosed No Idarubicin ? cytosine arabinoside No No

SCT stem cell transplantation/bone marrow transplantation, G-CSF
granulocyte colony-stimulating factor, MDS myelodysplastic syn-
drome, MDS RAEB MDS refractory anemia with excess of blasts,
B-ALL acute B-lymphocytic leukemia, AML acute myeloid

leukemia, CLL chronic lymphocytic leukemia, APL acute promy-
elocytic leukemia, PR partial remission, CR complete remission,
alloPBST allogeneic peripheral blood stem cell transplantation
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Table 3 Hemodynamic and laboratory variables

Variable Group TP1 TP2

MAP (mmHg) SS 77 (74; 80)*,� 81 (76; 86)�,�

NSS 77 (74; 82)*,§ 82 (80; 95)§,�

NEUTR 97 (95; 98) 91 (85; 96)
CTRL 93 (78; 103) 93 (83; 102)

Noradrenaline (lg/kg/min) SS 0.6 (0.3; 0.8) 0 (0; 0)�

NSS 0.5 (0.3; 1.0) 0 (0.0; 0.1)�

NEUTR N/A N/A
CTRL N/A N/A

HR (min-1) SS 92 (80; 121)* 89 (73; 92)
NSS 110 (85; 116)*,§ 86 (72; 93)
NEUTR 73 (65; 83) 87 (78; 89)�

CTRL 68 (62; 72) 70 (60; 77)
CVP (mmHg) SS 11 (8; 12)� 11 (10; 13)�

NSS 10 (9; 15)§ 9 (7; 12)
NEUTR 4 (2; 6) 5 (3; 8)
CTRL N/A N/A

pH SS 7.35 (7.31; 7.38)� 7.49 (7.45; 7.52)�

NSS 7.42 (7.38; 7.44) 7.49 (7.45; 7.52)
NEUTR 7.46 (7.44; 7.47) 7.47 (7.40; 7.48)
CTRL N/A N/A

paO2 (kPa) SS 11.1 (9.2; 13.2) 11.0 (10.7; 15.3)
NSS 12.8 (10.9; 16.2) 16.0 (13.6; 19.0)
NEUTR 10.9 (10.2; 12.2) 11.1 (9.4; 12.1)
CTRL N/A N/A

paCO2 (kPa) SS 5.6 (4.9; 6.4) 5.7 (4.8; 5.9)
NSS 5.0 (3.6; 5.5) 5.1 (4.7; 5.5)
NEUTR 4.3 (4.3; 4.6) 4.8 (4.7; 5.4)
CTRL N/A N/A

BE SS -2.2 (-7.0; 2.8) 6.5 (4.1; 8.3)�

NSS -1.7 (-6.9; 1.7) 4.5 (3.2; 8.7)
NEUTR 0 (-1.4; 0.6) 1.6 (0.8; 5.3)
CTRL N/A N/A

SaO2 (%) SS 95 (92.7; 98) 97 (96; 98)
NSS 98 (96; 98) 98 (96; 99)
NEUTR 98 (97.8; 98.2) 97 (95; 98)
CTRL N/A N/A

ScvO2 (%) SS 72 (66; 76) 75 (72.2; 77.8)
NSS 68.5 (59.0; 71.5) 66 (55.5; 72.0)
NEUTR 65 (62.7; 68.0) 76 (71.5; 78.0)
CTRL N/A N/A

a-lactate (mmol/l) SS 2.9 (1.9; 4.5) 1.8 (1.2; 2.0)�

NSS 3.0 (1.3; 6.2) 1.8 (1.2; 2.3)�

NEUTR 0.9 (0.6; 2.2) 0.9 (0.8; 0.9)
CTRL N/A N/A

Hb (g/L) SS 109 (100; 132)#,� 91 (89; 122)
NSS 92 (80; 94) 95 (88; 98)
NEUTR 79 (76; 89) 98 (90; 105)�

CTRL N/A N/A
ANC (9109/L) SS 25.1 (14.7; 32.4)#,� 12.3 (10.2; 20.4)#,�,�

NSS 0.3 (0.2; 0.8) 1.9 (1.6; 5.4)�

NEUTR 0.7 (0.4; 0.8) 2.3 (2.0; 4.8)�

CTRL N/A N/A
Platelets (9109/L) SS 196 (127; 332)#,� 216 (115; 298)

NSS 12 (10; 14) 22 (12; 396)
NEUTR 17 (14; 24) 95 (50; 209)�

CTRL N/A N/A
CRP (mg/L) SS 212 (160; 268)� 111 (95; 214)#,�,�

NSS 314 (153; 357)§ 35 (24; 67)§,�

NEUTR 12 (3; 26) 8 (5; 10)
CTRL N/A N/A

aPTT (s) SS 34.2 (32.8; 43.9) 35.6 (31.1; 37.8)
NSS 40.0 (35.9; 48.8) 33.4 (27.9; 48.4)
NEUTR 34.4 (32.3; 40.0) 33.6 (28.2; 35.8)
CTRL N/A N/A
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Direct visualization of sublingual microcirculation
revealed that both the character and magnitude of micro-
vascular alterations observed in septic patients with
chemotherapy-induced severe leukocyte and platelet
depletion did not differ from those seen in noncytopenic
septic patients. Surprisingly, chemotherapy-induced
cytopenia per se was associated with similar significant
alterations of sublingual microcirculation.

Several clinical studies carried out over the past
decade have demonstrated marked alterations in micro-
vascular perfusion during sepsis [4, 9, 10]. Although a
limited number of clinical studies reported the same
microvascular variables, the magnitude of the changes
observed in our study corresponds to those reported
previously [10, 21, 22] (see also the Electronic Supple-
mentary Material, ESM4). Similarly, emerging evidence
supports the key participation of circulating leukocytes in
mediating microvascular dysfunction in various states of

Table 3 continued

Variable Group TP1 TP2

INR SS 1.6 (1.4; 1.7)� 1.2 (1.2; 1.4)�

NSS 1.7 (1.6; 2.0)§ 1.3 (1.2; 1.7)§

NEUTR 1.1 (1.1; 1.2) 1.2 (1.1; 1.2)
CTRL N/A N/A

MAP mean arterial pressure, HR heart rate, CVP central venous
pressure, paO2 arterial partial pressure of oxygen, paCO2 arterial
partial pressure of carbon dioxide, BE base excess, SaO2 arterial
(hemoglobin) oxygen saturation, ScvO2 central venous oxygen
saturation, a-lactate arterial lactate, ANC absolute neutrophil count,
Hb hemoglobin, CRP C-reactive protein, aPTT activated partial
thromboplastin time, INR international normalized ratio (PT)

* Statistical significance versus CTRL (p \ 0.05); #statistical sig-
nificance SS versus NSS (p \ 0.05); �statistical significance SS
versus NEUTR (p \ 0.05); §statistical significance NSS versus
NEUTR (p \ 0.05); �statistical significance versus TP1 (p \ 0.05)

Table 4 Vessel density and perfusion variables

Variable Group TP1 TP2

TVD
(mm/mm2)

SS 8.8 (8.7; 9.0)* 9.3 (9.2; 9.4)*,�

NSS 8.8 (8.2; 8.9)* 9.3 (9.3; 9.4)*,�

NEUTR 9.1 (9.1; 9.3)*,§ 9.6 (9.2; 9.9)*
CTRL 12.6 (11.2; 15.8) 12.5 (11.9; 13.7)

PVD
(mm/mm2)

SS 6.3 (6.1; 6.7)* 7.8 (7.2; 7.8)*,�

NSS 6.1 (5.7; 6.5)* 7.7 (7.6; 7.9)*,�

NEUTR 6.9 (6.3; 7.1)* 8.4 (7.8; 8.6)*,�

CTRL 12.5 (11.2; 15.6) 12.5 (11.9; 14.1)
PPV (%) SS 71.6 (69.8; 72.0)* 79.6 (77.9; 81.2)*,�

NSS 68.9 (67.3; 71.2)* 81.9 (81.0; 85.7)*,�

NEUTR 73.3 (72.0; 76.1)* 86.7 (83.3; 88.0)*,#,�

CTRL 98.7 (98.4; 99.1) 99.0 (98.2; 99.3)

TVD Total vascular density (mm/mm2), PVD perfused vessel
density (mm/mm2), PPV (%) proportion of perfused vessels
* Statistical significance versus CTRL (p \ 0.05); #statistical sig-
nificance SS versus NEUTR (p \ 0.05); §statistical significance
NSS versus NEUTR (p \ 0.05); �statistical significance versus TP1
(p \ 0.05)

Fig. 1 Mean flow index (MFI [1]) in patients with septic shock
(SS; n = 9), septic shock with cytopenia (NSS; n = 8), cytopenia
without sepsis (NEUTR; n = 7), and healthy volunteers (CTRL;
n = 13) at baseline (TP1) and after resolution of septic shock and/
or neutropenia (TP2). *Statistical significance versus CTRL group
(p \ 0.05); #statistical significance SS versus NSS (p \ 0.05);
�statistical significance versus TP1 (p \ 0.05)

Fig. 2 Flow heterogeneity index (FHI [1]) in patients with septic
shock (SS; n = 9), septic shock with cytopenia (NSS; n = 8),
cytopenia without sepsis (NEUTR; n = 7), and healthy volunteers
(CTRL; n = 13) at baseline (TP1) and after resolution of septic
shock and/or neutropenia (TP2). *Statistical significance versus
CTRL group (p \ 0.05); #statistical significance SS versus NSS
(p \ 0.05); �statistical significance versus TP1 (p \ 0.05)
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acute inflammation [1, 23, 24]. Mechanisms whereby
activated leukocytes contribute to microcirculatory failure
include increased neutrophil–endothelial, neutrophil–
platelet, and neutrophil–red blood cell interactions in the
inflamed microcirculation, all resulting in leukocyte
capillary plugging and release of a broad spectrum of
cytotoxic mediators [24]. It is therefore reasonable to
speculate that neutrophil depletion could provide some
protection against sepsis-induced alterations in micro-
vascular perfusion. In support of this notion, several
experimental studies showed preserved microcirculatory
functions in neutrophil-depleted animals challenged with
ischemia/reperfusion insult [14–16, 25–29]. In addition,
adhesion molecules-deficient mice exhibited improved
capillary blood flow during gut ischemia/reperfusion
injury [30]. Similarly, neutrophil depletion attenuated
pulmonary vasomotor dysfunction in endotoxin-induced
acute lung injury [31]. Finally, abnormal sublingual
microvascular blood flow and its normalization were
reported in a patient diagnosed with and treated for
chronic myeloid leukemia [32].

Nonetheless, the examination of the microcirculation
in our study has shown that neutrophil depletion did not
afford any measurable protection against sepsis-mediated
microvascular failure. From this finding, it could be
argued that circulating peripheral leukocytes might not be
a dominant prerequisite for microcirculatory distress in
sepsis. Indirect support for the notion that the action of
neutrophils is not required in the genesis of microvascular
and tissue injury was provided by an earlier study
showing the development of acute respiratory distress
syndrome even in patients with profound neutropenia
[33]. On the other hand, our results cannot refute the
pivotal role of residual neutrophils sequestered in the
microvasculature [1]. Indeed, Hirsh et al. [34] hypothe-
sized that failure of cyclophosphamide–induced severe
neutropenia to protect mice from sepsis-induced acute lung
injury could be ascribed to the persistence of residual lung
polymorphonuclear cells. Furthermore, the presence of
cellular subset of neutrophils with specific phenotype, level
of activation, and secretory profile seems to be more
important than their absolute count [1]. Not only activated
neutrophils themselves are able to trigger microcirculatory
changes. The role of natural killer cells (NK cells) and/or
dendritic cells, potent immunomodulatory elements [35,
36], should be taken into consideration. Moreover, there are
other mechanisms, not assessed in our study, that are
capable of promoting microvascular changes, such as
endothelial cell injury resulting from direct toxicity of
cytokines and free radicals or activation of coagulation
cascade leading to the formation of widespread microvas-
cular thrombosis [37]. Finally, direct chemotherapy-driven
endothelial injury preceding the development of sepsis
might have outweighed the potentially protective effects of
profound leukocyte depletion.

Since all neutropenic patients had concomitant severe
chemotherapy-induced thrombocytopenia, one could also
consider the role of low platelet count in microvascular
responses to sepsis. Indeed, there is growing evidence for
the involvement of platelets in the microvascular dys-
function under conditions of systemic inflammation [38–
41]. Like leukocytes, platelets produce a large number of
chemokines that have the potential to impair endothelial
barrier function [38]. Given these considerations, platelet
depletion occurring before an onset of sepsis could
actually be perceived as protective against sepsis-induced
microvascular alterations. However, our data suggest that
even profound thrombocytopenia does not alter the septic
microvascular phenotype seen on OPS imaging.

As mentioned above, the finding of microvascular
derangements seen even in sepsis-free patients with che-
motherapy-induced cytopenia represents another
important and striking feature of the present study. To our
knowledge, this is the first evidence obtained from
directly visualized microcirculation to show that chemo-
therapy per se might be associated with microvascular
toxicity. The absence of any apparent acute illness or
organ dysfunction in these patients raises the as yet
unrecognized possibility of chemotherapy-triggered,
albeit clinically hidden, endothelial toxicity [42–45]. The
chemotherapeutic regimen used in our patient population,
in particular anthracyclines and cytosine arabinoside,
carries potential toward direct [46] as well as indirect [via
reactive oxygen species/nitric oxide synthase (NOS)
pathway] [37] endothelial cell injury. Moreover, expres-
sion of adhesion molecules (integrins, cadherins) and
subsequently intercellular connections/interactions of
endothelial cells are modified or disrupted when treated
with such chemotherapeutics [46]. Alternatively, the role
of residual circulating activated hematological tumor cells
and/or various cytokines released from them after che-
motherapy-induced cell lysis in mediating microvascular
alterations should also be taken into consideration [47–
49]. However, the significance of this observation remains
unclear and warrants further studies.

Interestingly, the recovery of microvascular changes
in cytopenic septic patients was significantly better in
terms of blood flow heterogeneity (MFI and FHI) as
compared with septic patients without neutropenia. The
exact reason for this observation is not readily apparent.
Despite comparable resolution of septic shock state, we
can speculate that the control of sepsis could have been
better in cytopenic septic shock patients as suggested by
more rapid, more prominent reduction in C-reactive pro-
tein [50]. The role of persistent thrombocytopenia in the
microvascular repair is tempting, but purely speculative.
Of note, in previous studies neutropenia recovery has
been associated with worsening of pulmonary dysfunc-
tion, in particular when supported by granulocyte colony-
stimulating factor [51]. In this context, our study did not
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reveal microvascular toxicity related to the neutropenia
recovery.

There are some limitations to our study that should be
mentioned. First, one should take into account limitations
of the method used for microvascular assessment in our
study [8]. The OPS technique provides optical imaging of
hemoglobin-containing microvascular structures, without
allowing us to analyze leukocyte–endothelial interactions
directly. Therefore, our approach provides only a rough
estimate of the changes, and moderate or more subtle
microcirculatory alterations could not be detected. In
addition, relatively low number of subjects in all groups
could limit the power to disclose differences. Further-
more, our control group was not age-matched. Hence, one
could argue that control values in the control group might
have been different in age-matched individuals because of
microvascular aging and/or comorbidities. Nevertheless,
Boerma et al. [21] measured the same values of MFI
obtained at the stoma site of otherwise healthy outpatient
individuals with median age of 59 years. Finally, a
number of molecular events that might play a role in the

microvascular dysfunction in sepsis were not examined.
These include leukocyte/neutrophil functional analysis,
assessment of leukocyte–endothelial interaction(s), adhe-
sive molecules, as well as markers of endothelial
dysfunction.

Within the boundaries of the limitations, our study
showed that profound chemotherapy-induced cytopenia
did not modify the pattern of sepsis-induced microvas-
cular dysfunction. Although our study could suggest that
even profound neutropenia and thrombocytopenia do not
render microcirculation more resistant to sepsis-induced
microvascular distress, the role of residual polymorpho-
nuclear cells and platelets cannot be excluded. The
mechanisms and consequences of microvascular changes
associated with myeloablative chemotherapy warrant
further investigation.
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ABSTRACT—Critical illness, such as sepsis or septic shock with multiple organ dysfunction syndrome, is the leading
cause of morbidity and mortality in intensive care units. The complexity of critical illness requires a robust methodology to
explore the underlying mechanisms. Proteomics represents a powerful postgenomic biotechnology used for simultaneous
examination of a large number of proteins or the proteome. Recent progress in proteomic techniques allows thorough
evaluation of molecular changes associated with critical illness, thereby permitting to identify novel biomarkers and
therapeutic targets. This review provides an update on the recent progress and potential of rapidly evolving proteomics
approach to facilitate new discoveries in the field of critical care medicine.

KEYWORDS—Biomarker, gel electrophoresis, intensive care, mass spectrometry, organ failure

INTRODUCTION

Critical illness, such as sepsis or septic shock with multiple

organ dysfunction syndrome (MODS), is a life-threatening

condition, which frequently leads to death even if treated

properly. It is the leading cause of death among patients in

nonYcoronary intensive care units, killing approximately 20%

to 50% of severely affected patients (1). In recent years,

exciting advances have been made in the understanding of

the pathophysiology and treatment of sepsis. Pathogens, via

their microbial-associated molecular patterns, trigger sequen-

tial intracellular events in immune cells, endothelium, and

the neuroendocrine system. Proinflammatory mediators (TNF-

!, IL-1", IL-6, prostaglandins, leukotrienes, platelet activating

factor (PAF), proteases, reactive oxygen species, NO, adhe-

sive molecules, etc.) that contribute to eradication of invading

microorganisms are produced, whereas the anti-inflammatory

mediators (IL-4, IL-10, IL-13, transforming growth factor ",

etc.) control this response (2). The inflammatory response

leads to damage to host tissues, whereas the anti-inflamma-

tory response causes leukocyte reprogramming and changes in

immune status. Although this concept is generally accepted,

the exact signal transduction and other molecular pathways

during the deregulated inflammatory response remain

obscure. Stepping forward onto the molecular level, we can

precisely identify these signaling messengers (intracellular,

intercellular, and/or interorgan) and biomarkers for rapid and

accurate diagnosis and monitoring, discover the exact mech-

anisms of organ dysfunction, develop new drugs, and monitor

their therapeutic effects.

The sequencing of the human genome (Human Genome

Project) and that of numerous pathogens have opened the door

for proteomics by providing a sequence-based framework for

mining proteomes. There are approximately more than 30,000

human genes defined by DNA sequencing (3, 4), but an exact

assessment of the total number of proteins is more difficult to

establish. In addition, different types of posttranslational mod-

ifications or interactions with other proteins contribute to the

changes in biological activities of proteins, thereby greatly

expanding the total number of molecules in the proteome,

reaching more than 1,000,000 distinct variants (5). Hence, the

proteome is not a stable invariant mixture of proteins, but it is

a highly dynamic complex of distinct subproteomes specific

to a body tissue, cell, organelle, or biological fluid. Alterna-

tively speaking, gene expression studies can accurately predict

neither the structure and dynamics nor the function of re-

spective proteins. In this context, it was thought that mRNA

levels could be used for approximation of protein expres-

sion and activity. However, the poor correlation between

them clearly underscores the need for large-scale proteomics

studies (6). Importantly, because proteins carry out the func-

tion of genes, the knowledge of proteome is expected to pro-

vide fundamental information about cellular functions, both

under physiological and pathological conditions. Indeed, pro-

teins lie at the heart of human physiology, comprising ion

channels, enzymes, chemical messengers, and the infrastruc-

ture, allowing a biological system to function. Similarly, as

virtually all disease states are caused by alterations in pro-

tein expression and modifications, the identification of these

changes by proteomic analysis is of utmost importance to re-

veal relevant drug targets, therapeutic proteins and disease bio-

markers. In support of this concept, approximately one third
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from newly released drugs are protein-based biologics, such

as monoclonal antibodies and growth factors.

A BRIEF OVERVIEW OF PROTEOMICS AND
TECHNICAL CONSIDERATIONS

The term proteome was first defined and introduced by

Wilkins et al. (7) to describe the protein complement encoded

by the genome. There are several definitions for proteomics,

for example, Bthe systematic analysis of proteins for their

identity, quantity, and function[ described by Peng and Gygi

(8). The term proteomics has also evolved to mean large-scale

analysis of proteins including all isoforms, modifications, and

their interactions between these molecules as well as the des-

cription of their structure and higher-order complexes. The

primary goal of proteomic research is to provide a deeper

understanding of the role of specific proteins in health and/or

disease (9Y11). Proteomic approaches can be subdivided into

three distinct types: structural, expressional, and functional

proteomics (12). Structural proteomics aims to map nature

and structure of all proteins within cell or particular organelles

(e.g., mitochondria). Expressional proteomics provides quan-

titative measures and comparisons of proteins between

samples from different biological states (normal versus

diseased, native versus manipulated, etc.). The goal of

functional proteomics is to identify proteins that undergo

changes in response to a specific biological condition (e.g.,

protein-protein interactions, posttranslational modifications,

subcellular localization). Especially functional proteomics has

the potential to better understand molecular mechanisms

involved in sepsis and MODS (13). Incorporating data from

proteomic studies to disease-specific histopathology, tradi-

tional functional and biochemical measurements, imaging

techniques, and clinical outcomes should yield significant

breakthroughs in our molecular understanding of sepsis and

MODS (14).

Although technological armamentarium used in proteo-

mics is rapidly evolving, currently, no single methodology

has the capacity to address all the analytical challenges. Com-

monly used methods for current proteomics studies include

two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) followed by

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry (MALDI-TOF MS), liquid chromatography

coupled to electrospray ionizationYtandem MS (LC-ESI MS/

MS), surface-enhanced laser desorption/ionization coupled to

TOF MS (SELDI-TOF MS), capillary electrophoresis coupled

to MS, and microarrays. Among these techniques, each of

them has both advantages and limitations. Two-dimensional

gel electrophoresis is available in most of proteomics lab-

oratories and is simple to perform. However, 2-DE is time-

consuming and not applicable for proteins or polypeptides

smaller than 10 kDa or larger than 200 kDa. Its use is still

limited for highly hydrophobic proteins (8). Liquid chroma-

tography coupled to tandem MS (LC-MS/MS) offers the

advantage of high sensitivity together with automation, but it

is counterbalanced by rather time consumption and possibly

excessive sensitivity for interfering compounds (15). More-

over, quantitative analysis using LC-MS/MS is rather com-

plicated. Surface-enhanced laser desorption/ionization

coupled to TOF MS is an easy-to-use system with an

automation and high-throughput manner. Only a small amount

(i.e., G10 2L) of biological sample is required for SELDI-TOF

MS analysis. However, the information obtained from SELDI-

TOF MS is restricted only to a particular group of proteins

(based on type of the chip), and its reproducibility has to be

concerned (15). Capillary electrophoresis coupled to MS is

another sensitive and high-throughput system that requires

only a small sample quantity. However, it is not well suited

for analysis of proteins with molecular masses greater than

20 kDa (15). Microarrays technology is one of the ideal

methods for proteome profiling (16). This approach allows the

high-throughput profiling of multiple proteins in the sample

and offers an opportunity to discover low-molecular-weight

biomarkers that may be missed by other (more commonly

used) techniques (17). Nevertheless, its applications are still

limited by the difficulty to make the arrays to cover all the

urinary proteins and the availability of antibodies or other

ligands (17). Other limitations include the conservation of

protein functionality during immobilization, as well as the

provision of the required absolute and relative sensitivity (17).

PROTEOMIC ANALYSIS OF CRITICAL ILLNESS
USING ANIMAL MODELS

The analysis of various experimental species in the large-

scale identification of tissue and biological fluids is important

for the progress in the understanding of molecular mecha-

nisms involved in critical illness. In particular, the utilization

of clinically relevant models integrating information about

protein changes in diseased tissues with other pathophysio-

logical data is expected to reveal novel disease mechanisms,

drug targets, and biomarkers (Table 1).

The pathogenic mechanisms underlying sepsis are still

largely unknown, but it is likely that significant alterations in

mitochondrial function underlie the disease processes and de-

termine their progression and outcome (18). Crouser et al.

(19) analyzed cat liver mitochondrial protein (MP) expression

patterns during acute normotensive, resuscitated endotoxemia

to discover novel insights into mitochondrial responses to acute

systemic inflammation. Fourteen differentially expressed pro-

teins involved in a number of critical liver functions were iden-

tified in samples obtained 4 h after treatment. Increased

expressions of urea cycle enzymes, heat shock protein (HSP)

60, and manganese superoxide dismutase were detected,

whereas expressions of HSP-70, F1-ATPase, and key enzymes

regulating lipid metabolism were reduced. These differentially

expressed proteins may play a role in the endotoxin-induced

mitochondrial dysfunction contributing to the altered organ

function during endotoxemia. Another study investigating the

proteomic alteration of hepatic mitochondria during sepsis was

performed by Chen et al. (20) in rats with cecal ligation and

puncture (CLP)Yinduced sepsis. Using 2-DE, approximately

120 dominant spots were separated and visualized distinctly.

Among them, three spots with the same molecular weight

(56.4 kDa), MP1, MP2, and MP3, were significantly altered in

septic specimens. When subsequently analyzed by LC-MS/
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MS, these three spots all were revealed to be an identical

enzymeValdehyde dehydrogenase 2 (ALDH2), an important

protector against oxidative stress. Two variants of ALDH2,

termed MP1 and MP2, were downregulated, whereas MP3 was

upregulated during sepsis. Of note, the heat shock pretreatment

could preserve the ALDH2 activity 18 h after CLP. The

authors suggest that posttranslational modification in ALDH2

may play a functional role in the pathogenesis of sepsis and

provide a novel protective mechanism of heat shock treatment.

A comprehensive global analysis of plasma protein changes

during the evolution of sepsis represents another crucial step

to elucidate the mechanisms of septic pathophysiology and to

identify protein-based biomarkers. Ren et al. (21) monitored

the plasma proteomic responses to sepsis induced by CLP in a

mouse model. Although no significantly different plasma prote-

omes were detected at early stage of sepsis (4 h after CLP)

compared with sham animals, marked changes in plasma pro-

teins occurred 24 h after CLP. Moreover, most sepsis-responsive

TABLE 1. Summary of selected proteomics studies of critical illness using animal models

Publication
date Authors Proteomic technique Sample Disease model Findings

2006 Crouser et al. (19) 2-DE followed by LC-MS/
MS

Cat liver mitochondria Endotoxemia
induced by
LPS from E.
coli

During endotoxemia, mitochondrial levels of urea cycle enzymes,
HSP-60, and manganese superoxide dismutase were increased,
whereas HSP-70, F1-ATPase, and key enzymes regulating lipid
metabolism were decreased

2007 Chen et al. (20) 2-DE followed by LC-MS/
MS

Rat liver mitochondria Sepsis induced
by CLP

ALDH2 activity was preserved in heated septic rats, whereas it was
downregulated in nonheated objects; these results suggest
posttranslational modification; highly possible the phosphorylation
in ALDH2 may play a functional role in the pathogenesis of sepsis
and provide a novel protective mechanism of heat shock treatment

2007 Ren et al. (21) 2-DE followed by MALDI-
TOF/TOF MS/MS

Mouse plasma Sepsis induced
by CLP

Plasma levels of transferrin, hemopexin, kininogen, !-1-antitrypsin
precursor, leucine-rich !-2-glycoprotein, !-2YHS-glycoprotein,
!-1Yacid-glycoprotein, transthyretin, serum amyloid protein P,
apolipoprotein A-I precursor, and complement C3 were altered
during sepsis in mice; most of these altered proteins remained in
N-glycosylation status, but had changes of their N-glycans during
sepsis

2006 Duan et al. (22) 2-DE followed by MALDI-
TOF MS and nanoYLC-
ESI MS/MS

Rat skeletal muscle Cutaneous burn
together with
CLP

Transferrin, chaperone proteins (HSP-60, HSP-27, HSP-"6, and
GrpE protein homologue 1), and metabolic enzymes (ATP-
synthase " chain, cytochrome C oxidase polypeptide Va and Vb,
fatty acidYbinding protein, etc.) were all downregulated within the
burn-sepsis group; within the group of structural proteins, only
myosin regulatory light chain 2 was decreased, whereas MyBP-H,
actin, and parvalbumin ! were upregulated in burned-septic mice

2006 Chang et al. (23) 2-DE followed by MALDI-
TOF MS (and Western
blotting assay)

Rat RVLM Endotoxemia
induced by
LPS from E.
coli

HSP-60 redistributed form mitochondria to cytosol in the RVLM
ensured neuroprotection against fatal cardiovascular depression
during endotoxemia via reduced activation of the cytochrome
CYcaspase 3 cascade of apoptotic signaling

2005 Li et al. (24) 2-DE coupled with MALDI-
TOF MS (and Western
blotting assay)

Rat RVLM Endotoxemia
induced by
LPS from E.
coli

De novo synthesized HSP-70 in RVLP may provide neuroprotection
against cardiovascular depression during the fatal endotoxemia via
reduced activation of apoptotic signaling and enhancing the
sympathoexcitatory NOS I/PKG signaling pathway together with
inhibiting the sympathoinhibitory NOS II/peroxynitrite cascade in
the RVLP, respectively; HSP-90 seems to be ineffective in this
context

2006 Holly et al. (26) 2-D DIGE followed by
MALDI-TOF MS

Rat urine Sepsis induced
by CLP

Sepsis-induced ARF caused changes in urinary excretion of several
proteins including albumin, brush-border enzymes (e.g., meprin-
1!), and serine protease inhibitors; using the meprin-1! inhibitor
actinonin, animals treated with actinonin had lower serum
creatinine level compared with the vehicle-treated animals after
induction of sepsis

2007 Dear et al. (27) DIGE coupled with MALDI-
TOF MS (and Western
blotting assay)

Mouse livers Sepsis induced
by CLP

The inhibition of the CD147 receptor for cyclophilin attenuated sepsis-
induced acute renal failure and inflammatory response

2008 Grigoryev et al. (28) Functional genomic
analysis

Murine kidney and lung
tissues

Ischemic AKI The inflammatory transcriptome (109 genes) of both kidney and lungs
had similar changes on the innate immunity genes Cd14, Socs3,
Saa3, Lcn2, and Il1r2; functional genomic analysis of these genes
suggested that IL-10 and IL-6 signaling was involved in the distant
effects of local inflammation, and this was supported by increased
serum levels of IL-10 and IL-6 after I/R

2007 Shao et al. (62) Diagonal gel
electrophoresis coupled
with
LC-MS, SDS-PAGE (and
PCR)

Cell cultures, mouse
peritoneal
macrophages, mouse
diaphragm muscle

Sepsis/septic
shock induced
by LPS from E.
coli

Forty-one proteins directly cleaved by caspase 1 were identified;
among these were chaperones, cytoskeletal and translation
machinery proteins, and proteins involved in immunity; series
of unexpected proteins along the glycolytic pathway were also
identified, including aldolase, triose-phosphate isomerase,
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, !-enolase,
and pyruvate kinase; in vivo, stimuli fully activated caspase 1
(including sepsis) caused pronounced processing of these proteins
in the macrophages and diaphragm muscle

Adapted from Matejovic (61).
SDS-PAGE indicates sodium dodecyl sulfateYpolyacrylamide gel electrophoresis; MALDI-TOF/TOF indicates MALDI-TOF tandem MS; PCR,
polymerase chain reaction; MyBP-H, myosin-binding protein H; ARF, acute renal failure.
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proteins were upregulated with multiple modified forms. From

the clinical point of view, these results support the generally

accepted need for therapeutic intervention during the first 12 to

24 h of sepsis development, when the maximum of potentially

reversible changes takes place.

Skeletal muscle wasting is a serious complication of a wide

range of diseases including sepsis. Duan et al. (22) charac-

terized changes in the skeletal muscle proteome of rats sub-

jected to a cutaneous burn covering 20% of the total body

surface area, followed by sepsis induced by CLP 2 days later.

They identified 17 different spots representing 15 proteins

between the groups of burn-CLP and sham-sham. All the

spots were reliably identified through MALDI-TOF MS, and

identities of the spots for transferrin, ATP-synthase " chain,

and parvalbumin ! were further confirmed by nanoYLC-

ESI MS/MS analysis. As expected, transferrinVthe negative

acute-phase proteinVwas downregulated within the burn-

sepsis group. Chaperone proteins (HSP-60, HSP-27, HSP-"6,

and GrpE protein homologue 1) and metabolic enzyme group

(ATP-synthase " chain, cytochrome C oxidase polypeptide

Va and Vb, fatty acidYbinding protein, etc.) were all down-

regulated as well. Within the group of structural proteins, on-

ly myosin regulatory light chain 2 was decreased, whereas

myosin-binding protein H, actin, and parvalbumin ! were, as

the only three proteins within all detected ones, upregulated in

burned-septic mice. Taking together, the coordinated down-

regulation of chaperone proteins and metabolic enzymes sug-

gests that impaired cellular functions may contribute to the

mechanisms of muscle wasting in response to severe injury.

Moreover, in vitro induction of heat shock response as docu-

mented by chaperone expression protected against muscle

protein degradation. This finding supports the concept that the

decrease in chaperone proteins may sensitize to oxidative

stress, a potent inducer of muscle atrophy.

The neuroprotective role of HSP chaperones has recently

been evaluated using a proteomic approach. Chang et al. (23)

tried to evaluate the hypothesis that HSP-60 reduces cardio-

vascular fatality during brainstem death via antiapoptotic

action in the rostral ventrolateral medulla (RVLM) in the rat

model of endotoxemia. Two-dimensional gel electrophoresis

coupled with MALDI-TOF MS and Western blotting analysis

revealed a progressive augmentation of HSP-60 expression

in the RVLM after i.v. administration of Escherichia coli LPS

(30 mg/kg). Moreover, endotoxemia elicited approximately

60% fatality in these rats within 240 min compared with

100% mortality by 180 min if these animals were pretreated

with microinjection of an antiYHSP-60 antibody into the

bilateral RVLM 1 h before the induction of endotoxemia. The

authors concluded that HSP-60 redistributed form mitochon-

dria to cytosol in the RVLM ensured neuroprotection against

fatal cardiovascular depression during endotoxemia via re-

duced activation of the cytochrome CYcaspase 3 cascade of

apoptotic signaling. Li et al. (24) investigated the neuro-

protective role of the 70-kd HSP-70 and the 90-kDa HSP-90

using sequential samples taken from RVLM according to the

three phases of cardiovascular response during endotoxemia

as described by Chan et al. (25). The expression of HSP-70,

but not HSP-90, in the RVLM was augmented compared with

sham subjects. Functional blockade of HSP-70 in the RVLM

by an antiYHSP-70 antiserum or prevention of synthesis by an

antisense hsp-70 oligonucleotide exacerbated mortality or po-

tentiated the cardiovascular depression during the experiment.

These two studies support the neuroprotective role of de novo
synthesized HSP-60 and HSP-70 mediated by preventing car-

diovascular depression during the fatal endotoxemia via re-

duced activation of apoptotic signaling and the enhancing the

sympathoexcitatory NOS I/Protein Kinase G (PKG) signaling

pathway together with inhibiting the sympathoinhibitory NOS

II/peroxynitrite cascade in the RVLP, respectively. The HSP-

90 seems to be ineffective in this context.

With an effort to discover novel biomarkers and poten-

tial drug targets, Holly et al. (26) compared the urinary pro-

teomics in the cohort of CLP-induced septic rats with acute

kidney injury (AKI) and in the subgroup of the ones that did

not develop AKI. They identified three groups of proteins

with relative expression difference. Circulating proteins (such

as albumin) were increased; serine protease inhibitors

were decreased, and Bkidney-specific[ proteins were either in-

creased (aminopeptidase) or decreased (meprin-1!). Alto-

gether, 30 differentially expressed proteins were detected.

Subsequently, actinonin, an inhibitor of the brush-border

enzymes (especially meprin-1!), was given to the CLP mouse

model at 0 and 6 h after surgery. Mice treated with actinonin

had significantly lower serum creatinine level compared with

placebo-treated group 24 h after CLP. Difference in gel

electrophoresis (DIGE) has also been used to characterize

protein changes in the liver of mice with sepsis after CLP

(27). In this study, dynamic changes in the liver proteome

revealed that the spectrum of altered proteins differed from 6

to 24 h. These altered proteins had a range of functions such

as acute-phase response, oxidative stress, NO metabolism,

coagulation, apoptosis, and mitochondrial functions. Impor-

tantly, the comparison of early and late protein changes en-

abled the authors to identify and validate candidate markers.

Indeed, the inhibition of the receptor (CD147) for one of these

proteins, cyclophilin, attenuated sepsis-induced acute renal

failure and inflammatory response. A number of studies in

humans and animal models have demonstrated that AKI could

have a significant effect on the function of extrarenal organs.

Grigoryev et al. (28) have identified transcriptomic and his-

tological changes in both kidney and lung tissues in the mu-

rine model of ischemic AKI. The inflammatory transcriptome

(109 genes) of both organs had similar changes on the innate

immunity genes Cd14, Socs3, Saa3, Lcn2, and Il1r2. Func-

tional genomic analysis of these genes suggested that IL-10

and IL-6 signaling was involved in the distant effects of local

inflammation, and this was supported by increased serum

levels of IL-10 and IL-6 after ischemia/reperfusion (I/R). This

study uncovers the important link between renal and remote

organ dysfunction/failure during AKI and suggests potential

candidate molecules for novel biomarkers and therapeutic

targets.

A limiting factor of these rodent animal models, which

might be of particular relevance in the context of proteomics, is

that their normal pattern of gene expression, regulation of in-

flammation, cardiovascular response to endotoxin or bacteria,
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or their tissue antioxidative capacity and susceptibility to oxi-

dative stress is rather different from that in larger mammals in-

cluding humans (29Y31).

PROTEOMIC ANALYSIS OF PATIENTS WITH
CRITICAL ILLNESS

Although the proteomic approach to study sepsis and

MODS in clinical setting is still in an early stage, some im-

portant data have been generated, making further exploratory

studies to better understand the molecular mechanisms and

pathophysiology of sepsis and MODS more feasible (14)

(Table 2).

Qian et al. (32) performed comparative proteome analysis

of human plasma after in vivo LPS administration using 2-DE

LC-MS/MS. They identified 804 nonimmunoglobulin plasma

proteins that expanded the known human plasma proteome.

There were 32 proteins whose plasma levels were signifi-

cantly increased 9 h after LPS administration. Twenty-eight of

them had not previously been identified as the upregulated

proteins during endotoxemia. They could play important roles

in the pathophysiology and regulation of the inflammatory

response. Using 2-DE coupled with MALDI-TOF MS,

Kalenka et al. (33) identified four differentially expressed se-

rum proteins between survivors and nonsurvivors at day 28

within the cohort of 18 patients with sepsis and/or septic

shock. Blood samples were obtained within the first 12 h after

the diagnosis. Three of the identified proteins (complement

factor B, haptoglobin, and clusterin) had decreased serum

levels in the subgroup of nonsurvivors, whereas serum level of

the !-1-B-glycoprotein was increased within this subgroup.

This pilot study suggests that early alterations in plasma levels

of some proteins in patients with septic shock could help to

identify at-risk patients. Similarly, the proteomic and genomic

technologies have been used to explore the responses to tho-

racoabdominal aortic aneurysm repair and to assess whether

the circulating plasma protein profile could discriminate be-

tween a dichotomous clinical outcome (34). Indeed, by deter-

mining seven plasma proteins that distinguished patients who

developed MODS from those who did not, the authors suggest

that plasma proteome may identify the outcome after visceral

I/R injury. Interestingly, many of these differences occurred

even before the surgical injury, indicating that not only ge-

netic predisposition but also pre-existing inflammatory state

may determine the subsequent development of MODS. In ad-

dition, urine proteomics applied in 40 patients after hema-

topoietic stem cell transplantation revealed 13 sepsis-specific

polypeptides allowing a distinction of patients with graft-

versus-host disease from those with sepsis with a specificity

of 97% and a sensitivity of 100% (35). Buhimschi et al. (36)

determined the relationship between four amniotic fluid pro-

teomic biomarkers (human neutrophil defensins 2 and 1,

calgranulins C and A) characteristic of intra-amnionic inflam-

mation, funisitis (i.e., perivascular infiltrates of inflammatory

cells that are considered as one of the strongest hallmarks of

microbial invasion of the amniotic cavity and fetal inflamma-

tory syndrome), and early-onset sepsis in premature neonates.

The mass restricted (MR) score of all women in preterm labor

was then generated and ranged from 0 to 4 (none to all bio-

markers present). The data revealed that calgranulin C had

the strongest association with clinically significant funisitis,

whereas calgranulin A had the strongest association with

early-onset sepsis. Amniotic fluid proteomic analysis showed

that women with MR scores 3 to 4 are more likely to have his-

tological funisitis and deliver neonates with early-onset sepsis.

Finally, Shen et al. (37) performed the human plasma protein

profiling after immunodepletion treatment to remove the most

abundant proteins (serum albumin, transferrin, haptoglobin,

antitrypsin, IgG, and IgA) from patients with systemic inflam-

matory response syndrome (SIRS) and sepsis. The unique

combination of immunodepletion with high-resolution protein

separation and MS analysis enabled the detection of approxi-

mately 3,000 lower-abundance plasma proteins and the ulti-

mate observation of 10 potential sepsis biomarkers with the

downregulation of seven proteins (complement component

C4, C-reactive protein precursor, plasminogen precursor, apo-

lipoprotein A-II, plasma protease C1 inhibitor precursor, trans-

thyretin precursor, and serum amyloid P-component precursor)

as well as the upregulation of three proteins (apolipoprotein A-I,

antithrombin-III precursor, and serum amyloid A-4 protein

precursor) observed in plasma from SIRS patients.

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) remains an

important cause of high morbidity, mortality, and health care

costs in critically ill patients (38). Nevertheless, no single pro-

tein marker identified by traditional laboratory methods has

demonstrated enough specificity and sensitivity to serve as a

reliable predictor of outcome. Recent advancements make pro-

teomics more practical and feasible for researchers in the field

of pulmonary medicine using bronchoalveolar lavage fluid

(BALF), lung tissue, and exhaled breath condensates as the

source of protein analysis (39). A detailed proteomic approach

to the study of pulmonary edema fluid and plasma in patients

with acute lung injury (ALI) was first used by Bowler et al.

(39). In their study, most of the proteins identified in edema

fluid were plasma proteins, supporting the theory of impaired

alveolocapillary barrier. Importantly, the authors showed that,

in contrast to normal subjects, most of ALI patients expressed

proteins with multiple posttranslational modifications (e.g.,

orosomucoid, haptoglobin) that would otherwise be over-

looked by other methods. Although some of these novel

changes could serve as new biomarkers, the significance of

revealed modifications warrants further studies. Liquid chro-

matography MS/MS was used by Schnapp et al. (40) to

further analyze the protein profile of BALF in ARDS. The

authors could demonstrate the role of insulinlike growth

factorYbinding protein 3 in repressing apoptosis of lung

fibroblasts in the pathogenesis of ALI/ARDS as this protein

was significantly overexpressed in patients at risk of ARDS

and with established ARDS. The highest level was found at

the early stage of ARDS, from days 1 to 3, with decreasing

level when the disease progressed. Proteomic analysis of

BALF also identified the potential importance of heparin-

binding epidermal growth factorYlike protein, the potent

mitogen, and chemotactic factor for fibroblasts which

may play a role in the fibroproliferative response during

ALI/ARDS.
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Acute kidney injury represents a significant but often

underrecognized problem in clinical medicine with high (and

permanently increasing) incidence, particularly in critically ill

patients (41Y44). Currently, there is a lack of precise bio-

markers that can be used for early diagnosis of AKI. Using

proteomics, a considerably large amount of data has recently

been generated resulting in the discovery of various AKI bio-

markers in plasma [Neutrophil Gelatinase-Associated Lip-

ocalin (NGAL) and cystatin C] and urine (NGAL, KIM-1, IL-

18, cystatin C, "1-microglobulin, fetuin-A, and meprin) (45).

Nguyen et al. (46) used the SELDI-TOF MS to identify

urinary biomarker patterns that predict AKI in patients

undergoing cardiopulmonary bypass. Their analysis revealed

a marked enhancement of protein biomarkers with molecular

masses of approximately 6.4, 28, 43, and 66 kDa, reaching

100% sensitivity and specificity for the prediction of AKI

after cardiopulmonary bypass. In another proteomic profiling

study in humans, Lefler et al. (47) characterized proteins

removed by continuous renal replacement therapy in a patient

with AKI. Proteins identified were albumin, apolipoprotein A-

IV, "2-microglobulin, lithostathine, mannose-binding lectin-

associated serine protease 2Yassociated protein, plasma reti-

nol-binding protein, transferrin, transthyretin, vitamin

DYbinding protein, and Zn !-2-glycoprotein. The clinical

implication of this knowledge is unclear at present, but may

contribute to better understanding of protein/mediator removal

by hemopurification techniques. Vanhoutte et al. (48) showed

that SELDI-TOF MS is a useful tool to differentiate patients

with early AKI after coronary artery bypass graft (CABG)

surgery. According to their results, urine proteomic patterns

TABLE 2. Summary of selected proteomics studies of patients with critical illness

Publication
date Studied by Proteomic technique Sample Disease model Findings

2005 Qian et al. (32) 2-D LC-MS/MS Human plasma Endotoxemia
induced by LPS
administration

32 Proteins were identified whose plasma levels were significantly increased 9 h
after the LPS administration; 28 of them were not previously identified as the
upregulated proteins during endotoxemia

2006 Kalenka
et al. (33)

2-DE followed by
MALDI-TOF MS

Human serum Sepsis and septic
shock

Complement factor B, haptoglobin, and clusterin had lower serum levels in the
nonsurvivors, whereas !-1-B-glycoprotein level was lower in the survivors

2007 Buhimschi
et al. (36)

SELDI-TOF MS Human amniotic
fluid

Early-onset sepsis
in premature
neonate

Calgranulin C had the highest association with clinically significant funisitis,
whereas calgranulin A had the strongest association with early-onset sepsis;
women with MR scores 3Y4 were more likely to have histological funisitis and
to deliver neonates with early-onset sepsis

2006 Shen et al. (37) 3-D LC-MS/MS
after previous
immunodepletion

Human plasma SIRS and sepsis Detection of approximately 3,000 lower-abundance plasma proteins and the
ultimate observation of 10 potential sepsis biomarkers with the downregulation
of seven proteins (complement component C4, C-reactive protein precursor,
plasminogen precursor, apolipoprotein A-II, plasma protease C1 inhibitor
precursor, transthyretin precursor, serum amyloid P-component precursor) as
well as the upregulation of three proteins (apolipoprotein A-I, antithrombin-III
precursor, serum amyloid A-4 protein precursor) observed in plasma from
SIRS patients after immunodepletion

2006 Bowler et al. (39) Various techniques Pulmonary
edema fluid
and plasma

ALI Most of the proteins identified in edema fluid were plasma proteins, supporting the
theory of impaired alveolocapillary barrier

2006 Schnapp
et al. (40)

LC-MS/MS BALF ARDS The authors could demonstrate the role of IGFBP-3 in repressing apoptosis of
lung fibroblasts in the pathogenesis of ALI/ARDS as this protein was
significantly overexpressed in patients at risk of ARDS and with established
ARDS; HB-EGF may play a role in the fibroproliferative response during ALI/
ARDS

2005 Nguyen et al. (46) SELDI-TOF MS Human urine ARF after
cardiopulmonary
bypass

Urinary proteins with masses of 6.4, 28.5, 43, and 66 kd have increased levels
during ARF

2005 Lefler et al. (47) 2-DE followed by
MALDI-TOF MS
or MALDI-TOF/
TOF MS/MS

Human CRRT
ultrafiltrate

AKI Proteins identified were albumin, apolipoprotein A-IV, "2-microglobulin,
lithostathine,
mannose-binding lectin-associated serine protease 2Yassociated protein,
plasma retinol-binding protein, transferrin, transthyretin, vitamin DYbinding
protein, and Zn !-2-glycoprotein

2007 Vanhoutte
et al. (48)

SELDI-TOF MS Human urine Mild ischemic AKI
after CABG
surgery

A set of SELDI spectra (with mass ranges of 3Y70 kd) could differentiate patients
with early AKI after CABG surgery from healthy individuals

2007 Vanhoutte
et al. (48)

2-DE followed by
LC-MS/MS

Human urine Mild ischemic AKI
after CABG
surgery

Retinol-binding protein, agrine, regenerating protein, lipocalin, Zn !-2-
glycoprotein, gelsolin, carbonic anhydrase, actin, haptoglobin, perlecan,
immunoglobulins, prostaglandin, amylase, transferrin, Bence Jones protein,
and cystatin had increased levels in the urine of CABG patients with AKI

2008 Grigoryev
et al. (28)

Functional genomic
analysis

Murine kidney
and lung
tissues

Ischemic AKI The inflammatory transcriptome (109 genes) of both kidney and lungs had similar
changes on the innate immunity genes Cd14, Socs3, Saa3, Lcn2, and Il1r2.
Functional genomic analysis of these genes suggested that IL-10 and IL-6
signaling was involved in the distant effects of local inflammation, and this was
supported by increased serum levels of IL-10 and IL-6 after I/R

2005 Karsan et al. (54) LC-MS/MS Membranes of
human
endothelial
cells

LPS-activated
endothelial cell

358 Proteins from the lipid-rich microdomains of LPS-activated endothelial cell
membranes have been identified

Adapted from Matejovic (61).
3-D LC-MS/MS indicates three-dimensional LC coupled to tandem MS; CRRT, continuous renal replacement therapy; IGFBP-3, insulinlike growth
factorYbinding protein 3; HB-EGF, heparin-binding epidermal growth factorYlike protein.
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with molecular masses of approximately 3 to 70 kDa

could discriminate patients with mild ischemic AKI after

CABG surgery from healthy individuals.

Proteomics of blood cells and human endothelium could

bring us another piece of knowledge into the jigsaw of patho-

genesis not only of blood diseases. The endothelium plays a

central role in the pathophysiology of various critical condi-

tions associated with systemic inflammatory response (49Y53).

Karsan et al. (54) described a method to isolate membranes

from LPS-activated endothelial cells and performed proteomic

analysis of them. The authors detected 358 proteins, of which

half were classified as membrane proteins, and pointed out

that this could be the way to the deeper understanding of the

gram-negative sepsis pathophysiology. Coagulation abnormal-

ities and thrombocytopenia/thrombocytopathy are common in

sepsis, and the number of platelets correlates with its severity

(55Y57). Platelets play previously unrecognized roles in fun-

damental biological processes including inflammation, host

defense and thrombosis, and the critical pathways implicated

in sepsis and MODS (57). In this context, because of the

absence of nucleus and only little amount of mRNA, platelets

are excellent candidates for proteomic approaches. Indeed, the

proteomic approach has recently been shown to be capable of

dissecting the broad spectrum of molecular mechanisms

responsible for platelet-related diseases and better under-

standing their role in the innate and adaptive immunity res-

ponse (58Y60).

CONCLUSION

Proteomics has the potential to move up to the forefront of

critical care researchers as well as clinicians because it not

only helps in unraveling the molecular-based mechanisms of

many diseases, but also permits the discovery of new

biomarkers for early and rapid diagnosis and integrates this

knowledge into the daily routine patient management and

treatment.
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Fractionated Plasma Separation, Adsorption and Dialysis (Prometheus) has a well-documented capacity
to remove protein-bound organic toxins in patients with liver failure. However, the compositions of
adsorbed proteins remain unknown. Elution of both adsorbers constituting Prometheus system was
performed following a 6-h session in a patient with acute on chronic liver failure. Sodium dodecylsul-
phate was employed to elute proteins from the neutral adsorber (P1), while acetic acid was applied to
the cationic one (P2). Eluted proteins were resolved by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE)
and identified by mass spectrometry (MS). Totally, 4113 and 8280 mg of proteins were obtained from
P1 and P2 eluates, 2-DE yielded 148 and 163 protein fractions in P1 and P2, respectively. MS identified
18 unique proteins in P1, and 30 unique proteins in P2 sample. Proteins with the highest selective
adsorption (as determined by eluate to plasma ratio) included transthyretin (37), trypsin-2 (29),
prothrombin (23), hyaluronan-binding protein 2 (13) and plasma retinol-binding protein (8.7), all of
which adsorbed to P2. We identified a large number of proteins removed by extracorporeal liver support
system. A selective adsorption was demonstrated in a subset of proteins depending on the type of
adsorber and proteins’ characteristics.

Keywords: Liver failure • adsorption • proteome • elimination • Prometheus

Introduction
Temporary replacement of liver function by means of

Fractionated Plasma Separation, Adsorption and Dialysis
(Prometheus) is a novel technology available for patients with
acute and acute on chronic liver failure.1,2 There is a consider-
able pool of patients who may benefit from extracorporeal liver
support if it proves effective and safe. In the near future,
treatment of patients with liver metastases (colorectal cancer,
etc.), exploiting new techniques of liver resection, could depend
on the possibility of bridging the patient over the period
necessary for transplant procurement or liver regeneration.
Improving outcomes of liver transplants and new approaches
to stimulation of liver regeneration (growth factors administra-
tion, stem cells technology, etc.) are promising definitive
solutions in such cases. In some patients with toxic liver
damage (e.g., alcoholic), spontaneous recovery may be awaited.

The system’s capacity for removal of both water-soluble and
albumin-bound toxins generated and retained in liver failure

(bilirubin, ammonium, phenols, cholic acids, etc.) has been
well-established.3,4 However, we have very limited information
about the elimination of other compounds. Available data show
that plasma levels of high-abundance proteins (i.e., albumin,
fibrinogen, and IgG) remain virtually unchanged during the
procedure.5 Significant clearance of peptides and proteins (e.g.,
�2-microglobulin) by adsorption has been demonstrated to
occur during hemodialysis.6-8 By virtue of its design, Prometheus
is much more prone to adsorb proteins, especially due to its
adsorbing capacity for hydrophobic molecules and owing to
the beads’ microarchitecture (with vast surface exposed to
plasma).

Liver failure is associated with impaired proteosynthesis,
accumulation, and dysregulation of signaling peptides and
cytokines. Therefore, it seems crucial to ascertain proteins
removed by the method before we investigate it in large clinical
trials or even adopt in routine practice. We can speculate that
removing proteins, especially those with high biological activi-
ties, can either improve or further deteriorate the vulnerable
equilibrium in patients with liver failure. This issue has been
addressed by several groups of investigators. Rifai et al.5 did
not find changes in plasma levels of interleukin-6 (IL-6), tumor
necrosis factor-R (TNF-R), and coagulation factors II and V
during Prometheus procedure. However, Stadlbauer et al.9

observed differential concentrations of IL-6, IL-8, IL-10 and
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TNF-R between the inlet and outlet of the system and showed
that their clearance was probably outweighed by rapid
production.

As the system has a high affinity to both hydrophilic and
hydrophobic molecules, and the plasma-filter used to separate
plasma from blood cells has a molecular weight (MW) cutoff
of 300 kDa,10 there is a wide range of plasma proteins
susceptible to adsorption and removal. A selection of target
molecules for analysis seems to be quite difficult under these
circumstances. It is therefore disputable whether we can derive
system’s characteristics (in terms of substance clearance) from
plasma concentrations of selected proteins measured with
specific immunoassays. However, recent advancement in the
postgenomic biotechnologies, particularly proteomics that can
simultaneously examine a large number of proteins with a wide
variety of physicochemical properties, may overcome this
limitation.

The aim of this study was to develop a technique allowing
analysis of proteins adsorbed to the Prometheus system, to
validate it by accomplishing proteomic identification of pro-
teins released by the elution, and to provide a pilot character-
istic of the proteins adsorbed to the Prometheus adsorption
units.

Methods

Patient and Treatment. A 37 year-old man who suffered
acute on chronic liver failure due to alcohol abuse was treated
with a 6-h session of Fractionated Plasma Separation, Adsorp-
tion and Dialysis (Prometheus; Fresenius Medical Care, Hom-
burg, Germany) under citrate anticoagulation. Before the
procedure, a plasma sample was drawn for blood tests and
proteomic analysis. At the end of the procedure, the system
was flushed with 500 mL of replacement solution (Plasmalyte,
Baxter, Deerfield, IL) and disconnected from the patient. The
study protocol has been approved by the local ethics committee.

The Prometheus circuit included two adsorber cartridges,
each of which had a filling volume of 90 mL. These cartridges
contained adsorbing beads (styrenedivinyl benzene copolymer),
one composed of neutral resin (Prometh 1), whereas the other
one had anion exchanger properties (Prometh 2). Both units
were emptied and flushed three times with 500 mL of PBS (pH
7.4). The protein concentration in the last flush was assessed
with Bradford’s dye-binding assay (Bio-Rad Protein Assay, Bio-
Rad Laboratories; Hercules, CA).

Protein Elution and Sample Preparation. To elute the
adsorbed proteins, Prometh 1 was filled with 90 mL of 10%
SDS (SDS for electrophoresis, Sigma, Steinheim, Germany) and
Prometh 2 was filled with 90 mL of 40% acetic acid (p.a.,
Sigma). After 30-min incubation at 24 °C, both capsules were
drained. The eluates are henceforth referred to as P1 (from
Prometh 1) and P2 (from Prometh 2). The eluates (10 mL) were
precipitated with 40 mL of acetone (Sigma), incubated at -20
°C for 30 min and spinned down (4500g, 30 min, 4 °C). The
protein pellets were washed once with 8 mL of a mixture of
acetone-methanol-water-acetic acid (80:10:9.9:0.1), centri-
fuged as above, air-dried, and dissolved in 2 mL of lysis buffer
(7 M urea, 4% CHAPS, 40 mM Tris base, 2 M Thiourea, 2% IPG
buffer pH 3-10, and 120 mM DTT). To minimize salt contami-
nation, P1 and P2 eluates were dialyzed against ultrahigh
quality water using a semipermeable membrane with a MW
cutoff at 7 kDa (Serva-Electrophoresis; Heidelburg, Germany)
using five exchanges. P1 and P2 samples were then concen-
trated in a SpeedVac and proteins were resuspended in the lysis

buffer (same as above). Blood sample (4 mL) was processed
by centrifugation only (10 min, 4 °C, 4000g) to separate plasma
(supernatant).

Two-Dimensional Electrophoresis (2-DE). All reagents were
supplied by Sigma; IPG buffer (ZOOM carrier Ampholytes
3-10) was purchased from Invitrogen (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA). P1, P2, and plasma samples (all in triplicate)
were diluted with rehydration buffer (7 M urea, 4% CHAPS, 40
mM Tris base, 2 M Thiourea, 2% IPG buffer pH 3-10, 120 mM
DTT, and a trace of bromophenol blue) to the final protein
concentration of 200 µg in 140 µL. Samples were applied on
IPG strips (7.7 cm, pH 3-10 nonlinear; Invitrogen) and focused
in a MiniProtean cell (Bio-Rad). Isoelectric focusing (IEF) was
performed as follows: IPG strips were rehydrated passively for
1 h and actively for 10 h at 30 V followed by stepwise of
200-750 V until 10 000 Vh was reached. After IEF, the IPG strips
were equilibrated in equilibration buffer I (112 mM Tris-base,
6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 4% (w/v) SDS, 130 mM DTT, and
a trace of bromophenol blue) for 30 min, and subsequently
alkylated in buffer II (112 mM Tris-base, 6 M urea, 30% (v/v)
glycerol, 4% (w/v) SDS, 135 mM IAA, and a trace of bromophe-
nol blue) for 30 min. Each equilibrated IPG strip was placed
on top of a 13% polyacrylamide gel (9 × 7 cm) and covered
with 0.5% agarose. The second-dimension separation was
carried out at 65 mA/gel at 20 °C until the bromophenol blue
dye front reached the bottom of the gel. At the end of each
run, the 2-D gels were stained with Simply Blue (Invitrogen)
and scanned using an Epson Perfection 4990 Photo scanner.

2-D Spot Pattern Analysis. Computer-aided analysis of 2-D
gel images was carried out using PDQuest 2-D software version
8.1 (Bio-Rad). A synthetic image was constructed from all
triplicate gels processed from each sample, using only spots
constantly present in all three gels. The protein quantity was
determined relative to integrated spot density. Quantitative
differences were considered significant when showing at least
2-fold intensity variation. The statistical analysis was carried
out using SigmaPlot/SigmaStat data analysis software (Version
12.0, SPSS, Inc., Chicago, IL). Mann-Whitney rank sum test
was used to compare continuous variables, Spearman rank
order correlation coefficients were calculated to estimate
association between different variables.

In-Gel Tryptic Digestion. Visualized protein spots were
excised manually and washed with water and water/acetonitrile
(ACN). SimplyBlue stain was removed by washing with 50 mM
NH4HCO3 and ACN. Proteins in gel were reduced with 10 mM
DTT/50 mM NH4HCO3 (45 min, 56 °C) and alkylated with 55
mM IAA/50 mM NH4HCO3 (30 min, in the dark at room
temperature). Gel spots were washed with 50 mM NH4HCO3

and ACN and dried in SpeedVac. Dried gel particles were
rehydrated with digestion buffer containing 12.5 ng/µL se-
quencing grade trypsin (Roche, Basel, Switzerland) in 50 mM
NH4HCO3 at 4 °C. After 45 min, the remaining solution was
removed and replaced by 0.1 M NH4HCO3. Tryptic digestion
was performed overnight at 37 °C.

After digestion, proteolytic peptides were subsequently
extracted with 25 mM NH4HCO3, ACN, and 5% formic acid.
The three extracts were pooled and 10 mM DTT solution in 50
mM NH4HCO3 was added. The mixture was then dried in
SpeedVac, and the resulting tryptic peptides were dissolved in
5% formic acid solution and desalted using ZipTip µC18
(Millipore; Bedford, MA) following manufacturer’s instructions.

Mass Spectrometry (MS). The resulting proteolytic peptides
were mixed with R-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)
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matrix solution (5 mg/mL CHCA in 0.1% TFA/50% ACN 1:1
(v/v)) in 1:1 ratio and 0.8 µL of this mixture was spotted onto
MALDI target plate. All mass spectra were acquired using a
reflectron mode of 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer (Applied
Biosystems; Framingham, MA). A total of 2000 and 3000 laser
shots were acquired and averaged to MS and MS/MS spectra,
respectively. The MS/MS analyses were performed using col-
lision energy of 1 kV and a collision gas pressure of 1.3 × 10-6

Torr. MS peaks with an S/N above 15 were listed and the 15
strongest precursors with an S/N above 50 among the MS peaks
were automatically selected for MS/MS acquisition. A mass
filter was used to exclude autolytic peptides of trypsin.

Resulting data were analyzed with GPS Explorer 3.6 (Applied
Biosystems) software. The proteins were identified by searching
against human subset of the Swiss-Prot protein database
(release 54.6; Dec. 4, 2007) using the MASCOT 2.1.0 search
algorithm (Matrix Science; London, U.K.). The general param-
eters for peptide mass fingerprinting (PMF) were as follows: a
maximum of one missed cleavage, a peptide mass tolerance
of (50 ppm, variable oxidation of methionine residue, and fixed
carbamidomethylation of cysteine residue. A peptide charge
state of +1 and fragment mass tolerance of (0.25 Da were used
for the MS/MS ion search. Probability-based MOWSE scores
were estimated by comparison of search results against esti-
mated random match population and were reported as -10 ×
log10(p) where p is the absolute probability.11 MOWSE scores
greater than 55 were considered as significant hits (p < 0.05)
for PMF. Individual MS/MS ions scores >28 indicated identity
or extensive homology (p < 0.05) for MS/MS ion search.

Results

The baseline plasma levels were as follows: bilirubin 475
µmol/L, aspartate aminotransferase (AST) 3.7 µkat/L, alanine
aminotransferase (ALT) 0.5 µkat/L, ammonium 47 µmol/L, and
plasma prothrombin ratio 2.6. The final flush of Prometh 1 and
Prometh 2 cartridges with PBS yielded 81 mg (0.17 mg/mL)
and 177 mg (0.36 mg/mL) of the washed proteins, whereas the
eluates using SDS (P1) and acetic acid (P2) contained 4113 mg
(47.2 mg/mL) and 8280 mg (97.2 mg/mL), respectively.

Representative 2-D gel images of proteins derived from P1
and P2 are shown in Figure 1, panels a and b. Using 200 µg of

total protein and Simply Blue stain, there were 148 protein
spots detected in all 3 replicate gels of P1 and 163 protein spots
detected in all triplicate gels of P2. In both eluates, protein spots
were distributed from MW of 12-194 kDa and their pI
(isoelectric points) ranged from 3.5 to 9.0 (Figure 2, panels a
and b). However, the majority (95%) of protein spots and their
intensities were found mainly in the interval of MW of 30-150
kDa and pI of 4.8-8.6. Spot patterns in both eluates differed
significantly from each other (in 64 spots intensity levels
significantly differed between the two groups; p < 0.05).
Concurrently, intensity levels of 38 spots in P1 and 45 spots in
P2 significantly differed (p < 0.05) from those of plasma protein
spots.

To evaluate potential selectivity of Prometheus system in
protein adsorption, we compared spot distribution and inten-
sity levels of P1 and P2 with the pattern of basal plasma
proteins collected from the same patient. In gels from P1, 33
spots had E/P (intensity level in eluate per intensity level in
plasma) > 2.0, whereas other 53 spots had E/P < 0.5. In P2 gels,
32 spots had E/P > 2.0, whereas 71 spots had E/P < 0.5.

Concerning MW and pI, P1 proteins with E/P > 2.0 had
greater MW as compared to the P1 proteins with E/P < 0.5 (74
( 11 vs 52 ( 8 kDa; p < 0.05), whereas pI values between these
two subgroups of P1 were comparable (Figure 3, panels a and
b). In contrast, P2 proteins with E/P > 2.0 had significantly less
pI values compared to P2 proteins with E/P < 0.5 (4.8 ( 0.09
vs 5.4 ( 0.12; p < 0.01), whereas MW values between these two
subgroups of P2 were comparable (Figure 3, panels a and b).
Spearman correlation tests were performed and the results
showed that there were significant correlations between MW
and E/P values of P1 (r ) 0.2; p ) 0.01) and between pI and
E/P values of P2 (r ) -0.32; p ) 0.002) (Figure 4). These data
implicate that Prometh 1 preferably removed high-MW pro-
teins, whereas Prometh 2 preferentially removed acidic proteins.

Spots that reached a relative intensity of 1000 ppm (of the
total quantity of all valid spots) or greater were subjected to
in-gel tryptic digestion and MS identification. Out of 109 spots
excised from P1 gels, 72 were successfully identified providing
18 unique proteins (Table 1), while 113 spots were cut from
P2 gels giving 93 positive identifications of 30 unique proteins
(Table 2). The identification was verified by comparison of

Figure 1. Representative 2-D gel images of Prometh 1 eluate (P1) (a) and Prometh 2 eluate (P2) (b). Spots labeled with numbers were
successfully identified by MALDI-TOF/TOF analyses (see Tables 1 and 2). MALDI TOF/TOF ) matrix assisted laser desorption and
ionization time-of-flight tandem mass spectrometry.
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measured and theoretical pI and MW, and the confirmed spots
are marked with an asterisk in Tables 1 and 2. By comparing
the measured and theoretical values, 36 spots identified from
P1 and 41 from P2 had difference in pI (∆pI) > 1 or difference
in MW (∆MW) > 10%. These differences were most likely due
to fragmentation or multimerization of these identified proteins.

Relative intensities of high-abundance proteins (i.e., trans-
ferrin, haptoglobin, alpha-1-antitrypsin, immunoglobulin light
and heavy chains) in both eluates were comparable to those
in plasma (E/P ratios were in between the range of 0.5-2.0),
except for albumin which had a borderline E/P ) 0.48 in P1
and E/P ) 2.7 in P2. However, a greater degree of differences
were detected in several low-abundance proteins, which had
average E/P ranging from 0.16 (spot nos. 29, 30 in Figure 5a,d)
for fibrinogen gamma to 37.0 (spot nos. 85-88 in Figure 5b,e)
in case of transthyretin.

Discussion

There are a limited number of previous proteomic studies
analyzing compositions of proteins adsorbed to artificial surface
of devices exposed to human plasma. These studies mostly
examined the proteins bound to hemodialysers during renal
replacement therapy,12,13 whereas the analysis of molecules
removed in this way during liver support therapy is lacking.
To the best of our knowledge, this is the first study analyzing
compositions of a large number of proteins eliminated by
adsorption inside an extracorporeal liver support system during
therapy in a patient with liver failure. For protein elution, we
adjusted the algorithm described in a paper published by
Ishikawa et al.13 As there are two adsorbers with different
properties in the Prometheus system, one neutral (Prometh 1)
and the other with anion exchanging property (Prometh 2), it
seemed relevant to employ two elution solvents. With respect
to their characteristics, we eluted P1 with 10% SDS and P2 with
40% acetic acid. The amount of total protein obtained from
both adsorbers in our present study was in accordance with
the amount of protein loss from this treatment as reported
previously.3 Prior to the elution, we carefully washed the plasma
remnants out of the cartridges. There were huge differences
in the protein concentrations of plasma remnants compared
to the eluates (several orders of magnitude) obtained from both
cartridges. In addition, there were significant differences in the

proteome profiles and spot intensity levels of the eluate
proteins (P1 and P2) compared to those of plasma proteins.
Therefore, the data reported in our study were specific for the
adsorbed proteins.

The membrane used in the Prometheus system to separate
plasma had a sieving coefficient of 0.9 for proteins with MW
40 kDa and of 0.1 for 300-kDa proteins. We could therefore
expect to see free filtration of proteins up to the size of albumin,
while only a small proportion of plasma fibrinogen and virtually
no IgM could be exposed and adsorbed to Prometh 1 and 2.10

Our proteomic data were consistent with this assumption as
we found a majority of proteins had MW below 100 kDa even
though some proteins with MW up to 200 kDa were also
detectable. For instance, only a few faint protein spots were
identified as fibrinogen. Furthermore, we also expected to
observe both selective and unselective protein binding during
the contact of plasma and adsorbers’ surface. To assess this
issue, we compared spot intensity distributions between P1 and
P2 mutually, and between both eluates and plasma. In this way,
we demonstrated substantial differences, which however could
be attributed not only to preferential adsorption, but also to
diverse elution methods.

We anticipated that selective adsorption should be explained
in part by physical properties of the adsorbers and the bound
proteins, mainly by their charges (should be dramatic in P2,
as Prometh 2 had positively charged sites) and by their
molecular sizes (should be obvious in P1, because of the excess
of small molecules due to filtration threshold). To evaluate
these possibilities, we tested correlations between E/P ratios
of intensity levels and pI, as well as MW. We confirmed the
preferential adsorption of acidic (negatively charged) proteins
to the Prometh 2 cartridge. However, it was rather surprising
that larger molecules were surplus in P1. This unexpected
finding was hard to explain by means of the available data.
However, we could speculate that the proposed effect of filter
cutoff was not dramatic as gradient gels allowed separation of
molecules up to 200 kDa (still had a sieving coefficient of 0.2).
At the same time, neutral resin contained in Prometh 1
adsorber probably had an affinity for hydrophobic proteins,
which generally had a limited detectability by 2-DE.

With the use of MS analysis, we were able to identify in
eluates several high- and low-abundance plasma proteins. All

Figure 2. Molecular weight (a) and pI (b) distributions in Prometh 1 eluate (P1) and Prometh 2 eluate (P2). Percentage per category of
total spot number is given. MW ) molecular weight.
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Table 1. Proteins Identified in Prometh 1 Eluate (P1)a

spot no. protein name Swiss-Prot entry
PMF score/

sequence coverage
MS/MS peptide no./

total ion score E/P

1* Alpha-1-antitrypsin P01009 182/44% NA 2.12
2* Alpha-1-antitrypsin P01009 179/42% 10/745 1.66
3* Alpha-1-antitrypsin P01009 128/25% 11/992 1.68
4* Alpha-1-antitrypsin P01009 128/25% 10/700 1.84
5* Alpha-1-antitrypsin P01009 112/34% 7/543 1.45
6* Alpha-1-antitrypsin P01009 242/58% 11/1178 1.67
7* Alpha-1-antitrypsin P01009 105/26% 8/669 1.20
8* Alpha-1-antitrypsin P01009 136/36% 11/618 1.34
9 Alpha-1-antitrypsin P01009 NA 1/37 0.66
10* AMBP protein P02760 NA 2/39 0.92
11* AMBP protein P02760 NA 2/46 0.97
12* Apolipoprotein A-IV P06727 NA 3/44 1.17
13* Apolipoprotein E P02649 65/35% 7/130 1.92
14* Ceruloplasmin P00450 NA 4/61 0.82
15* Complement C3 beta chain P01024 65/19% 4/50 0.44
16* Complement C3 beta chain P01024 82/18% 5/141 1.10
17* Complement C3 beta chain P02768 NA 4/128 0.82
18 Complement factor B P00751 NA 2/37 0.98
19 Complement factor B P00751 NA 3/112 1.51
20* Haptoglobin P00738 NA 3/62 0.21
21* Haptoglobin P00738 NA 5/195 0.79
22* Haptoglobin P00738 61/16% 4/222 0.63
23* Haptoglobin P00738 NA 3/53 1.34
24 Ig kappa chain C region P01834 NA 2/165 3.12
25 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/95 1.63

Ig lambda chain C regions P01842 NA 2/45
26 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/235 0.32

Ig lambda chain C regions P01842 NA 2/145
27 Ig kappa chain C region P01834 NA 2/66 1.32
28 Ig kappa chain C region P01834 57/48% 3/256 4.07
29 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/131 3.51
30 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/86 1.57

Ig lambda chain C regions P01842 NA 2/48
31 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/93 0.20
32 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/112 2.33
33 Ig lambda chain C regions P01842 NA 3/110 0.36
34* Interalpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 Q14624 108/19% 6/121 0.46
35* Interalpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 Q14624 NA 1/49 0.84
36* Pigment epithelium-derived factor P36955 NA 3/170 2.22
37* Plasma retinol-binding protein P02753 NA 5/219 0.82
38* Plasma retinol-binding protein P02753 NA 3/108 0.55
39* Plasma retinol-binding protein P02753 NA 2/55 6.50
40* Serotransferrin P02787 125/24% 11/395 0.34
41* Serotransferrin P02787 167/25% 11/546 1.14
42* Serotransferrin P02787 186/27% 12/442 0.71
43* Serotransferrin P02787 93/14% 8/455 2.07
44* Serotransferrin P02787 138/26% 8/456 0.25
45* Serum albumin P02768 116/44% 5/132 0.48
46 Serum albumin P02768 118/30% 7/156 0.54
47 Serum albumin P02768 NA 4/123 2.19
48 Serum albumin P02768 81/18% 8/382 0.61
49 Serum albumin P02768 105/26% 4/94 0.82
50 Serum albumin P02768 NA 4/68 1.07
51 Serum albumin P02768 92/18% NA 0.65
52 Serum albumin P02768 61/11% 3/140 1.19
53 Serum albumin P02768 76/19% 5/205 4.77
54 Serum albumin P02768 NA 3/117 1.84
55 Serum albumin P02768 NA 4/125 2.07
56 Serum albumin P02768 69/13% 4/169 2.18
57 Serum albumin P02768 NA 7/141 0.95
58 Serum albumin P02768 NA 7/215 0.88
59 Serum albumin P02768 NA 3/137 1.36
60 Serum albumin P02768 NA 6/180 0.87
61 Serum albumin P02768 75/20% 6/139 0.57
62 Serum albumin P02768 70/20% 4/85 0.87
63 Serum albumin P02768 NA 3/62 1.95
64 Serum albumin P02768 162/44% 6/136 2.49
65 Serum albumin P02768 155/46% NA 2.80
66 Serum albumin P02768 149/49% 5/112 5.93

Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 1/28
67 Serum albumin P02768 NA 5/128 5.61

Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 2/82
68 Serum albumin P02768 159/44% 5/168 21.43

Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 3/207
69* Vitamin D-binding protein P02774 70/34% 5/288 1.13
70* Vitamin D-binding protein P02774 69/39% 5/271 1.57
71* Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 93/46% 3/69 3.71
72* Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 100/36% 3/101 1.45

a PMF, peptide mass fingerprinting; MS/MS, tandem mass spectrometry; NA, not applicable (identification by MS or MS/MS was not done or was
unsuccessful); E/P, eluate-to-plasma ratio of relative spot intensity. (*) Spots whose measured MW and pI were in agreement with their theoretical values.
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Table 2. Proteins Identified in Prometh 2 Eluate (P2)a

spot no. protein name
Swiss-Prot

entry
PMF score/

sequence coverage
MS/MS peptide no./

total ion score E/P

1* Alpha-1-antitrypsin P01009 193/50% 10/641 1.53
2* Alpha-1-antitrypsin P01009 260/61% 12/1099 1.24
3* Alpha-1-antitrypsin P01009 239/59% 11/1074 1.33
4* Alpha-1-antitrypsin P01009 266/59% 12/1097 0.98
5* Alpha-1-antitrypsin P01009 200/55% 10/773 1.20
6* Ceruloplasmin P00450 114/16% 14/585 1.03
7* Ceruloplasmin P00450 96/19% 12/231 0.55
8 Ceruloplasmin P00450 156/31% 8/112 1.57
9* Clusterin P10909 NA 3/66 2.72
10* Clusterin P10909 NA 2/64 2.93
11* Complement C3 P01024 94/16% 10/143 3.47
12* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 NA 10/497 2.07
13* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 62/9% 12/588 1.52
14* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 66/6% 6/219 2.43
15* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 66/8% 9/240 1.90
16* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 79/13% 13/525 3.21
17* Complement C4-A (alpha chain) P0C0L4 69/11% 10/526 1.39
18* Complement C4-A (gamma chain) P0C0L4 NA 4/116 3.06
19* Complement C4-A (gamma chain) P0C0L4 NA 5/102 6.19
20* Complement C4-A (gamma chain) P0C0L4 NA 7/187 8.23
21* Complement C4-A (gamma chain) P0C0L4 NA 9/275 2.88
22 Complement C4-A P0C0L4 122/15% 12/364 1.28
23 Complement C4-A P0C0L5 NA 9/180 0.33
24* Complement factor B P0C0L5 NA 1/45 0.34
25 Complement factor B P00751 NA 4/118 3.42
26 Complement factor B P00751 NA 3/80 1.43
27* Fibrinogen beta chain P02675 NA 3/81 0.36
28* Fibrinogen beta chain P02675 NA 2/60 0.39
29* Fibrinogen gamma chain P02679 94/47% 3/37 0.16
30* Fibrinogen gamma chain P02679 104/49% 7/145 0.20
31* Haptoglobin P00738 NA 7/70 0.63
32* Haptoglobin P00738 56/29% 9/166 1.10
33* Haptoglobin P00738 NA 2/43 0.63
34* Haptoglobin P00738 NA 2/41 0.52
35* Hyaluronan-binding protein 2 Q14520 NA 8/460 13.7
36 Ig alpha-1 chain C region P01876 83/32% 9/548 0.35
37 Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 4/325 0.37

Ig gamma-2 chain C region P01859 NA 3/89
38 Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 5/384 0.51

Ig gamma-2 chain C region P01859 NA 5/143
39 Ig gamma-1 chain C region P01857 NA 5/364 0.78

Ig gamma-2 chain C region P01859 NA 4/81
40 Ig gamma-1 chain C region P01857 104/54% 7/498 0.84

Ig gamma-2 chain C region P01859 NA 4/100
41 Ig gamma-1 chain C region P01857 84/42% 8/513 1.36

Ig gamma-2 chain C region P01859 NA 5/173
42 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/175 1.26
43 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/172 0.81
44 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/162 1.20
45 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/246 2.43
46 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/305 1.24
47 Ig kappa chain C region P01834 NA 3/231 5.48
48 Ig kappa chain C region P01834 66/88% 3/277 4.45
49 Ig lambda chain C regions P01842 NA 1/32 1.97
50 Ig lambda chain C regions P01842 NA 3/68 0.72
51 Ig lambda chain C regions P01842 NA 3/178 1.16
52 Ig lambda chain C regions P01842 NA 3/227 0.45
53* Plasma retinol-binding protein P02753 62/37% 7/96 10.57
54* Plasma retinol-binding protein P02753 NA 5/63 4.70
55* Plasma retinol-binding protein P02753 57/48% 6/370 7.78
56* Prothrombin P00734 217/47% 14/630 22.9
57* Serotransferrin P02787 73/12% 6/242 1.80
58* Serotransferrin P02787 251/42% 15/620 1.74
59* Serotransferrin P02787 210/43 13/508 1.62
60* Serotransferrin P02787 218/37% 14/641 1.41
61* Serotransferrin P02787 180/33% 14/798 1.28
62* Serotransferrin P02787 201/46% 15/856 2.25
63* Serotransferrin P02787 113/28% 12/359 1.95
64* Serum albumin P02768 169/48% 12/710 2.74
65 Serum albumin P02768 NA 1/33 3.27
66 Serum albumin P02768 NA 5/95 1.24
67 Serum albumin P02768 292/57% 15/679 436.97
68 Serum albumin P02768 56/28% 5/287 0.90
69 Serum albumin P02768 149/39% 13/792 5.78
70 Serum albumin P02768 76/17% 8/169 1.09
71 Serum albumin P02768 94/31% 13/521 1.35
72 Serum albumin P02768 124/36% 14/651 1.70
73 Serum albumin P02768 212/49% 14/853 10.07
74 Serum albumin P02768 178/43 10/182 10.86
75 Serum albumin P02768 234/55 14/404 9.61
76 Serum albumin P02768 173/42 8/49 9.50
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the identified proteins have been previously detected in human
plasma and some of them have been also reported to bind to
artificial materials in previously published articles (e.g., apo-
lipoprotein A-IV and transthyretin in a study by Bonomini et
al.;12 complement C4, immunoglobulin light and heavy chains,
and vitamin D-binding protein in a study by Kim, et al.;14 and
albumin, transferrin, and alpha-1-antitrypsin in both of these
two studies12,14).

Positively identified proteins were then matched to corre-
sponding spots found in gels derived from plasma samples to
assess if there was any selectivity in adsorption of individual
proteins. Taking into account that 2-DE allows only estimation
of protein quantities and considering that reduced E/P ratio
might be due to imperfect elution of some proteins, it could
be delusive to draw a conclusion about adsorption profile of
proteins with mild enhancement or even gross decrement of
spot intensity. Very low eluate quantity of fibrinogen is almost
certainly due to its large molecule, which should be hardly
filtered from blood (sieving coefficient less than 0.1) and
therefore did not get into contact with adsorbers. On the other
hand, P2 eluate enrichment with albumin (bearing negative
charge) is in accordance with anion-exchanging properties of
Prometh 2 adsorber and the periprocedural drop of serum
albumin reported by Evenepoel et al.3

In case of proteins with substantially high E/P ratios, an
assumption of preferential adsorption is probably well-justified.
The highest clearance was demonstrated in transthyretin
(synonym prealbumin) (spot nos. 85-88 in Figure 5b,e; average
E/P ) 37, MW 16 kDa, pI 5.5), which is a tetrameric protein
synthesized in liver and involved in transporting thyroid
hormones. It is known to form complexes with retinol-binding
protein whose E/P ratio was elevated as well (spot nos. 53-55,
Figure 5b,e; average E/P ) 8.7, MW 23 kDa, pI 5.8). Other
proteins with strikingly high E/P ratios included anionic trypsin
(spot no. 89, Figure 5b,e; E/P ) 29, MW 26 kDa, pI 4.8),
prothrombin (spot no. 56, Figure 5a,d; E/P ) 23, MW 70 kDa,
pI 5.6), and hyaluronan-binding protein 2 (HABP) light chain
(spot no. 35, Figure 5c,f; E/P ) 13, MW 27 kDa, pI 7.7). These
three proteins belong to serine endopeptidase family (Peptidase
S1), suggesting a possible affinity of P2 adsorber for this group
of enzymes.

Since this is a single-patient study, it would be misleading
to draw conclusions about clinical impact (beneficial or
detrimental) of any specific protein’s removal. Nevertheless,
in several proteins, we can speculate about potential conse-
quences of their elimination. Transthyretin serves as a reliable
nutrition marker (both for protein and energy metabolism), and
its level decreases during inflammation and liver dysfunction.15

Table 2. Continued

spot no. protein name
Swiss-Prot

entry
PMF score/

sequence coverage
MS/MS peptide no./

total ion score E/P

77 Serum albumin P02768 80/17 8/191 14.75
78 Serum albumin P02768 NA 8/196 1.01
79 Serum albumin P02768 NA 11/433 1.58
80 Serum albumin P02768 NA 11/533 1.78
81 Serum albumin P02768 NA 11/638 1.99
82 Serum albumin P02768 NA 4/65 0.87
83 Serum albumin P02768 NA 4/70 1.40
84 Serum albumin P02768 NA 2/74 0.77
85* Transthyretin P02766n 68/50% 6/229 73.24
86* Transthyretin P02766 120/69% 8/538 33.39
87* Transthyretin P02766 110/54% 8/440 198.35
88* Transthyretin P02766 134/73% 9/821 13.65
89* Trypsin-2 P07478 NA 5/258 28.68
90* Vitamin D-binding protein P02774 57/30% 6/192 1.69
91* Vitamin D-binding protein P02774 65/31% 9/480 2.20
92* Vitronectin P04004 NA 4/277 3.48
93* Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 86/43% NA 0.41

a PMF, peptide mass fingerprinting; MS/MS, tandem mass spectrometry; NA, not applicable (identification by MS or MS/MS was not done or was
unsuccessful); E/P, eluate-to-plasma ratio of relative spot intensity. (*) Spots whose measured MW and pI were in agreement with their theoretical values.

Figure 3. Molecular weight and pI differences between spots with eluate-to-plasma ratio greater than 2 and lower than 0.5. Data are
given as means and standard errors, separately for Prometh 1 eluate (P1) and Prometh 2 eluate (P2). Statistical significance tested with
rank sum test. MW ) molecular weight, E/P ) eluate-to-plasma ratio of spot intensity.
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Although its diagnostic value in liver failure is markedly limited,
the depletion of prealbumin/retinol-binding protein complex
might have clinical implication due to impaired thyroxine and
retinol transport. Similarly, prothrombin deprivation may

further aggravate coagulation disorder invariably present in
patients with severe liver dysfunction.

Activated (two-chain) form of HABP has been detected in
P2 as evidenced by protein’s MW and amino acid sequence

Figure 4. Scatter plot graphs of eluate-to-plasma ratio in relation to molecular weight (a and c) and pI (b and d) in Prometh 1 eluate (P1)
(a and b) and Prometh 2 eluate (P2) (c and d). Correlation coefficients (r) were determined with Spearman rank order correlation (p )
level of statistical significance). Logarithmic scale was used on Y-axis. E/P ) eluate-to-plasma ratio of spot intensity, MW ) molecular
weight.

Figure 5. Illustration of marked differences in E/P relative quantities in low-abundance proteins in Prometh 2 eluate (P2) (a-c) compared
to the plasma (d-f). E/P ) eluate-to-plasma ratio of spot intensity.
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covered by MS/MS. HABP activation has been observed to
occur upon liver injury, at least in animal model, thus, leading
to cleavage of urokinase type plasminogen activator which in
turn activates matrix metalloproteases and triggers extracellular
matrix degradation.16 Therefore, it has been proposed that
hepatic injury-specific activation of HABP may act as an early
factor in the cascade responsible for tissue remodeling follow-
ing liver damage.16 Besides that, HABP amino acid sequence
is homologous to that of hepatocyte growth factor activator,17

and HABP has been reported to exert antiangiogenic effect.18

Given these circumstances, it is conceivable that selective
clearance of HABP might have direct influence on liver
regeneration.

In summary, we identified for the first time a large number
of proteins eliminated by adsorption to the Prometheus extra-
corporeal liver support system. There were also some degrees
of selectivity of proteins preferentially bound to two Prometheus
adsorption units; Prometh 1 preferentially adsorbed high-MW
proteins, whereas Prometh 2 preferentially adsorbed acidic
proteins. Some of the proteins found in eluates could imply
safety concerns; however, concluding on their clinical relevance
is beyond the scope of this study. To address such challenge,
a larger clinical trial would be necessary.

Abbreviations: ACN, acetonitrile; ALT, alanine aminotrans-
ferase; AST, aspartate aminotransferase; CHAPS, 3-[(3-chola-
midopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate; CHCA,
R-cyano-4-hydroxycinnamic acid; 2-DE, 2-dimensional elec-
trophoresis; DTT, dithiothreitol; E/P, eluate-to-plasma ratio
(spot intensity); IAA, iodoacetamide; IEF, isoelectric focusing;
IPG, immobilized pH gradient; IL, interleukin; MALDI, matrix-
assisted laser desorption/ionization; MW, molecular weight;
MS, mass spectrometry; MS/MS, tandem mass spectrometry;
PBS, phosphate buffered saline; PMF, peptide mass fingerprint-
ing; SDS, sodium dodecyl sulfate; TFA, trifluoroacetic acid; TNF,
tumor necrosis factor; TOF, time-of-flight.
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Altered plasma proteome during an early
phase of peritonitis-induced sepsis
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A B S T R A C T

Sepsis is a systemic response to infection commonly found in critically ill patients and is associated
with multi-organ failure and high mortality rate. Its pathophysiology and molecular mechanisms
are complicated and remain poorly understood. In the present study, we performed a proteomics
investigation to characterize early host responses to sepsis as determined by an altered plasma
proteome in a porcine model of peritonitis-induced sepsis, which simulated several clinical
characteristics of human sepsis syndrome. Haemodynamics, oxygen exchange, inflammatory
responses, oxidative and nitrosative stress, and other laboratory parameters were closely
monitored. Plasma samples were obtained from seven pigs before and 12 h after the induction of
sepsis, and plasma proteins were resolved with two-dimensional gel electrophoresis (n = 7 gels/
group; before being compared with during sepsis). The resolved proteins were stained with the
SYPRO Ruby fluorescence dye and subjected to quantitative and comparative analyses. From
approx. 1500 protein spots visualized in each gel, levels of 36 protein spots were significantly
altered in the plasma of animals with sepsis (sepsis/basal ratios or degrees of change ranged
from 0.07 to 21.24). Q-TOF (quadrupole–time-of-flight) MS and MS/MS (tandem MS) identified
30 protein forms representing 22 unique proteins whose plasma levels were increased, whereas
six forms of five unique proteins were significantly decreased during sepsis. The proteomic
results could be related to the clinical features of this animal model, as most of these altered
proteins have important roles in inflammatory responses and some of them play roles in oxidative
and nitrosative stress. In conclusion, these findings may lead to a better understanding of the
pathophysiology and molecular mechanisms underlying the sepsis syndrome.

Key words: host response, infection, plasma, proteomics, sepsis, septicaemia.
Abbreviations: 2-D, two-dimensional; ACN, acetonitrile; BP, blood pressure; CO, cardiac output; CVP, central venous
pressure; Do2, oxygen delivery; DTT, dithiotheitol; Fio2, fraction of inspired oxygen; IEF, isoelectric focusing; IL, interleukin;
LPS, lipopolysaccharide; Q-TOF, quadrupole–time-of-flight; MS/MS, tandem MS; NCBI, National Center for Biotechnology
Information; NOx, nitrate/nitrite; PAOP, pulmonary artery occlusion pressure; Pco2, partial pressure of carbon dioxide; PEEP,
positive end-expiratory pressure; Po2, partial pressure of oxygen; SVR, systemic vascular resistance; TBARS, thiobarbituric acid-
reacting substances; TFA, trifluoroacetic acid; TNF-α, tumour necrosis factor-α; V̇o2, oxygen consumption.
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INTRODUCTION

Sepsis is defined as a systemic inflammatory response
syndrome due to presumed or confirmed infection [1,2].
It is associated with multi-organ failure, which in turn
serves as a marker for the high mortality rate of sepsis
[2,3]. Even with treatments with the currently available
regimens of antibiotics, fluid resuscitation, vasoactive
compounds, corticosteroids etc. [4–6], the morbidity
and mortality rates remain considerably high. Several
attempts have been made to define new therapeutic
targets, for example IL-12 (interleukin-12) [7], HMG
(high-mobility group) box-1 isoforms [8], trypsin [9] and
several others [10]; however, the molecular mechanisms
underlying sepsis remain poorly understood. Searching
for biomolecules that are involved in the pathophysiology
of sepsis would be a significant advance and would facil-
itate defining new therapeutic targets for better treatment
outcomes.

Over the last decade, proteomics has been emerging
and used for the high-throughput analysis of proteins. It
has been extensively applied to several subdisciplines of
biomedical research, particularly for clinical applications,
with the ultimate goals to understand normal physiology
better, to explore the pathogenic mechanisms of diseases,
and to search for novel biomarkers and therapeutic targets
for improving treatment outcome [11–13]. In the present
study, we applied a gel-based proteomics approach to
characterize early responses to sepsis, as determined by
changes in the plasma proteome during an early phase
of sepsis. A porcine model of peritonitis-induced sepsis,
which displays several clinical characteristics resembling
those of sepsis syndrome in humans, was employed
in our present study. Peritonitis-induced sepsis was
initiated by intraperitoneal injection of autologous
faeces with careful monitoring of haemodynamics,
oxygen exchange, inflammatory responses, oxidative and
nitrosative stress, and other laboratory parameters. The
plasma proteome at 12 h after the induction of sepsis
was compared with the basal plasma proteome (before
sepsis induction) using 2-D (two-dimensional) gel
electrophoresis. Differential analysis revealed significant
differences in levels of 36 protein spots, which were
subsequently identified by Q-TOF (quadrupole–time-
of-flight) MS and/or MS/MS (tandem MS). Potential
roles of these altered proteins induced by sepsis are
discussed.

MATERIALS AND METHODS

Ethics
The present study was performed according to the
National Institutes of Health Guidelines on the Use
of Laboratory Animals, and the study protocol was

approved by the Ethical Committee at Charles University
School of Medicine in Plzeň.

Experimental set up and the induction
of sepsis
A total of seven pigs were included in the present
study and all of them were closely monitored. After
an induction of anaesthesia with intravenous atropine
(0.5 mg), 2 % (v/v) propofol (1–2 mg/kg of body weight)
and ketamine (2 mg/kg of body weight), all of the animals
were mechanically ventilated with an Fio2 (fraction of
inspired oxygen) of 0.4, PEEP (positive end-expiratory
pressure) of 5–10 cmH2O, and a tidal volume of 10 ml/kg
of body weight. The respiratory rate was adjusted to
maintain an arterial Pco2 (partial pressure of carbon diox-
ide) between 4.0 and 5.0 kPa. Anaesthesia was maintained
with continuous intravenous thiopental (10 mg · kg−1

of body weight · h−1) and fentanyl (10–15 μg · kg−1 of
body weight · h−1) during surgery and then maintained
with continuous intravenous thiopental (5 mg · kg−1 of
body weight · h−1) and fentanyl (5 μg · kg−1 of body
weight · h−1) thereafter until the end of the study. Muscle
paralysis was achieved with pancuronium (0.2 mg · kg−1

of body weight · h−1). The intravenous fluid was Plasma
Lyte® solution (Baxter Healthcare) with a rate of
15 ml · kg−1 of body weight · h−1 during surgery and then
of 7 ml · kg−1 of body weight · h−1 as a maintenance fluid.
Arterial blood glucose levels were maintained at 4.5–
7.0 mmol/l using a 20 % (w/v) glucose infusion.

A central venous catheter was inserted through the
left jugular vein for administration of all of the drugs
and fluids. A balloon-tipped thermodilution pulmonary
artery catheter was placed via the right jugular vein.
A femoral arterial catheter was placed for BP (blood
pressure) monitoring and blood sampling. Two tubes
were placed through the abdominal wall for the induction
of peritonitis and ascites drainage. A cystostomy catheter
for urine collection was placed percutaneously under
ultrasound guidance.

After all measurements and sample collection at base-
line, sepsis was initiated by the induction of peritonitis by
inoculating 0.5 g of autologous faeces/kg of body weight
suspended in 200 ml of saline into the abdominal cavity
through the drainage tubes. A second set of measure-
ments and sample collection were obtained 12 h after
the induction of sepsis. In addition to the Plasma Lyte®

solution, 6 % (w/v) hydroxyethyl starch 130 kDa/0.4
(Voluven® 6 %; Fresenius Kabi) at a rate of 10 ml · kg−1

of body weight · h−1 was infused to maintain a cardiac
filling pressure � 12 mmHg [the rate was decreased
to 7 ml · kg−1 of body weight · h−1 if the CVP (central
venous pressure) or PAOP (pulmonary artery occlusion
pressure) � 18 mmHg]. When the last set of data had
been obtained, the animals were killed by KCl injection
under deep anaesthesia.
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Monitoring of haemodynamics, oxygen
kinetics, inflammatory responses,
oxidative and nitrosative stress, and
other laboratory parameters
Measurements for monitoring systemic haemodynamics
included CO (cardiac output), SVR (systemic vascular
resistance), intrathoracic blood volume and filling
pressures of both ventricles (CVP and PAOP for right
and left ventricles respectively). Arterial and mixed
venous blood samples were analysed for pH, Po2

(partial pressure of oxygen), Pco2 and haemoglobin
oxygen saturation. Systemic Do2 (oxygen delivery) and
systemic V̇o2 (oxygen consumption) were derived from
the appropriate blood gases and flow measurements
[14,15]. Arterial blood samples were obtained for the
determination of TNF-α (tumour necrosis factor-α) and
IL-6 by immunoassay [14,15]. Oxidative and nitrosative
stress was evaluated by measuring concentrations of
arterial TBARS (thiobarbituric acid-reacting substances)
by spectrophotometry, and arterial NOx (nitrate/
nitrite) by colorimetric assay [14,15]. To correct for
dilutional effects resulting from volume resuscitation,
the levels of NOx, TBARS, IL-6 and TNF-α were
normalized to plasma protein content [14,15].

2-D Gel electrophoresis
Plasma samples were diluted 1:5 with deionized water,
and protein concentrations in individual samples were
measured using the Bradford method [16]. Protein solu-
tions (each with 200 μg of total protein) were then pre-
mixed with a rehydration buffer containing 7 mol/l urea,
2 mol/l thiourea, 2 % (w/v) CHAPS, 120 mmol/l DTT
(dithiothreitol), 40 mmol/l Tris base, 2 % ampholytes
(pH 3–10) and a trace of Bromophenol Blue to make
the final volume of 150 μl/sample. The mixtures were
rehydrated on to ImmobilineTM DryStrips (7 cm long
IPG strips; linear pH gradient of 3–10 and of 4–7; GE
Healthcare) at room temperature (25 ◦C) for 10–15 h. The
first-dimensional separation or IEF (isoelectric focusing)
was performed in the Ettan IPGphor II IEF System (GE
Healthcare) at 20 ◦C, using a stepwise mode to reach
9083 Vh. After completion of the IEF, the strips were
first equilibrated for 15 min in an equilibration buffer
containing 6 mol/l urea, 130 mmol/l DTT, 112 mmol/l
Tris base, 4 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) glycerol and 0.002 %
Bromophenol Blue, and then in another similar buffer,
which replaced DTT with 135 mmol/l iodoacetamide,
for a further 15 min. The second-dimensional separation
was performed on a 12 % (w/v) polyacrylamide gel
using a SE260 mini-vertical electrophoresis unit (GE
Healthcare) at 150 V for approx. 2 h. Separated proteins
were visualized with SYPRO Ruby fluorescence staining
(Invitrogen/Molecular Probes). Gel images were taken
using a Typhoon laser scanner (GE Healthcare).

Matching and analysis of protein spots
Image Master 2D Platinum (GE Healthcare) software
was used for matching and analysis of protein spots
in 2-D gels. Parameters used for spot detection were
(i) minimal area = 10 pixels; (ii) smooth factor = 2.0;
and (iii) saliency = 2.0. A reference gel was created from
an artificial gel combining all of the spots presenting
in different gels into one image. The reference gel was
then used for matching the corresponding protein spots
between gels. Background subtraction was performed
and the intensity volume of each spot was normalized
with the total intensity volume (summation of the in-
tensity volumes obtained from all spots within the
same 2-D gel). Significant differences in intensity levels
of protein spots were defined as changes with all of
the followings: (i) sepsis/control ratios � 2-fold or
� 0.5-fold; (ii) P < 0.05; and (iii) consistent presence (or
absence) in all gels within the group.

In-gel tryptic digestion
The protein spots whose intensity levels significantly
differed between groups were excised from the 2-D
gels, washed twice with 200 μl of 50 % (v/v) ACN
(acetonitrile)/25 mmol/l NH4HCO3 buffer (pH 8.0) at
room temperature for 15 min, and then washed once
with 200 μl of 100 % ACN. After washing, the solvent
was removed, and the gel pieces were dried using a
SpeedVac concentrator (Savant) and rehydrated with
10 μl of 1 % (w/v) trypsin (Promega) in 25 mmol/l
NH4HCO3 (pH 8.0). After rehydration, the gel pieces
were crushed with a siliconized blue stick and incubated
at 37 ◦C for at least 16 h. Peptides were subsequently
extracted twice with 50 μl of 50 % (v/v) ACN/5 % (v/v)
TFA (trifluoroacetic acid); the extracted solutions were
then combined and dried with a SpeedVac concentrator.
The peptide pellets were resuspended with 10 μl of
0.1 % TFA and purified using ZipTipC18 (Millipore).
The peptide solution was drawn up and down in the
ZipTipC18 ten times and then washed with 10 μl of 0.1 %
formic acid by drawing up and expelling the washing
solution for three times. The peptides were finally eluted
with 5 μl of 75 % (v/v) ACN/0.1 % formic acid.

Protein identification by MALDI
(matrix-assisted laser-desorption
ionization)–Q-TOF MS and MS/MS analyses
The proteolytic samples were premixed 1:1 with the
matrix solution [5 mg/ml CHCA (α-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid) in 50 % (v/v) ACN, 0.1 % (v/v) TFA
and 2 % (w/v) ammonium citrate] and spotted on to the
96-well sample stage. The samples were analysed using
a Q-TOF UltimaTM mass spectrometer (Micromass),
which was fully automated with a pre-defined probe
motion pattern and the peak intensity threshold for
switching over from MS survey scanning to MS/MS, and
from one MS/MS to another. Within each sample well,
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parent ions that met the pre-defined criteria (any peak
within the m/z 800–3000 range with an intensity above 10
counts +− include/exclude list) were selected for collision-
induced dissociation MS/MS using argon as the collision
gas and a mass dependent +−5 V rolling collision energy
until the end of the probe pattern was reached. The low-
mass and high-mass resolution of the quadrupole were
both set at ten to give a precursor selection window of
approx. 4 Da wide. Manual acquisition and optimization
for individual samples or peaks was also possible.

The instrument was externally calibrated to a
<5 p.p.m. accuracy over the mass range of m/z 800–3000
using sodium iodide and PEG [poly(ethylene glycol)]
200, 600, 1000 and 2000 mixtures and adjusted further
with Glu-fibrinopeptide B as the near-point lock mass
calibrant during data processing. At a laser firing rate of
10 Hz, individual spectra from a 5 s integration period ac-
quired for each of the MS survey and MS/MS performed
were combined, smoothed, de-isotoped (fast option)
and centroided using the ProteinLynxTM GlobalSERVER
2.0 data processing software (Micromass). This entailed
the identification of the monoisotopic carbon-12 peaks
for MS data and deconvolution of multiply charged
spectra to their singly charged equivalents for MS/MS
data. MaxEnt 3TM, a maximum-entropy-based technique,
has been designed for this purpose and is an integral
part of ProteinLynxTM GlobalSERVER 2.0 [17]. The
combined MS and MS/MS ion meta data were searched in
concert against the NCBI (National Center for Biotech-
nology Information) mammalian protein database using
the ProteinLynxTM GlobalSERVER 2.0 workflow. The
search algorithm employed a Hidden Markov Model
that incorporates empirically determined fragmentation
characteristics to increase the efficacy of the search.
Additionally, the MS and MS/MS data were extracted and
outputted as the searchable .txt and .pkl files respectively,
for independent searches using the MASCOT search
engine (http://www.matrixscience.com), assuming that
peptides were monoisotopic. Fixed modification was
carbamidomethylation at cysteine residues, whereas
variable modification was oxidation at methionine
residues. Only one missed trypsin cleavage was allowed,
and peptide mass tolerances of 100 and 50 p.p.m. were
allowed for the peptide mass fingerprinting and MS/MS
ion search respectively.

Pathway analysis
Pathway analysis was performed using the Pathway
Tools software version 12.5 (http://bioinformatics.ai.sri.
com/ptools/). This bioinformatic tool is a comprehensive
symbolic systems biology software that supports several
applications in bioinformatics and systems biology
[18,19]. Biological processes, molecular functions, subcel-
lular localizations and MetaCyc pathways of the altered
proteins were obtained by querying the protein or gene
ID to the Pathway databases [18].

Table 1 Haemodynamic, metabolic and inflammatory
changes at baseline and at 12 h after sepsis induction
Values are medians (interquartile range). ∗P < 0.05 compared with baseline.
MAP, mean arterial pressure.

At 12 h after
Parameter At baseline sepsis induction

CO (ml · kg−1 of body 79 (63–85) 118 (101–141)∗

weight · min−1)
SVR (dyne · s · cm−5) 2774 (2718–2887) 1411 (1234–1809)∗

MAP (mmHg) 103 (90–107) 93 (79–97)
CVP (mmHg) 11 (9–13) 13 (11–16)∗

PAOP (mmHg) 10 (9–13) 14 (11–16)∗

DO2 (ml · min−1 · kg−1 9 (8–11) 15 (14–18)∗

of body weight)
V̇O2 (ml · min−1 · kg−1 5 (4–6) 6 (5–6)

of body weight)
Arterial pH 7.49 (7.48–7.52) 7.44 (7.43–7.48)∗

IL-6 (nmol/g of protein) 2 (1–3) 28 (8–30)∗

TNF-α (nmol/g of protein) 1.4 (1.3–1.5) 5 (4.7–9.6)∗

NOx (μmol/g of protein) 0.7 (0.6–0.9) 1.5 (1.2–1.5)∗

TBARS (nmol/g of protein) 19 (16–22) 40 (36–60)∗

Statistical analysis
All values are shown as means +− S.E.M., unless
otherwise stated. Comparisons between groups (basal
control compared with 12 h after the induction of sepsis)
were performed using either a paired Student’s t test
or Wilcoxon signed rank test. P values <0.05 were
considered statistically significant.

RESULTS

Clinical data
Haemodynamic and oxygen exchange parameters,
inflammatory responses, oxidative and nitrosative stress,
and other laboratory parameters are shown in Table 1.
All animals developed normotensive hyperdynamic
circulation with reduced SVR. Adequate fluid resuscit-
ation was ensured by monitoring cardiac filling pressures
(both CVP and PAOP were monitored for right and
left ventricles respectively), which were significantly
increased over time. The increased CO resulted in a
significant rise in systemic Do2, whereas systemic V̇o2 re-
mained unchanged. The peritonitis-induced sepsis caused
a significant fall in arterial pH and a marked increase
in plasma levels of TNF-α and IL-6. Overproduction
of NO in this model was documented by a significant
increase in arterial NOx levels. These changes were
accompanied by a remarkable increase in TBARS levels,
providing the evidence for oxidative stress.

Proteomic data
We initially resolved the plasma proteome using the
broad-range IPG strips (with a linear pH gradient of
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Figure 1 Proteome map of the altered plasma proteome
during the early phase of sepsis in a porcine model
Gel images are derived from scans of representative gels from one animal in
each group: (A) Control, and (B) Sepsis. Bands in the ladder at the left-hand side
of each gel are molecular-mass markers. The significantly up- or down-regulated
protein spots are marked with arrows and numbers, which correspond with those
indicated in Table 2.

3–10) and observed that most of the porcine plasma
proteins were resolved at a pH range of 4–7 (results not
shown). We therefore used the narrow-range IPG strips
(with a linear pH gradient of 4–7) for the differential
proteomics study. Approx. 1500 protein spots were visu-
alized in each 2-D gel (Figure 1). There were seven gels
derived from basal plasma samples of seven animals, and
another seven gels derived from these animals but at 12 h

after the induction of sepsis. Quantitative intensity ana-
lysis and statistics revealed significant differences in levels
of 36 protein spots during sepsis (Figure 1 and Table 2).
These differentially expressed protein spots included 30
spots with increased levels and six spots with decreased
levels. All of these altered proteins were then successfully
identified by Q-TOF MS and/or MS/MS analyses.
Some of the altered proteins (e.g. albumin, haptoglobin
and inter-α-trypsin inhibitor family heavy chain-related
protein) were identified as multiple isoforms of the
same proteins, most probably due to post-translational
modifications. As a consequence, a total of 22 unique
proteins were identified from the 30 up-regulated spots,
whereas five unique proteins were identified from the
six down-regulated spots. Identities, quantitative data,
degrees of changes and other related information of all of
the altered proteins are summarized in Table 2. Functional
analysis using the Pathway Tools software revealed their
biological processes, molecular functions, subcellular
localizations and involved metabolic pathways, which are
summarized in Supplementary Table S1 (see http://www.
ClinSci.org/cs/116/cs1160721add.htm).

DISCUSSION

The pathophysiology of sepsis is considerably complex
and understanding it could lead to identification of novel
therapeutic targets with better treatment outcome. In
the present study, we applied a proteomics approach to
characterize changes in the plasma proteome during an
early phase of sepsis in a porcine model of peritonitis-
induced sepsis. Clinical features of this model simulated
to a very large extent the clinical presentations of early
sepsis syndrome in humans, including normotensive
hyperdynamic circulation with reduced SVR, devel-
opment of metabolic acidosis and increased plasma
levels of inflammatory mediators (i.e. TNF-α and IL-6),
accompanying nitrosative and oxidative stress.

The present study is the first to report the application
of proteomics to the study of altered plasma proteome
in a large animal model of sepsis, as previously available,
but limited, findings had only been obtained from
rodent models [20]. These small animal models are often
criticized for their limited clinical relevance. Indeed,
many emerging strategies, which have been found
effective in these models, fail to show any benefit in
large animal or human studies. This might be even more
important in the context of proteomic analysis, as there
are marked differences between species. The fundamental
differences include different regulation of inflammation,
cardiovascular response to endotoxin or bacteria etc.
Rodents differ markedly from humans with respect
to their tissue antioxidative capacity and susceptibility to
oxidative stress [21–24]. In the present study, differential
proteomics analysis revealed altered plasma levels of

C© The Authors Journal compilation C© 2009 Biochemical Society



726
V.Thongboonkerd

and
others

Table 2 Plasma proteins whose levels were significantly altered during sepsis
Values for the intensity are means +− S.E.M. ∗% Cov= % sequence coverage [(number of the matched residues/total number of residues in the entire sequence) × 100 %]; †DIV/0 = divided by zero. NA, not applicable; Ref. MW, reference molecular
mass; Ref pI, reference pI.

(A) Proteins whose plasma levels were significantly increased during sepsis

Identification No. of matched Ref.
Spot Identified scores %Cov∗ peptides Ref. MW

Intensity
Ratio P

Protein name no. NCBI ID by (MS, MS/MS) (MS, MS/MS) (MS, MS/MS) pI (kDa) Control (basal) Sepsis (12 h) (sepsis/control) values

Albumin 606 gi:164318 MS, MS/MS 130, 129 35, 6 15, 3 5.92 71.35 0.0040+− 0.0040 0.0199+− 0.0056 4.98 0.040
Albumin 717 gi:833798 MS 130, NA 29, NA 15, NA 5.92 71.36 0.0031+− 0.0031 0.0230+− 0.0033 7.42 0.001
Albumin 753 gi:833798 MS 75, NA 29, NA 11, NA 5.92 71.36 0.0155+− 0.0070 0.0698+− 0.0198 4.50 0.024
α1-Anti-chymotrypsin 1 566 gi:9968809 MS/MS NA, 130 NA, 11 NA, 2 5.22 24.78 0.0195+− 0.0078 0.0765+− 0.0154 3.92 0.006
CD14 antigen 702 gi:85816356 MS 67, NA 27, NA 6, NA 5.83 40.37 0.0256+− 0.0060 0.0874+− 0.0138 3.41 0.001
Cytochrome P450, family 3, subfamily A,

polypeptide 41A
696 gi:170295838 MS 73, NA 16, NA 8, NA 7.08 58.32 0.0066+− 0.0047 0.0583+− 0.0177 8.83 0.015

Haptoglobin 695 gi:47522826 MS 72, NA 25, NA 8, NA 6.51 39.03 0.0668+− 0.0127 0.1338+− 0.0249 2.00 0.033
Haptoglobin 809 gi:47522826 MS, MS/MS 90, 88 31, 4 10, 1 6.51 39.03 0.0750+− 0.0327 0.2290+− 0.0301 3.05 0.005
Haptoglobin 823 gi:47522826 MS 92, NA 34, NA 9, NA 6.51 39.03 0.0066+− 0.0066 0.1402+− 0.0132 21.24 < 0.001
Haptoglobin 840 gi:47522826 MS/MS NA, 51 NA, 5 NA, 1 6.51 39.03 0.1287+− 0.0362 0.3341+− 0.0615 2.60 0.014
Heavy chain immunoglobulin variable region 506 gi:1277045 MS 72, NA 43, NA 4, NA 9.36 10.07 0.0211+− 0.0069 0.0782+− 0.0194 3.71 0.017
Haemopexin 609 gi:47522736 MS/MS NA, 64 NA, 3 NA, 1 6.59 52.07 0.0031+− 0.0031 0.0299+− 0.0079 9.65 0.008
Hypothetical protein LOC23078 isoform a 220 gi:57863271 MS 80, NA 13, NA 18, NA 7.01 215.72 0.0234 +− 0.0034 0.0536+− 0.0106 2.29 0.019
Hypothetical protein LOC330361 296 gi:70608163 MS 80, NA 29, NA 12, NA 5.41 88.19 0.0678+− 0.0133 0.2229+− 0.0462 3.29 0.007
Inter-α-trypsin inhibitor family heavy

chain-related protein
333 gi:48374067 MS 51, NA 18, NA 12, NA 6.42 102.25 0.1030+− 0.0150 0.2764+− 0.0513 2.68 0.007

Inter-α-trypsin inhibitor family heavy
chain-related protein

331 gi:48374067 MS, MS/MS 189, 101 35, 5 26, 3 6.42 102.25 0.1039+− 0.0119 0.2631+− 0.0382 2.53 0.002

Inter-α-trypsin inhibitor family heavy
chain-related protein

332 gi:48374067 MS 84, NA 19, NA 14, NA 6.42 102.25 0.0854+− 0.0137 0.1757+− 0.0225 2.06 0.005

mCG140308, isoform CRA_b 664 gi:148688748 MS 92, NA 39, NA 8, NA 9.17 23.88 0.0081+− 0.0041 0.0438+− 0.0136 5.41 0.028
Microfilament and actin filament cross-linker

protein isoform 3
218 gi:114555665 MS 76, NA 7, NA 31, NA 5.28 850.70 0.0432+− 0.0072 0.1048+− 0.0207 2.43 0.016
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Microfilament and actin filament cross-linker
protein isoform 4

219 gi:114555661 MS 68, NA 7, NA 32, NA 5.27 855.07 0.0268+− 0.0036 0.0731+− 0.0163 2.73 0.017

N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein 321 gi:123241269 MS 63, NA 30, NA 6, NA 6.84 29.00 0.0201+− 0.0104 0.0652+− 0.0161 3.24 0.036
Pyruvate carboxylase 226 gi:28200301 MS 74, NA 16, NA 14, NA 6.32 130.47 0.0405+− 0.0062 0.1205+− 0.0266 2.98 0.013
Signal transducer and activator of

transcription 1
1325 gi:118151390 MS 76, NA 20, NA 10, NA 6.10 83.48 0.0000+− 0.0000 0.0315+− 0.0140 DIV/0† 0.044

Similar to CG3493-PA isoform 2 483 gi:109116930 MS 67, NA 23, NA 15, NA 6.12 105.05 0.0472 +− 0.0099 0.1044+− 0.0179 2.21 0.016
Similar to cytosolic purine 5′-nucleotidase

(5-nucleotidase cytosolic II) isoform 8
936 gi:73998435 MS 77, NA 16, NA 8, NA 5.88 66.25 0.0147+− 0.0071 0.0441+− 0.0076 3.00 0.015

Similar to plectin 1 isoform 1 1046 gi:73974726 MS 77, NA 7, NA 24, NA 5.72 534.57 0.0457+− 0.0231 0.1201+− 0.0192 2.63 0.029
Similar to synaptic vesicle membrane protein

VAT-1 homologue
614 gi:73957362 MS 74, NA 27, NA 11, NA 6.15 58.11 0.0308+− 0.0080 0.0865+− 0.0085 2.81 < 0.001

Similar to tweety homologue 3 310 gi:149755366 MS 74, NA 28, NA 9, NA 6.06 49.90 0.0231+− 0.0084 0.0584+− 0.0111 2.53 0.026
Transformation/transcription

domain-associated protein isoform 2
744 gi:109065980 MS 85, NA 10, NA 24, NA 8.45 438.01 0.1672+− 0.0330 0.3384+− 0.0312 2.02 0.003

Vitelliform macular dystrophy 2-like 3
isoform 1

259 gi:114645801 MS 86, NA 34, NA 9, NA 8.82 46.85 0.0432+− 0.0104 0.0951+− 0.0181 2.20 0.029

(B) Proteins whose plasma levels were significantly decreased during sepsis

Identification No. of matched Ref.
Spot Identified scores %Cov∗ peptides Ref. MW

Intensity
Ratio P

Protein name no. NCBI ID by (MS, MS/MS) (MS, MS/MS) (MS, MS/MS) pI (kDa) Control (basal) Sepsis (12 h) (sepsis/control) values

Albumin 562 gi:164318 MS, MS/MS 158, 238 39, 9 17, 5 5.92 71.35 0.6597+− 0.1326 0.2727+− 0.1053 0.41 0.041
α2-HS-glycoprotein precursor (fetuin-A) 603 gi:231467 MS 75, NA 31, NA 7, NA 5.50 39.20 0.2557+− 0.0158 0.1022+− 0.0213 0.40 < 0.001
Apolipoprotein A-I precursor (Apo-AI) 1011 gi:461519 MS 81, NA 35, NA 9, NA 5.48 30.31 1.4983 +− 0.1397 0.4730+− 0.0481 0.32 < 0.001
Immunoglobulin heavy chain variable region 445 gi:91979054 MS 66, NA 59, NA 5, NA 8.73 10.80 0.0253+− 0.0036 0.0118+− 0.0023 0.47 0.008
Serum albumin precursor 741 gi:76363596 MS 73, NA 24, NA 11, NA 5.89 70.49 0.0576+− 0.0177 0.0038+− 0.0038 0.07 0.011
Vitronectin 590 gi:1754491 MS 92, NA 25, NA 8, NA 5.48 44.61 0.1714+− 0.0427 0.0461+− 0.0100 0.27 0.014
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36 protein forms representing 27 unique proteins in
our porcine sepsis model. The roles of some of these
altered proteins are highlighted below.

CD14 is a receptor for bacterial LPS (lipopolysacchar-
ide) that co-ordinates with TLR4 (Toll-like receptor 4)
and MD-2 (myeloid differentiation-2) to mediate the in-
nate immune response to bacterial LPS [25,26]. Activation
of this upstream signalling pathway leads to the activ-
ation of the downstream factor NF-κB (nuclear factor
κB), secretion of several inflammatory cytokines and,
ultimately, inflammatory responses. Some bacterial in-
fections use CD14 to enhance its invasion into hosts [27].
Moreover, monocyte CD14 and soluble CD14 can be
used as markers for predicting mortality in patients with
severe community-acquired infection [28]. In the present
study, we identified an increased level of plasma CD14
in our porcine model of early sepsis, consistent with the
findings published by Brunialti et al. [29], who reported
an increased serum level of CD14 in patients with sepsis.
These results indicate that CD14 is an important upstream
molecule in the inflammatory cascade of sepsis.

Haptoglobin is one of the acute-phase reaction pro-
teins [30,31] that also binds to haemoglobin with a potent
affinity and thus can prevent renal iron loss and oxidative
damage mediated by free haemoglobin [32–34]. Hence it
serves not only as an acute-phase reactant, but is also in-
volved in oxidative stress pathways. Several lines of evid-
ence have demonstrated the increased level of haptoglobin
as a scavenger system in a number of models of oxidative
stress [35–37]. Another protein involved in oxi-
dative stress is haemopexin, which binds to haem and
transports it to the liver for its breakdown and iron
recovery. As haem is highly toxic to cells due to pro-
inflammatory and oxidative effects, haemopexin thus
serves as an anti-inflammatory molecule and an oxidative
scavenger [35,38]. Our present results are consistent
with the findings in previous studies by Kalenka et al.
[39] and Ren et al. [20], who reported increased
plasma haptoglobin levels in patients with sepsis and
increased plasma haemopexin in a murine model of sepsis
respectively. The increased levels of both haptoglobin
and haemopexin identified in our present study thus
strengthen the important roles of these two molecules
in mediating inflammatory processes and oxidative stress
during an early phase of sepsis.

There were several altered proteins whose roles in
sepsis remain unclear. For example, microfilament and
actin filament cross-linker protein isoforms 3 and 4
(microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms 3
and 4) and plectin 1, which are involved in cytoskeletal
assembly [40–44]. These proteins interlink intermediate
filaments with microtubules and microfilaments, and
also anchor intermediate filaments to desmosomes or
hemidesmosomes [43–46]. The precise roles of these
altered proteins in sepsis are somewhat interesting and
deserve further investigation.

It should be noted that there are some limitations
in our present study. First, 2-D gel electrophoresis is
generally not a very sensitive technique to detect all
components in the proteome. Therefore several low-
abundance proteins and their subtle changes could not
be detected. This fact was reflected in our present study
as we did not find some of the proteins whose roles in
sepsis and inflammatory responses have been established,
for example CRP (C-reactive protein), serum amyloid A,
fibrinogen and HSPs (heat-shock proteins). Secondly, we
evaluated changes in the plasma proteome at only a single
time point. Assessing dynamic changes over time would
probably yield even more important results compared
with the ‘before–after’ approach. This could serve as a
platform or the starting point for our subsequent studies
(i.e. sepsis compared with septic shock).

In summary, in the present study we have identified
a set of plasma proteins with significantly altered
levels during the early phase of sepsis in a porcine
model of peritonitis-induced sepsis using a proteomics
approach. The proteomics results could be related to the
clinical features of this animal model, as most of these
altered proteins have important roles in inflammatory
responses and some of them play roles in oxidative
and nitrosative stress. Some findings are considerably
novel and exploring their roles in association with the
pathophysiology of sepsis may lead to the identification
of new therapeutic targets for better treatment outcome
in sepsis. Additionally, some altered proteins may serve
as potential markers for early sepsis.
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Table S1 Functional analysis of the altered plasma proteins using the Pathway Tools (see [18,19] in the main text)
*A large multiprotein complex that possesses histone acetyltransferase activity and is involved in regulation of transcription. IκB, inhibitor of NF-κB; JAK, Janus kinase;
STAT, signal transducer and activator of transcription; NA, not available by the Pathway Tools.

Protein name Biological process(es) Molecular function(s) Cellular component(s) MetaCyc Pathway

Albumin Transport and water homoeostasis Transporter activity and lipid
binding

Extracellular space NA

α1-Anti-chymotrypsin 1 Acute-phase response Endopeptidase inhibitor activity NA NA
α2-HS-glycoprotein precursor

(fetuin-A)
Ossification and regulation of bone

mineralization
Cysteine protease inhibitor activity Extracellular space and soluble

fraction
NA

Apolipoprotein A-I precursor
(Apo-AI)

Lipid transport, blood circulation
and cholesterol metabolic
process

Structural molecule activity, lipid
transporter activity, high-density
lipoprotein binding and lipid
binding

NA NA

CD14 antigen Phagocytosis, apoptosis,
inflammatory response, immune
response and cell-surface-
receptor-linked signal
transduction

Peptidoglycan receptor activity Plasma membrane NA

Cytochrome P450, family 3,
subfamily A, polypeptide 41A

Multiple Mono-oxygenase activity Endoplasmic reticulum,
microsome and membrane

Oxidative ethanol
degradation II
(MEOS) and
nicotine
degradation II
and III

Haptoglobin Proteolysis, defence response and
acute-phase response

Haemoglobin binding NA NA

Haemopexin Transport, cellular iron homoeostasis
and haem transport

Binding and haem transporter
activity

Extracellular space NA

Hypothetical protein LOC23078
isoform a

NA NA NA NA

Hypothetical protein LOC330361 NA NA NA NA
Immunoglobulin heavy chain

variable region
NA NA NA NA

1 Deceased
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(email matejovic@fnplzen.cz).

C© The Authors Journal compilation C© 2009 Biochemical Society



V. Thongboonkerd and others

Table S1 cont.

Protein name Biological process(es) Molecular function(s) Cellular component(s) MetaCyc Pathway

Inter-α-trypsin inhibitor family
heavy chain-related protein

Transport Endopeptidase inhibitor activity,
transporter activity and binding

NA NA

mCG140308, isoform CRA_b NA NA NA NA
Microfilament and actin filament

cross-linker protein isoform 3
NA NA NA NA

N-ethylmaleimide-sensitive fusion
protein

Proteolysis and intracellular protein
transport

Nucleotide binding, ATP-dependent
peptidase activity, ATP binding
and protein transporter activity

Endoplasmic reticulum and
Golgi apparatus

Hydrolases

Pyruvate carboxylase Gluconeogenesis, biotin metabolic
process and lipid biosynthetic
process

Pyruvate carboxylase activity, ATP
biding, biotin binding, ligase
activity and manganese ion
binding

Mitochondria Aspartate
biosynthesis II

Signal transducer and activator of
transcription 1

Regulation of transcription
(DNA-dependent), transcription
from RNA polymerase II
promoter, caspase activation,
signal transduction, intracellular
signalling cascade, IκB
kinase/NF-κB cascade, JAK/STAT
cascade, tyrosine
phosphorylation of STAT protein,
JAK-induced STAT protein
dimerization, STAT protein
nuclear translocation, response
to other organisms and
regulation of cell cycle

DNA binding, transcription factor
activity, signal transducer
activity,
haematopoietin/interferon-class
(D200-domain) cytokine receptor
signal transducer activity and
translation regulator activity

Nucleus and cytoplasm NA

Similar to CG3493-PA isoform 2 NA NA NA NA
Similar to cytosolic purine

5′-nucleotidase (5-nucleotidase
cytosolic II) isoform 8

NA 5′-Nucleotidase activity and
hydrolase activity

Cytosol Phosphoric
monoester
hydrolase

Similar to plectin 1 isoform 1 Cytoskeletal anchoring at plasma
membrane

Actin binding, structural constituent
of cytoskeleton and structural
constituent of muscle

Cytoskeleton, kinesis complex,
intermediate filament and
plasma membrane

NA

Similar to synaptic vesicle
membrane protein VAT-1
homologue

Cell growth DNA binding, NADPH:quinone
reductase activity, alcohol
dehydrogenase activity
(zinc-dependent), zinc ion
binding and oxidoreductase
activity

Nucleus, synaptic vesicle,
integral to membrane and
synapse

NA

Similar to tweety homologue 3 Iron transport Iron ion transmembrane and
membrane transporter activity

Integral to membrane NA

Transformation/transcription
domain-associated protein
isoform 2

Signal transduction Inositol or phosphatidylinositol
kinase activity and copper ion
binding

PCAF complex* NA

Vitelliform macular dystrophy 2-like
3 isoform 1

Visual perception NA Membrane fraction and integral
to membrane

NA

Vitronectin Immune response and cell adhesion Heparin binding Extracellular space NA
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Úvodní kazuIstIka
53letý hypertonik, diabetik na perorálních anti-

diabetikách, po ischemické cévní mozkové příhodě, 
s permanentní fibrilací síní a chronickou antikoagu-
lační léčbou antagonisty vitaminu K, pracující jako 
ošetřovatel prasat byl přijat na jednotku intenzivní 
péče fakultní nemocnice pro přibližně čtyřhodinovou 
anamnézu zimnic, třesavek, ortostatické hypoten-

ze a dušnosti. Již první vstupní klinické, grafické 
a laboratorní vyšetření svědčí pro plně rozvinutý 
hyperdynamický septický šok s akutním anurickým 
poškozením ledvin, akutní hepatopatií, koagulopa-
tií, postupným rozvojem a progresí poruchy vědomí, 
výraznou laktátovou metabolickou acidózou. Během 
nezbytného úvodního zajištění nemocného bylo 
vyloučeno invazivní meningokokové onemocnění, 

intenzivní medicína

pŮvodNÍ prÁCe

Imunitní homeostáza (deregulace?) 
v sepsi a septickém šoku

karvunidis thomas1, lysák daniel2, chvojka Jiří1, ledvinová lenka1, raděj Jaroslav1, 
novák ivan1, matějovič martin1

souHrn

Sepse a septický šok představují celosvětově významný 
medicínský i socioekonomický problém. V současnosti 
je obecně přijímán dvoufázový koncept významného 
porušení imunitní homeostázy v sepsi s enormní akti-
vací imunitních mechanismů v jejím úvodu s následnou 
kompenzatorní reakcí, při níž je kompromitována vět-
šina funkcí na nejrůznějších úrovních vrozené i získané 
imunity. Aktuální poznatky však ukazují na simultánní 
aktivaci prozánětlivých a protizánětlivých pochodů již v 
samotném úvodu systémového zánětu. Tato sekundární 
alterace obranných mechanismů, vedoucí ke snížené 

abstract

immune homeostasis (deregulation) in sepsis and 
septic shock
Sepsis and septic shock represent an important medical 
and socio-economic burden worldwide. The double- 
-phased concept of significant immune homeostasis 
impairment in sepsis has generally been accepted. In this 
theory, the initial phase is characterized by enormous 
activation of immune system followed by the compen- 
satory phase resulting in profound immunosuppression. 
However, this paradigm has recently been challenged 
and the concept of simultaneous pro-inflammatory, 
anti-inflammatory and adaptive immunity suppressing 

rezistenci k primárně málo virulentním nozokomiálním 
a oportunním patogenům a ke „chronické“ multiorgá-
nové dysfunkci, může být příčinou zvýšené morbidity 
a mortality kriticky nemocných. Tento přehledový článek 
se stručnou formou zabývá právě dysregulací imunitní 
odpovědi nemocných v sepsi/septickém šoku, jejími 
konsekvencemi, diagnostickými možnostmi a možnými 
terapeutickými intervencemi.

klíčová slova

sepse – imunitní odpověď – imunitní deregulace – průtoková 
cytometrie

response occurring early in sepsis has been introdu-
ced. These immune alterations leading to the failure to 
combat relatively avirulent, nosocomial and opportune 
pathogens, and prolonged multiorgan dysfunction seem 
to be a major cause of increased morbidity and mortality 
in critically ill patients. This review briefly summarizes the 
current concept of sepsis-induced immune deregulation 
and discusses diagnostic tools and emerging immune- 
-based therapeutic interventions. 

keywords

sepsis – immune response – immune deregulation – flow 
cytometry
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1JIP, I. interní klinika FN v Plzni a LF v Plzni, Univerzita Karlova v Praze
2Hematologicko-onkologické oddělení, Fakultní nemocnice v Plzni
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perforace trávicí trubice a/nebo ischémie nitrobřiš-
ních orgánů. Infekčním agens byl Streptococcus suis 
(významný patogen vepřů – zoonóza), který byl de-
tekován v hemokulturách odebraných bezprostředně 
při přijetí na JIP. Zdrojem a vstupní branou infekce 
bylo (per exclusionem) nejspíše trauma měkkých 
tkání nártu levé dolní končetiny způsobené kopnu-
tím prasete s následnou bakteriémií. Komplexní 
resuscitace a léčba septického šoku s adekvátní an-
tibiotickou (ATB) terapií vedla k rezoluci infekce 
a šoku v následujících pěti dnech. V dalším průběhu 
perzistovala renální dysfunkce, koagulopatie, mírná 
encefalopatie, polyneuromuskulopatie kriticky ne-
mocných a potřeba umělé plicní ventilace. 

Osmý den hospitalizace se náhle objevují feb-
rilie, oběhová nestabilita, objevuje se výrazná 
produkce makroskopicky zánětlivého sputa. Byla 
provedena empirická změna ATB. Stav nemocné-
ho v dalších dvou dnech progredoval do recidivy 
septického šoku, opět s plně vyjádřeným multior-
gánovým selháním. Kultivačně byl z bronchoalve-
lolární laváže izolován nozokomiální multirezis-
tentní kmen Acinetobacter baumanii a současně byla 
prokázána endogenní reaktivace cytomegaloviru 
(CMV) se signifikantní virémií (RQ-PCR). Objevuje 
se významné krvácení do GIT při koagulopatii 
a trombocytopenii. I přes další, již cílenou změnu 
ATB strategie, virostatickou léčbu a extenzivní 
podpůrnou léčbu včetně náhrad funkcí orgánů stav 
nemocného dále progredoval. Pacient zemřel pod 
obrazem refrakterního hypodynamického septic-
kého šoku dvanáctý den hospitalizace.

Úvod do problematIky
Sepse a septický šok jsou desátou nejčastější pří-

činou smrti všeobecně a nejčastější příčinou smrti 
na nekoronárních jednotkách intenzivní péče. 
Incidence sepse je 50–95 případů na 100 000 oby-
vatel a zvyšuje se cca o 10 % ročně [1, 2]. I přes 
značné pokroky v diagnostice a léčbě, dodržování 
všeobecně akceptovaných terapeutických algorit-
mů a doporučení a téměř dvacetiletý výzkum na 
poli sepse a protizánětlivých působků je mortalita 
těchto stavů víceméně stacionární (30–50%) a ko-
reluje s počtem dysfunkčních orgánů/systémů 
a s délkou trvání těchto stavů [1, 2]. Absence efektu 
těchto opatření na zmírnění devastujícího průbě-
hu systémového zánětu s multiorgánovým posti-
žením vede k zamyšlení nad správností hypotéz 
týkajících se patofyziologie těchto stavů, zejména 
na subcelulární úrovni. Vzhledem k mimořádné 
heterogenitě, charakteristické pro populaci septic-
kých nemocných, může snaha o uniformní léčbu 
těchto nemocných jako jednolité skupiny vysvětlit 
tyto terapeutické neúspěchy. Ilustrativním pří-
kladem je selhání drtivé většiny protizánětlivých 

agens a strategií [3, 4], jejichž užití bylo založe-
no na předpokladu „pouhé“ přehnané imunitní 
reakce organismu v odpovědi na invazivní infekci. 
Zjevně nelze očekávat terapeutický úspěch při sna-
ze o izolované ovlivnění jediného mediátoru a/nebo 
funkce v celé řadě deregulovaných a dysfunkčních 
patofyziologických dějů a mechanismů. V součas-
né době lze tedy spíše uvažovat o „imunitní dere-
gulaci“ jako o velmi heterogenním stavu, který 
vede k progresi a udržování systémového zánětu, 
orgánovému poškození (multiple organ dysfunc-
tion syndrome, MODS), nozokomiálním infekcím 
a v řadě případů až k úmrtí nemocných. 

Tento přehledový článek předkládá aktuální 
a velmi diskutovaný pohled na imunopatogenezi 
sepse. Zabývá se zejména jejím vývojem v čase 
a změnami ve smyslu imunitní deregulace v průbě-
hu systémového zánětu. Stručně jsou diskutovány 
metody vhodné k detekci imunoalterace a analý-
zám imunologického profilu nemocných. Okrajově 
zmiňujeme rovněž možné nové perspektivy v imu-
nomodulační léčbě sepse/septického šoku.

ImunologIckÉ aspekty sepse: 
staronovÉ koncepty a novÉ poznatky

K zachování integrity a homeostázy lidského 
organismu je nezbytné zabránit invazi patogenů 
do jeho tkání a orgánů a následnému rozšíření do 
celého organismu. Základním prostředkem brání-
cím průniku mikrobů jsou neporušené fyziologické 
epiteliální bariéry. Při jejich narušení slouží složky 
vrozeného imunitního systému (tab. 1.) jako druhá 
linie obrany [5]. Tato vrozená imunitní odpověď je 
společná všem vícebuněčným organismům. Je ví-
ceméně bezprostřední, nespecifická a je primárně 
určena k rychlé eradikaci patogenů a prevenci poško-
zení tkání. Aktivace imunitní odpovědi se děje cestou 
tzv. motivy rozpoznávajících receptorů (pattern-
recognition receptors, PRRs) – tabulka 2. Vzhledem 
ke komplexnosti a relativní dlouhověkosti savců 
včetně člověka je však potřeba další obranné linie 
organismu s imunologickou pamětí, mimořádnou 
specificitou a účinností a vývoj získané (adaptivní) 
imunity byl tedy logickým evolučním krokem umož-
ňujícím přežití a vývoj vyšších živočišných forem. 
Její plné aktivace a funkce je dosaženo až po několika 
desítkách hodin až dnů. Systém získané imunity 
zahrnuje komponenty buněčné imunitní odpovědi 
(T-lymfocyty), primárně určené k reakci na intrace-
lulární patogeny, a součásti humorální (protilátkové) 
imunitní odpovědi (B-lymfocyty a imunoglobuliny), 
primárně cílené na extracelulární mikroorganismy 
a toxiny. K interakcím T-lymfocytů s ostatními slož-
kami imunitního systému a patogeny slouží tzv. 
T-buněčný receptor (T-cell receptor, TCR) exprimo-
vaný na jejich povrchu. B-lymfocyty k těmto úče-
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lům užívají monoklonální imunoglobuliny vázané 
v buněčné membráně (B-cell receptor, BCR) – viz 
tab. 1. Povrchové struktury všech patogenů obsahují 
limitovaný počet unikátních a u vyšších živočichů 
se nevyskytujících molekul – tzv. patogen-associ-
ated molecular patterns (PAMPs) (viz tab. 2). Tyto 
struktury jsou rozpoznávány specifickými receptory 
buněčných elementů vrozené imunity (antigen-
prezentující buňky, antigen-presenting cells, APC) 
a jinými buňkami (některé populace lymfocytů, en-
doteliální a epiteliální buňky) pomocí již zmíněných 
tzv. motivy-rozpoznávajících receptorů (pattern reco-
gnition receptors, PRR) [6, 7, 8, 9]. V současné době 
je popsáno celkem pět základních skupin PRR. Jejich 
stručný přehled s odpovídajícími ligandy (vazebný-
mi protějšky) jsou zmíněny v tabulce 2 [6,7,9,10]. 

Obdobnými „alarminy“ aktivujícími imunitní sys-
tém jsou skupiny „endogenních“ specifických mo-
lekul uvolňovaných při tkáňovém poškození – tzv. 
damage-associated molecular patterns (DAMP) – viz 
tabulka 2. Uvolnění významného množství DAMP do 
cirkulace vede k zánětlivé odpovědi klinicky neodli-
šitelné od reakce na infekční agens [6]. DAMP jsou 
zřejmě také schopny udržovat systémovou zánětlivou 
odpověď a tedy i MODS i v době, kdy již došlo k úplné 
eliminaci primárního infekčního agens [11]. 

Mechanismy vedoucí k úmrtí nemocných 
v septickém šoku se v průběhu vlastního one-
mocnění liší. Od refrakterního cirkulačního šo-
ku v důsledku extenzivní aktivace imunitního 
systému s masivním uvolněním prozánětlivých 
mediátorů v úvodní časné fázi – systémová zánět-

intenzivní medicína

Buněčné elementy Charakteristika Funkce v sepsi

Přirozený imunitní systém
Monocyty/makrofágy fagocyty a APCs 

exprese MHC II - HLADR, CD14, TLRs, CD80/86
důležitý zdroj cytokinů, chemokinů, TFkonverze 
na DCs ve tkáních – APCs

Dendritické buňky (DCs) primární APCs 
exprese CD14, TLRs, CD80/86, MHC II

klíčové propojení přirozené a získané imunity 
APCs pro CD4+ T-lymfocyty, produkce cytokinů

Myeloidní supresorové buňky 
Myeloid-derived suppressor 
cells (MDSCs)

exprese Gr1+ CD11b 
obsahují RNS

produkce IL-10, suprese expanze CD4+ lymfocytů 
a jejich produkce cytokinůcestou produkce 
velkého množství NO

Neutrofily primární fagocyty 
exprese CD14, CD11/CD18, CD64, TLRs, PSGL-1

eliminace a destrukce patogenů proteázami, ROS, 
RNS poškození tkání proteázami, ROS, RNS

NK-buňky/lymfocyty absence TCR, CD3-CD56+ lymfocyty 
exprese KIRs, CD16/FcγRIII

přímá cytotoxicita, produkcí cytokinů iniciují 
zánětlivou odpověď, produkce TNF, IL-10 atd.

NK-T-buňky/lymfocyty exprese αβTCR cytotoxicita a modulace imunitní odpovědi, 
zejména při mykobakteriální či mykotické infekci

γδ T-lymfocyty preferenčně lokalizovány v mukózách 
exprese γδTCR, CD3; absence αβTCR

součást mukózní bariéry, potenciace inflamace 
produkcí IFNγ a TNFα, přímá cytotoxicita (perforin/
granzym), imunomodulace produkcí IL-10

Adaptivní imunitní systém
CD4+ lymfocyty Th1 
(T-lymfocyty)

exprese αβTCR, CD3+CD4+ 
imunostimulační funkce, Th1 cytokiny: TNF, 
IFNγ, IL-2 buňkami zprostředkovaná imunita

imunostimulační funkce, Th1 cytokiny: TNF, IFNγ, IL-2 
klíčová role u toxického šoku, podléhají apoptóze

CD4+ lymfocyty Th2 
(T-lymfocyty)

exprese αβTCR, CD3 + CD4 + imunosupresivní 
funkce, Th2 cytokiny: IL-4, IL-10, IL-13 
buňkami zprostředkovaná imunita

imunosupresivní funkce, Th2 cytokiny: IL-4, IL-10, 
IL-13

CD4+ lymfocyty Th17 
(T-lymfocyty)

preferenčně lokalizovány v mukózách eliminace patogenů, zpomalení hojení ran, 
produkce IL-17, IL-22

CD8+ lymfocyty (T-lymfocyty) exprese αβTCR, CD3+CD8+přímá cytotoxicita, 
eliminace patogenů 
buňkami zprostředkovaná imunita

přímá cytotoxicita, eliminace patogenů 
produkce TNF a IFNγ

Treg lymfocyty (T-lymfocyty) exprese CD4+CD25+, Fox3 imunomodulace, kontrola a suprese imunitní 
odpovědi a fibrogeneze  
produkce IL-10, TGFβ

B-lymfocyty exprese BCR, CD19, CD20, CD80/86, MHC II 
homorální imunita

produkce protilátek, APCs, imunologická paměť

aPcs – antigen presenting cells, mhc – major histocompatibility antigen, tF – tkáňový faktor, tcr – t-cell receptor, bcr – b-cell receptor, nk – natural killer cell, 
il – interleukin, iFn – interferon, tnF – tumor necrosis factor, tgF – tissue growth factor, kir – killer immunoglobulin receptor, rns – reactive nitrogen species, 
ros – reactive oxygen species, tlr – toll-like receptors, cd – cluster of differentiation/designation

tab. 1   Přehled vybraných základních elementů imunitní odpovědi, jejich základní charakteristika funkce v sepsi
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livá odpověď (Systemic Inflammatory Response 
Syndrome, SIRS), až po MODS, „syndrom přetr-
vávajícího zánětu, imunosuprese a katabolismu“ 
(Persistent Inflammation Immunosuppression 
and Catabolism Syndrome, PICS) a komplikující 
nozokomiální či oportunní/endogenní infekce při 
zapojení kompenzatorních imunitních mecha-
nismů (negativní feedback), které mohou (i přes 
primárně protektivní efekt) paradoxně směřovat 
až k imunoparalýze/imunokompromitaci (com-
pensatory anti-inflammatory response syndrome, 
CARS), ve fázi pozdní [12]. Z klinické praxe však 
víme, že většina nepřeživších (> 80 %) umírá až 
mnohem později po iniciální resuscitaci a léčbě 
primárního septického šoku s charakteristickými 
znaky imunosuprese (jak ilustruje i kazuistika 
v úvodu), zatímco skupina přeživších je zřejmě 
tvořena jedinci, kteří byli schopni spontánně 
upravit a balancovat imunitní funkce bez speci-
fické imunomodulační léčby [13, 14]. 

Iniciální imunitní odpověď organismu na mik-
robiální infekci, ale i na sterilní stimuly (trauma, 
popáleniny, hemoragický šok) je fenotypicky vy-
soce stereotypní a uniformní a v rámci zmíněných 
stavů navzájem v podstatě klinicky neodlišitelná. 
Studie genových expresí a transkripčních profilů 
cirkulujících leukocytů nemocných s tupými trau-
maty, popáleninami a infekcí (respektive zdravých 
dobrovolníků po aplikaci malé dávky endotoxinu – 
lipopolysacharidu, LPS – PAMP) dokládají globální 
změny v intracelulárních funkcích a signalizacích 
zaujímajících > 80 % genů [9, 14, 15]. Detekce těchto 
změn genových expresí umožňuje časné odlišení 
sepse od neinfekčního SIRS [14, 16, 17, 18]. Tato mož-
nost včasného rozpoznání infekční etiologie není 
samoúčelná, jelikož smrtnost sepse je v porovnání 
s neinfekčním systémovým zánětem téměř dvoj-
násobná [19]. Dosavadní paradigma dvoufázového 
průběhu zánětlivé odpovědi organismu striktně 
časově oddělující iniciální prozánětlivou fázi (SIRS) 

Motivy/molekuly Zdroj PRRs

Bakteriální PAMPs
Lipopolysacharid G- bakterie CD14, MD-2/TLR4

Lipoteichoová kyselina G+ bakterie CD14, TLR2/TLR6

Peptidoglykan G+/G- bakterie CD14, TLR2, NOD2, NOD1

Triacyllipopeptidy G+/G- bakterie TLR1/TLR2

Diacylpeptidy Mycoplasma spp. TLR2/TLR6

Poriny, OMPs Neisseria spp. TLR2

Flagellin bičíkaté bakterie TLR5

Nemetylovaná CpG DNA bakterie, některé viry TLR9

dsDNA Francisella tularensis AIM2

Virové PAMPs
Virové genomy RNA viry RLH

dsDNA DNA viry AIM2

dsRNA dsRNA viry TLR3

ssRNA ssRNA viry TLR7/TLR8

Viry exprimované proteiny RNA a DNA viry TLR2/TLR4

Mykotické PAMPs
Fosfolipomannan Candida albicans TLR2

Mannan Candida spp., Aspergillus spp. TLR4, CLR (dectin-2/FcRγ)

Mannosylové rezidua Candida albicans TLR4, CLR

β-glukany Candida spp., Aspergillus spp. TLR2, CLR (dectin-1)

DAMPs
S100a protein vlastní tkáně hostitele TLR4, RAGE

HMGB1 vlastní tkáně hostitele TLR2/TLR4, RAGE

HSPs vlastní tkáně hostitele TLR4

Fibrinogen, fibronektin vlastní tkáně hostitele TLR4

Hyaluronan vlastní tkáně hostitele TLR4

Hem vlastní tkáně hostitele TLR4
Prrs – pattern regognition receptors, PamPs – pathogen-associated molecular patterns, damPs – danger-associated molecular patterns, omPs – outer membrane 
protein, cpg – cytosine-phosphate-guanine, hmgb1 – high mobility group box 1, hsP – heat shock proteins, tlr – toll-like receptor, 
nod – nucleotide-bindingoligomerization domain leucine-rich-repeat containing receptors, clr – c-type lecitin receptor, rage – receptor for advanced glycation 
end products, rlh – retinoic acid-indicible gene-1-helicase, aim2 – absent in melanoma protein

tab. 2   PAMP, DAMP a jejich PRR
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a následující kompenzační protizánětlivou fázi 
(CARS) [20] lze na základě těchto poznatků chápat 
odlišně [14]. Uvedené práce ukazují, že alterace pro-
zánětlivých a protizánětlivých genů je simultánní 
již v samotném úvodu onemocnění a že rozdíly 
v expresích genů mezi přeživšími a nepřeživšími 
nemocnými jsou kvantitativní, nikoliv kvalitativ-
ní. Právě míra a délka změny exprese příslušných 
genů, odpovídající imunitní deregulaci, zřejmě 
sehrává roli při morbiditě a mortalitě v akutní fázi 
systémového zánětu, ale i v rozvoji sekundárních 
komplikací, jakými jsou nozokomiální infekce či 
protrahované orgánové postižení [14, 21] – obrázek 
1. Uvedené ukazuje, že nejen vlastní spontánní 
úprava, jak je zmíněno výše, ale také včasnost 
a rychlost normalizace adaptivní genové exprese 
v odpovědi na zánětlivé stimuly („genomic storm“) 
a tedy funkce imunitního systému jsou důležité pro 
nekomplikovaný průběh sepse.

moŽnostI analÝzy stavu a Funkce 
ImunItníHo systÉmu a JeHo odpovĚdI

Imunologická odpověď v sepsi je komplexním 
a velmi dynamickým procesem zahrnujícím celou 
řadu vzájemně interagujících buněčných elemen-
tů s extrémně komplikovanou sítí cytokinů. Právě 
složitost systému a rychlé změny v čase znesnad-
ňují samotná vyšetření jednotlivých komponent 
a zejména interpretaci výsledků. I přesto by žád-
ná z dalších studií zabývající se prohlubováním 
znalostí a poznatků patofyziologie sepse neměla 
proběhnout bez alespoň bazální znalosti imunolo-
gického stavu a dynamiky změn jeho jednotlivých 
subjektů. 

Molekulární genetika, proteomika, 
transkriptomika

Ucelený obraz změn při systémovém zánětu mů-
že podat posouzení exprese jednotlivých genů v cir-
kulujících leukocytech analýzou mRNA pomocí či-
pových metodik (gene-chip analysis, micro-arrays, 
transkriptomika) [14, 22, 23]. Další úrovní exprese 
genů je jejich translace do proteinů. Vzhledem 
k tomu, že v tomto procesu dochází k množství 
změn podstatných pro konečnou funkci protei-
nů – potranslačních modifikací, může stanovení 
skutečně produkovaných bílkovin a jejich funkce 
poskytnout přesnější obraz změn v odpovědi na sys-
témovou infekci. Strukturální i funkční analýzou 
proteinů v konkrétním kompartmentu (plazma, 
leukocyty atd.) se zabývá proteomika [22, 24]. Přes 
velký potenciál a robustnost uvedených metod, jsou 
tyto vyhrazeny pouze experimentálním či univer-
zitním pracovištím a také interpretace a klinické 
použití velkého objemu dat, které produkují, jsou 
problematické a široce diskutované.

Analýza cirkulujících mediátorů imunitní 
odpovědi

Mnohem dostupnější jsou v dnešní době me-
tody ke stanovení jednotlivých cytokinů či jiných 
molekul účastnících se procesu zánětu (např. 
tumor-necrosis factor, interleukiny, interfero-
ny, proliferační faktory atd.). Jejich hladiny lze 
stanovit jednotlivě/izolovaně, např. cestou ELISA 
metod (enzyme-linked immunosorbent assay) či 
chemiluminiscence, nebo pomocí multiplexových 
analýz jako např. luminex, tzv. protein arrays či 
metodou CBA (cytometric bead array – detekce so-
lubilních mediátorů vazbou na částice s následnou 
analýzou průtokovou cytometrií). Velmi často jsou 
uvedená vyšetření prováděna formou komerčně 
dodávaných kitů. Zde však stejně jako v celé pro-
blematice imunitní odpovědi organismu v sepsi 
platí, že jedna izolovaná hodnota koncentrace 
konkrétního cytokinu není ani pro pochopení 
patofyziologie procesu, ani pro diagnostické či 
terapeutické rozvahy užitečná.

Analýza buněčných elementů imunitního 
systému

Všechny buněčné elementy jsou a mohou být 
charakterizovány, stejně jako jejich změny v ča-
se, analýzou exprimovaných membránových či 
intracelulárních antigenů/molekul. S ohledem na 
logistiku vyšetření, flexibilitu, časovou náročnost 
a reprodukovatelnost je k tomuto účelu jednoznač-
ně nejvhodnější metodou průtoková cytometrie 
(flow cytometry, FCM). Tato analytická modalita 
je pro rutinní klinickou praxi intenzivisty často 
velkou neznámou. Má však velký potenciál v časné 
diagnostice infekce a posouzení imunitního stavu, 
proto se o ní krátce zmíníme.

Obecně je FCM nedílnou součástí diagnostiky 
a vyšetřování pacientů v hematologii, onkologii 
i imunologii. Technologie FCM umožňuje velmi 
snadno kvantifikovat jednotlivé základní (nejen) 

obr. 1      Imunitní homeostáza v sepsi – klasické vs. inovativní 
pojetí

A – klasický dvoufázový koncept imunitní odpovědi; B – nové pojetí 
imunitní reakce a deregulace v sepsi. SIRS – syndrom systémové 
zánětlivé odpovědi; CARS – syndrom kompenzační protizánětlivé 
odpovědi
(podle Xiao, W. J. Exp. Med., 2011 [14])
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buněčné elementy analyzovaného vzorku (cell coun-
ting, cell sorting) na základě jejich velikosti (forward 
scatter) a komplexnosti povrchové a vnitřní struk-
tury (side scatter) – obrázky 2, 3, 4 a 5. Nejrůznější 
antigeny sledovaných buněk (receptory, adhezivní 
molekuly, strukturální proteiny atd.) mohou být 
zpravidla označeny monoklonálními protilátkami 
konjugovanými s různými fluorochromy, které jsou 
excitovány laserem a jejichž emisní signály jsou 
snímány a následně digitálně zpracovány. Jedná se 
o rychlou a přesnou metodu umožňující současné 
měření několika parametrů až na 10 000 buňkách za 
sekundu. Umožňuje identifikaci různých buněčných 
typů uvnitř smíšené populace i analýzu jednotlivých 
subpopulací v rámci jedné definované buněčné po-

pulace. Na druhou stranu je nezbytné uvést i některé 
důvody a nevýhody FCM, které dosud bránily širšímu 
a rutinnímu užití FCM (nejen) v intenzivní péči. FCM 
je otevřená metoda umožňující užití nepřeberného 
množství „homemade“ protokolů s nedostatečnou 
mírou mezilaboratorní standardizace, z čehož pra-
mení v řadě případů diskutabilní reprodukovatelnost 
výsledků. V současné době je tato modalita ve většině 
případů rezervována pro užití specialisty v hematolo-
gii či imunologii. S ohledem na extrémně narůstající 
počet objevovaných a popsaných antigenů (cluster of 
differentiation, CD), „biomarkerů“ a s nimi souvi-
sejících imunologických pochodů, je bez adekvátní 
interpretace výsledků jen obtížně uchopitelná a pro 
praxi/léčbu použitelná. Další omezení plyne z toho, 

obr. 2      Schematický princip průtokové cytometrie obr. 3       Ilustrativní ukázka dvoudimenzionální kvantitativní 
FCM analýzy – „cell sorting“

obr. 5       Ilustrativní ukázka dvoudimenzionální kvantitativní 
FCM analýzy – „cell sorting“

obr. 4       Ilustrativní ukázka dvoudimenzionální kvantitativní 
FCM analýzy – „cell sorting“
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že průtoková cytometrie není většinou, a to ani ve 
specializovaných centrech, metodou aplikovatelnou 
24 hodin denně/7dní v týdnu. I přes všechny uvedené 
limitace nabízí FCM za určitých okolností (dostup-
nost, reprodukovatelnost, interpretovatelnost a in-
terpretovanost) velký potenciál v dalším pokroku 
poznání patofyziologie, rutinní praxi včetně léčby 
kontinua sepse – septický šok a převážná většina 
poznatků diskutovaných dále u jednotlivých buněč-
ných elementů čerpá právě s jejich FCM analýz.

bunĚčnÉ komponenty 
ImunItní odpovĚdI

Časná fáze sepse je charakterizována zejmé-
na uvolněním prozánětlivých cytokinů buňkami 
vrozené imunity jako makrofágy, granulocyty 
a NK-buňkami (natural-killer cells, NKC) [25]. Tato 
iniciální fáze je však provázena rychlou indukcí 
apoptózy imunitních buněk vrozené i adaptivní 
imunity cestou cysteinových proteáz (kaspáz) a po-
klesem jejich absolutních počtů [26, 27, 28, 29] – ta-
bulka 3. Současně se objevuje porucha prezentace 
antigenů monocyty a dalšími antigen-prezentují-
cími buňkami [13, 30, 31]. Dále také dochází ke zvý-
šení počtu supresorových elementů, jako jsou Th2 
subpopulace T-lymfocytů, regulační T-lymfocyty 
(Tregs), supresorové buňky myeloidního původu 
(myeloid-derived suppressor cells, MDSC) a popu-
lace granulocytů se supresorickým fenotypem [31]. 
Dysfunkce a apoptóza dendritických buněk (DC) 
se podle recentních poznatků také významnou 
měrou podílí na imunoparalýze v průběhu sepse 
[31, 32, 33, 34]. Všechny tyto buněčné elementy 
jsou součástí kontrolních mechanismů k udržení 
imunitní homeostázy a zabránění excesivní akti-
vace imunitního systému a následného poškození 
vzdálených orgánů (MODS) [9, 31, 34].

Neutrofilní granulocyty
Neutrofily jsou důležitými elementy vrozené 

imunity. Tradičně jsou považovány za esenciální 
komponenty rozvoje a progrese systémového zá-

nětu. Jsou významným zdrojem prozánětlivých 
cytokinů, působí jako potentní fagocyty s přímou 
destrukcí patogenů a ve formě neutrofilních extra-
celulárních pastí (neutrophil extracellular traps, 
NET) usnadňují lokalizaci, izolaci, destrukci a eli-
minaci infekčních agens [35]. NET jsou intravas-
kulární komplexní struktury tvořené nukleárním 
chromatinem, histony, cytoplazmatickými pro-
teiny neutrofilů a samotnými neutrofily [36, 37]. 
Neutrofilní granulocyty jsou schopny migrace do 
místa infekce, adheze a aktivace endotelu s násled-
nou endoteliální dysfunkcí, iniciací a modulací 
lokální a systémové zánětlivé odpovědi, poruchou 
mikrocirkulace a tkáňovým/orgánovým poškoze-
ním. Na druhé straně ani významné snížení počtu 
granulocytů nevede k alteraci mikrocirkulace [38]. 
Probíhající systémový zánět vede k poruše funkce 
neutrofilů na mnoha úrovních a v důsledku toho 
k výrazné alteraci vrozené imunity a její interakce 
s mechanismy adaptivní imunitní odpovědi [37].

Antigen prezentující buňky
Antigen prezentující buňky (antigen-presen-

ting cells, APC) jsou všechny buňky schopné po-
mocí PRR rozpoznat antigeny invadujících pato-
genů (PAMP) či endogenní „alarminy“ (DAMP) 
a předložit jejich epitopy (antigenní determinanty 
= klíčové antigen-specifické rozpoznávací znaky) 
v kombinaci s hostitelovými MHC antigeny II. 
třídy a dalšími kostimulačními molekulami efek-
torovým buňkám (T-lymfocyty, neutrofily aj.). 
Klasicky jsou APC rozdělovány na profesionální 
APC (dendritické buňky, makrofágy/monocyty 
a B-lymfocyty) a neprofesionální APC (fibroblasty, 
epiteliální a endoteliální buňky).

Dendritické buňky
Dendritické buňky (dendritic cells, DC) jsou 

kritickými elementy v indukci adaptivní imu-
nitní odpovědi, tolerance a propojení imunity 
vrozené a získané. Zahrnují značně heterogenní 
buněčnou populaci vycházející z CD34 + kme-
nových buněk a jsou přítomny v řadě orgánů. 
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Populace T-lymfocytů Septičtí nemocní (počet buněk/ml) Zdraví dobrovolnící (počet buněk/ml)

Lymfocyty celkem 1239 ± 237 3113 ± 739

CD3+ T-lymfocyty 626 ± 58 1352 ± 86

CD4+ T-lymfocyty 428 ± 74 863 ± 49

       CD4+CD25+ TCs (Tregs) 168 ± 32 173 ± 13

       CD4+CD25- TCs 260 ± 44 663 ± 41

γδ T-lymfocyty 16 ± 4 56 ± 9

Další lymfocyty (CD8+ TCs, NKCs, BCs) 613 1761
adaptováno z monneret g. mol med 2008 [84] 
data, prezentována jako průměr ± směrodatná odchylka, jsou získána z plné krve zdravých dobrovolníků a nemocných v septickém šoku mezi 3-5 dnem onemocnění.

tab. 3   Srovnání absolutních počtů lymfocytů zdravých dobrovolníků a septických nemocných
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Rozlišují se dvě základní subpopulace – nezra-
lé a zralé DC. Právě maturace DC je klíčovým 
procesem propojujícím vrozenou a získanou 
imunitu [39, 40]. Nezralé cirkulující DC jsou 
schopny receptorovými (TLR) a nereceptorovými 
mechanismy rozpoznávat PAMP/DAMP, násled-
ně maturovat ve zralé DC, produkovat unikátní 
profil cytokinů a receptorů a stimulovat nativní 
T-lymfocyty (T-helper) [41]. Zralé DC pak ztrácejí 
schopnost fagocytózy, zpracování a prezentace 
antigenů a shromažďují se v sekundárních lym-
fatických orgánech (slezina, lymfatické uzliny). 
V závislosti na specifickém PAMP/DAMP vyzrá-
vají DC do několika odlišných klonů s následnou 
specifickou aktivací odlišných klonů T-helper 
lymfocytů (Th1 vs. Th2 vs. Tregs – viz dále) [39, 
41, 42]. Pokles počtu cirkulujících (tj. nezralých) 
DC, jakožto potentních iniciátorů a modulátorů 
systémového zánětu, byl popsán již v časné fázi 
u nemocných se septickým šokem [32]. Recentní 
práce navíc prokazují, že setrvalý pokles DC 
může být spojený s vyšší incidencí nozoko- 
miálních infekcí [43], což poukazuje na důležitou 
roli DC v postinfekční imunosurveillanci.

Monocyty
Monocyty jsou potentními profesionálními APC 

a významnými producenty cytokinů. V průběhu 
sepse jsou charakterizovány sníženou reaktivitou 
na aktivační stimuly i poruchou prezentace anti-
genů pravděpodobně v důsledku snížení exprese 
antigenů MHC (major histocompatibility complex) 
II. třídy. MHC antigen II. třídy, respektive HLA-DR, 
je spolu s CD86 klíčovou molekulou při prezentaci 
antigenů APC, jak již bylo diskutováno výše. Řada 
studií demonstrovala asociaci snížené exprese HLA-
DR na monocytech (mHLA-DR) s jejich dysfunkcí. 
Tyto monocyty produkují menší množství prozá-
nětlivých cytokinů jako TNFα a IL-1 v odpovědi na 
stimulaci bakteriálními PAMP [44]. Obdobně je pro-
kazována snížená proliferace lymfocytů a produkce 
IFNγ u septických jedinců se snížením mHLA-DR 
jako konsekvence porušené prezentace antigenů 
[45, 46]. Snížená exprese mHLA-DR (< 40 % HLA-
DR+ monocytů; norma > 90 %) je některými stu-
diemi označována za relativně spolehlivý marker 
monocytární dysfunkce, odvozeně i imunosuprese/
imunokompromitace kriticky nemocných a jejich 
morbidity a mortality [13, 30, 47, 48]. Při přesné 
kvantitativní detekci počtu molekul HLA-DR na mo-
nocytech pomocí FCM však bylo zjištěno, že ačkoliv 
jsou mediány denzit HLA-DR významně odlišné 
ve skupině přeživších a nepřeživších nemocných, 
nemusí být korelace s tíží, průběhem onemocnění 
a mortalitou zcela spolehlivá díky významné varia-
bilitě těchto hodnot a lze obtížně stanovit hraniční 
(cut-off) hodnoty [49]. 

Dalším mechanismem vedoucím v průběhu 
sepse k imunosupresi může být zvýšená exprese 
negativně kostimulační molekuly PD-1 („program-
med death“) na monocytech [50, 51, 52]. Monocyty 
s tímto fenotypem produkují klíčový protizánětlivý 
cytokin – IL-10 s následnou inhibicí proliferace 
T-lymfocytů a indukcí jejich apoptózy. 

t-lymFocyty a JeJIcH subpopulace

T-lymfocyty
T-lymfocyty (T-cells, TC) představují další 

klíčovou úroveň imunitní odpovědi organismu, 
sehrávají jak roli efektorovou (CD3+CD8+ TC, 
cytotoxické TC), tak i regulační (CD3+CD4+ TC, 
helper TC) [53, 54, 55]. Aktivace a maturace TC 
probíhá cestou interakcí povrchových receptorů 
(TCR/CD3 komplex, kostimulační CD 28) přímo 
s PAMP/DAMP či APC. Aktivované TC vykazují 
několik uniformních profilů v produkci cytokinů 
(základní: prozánětlivý vs. protizánětlivý) [56]. 
Vedle funkčních změn (maturace, aktivace) do-
chází v průběhu sepse a po těžkém traumatu i ke 
snížení počtu cirkulujících TC [57, 58, 59] – tab. 
3, a tíže této lymfocytopenie koreluje s rozvojem 
nozokomiálních infekcí [58]. Zvýšená ingesce 
apoptotických lymfocytů vede k přímé inaktivaci 
makrofágů a k zhoršení eliminace patogenů [59, 
60]. Charakteristickým rysem imunitní deregula-
ce je posun směrem k Th2 imunitní odpovědi s ele-
vací plazmatických hladin Th2 cytokinů (zejména 
IL-4) a snížená produkce cytokinů Th1 odpovědi 
(TNFα, IFNγ, IL-2) [59, 61]. Dalším fenotypovým 
klonem helper TC jsou vedle Th1 a Th2 také Th17 
lymfocyty [62, 63]. Produkcí IL-17 stimulují nepří-
mo neutrofilní granulocyty k eliminaci infekč-
ních agens, a zajišťují tak pozitivní/potencující 
zpětnou vazbu imunity získané s mechanismy 
imunity vrozené [5, 59].

Dalším charakteristickým rysem T-lymfocytární 
dysfunkce v sepsi je vzestup počtu subpopulace 
cirkulujících elementů s regulačními funkcemi. 
Tyto CD4+CD25+ regulační TC (Tregs) jsou potent-
ními elementy kontrolujícími vrozenou i získanou 
imunitní odpověď organismu [5, 59, 64]. Zvýšení 
počtu je dáno zřejmě jejich sníženou senzitivitou 
k apoptotickým signálům, je popisováno již bez-
prostředně při diagnóze sepse. Mechanismy imu-
nosupresivního působení Tregs nejsou zcela zná-
my. Existují důkazy o přímém inhibičním vlivu 
na cytotoxické TC, NK-buňky i DC [5, 65]. Exprese 
ektonukleotidáz (CD39 a CD73) v membráně Tregs 
vede ke konverzi extracelulárně vysoce inflamator-
ní molekuly ATP na adenosin. Adenosin způsobuje 
vazbou na specifické receptory na lymfoidních 
a myeloidních buňkách jejich inaktivaci [66].
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NK-buňky
NK-buňky (natural-killer cells, NKC) jsou sub-

populací TC reprezentující 4–15% cirkulujících lym-
focytů. Průtokovou cytometrií mohou být charak-
terizovány jako CD3-CD56+ lymfocyty [67,68]. Jako 
součást vrozené imunity se podílí na setrvalém 
imunologickém dohledu nad invazí patogenů a ná-
dorovým bujením [67]. NKC jsou aktivovány cestou 
PRR (TLR a NOD) rozpoznávajících široké spektrum 
PAMP/DAMP, v aktivovaném stavu se stávají vý-
znamným zdrojem IFNγ – klíčového prozánětlivého 
mediátoru a podílí se na přímé destrukci a eliminaci 
patogenů/cílových buněk [67, 69]. NKC úzce intera-
gují s ostatními klíčovými elementy vrozené i adap-
tivní imunity, zejména DC, monocyty/makrofágy 
a neutrofily. Tyto interakce jsou zprostředkovány 
řadou cytokinů (IL-2, IL-12, IL-15 a IL-18). 

NKC jsou ideálním příkladem toho, jak je pro ne-
komplikovaný průběh systémového zánětu nezbytná 
správná regulace imunitní odpovědi. Podle celé řady 
studií dochází v průběhu systémového zánětu/sepse 
k poklesu celkového počtu NKC [70, 71]. Mechanismy 
této deplece nejsou v současnosti zcela jasné, ale zřej-
mě se na ní podílí migrace do místa infekce a dalších 
(sekundárně) poškozených orgánů [72, 73, 74] a také 
apoptóza [71]. Nadměrný časný úbytek aktivovaných 
NKC může vést k nedostatečné eliminaci infekčního 
agens [70, 71]. Na druhou stranu, zvýšený počet akti-
vovaných NKC (respektive snížená deplece) může být 
spojován s významnějším orgánovým poškozením, 
komplikovaným průběhem sepse a vyšší mortalitou 
[75, 76, 77].

Detailní poznání funkcí NKC v sepsi zůstává 
stále relativně otevřenou otázkou. Pozitivní roli 
sehrávají v iniciaci a modulaci/potenciaci odpo-
vědi vrozeného imunitního systému. Negativním 
rysem je jejich podíl na poškození tkání [67].

Gama-delta (γδ) T-lymfocyty
Gama-delta (γδ) T-lymfocyty jsou minoritní sub-

populací TC exprimující T-lymfocytární receptor 
(T-cell receptor, TCR) sestávající se z γ a δ řetězců 
(v porovnání s TCR jiných TC, která je tvořen řetěz-
ci α a β). Jsou preferenčně lokalizovány (homing) 
v mukózách, slezině (5 % buněčnosti) a tvoří 1–10 % 
cirkulujících lymfocytů. Vzhledem k jejich prefe-
renční epiteliální lokalizaci hrají rovněž nezastu-
pitelnou roli v první linii obrany vůči invadujícím 
patogenům. Gama-delta T-lymfocyty jsou schopny 
časné iniciace zánětu prostřednictvím interakcí 
s dalšími centrálními buněčnými elementy imu-
nitní odpovědi (dendritické buňky) cestou produk-
ce IL-17 [78, 79]. Navíc jsou také potentními APC 
[79, 80] a vykazují přímou cytotoxickou aktivitu. 
Přesné mechanismy, postavení, role a možnosti 
terapeutických manipulací γδ T-lymfocytů v pro-
cesu systémového zánětu jsou předmětem součas-

ných studií. Také popisovaný pokles počtu těchto 
elementů v průběhu sepse je v současnosti spíše 
prostou deskripcí stavu s odvozovanými konsekven-
cemi v podobě potenciálního stavu imunosuprese. 
Problematická je již samotná relevance stanovení 
množství cirkulujících γδ T-lymfocytů jako aproxi-
mace skutečného počtu těchto preferenčně extra-
vaskulárně lokalizovaných elementů. 

dalŠí klíčovÉ bunĚčnÉ elementy 
HraJící vÝznamnou rolI v ImunItní 
odpovĚdI organIsmu

Supresorové buňky myeloidního původu
Supresorové buňky myeloidního původu (mye-

loid-derived suppressor cells, MDSC) jsou hetero-
genní populací expandující při systémovém zánětu 
s infekcí, mající významnou schopnost potlačovat 
funkce TC a modulovat produkci cytokinů mak-
rofágy [81, 82]. Tvoří přibližně 0,5 % periferních 
cirkulujících mononukleárů a jsou charakteri-
zovány expresí společného myeloidního znaku 
CD33, Gr1 a CD11b [83, 84]. Prozánětlivé cytokiny 
(INFγ, IL-13, IL-4, ligandy pro TLR) aktivují MDSC, 
které cestou produkce ROx, NOx, peroxinitritu 
a přímou indukcí Tregs vedou k imunoparalýze 
[82, 84, 85]. Výsledky některých experimentálních 
studií naznačují protektivní roli MDSCs u subjektů 
v septickém šoku [86].

Endoteliální a epiteliální buňky
Endoteliální buňky sehrávají důležitou úlohu 

v propagaci zánětu. Exprimují celou škálu adheziv-
ních molekul, které umožňují a usnadňují adhezi 
imunokompetentních buněk a rozšíření zánětu. 
Fenomén endoteliální dysfunkce je považován za 
jeden z klíčových mechanismů průběhu systémo-
vého zánětu a geneze MODS [2]. 

V průběhu sepse dochází k poškození a zvý-
šené apoptóze endoteliálních a epiteliálních 
buněk. Do cirkulace se tak dostává množství 
DAMP (viz níže), které dále potencují a udržují 
systémový zánět [11, 87]. DAMP, jako například 
mitochondriální DNA (mtDNA), mohou být de-
tekovány v plazmě i po kompletní eradikaci in-
fekčního agens a charakterizují přetrvávající 
tkáňové poškození. Detekce mtDNA a bakteriální 
DNA (bDNA) může za určitých okolností sloužit 
k odlišení infekční a neinfekční etiologie systé-
mového zánětu [11].

cIrkuluJící medIátory
Nepřeberné množství experimentálních i hu-

mánních studií se již zabývalo stanovením hladin, 
významem a možnostmi využití nejrůznějších 
inflamatorních mediátorů k popisu patofyziolo-

intenzivní medicína
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gie, diagnostice a/nebo léčbě nemocných v sepsi/
septickém šoku. Vzhledem k jejich množství, kom-
plexnosti jejich vzájemných interakcí, interakcí 
s imunokompetentními elementy a významně 
proměnlivým hladinám a biologickým poločasům 
nebylo a stále není možné jejich význam správně 
uchopit a využít [88]. Kontinuální studium sys-
témového zánětu vede k identifikaci řady nových 
cytokinů, z nichž některé vykazují zajímavé a po-
tenciálně terapeuticky využitelné funkce.

Interleukin 7 (IL-7) je jedním z klíčových mediá- 
torů udržujících homeostázu a přežívání TC (anti-
apoptotický efekt). Sekundárně vede k udržení či 
zvýšení produkce IFNγ a tedy k udržení či akcentaci 
zánětlivé odpovědi [89, 90]. Z těchto poznatků 
by mohl vyplývat potenciální terapeutický efekt 
aplikace IL-7 ve fázi imunodeprese. Efekt však ne-
ní, i přes některé pozitivně vyznívající práce [86], 
zcela přímočarý a závisí na jedné straně na expresi 
a stavu receptoru pro IL-7 na lymfocytech (IL-7R/
CD127), na další sekundární intra- a intercelulární 
signalizaci a na straně druhé na početním a funkč-
ním stavu elementů imunitního systému.

Subpopulace regulačních TC – Th17 sehrává klíčo-
vou roli v obraně hostitele před mikrobiální invazí 
[91]. Jako významná součást adaptivní imunity 
cestou produkce interleukinů 17, 21 a 22 moduluje 
a adaptuje odpověď složek vrozené imunitní odpo-
vědi [91, 92, 93]. Pozornost současného výzkumu se 
soustřeďuje zejména na IL-17, který mimo jiné atra-
huje neutrofily do dýchacích cest/plic v odpovědi 
na infekční podněty. Recentní práce navíc popisují 
i vliv genetických variací IL-17 v primární citlivosti 
jedinců ke grampozitivním patogenům a poukazují 
na možnou asociaci s mortalitou [93]. 

Dalším z relativně nově identifikovaných a po-
psaných chemokinů je interleukin 33 (IL-33) patřící 
do „cytokinové rodiny IL-1“. Sehrává důležitou úlo-
hu v aktivaci vrozené imunity cestou stimulace DCs 
a makrofágů a tedy v antigenní prezentaci, propoje-
ní s adaptivní imunitní odpovědí a primární elimi-
naci patogenů. Významný vliv má také na indukci 
zánětu dýchacích cest s potenciací funkce eozinofilů 
při alergických postiženích a v neposlední řadě se 
účastní procesů mukózních (neinfekčních) zánětů 
(ulcerózní kolitida, Crohnova nemoc). Významná 
je úloha IL-33 i v indukci Th2 imunitní odpovědi, 
jakožto kontrolního a protektivního mechanismu 
v sepsi [94, 95, 96]. Souhrnně lze tedy IL-33 označit 
za homeostatický faktor, který stimuluje eliminaci 
patogenů, reparaci tkání a současně kontrolu roz-
sahu imunitní odpovědi a poškození tkání. 

Zvláštní pozornost si zaslouží i klíčový DAMP 
a pozdní mediátor sepse high mobility group 
box 1 (HMGB-1). Tento nukleární protein je pa-
sivně uvolňován při ztrátě integrity membrán 
nekrotických buněk. HMGB-1 stimuluje zánětlivou 

odpověď aktivací DC, atrahuje imunokompetentní 
elementy a podílí se na tkáňové regeneraci indukcí 
proliferace a diferenciace kmenových buněk [97]. 
Koncentrace HMGB-1 zůstává zvýšena i v době, kdy 
se hladiny jiných (TNFα, IL-6) již normalizovaly 
[97, 98] a zdá se nezbytná pro správnou maturaci 
DCs a následnou aktivací Th1 imunitní odpovědi.

Dalšími ubikvitárními potentními mediátory 
zánětlivé odpovědi ze skupiny DAMP jsou heat 
shock proteiny (HSP). Při tkáňovém poškození 
jsou HSP aktivně secernovány a cestou TLR in-
dukují zánětlivou odpověď organismu [99]. Také 
proteiny skupiny S100 jsou schopny indukovat 
specifický zánět endotelu se zvýšenou vaskulár-
ní permeabilitou a protrombotickým stavem. 
Současně přímo aktivují buňky imunitního sys-
tému cestou jejich PRR (TLR, RAGE) [99].

závĚr a perspektIvy
I přes enormní pokroky posledních let jsou naše 

znalosti patofyziologie sepse značně nekompletní. 
Tato skutečnost a neznalost aktuálního imunolo-
gického profilu studovaných jedinců mohla stát za 
selháním většiny klinických studií s cílem ovlivnit 
prozánětlivé reakce organismu. Nadále zůstává 
řada nezodpovězených otázek: Známe opravdu 
dobře mechanismy vedoucí k sepsí indukované 
imunoparalýze? Podílí se i naše vlastní léčba na 
indukci a/nebo potenciaci této imunosuprese? Jsou 
to katecholaminy, sedativa, inzulin, antibiotika? 
Jakou roli má buněčná energetika/mitochondriál-
ní dysfunkce v imunitní homeostáze? Jakou roli 
mají neuroendokrinní mechanismy v imunitní 
odpovědi? 

Jakkoliv významné se mohou zdát naše součas-
né pokroky v porozumění systémovému zánětu 
a identifikaci nových mediátorů, nelze naše dia-
gnostické a terapeutické úvahy opírat o izolova-
nou analýzu jakéhokoliv z nich, jelikož poskytují 
pouze částečný a relativně dost omezený pohled 
na aktuální stav imunitní homeostázy konkrét-
ního subjektu. Přínosnější alternativou může být 
užití celého panelu markerů (solubilních i celu-
lárních) k definování aktuálního individuálního 
imunitního profilu. V čase opakovaná (funkční) 
analýza imunologického profilu nemocných v ini-
ciální fázi závažného systémového zánětu (septický 
šok) teoreticky umožňuje jejich „imunologickou 
stratifikaci“ a predikci rozvoje komplikací a/nebo 
mortality a také možné odpovědi na případnou 
imunointervenční terapii. Podstatnou limitaci 
však představuje schopnost naší interpretace a kli-
nického využití těchto dat v současnosti.

Ve světle současných poznatků lze systémový 
zánět v přítomnosti infekčního agens považovat 
za přísně individuální a patogen a hostitel-speci-
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fický proces imunitní deregulace. Nejen v blokádě 
prozánětlivé odpovědi, nýbrž i ve stimulaci imu-
nitní odpovědi se může nacházet slibná léčebná 
strategie. Příkladem může být:
1. blokáda protizánětlivých mediátorů,
2. obnova funkcí APC,
3. obnova funkcí TC,
4. blokáda apoptózy imunitních elementů.

Abychom se současně vyhnuli chybám před-
chozích studií, je potřeba mít na paměti, že cílení 
léčby na jediný patofyziologický pochod může být 
a zřejmě také i bude nedostatečné. 

Imunomodulační/imunostimulační terapie 
představují možnou strategii v léčbě sepse/sep-
tického šoku, jejichž cílem by mělo být zlepšení 
eliminace patogenů, prevence rozvoje nozokomiál-
ních infekcí a reaktivace dormantních virů. I přes 
slibné předběžné výsledky některých studií (IFNγ, 
GM-CSF, anti-IL-10) je aplikace těchto poznatků do 
klinické praxe ještě velmi vzdálena. Ke všem v tex-
tu výše uvedeným elementům zánětlivé odpovědi 
lze dokladovat řadu prací se snahou o pozitivní 
ovlivnění daného patofyziologického pochodu sti-
mulací či inhibicí. Jejich výčet a komentování je 
však zcela nad rámec tohoto pojednání [9, 100].

Primárním a determinujícím cílem by mělo být 
klinicky aplikovatelné bližší porozumění patofyzio- 
logii imunitní regulace a odpovědi při systémové 
infekci a schopnost rychlého rutinního zhodno-
cení (v čase) imunologického stavu nemocných 
a identifikace jednotlivců, kteří by z výše zmí-
něných imunomodulačních/imunostimulačních 
terapií profitovali.

Seznam zkratek
APC – antigen prezentující buňky (antigen-presenting cells)
ATB – antibiotika
BC – B-lymfocyty (B-cells)
BCR – B-lymfocytární/buněčný receptor (B-cell receptor)
b-DNA – bakteriální DNA
CARS – s yndrom kompenzační protizánětlivé odpovědi (com-

pensatory antiinflammatory response syndrome)
CMV – cytomegalovirus
DAMP –  molekulární motivy hostitele, endogenní alarminy 

(danger-associated molecular pattern)
DC – dendritické buňky (dendritic cells)
FCM – průtoková cytometrie (flow cytometry)
GIT – gastrointestinální trakt
GM-CSF –  granulocytární a makrofágové kolonie stimulující fak-

tor (granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor)

HMGB1 – high-mobility group box 1
HSP – heat shock protein
IL – interleukin
INF – interferon
JIP – jednotka intenzivní péče

MODS –  syndrom dysfunkce/selhání více orgánů (multiple or-
gan dysfunction syndrome)

mt-DNA – mitochondriální DNA
PAMP –  molekulární motivy patogenů, exogenní alarminy (pa-

thogen-associated molecular patterns)
PICS –  syndrom přetrvávajícího zánětu, imunosuprese a ka-

tabolismu (persistent inflammation, immunosuppres-
sion and catabolism)

PRR –  motivy-rozpoznávající receptory (pattern recognition 
receptors)

RQ-PCR –  kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reál-
ném čase (real-time quantitative polymerase chain 
reaction)

SIRS –  syndrom systémové zánětlivé odpovědi (systemic in-
flammatory response syndrome)

TC – T-lymfocyty (T-cells)
TCR – T-lymfocytární/buněčný receptor (T-cell receptor)
Th – pomocné T-lymfocyty (helper T-cells)
TLR – toll-like receptor
TNF – nádor nekrotizující faktor (tumor necrosis factor)
Tregs – regulační T-lymfocyty
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PostgradUÁlní vzdĚlÁvÁní

Úvod
První kanylace centrálního žilního systému 

byla provedena německým chirurgem Wernerem 
Forsmannem v roce 1929, který zavedl tenký močo-
vý katétr z loketní jamky až do pravé síně srdeční. 
Perkutánní přístup do podklíčkové žíly byl popsán 
Aubaniacem v roce 1952 [1]. Tento přístup se potom 
na dlouhá léta stal nejužívanějším pro kanylace 
centrální žíly v anestezii i intenzivní péči. Pro 
potenciální riziko komplikací, především pneu-
motoraxu, byly vyvíjeny nové přístupy a metodiky, 
které měly jeho výskyt minimalizovat. Jednou 
z těchto metodik je použití ultrazvukové kontroly 
a nebo navigace v reálném čase k zobrazení žíly, 

její punkci a zavedení katétru. Peters v roce 1982 
poprvé publikoval své zkušenosti s použitím dop-
plerovského ultrazvuku při infraklavikulárním 
přístupu do podklíčkové žíly [2].

zobrazení JednotlIvÝcH 
centrálnícH ŽIl

Pro základní orientaci jsou centrální žíly vět-
šinou zobrazovány v příčném (transverzálním) 
obrazu. U většiny pacientů používáme lineární 
sondy s frekvencí obvykle 6–13 MHz. V oblastech, 
které jsou používány pro kanylaci, žíla doprovází 
příslušnou tepnu. Na krku je zobrazena vena ju-

eCHodidaKtiKa

Ultrazvuk v zobrazení a kanylaci 
centrálního žilního systému

michálek Pavel

Anest. intenziv. Med., 24, 2013, č. 4, s. 263–267
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Trombocyty v sepsi 

Karvunidis Thomas1, Chvojka Jiří1, Lysák Daniel2, Kroužecký Aleš1, Raděj Jaroslav1, 
Novák Ivan1, Matějovič Martin1

1I. interní klinika, Jednotka intenzivní péče, Univerzita Karlova v Praze, Lékařská fakulta v Plzni 
a Fakultní nemocnice Plzeň

2Hematologicko-onkologické oddělení, Fakultní nemocnice Plzeň

Souhrn

Sepse a septický šok jsou jednou z nejčastějších příčin smrti na jednotkách intenzivní péče. Trombocyto-
penie a/nebo porucha funkce krevních destiček jsou poměrně častou součástí syndromu multiorgánové
dysfunkce, přičemž trombocyty nemusí hrát v patofyziologii těchto stavů pouze pasivní roli. Krevní destič-
ky plnící primárně hemostatickou funkci při porušení integrity endotelu, zastávají, obdobně jako leukocyty,
důležitou funkci v primárních obranných mechanismech hostitele. Tyto buněčné fragmenty na svém povr-
chu exprimují a secernují řadu adhezivních a prozánětlivých molekul, které slouží k iniciaci a modulaci pri-
mární imunitní odpovědi. Tyto hemostatické a zejména nehemostatické funkce trombocytů a jejich úloha
v patogenetických mechanismech při systémovém zánětu budou autory shrnuty a autoři o nich budou dis-
kutovat v tomto přehledovém článku.
Klíčová slova: trombocyty – sepse – přirozená imunita – intercelulární interakce

Abstract

Thrombocytes in sepsis

Sepsis and septic shock are the most frequent causes of death in intensive care units. Thrombocytopenia
and/or platelet function impairment are common parts of the multiple organ dysfunction syndrome.
However, thrombocytes are not mere bystanders as documented in the present literature. Platelets, prima-
ry actors in haemostasis and thrombin generation during endothelial integrity disruption, similarly to leu-
kocytes, maintain important functions of innate defense mechanisms of the host. These cellular fragments
express and secrete numbers of adhesive and pro-inflammatory molecules that serve to initiate and modu-
late the primary immune response. Such haemostatic and especially non-haemostatic functions of platelets
and their role in the pathogenesis of systemic inflammation will be discussed in this review.
Keywords: platelets – sepsis – innate immunity – intercellular interaction

Anest. intenziv. Med., 21, 2010, č. 6, s. 342–350

Úvod

Sepse a septický šok jsou desátou nejčastější pří-
činou smrti všeobecně a nejčastější příčinou smrti na
nekoronárních jednotkách intenzivní péče. Incidence
sepse je 50–95 případů na 100 000 obyvatel a zvyšuje
se cca o 9 % ročně. I přes značné pokroky v dia -
gnostice a léčbě je mortalita těchto stavů 30–90%
a koreluje s počtem dysfunkčních orgánů/systémů
a s délkou trvání těchto stavů [1, 2]. 

Trombocyty jsou bezjaderné a nejmenší krevní ele-
menty (3,6 x 7,0 µm; povrch 8 �µm2; objem 7 fl) vznik-
lé odštěpením z megakaryocytů v kostní dřeni. Proli-
ferace a diferenciace megakaryocytů a následná pro-
dukce krevních destiček je pod kontrolou trombopoe-
tinu (a v menší míře i jiných cytokinů: IL-3, IL-6, IL-11,
G-CSF atd.). Trombopoetin (TPO) je produkován kon-
stantní rychlostí v játrech a ledvinách a následně
z cirkulace vychytáván vazbou se specifickým recep-
torem (c-Mpl) na povrchu trombocytů a megakaryo -

cytů. Destičky slouží i jako zásobárna TPO a po jejich
aktivaci dochází v procesu degranulace k jeho zpětné-
mu uvolnění do cirkulace [3, 4]. Trombopoetin je elimi-
nován/metabolizován výhradně cirkulujícími trombo-
cyty. Pokles počtu cirkulujících destiček tudíž vede ke
zvýšení hladiny trombopoetinu a naopak [5]. Trombo-
cyty sehrávají centrální úlohu v procesu hemostázy
a trombózy. Navíc jsou i specializovanými buňkami při-
rozené imunity, modulátory zánětlivé odpovědi hostite-
le; jsou zavzaty do procesů hojení ran a hemato -
genních metastáz [6]. Jsou významným zdrojem vel-
kého množství bioaktivních mediátorů, které produku-
jí, skladují a secernují [7]. Za normálních okolností,
průměrně 1 x 1012 destiček, cirkuluje v krevním řečiš-
ti podél endotelu cév o ploše až 1000 m2, aniž by do-
cházelo k jejich aktivaci, adhezi, agregaci a de -
granulaci. Při jakémkoliv porušení integrity cévní stě-
ny dochází k nastartování procesu vzájemných inter-
akcí cirkulujících trombocytů, endoteliálních buněk
a subendoteliálních struktur v procesu hemostázy [8]. 
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Trombocytopenie v sepsi

Trombocytopenie, arbitrárně definovaná jako počet
trombocytů < 150 x 109/l, je častým jevem v sepsi či
septickém šoku. Její incidence je přibližně 35–44 %.
U 20–25 % těchto nemocných zjišťujeme počet desti-
ček < 100 x 109/l a 12–15 % pacientů má těžkou trom-
bocytopenii (< 50 x 109/l) [9, 10, 11, 12]. Počet desti-
ček typicky klesá v prvních čtyřech dnech pobytu na
JIP [13]. Mechanismus vzniku trombocytopenie
v sepsi/septickém šoku není v současnosti zcela jas-
ný (tab. 1). Vysvětlení sníženou produkcí trombocytů
v kostní dřeni je v logickém rozporu s vysokými hladi-
nami produkce destiček stimulujícími prozánětlivými
cytokiny (TNF-�, IL-6 atd.) a trombopoetinu u nemoc -
ných v sepsi [3, 4]. Jednou z možných příčin může být
nekontrolovaná fagocytóza krevních elementů a jejich
prekurzorů v procesu systémového zánětu aktivova-
nými makrofágy. Tyto tzv. hemofagocytární syndromy
(HPS) tvoří vzácnou skupinu vrozených a získaných
onemocnění, pro která je společná neadekvátní bu-
něčná imunitní odpověď u nemocných s defektem cy-
totoxické aktivity T-lymfocytů a NK-buněk. Hemofago-
cytóza se může podílet na jinak nevysvětlené trombo-
cytopenii u některých pacientů v sepsi/septickém šo-
ku. Za těchto klinických situací může být tento proces
relativně častý [14, 15]. Kromě trombocytů jsou
častým cílem hemofagocytózy i erytrocyty a jejich ja-
derné prekurzory v kostní dřeni. Právě erytrofagocytó-
za je potentním stimulem pro zvýšení exprese hemo-
xygenázy-1 (HO-1), proteinu, jenž má svůj podíl
v protektivních mechanismech v sepsi/septickém šo-
ku [16]. HO-1 je enzym účastnící se degradace hemu.
Jeho zvýšená aktivita je spojená s protizánětlivými,
antiapoptotickými a antioxdativními efekty. Tyto nejsou
zprostřekovány enzymem samotným, ale právě degra-
dačními produkty hemu – bilirubinem, oxidem uhelna-
tým (CO) a ferritinem [17]. Jako řadu jiných patofyzio-
logických mechanismů v sepsi nelze ani hemofagocy-
tózu, i přes její dopad na počty cirkulujících krevních
elementů, z výše uvedených důvodů považovat za jed-
noznačně negativní proces. 

Imunitní (autoprotilátkami zprostředkovaná) trom-
bocytopenie může být příčinou sníženého počtu krev-
ních destiček u kriticky nemocných v daleko větší mí-
ře, než jak je na ni pomýšleno. Nespecifické autopro-
tilátky proti trombocytům mohou být dekekovány až
u 30 % těchto jedinců [18]. Většina IgG autoprotilátek
se váže samostatně na bakteriální komponenty na-
cházející se na povrchu aktivovaných destiček nebo
ve formě imunokomplexů. Pouze u menší části nemoc-
ných (30 % [18]) nacházíme specifické autoprotilátky
namířené na membránové glykoproteiny (GPIIb/IIIa,
GPIb/IX). Takto vyvolaná trombocytopenie tak pravdě-
podobně sdílí řadu patofyziologických mechanismů
popsaných u imunitní (idiopatické) trombocytopenic-
ké purpury (ITP). Pacienti s trombocytopenií
a detekovatelnými autoprotilátkami mají menší prav-
děpodobnost normalizace počtu destiček než jedinci

bez těchto protilátek, nicméně nevyžadují větší sub-
stituci krevními deriváty (trombokoncentráty) [18]. Dal-
ším patologickým stavem charakterizovaným často
těžkou trombocytopenií s přítomností autoprotilátek je
heparinem-indukovaná trombocytopenie (HIT). Tyto
protilátky třídy IgG jsou namířeny proti komplexu de-
stičkový faktor 4 a heparin (PF4/heparin, HIT-IgG) [19].
Incidence je odhadována na 1–3 % všech nemocných
léčených nefrakcionovaným heparinem (UFH), až
0,8 % při aplikaci nízkomolekulárních heparinů
(LMWH) [20, 21] a typicky se rozvíjí po více než 5
dnech léčby. I přes často závažnou trombocytopenii je
HIT stavem jednoznačně prokoagulačním, díky uvol-
nění velkého množství prokoagulačních substancí (se-
rotonin, histamin, ADP) při degranulaci trombocytů sti-
mulované navázáním multimerů PF4/HIT/HIT-IgG na
jejich Fc�RIIa receptory [19]. Při suspekci na HIT je ne-
zbytné neprodleně ukončit léčbu heparinem, stejně ja-
ko odstranit všechny heparin obsahující intravaskulár-
ní katétry a jiné zařízení, přerušit extrakorporální očiš-
ťovací (CRRT) a podpůrné (ECMO) metody užívající
jako antikoagulans heparin. Pouhé vysazení heparinu
však není adekvátní léčbou HIT. U 30–50 % nemoc-
ných, kteří v době HIT neměli HIT-asociovanou trom-
bózu, se do jednoho měsíce rozvine trombembolická
příhoda, pokud nejsou léčeni alternativním antikoagu-
lanciem (přímé inhibitory trombinu) [22]. Mnohem čas-
tější než výše popsaná autoprotilátkami zprostředko-
vaná HIT je neimunitní HIT (nonimmune-HIT, N-HIT,
dříve HIT type I). Mechanismem je nejspíše přímá
vazba heparinu na trombocyty [23]. Taková trombocy-
topenie je většinou pouze mírná a rezultuje i bez pře-
rušení léčby heparinem.

Relativně vzácnější příčinou trombocytopenie
u kriticky nemocných včetně těch v sepsi/septickém
šoku může být tzv. etylendiamintetraacetát-depen-
dentní pseudotrombocytopenie (EDTA-PTCP). Litera-
tura udává incidenci 0,1% [24, 25]. Jedná se o in vitro

(upraveno podle [10])

Tabulka 1. Základní příčiny trombocytopenie nemocných

v intenzivní péči 

Snížená produkce Poléková trombocytopenie

Primární onemocnění kostní 

dřeně/hematologické 

malignity

Hemofagcytóza

Infekce

Nutriční deficity (vitamin B12, 

železo atd.) 

Zvýšená Krevní ztráty

eliminace/konzumpce Koagulopatie

Infekce

Poléková trombocytopenie

Hypersplenismus

Imunitně podmíněné 

trombocytopenie 

(ITP, TTP-HUS, HELLP) 

Pseudotrombocytopenie EDTA-asociovaná aglutinace

Hemodiluce 
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(upraveno podle [17])

(upraveno podle [10])

fenomén agregace destiček v přítomnosti EDTA
a autoprotilátek proti trombocytům (tříd IgG, IgM i IgA;
ligand: GPIIb/IIIa) [26]. Automatické analyzátory nebý-
vají schopny přítomnost shluků krevních destiček vy-
hodnotit a výsledkem bývá nesprávně udaný nízký po-
čet trombocytů. Tento fenomén by měl být vždy zvážen
v diferenciální diagnostice trombocytopenie (nejen kri-
ticky nemocných) a skutečný počet destiček ověřen
analýzou z krevního vzorku odebraného do odběro-
vých souprav s Na-citrátem jako antikoagulans.

Konzumpce trombocytů hraje také důležitou roli
v rozvoji trombocytopenie v sepsi, a to v důsledku vy-
soké produkce trombinu, který je nejvíce potentním
aktivátorem destiček in vivo. Trombocyty mohou být
také aktivovány přímo endotoxinem a dalšími prozá-
nětlivými mediátory (PAF atd.) [15, 16].

Primárním důsledkem trombocytopenie u kriticky
nemocných je zvýšení rizika krvácení. U pacientů
s těžkou trombocytopenií (< 50 x 109/l) je toto riziko
čtyřikrát až pětkrát vyšší [11, 12] a obecně se zvyšu-
je při systémovém zánětu [17]. Riziko intracerebrální-
ho krvácení nemocných přijatých na JIP je relativně
nízké (0,3–0,5 %), ale až 88 % těchto nemocných má
současně počet krevních destiček < 100 x 109/l [18].
Bez ohledu na příčinu je trombocytopenie nezávislým
prediktorem mortality na JIP s relativním rizikem
1,9–4,2 podle multivariantních analýz [11, 12]. Trom-
bocytopenie perzistující déle než 4 dny po přijetí na
JIP či pokles počtu krevních destiček o > 50 % výcho-
zích hodnot v průběhu pobytu na JIP jsou spojeny se
čtyřnásobným až šestinásobným zvýšením mortality
[11, 13]. Počet trombocytů se ukazuje být silnějším ne-
závislým ukazatelem mortality na JIP než některé skó-
rovací systémy (APACHE II, MODS). Sepse je jasným
nezávislým rizikovým faktorem pro rozvoj trombocyto-
penie a současně tíže sepse/septického šoku korelu-
je i s její závažností [11, 12, 19]. Trombocytopenie mů-
že být důsledkem i jiných stavů nesouvisejících se se-
psí/septickým šokem (tab. 2).

stěny, produkcí cytokinů, expresí adhezivních molekul
s následnou přímou intercelulární interakcí a signa -
lizací (trombocyt-endoteliální buňka, trombocyt-neu-
trofil) iniciují a modulují imunitní odpověď [7, 10, 20,
21, 22, 23, 24]. Nelze pominout ani vliv vazoaktivních
látek secernovaných trombocyty na tonus cév při
systémovém zánětu (tab. 3). Funkce destiček může
být primárně rozdělena do čtyř fází: adheze, aktivace,
agregace a sekrece.

Tabulka 2. Diferenciální diagnóza trombocytopenie v intenzivní

péči 

Sepse/infekce

Disseminovaná intravaskulární koagulace (DIC)

Masivní krevní ztráty

Trombotická mikroangiopatie

Heparinem indukovaná trombocytopenie (HIT)

Imunitní trombocytopenie

Léky indukovaná trombocytopenie (DIT)

Funkce trombocytů v sepsi

Trombocyty jsou vysoce diferencované buňky se-
hrávající esenciální úlohu v procesu primární zástavy
krvácení a současně i v přirozených obranných me-
chanismech hostitele. Tvorbou trombu zajišťují he-
mostázu a brání krevním ztrátám při porušení cévní

Tabulka 3. Vazoaktivní substance secernované aktivovanými

trombocyty

Vazokonstrikční efet Serotonin

Tromboxan A2

Adrenalin

Noradrenalin

Fibrinopeptidy

Trombin 

Vazodilatační efekt Prostacyklin

Prostaglandin E2

Histamin

Bradykinin

Fibrin-degradační produkty

Trombin

Všechny zmíněné funkce a interakce trombocytů
jsou podmíněny intaktní kaskádou změn, kterými pro-
cházejí v průběhu jejich aktivace. Při porušení integri-
ty cévní stěny dochází k odhalení subendoteliálního
kolagenu. Na ten se vážou cirkulující multimery von
Willebrandova faktoru (vWF), které se dále vážou na
membránový receptorový komplex trombocytů – gly-
koprotein Ib/V/IX (GP Ib/V/IX). Dochází k aktivaci
a změně tvaru destiček. Diskoidní tvar s homogenní
distribucí granul trombocytů v klidovém stavu se mě-
ní s charakteristickou excesivní tvorbou pseudopodií
za aktivní účasti cytoskeletu [25], fuzí granul
s membránou v procesu exocytózy a sekrecí jejich ob-
sahu (tab. 4). Adheze destiček je možná i přímou inter-
akcí membránového komplexu GP Ia/IIa (eventuálně
i GP VI či CD36) s kolagenem jako jeho ligandem. Ak-
tivace je provázena expresí a konfirmační změnou in-
tegrinu αIIbβ3 – receptorového komplexu GPIIb/IIIa
(CD41/CD61). Následuje vzájemná agregace trombo-
cytů pomocí tohoto receptoru a cirkulujícího fibrinoge-
nu jako ligandu pro tento receptor. Lipoproteiny
s nízkou denzitou (low-density lipoproteins, LDL) jsou
rovněž ligandem GPIIb/IIIa a modulátorem destičko-
vých funkcí. Uvádí se vztah vysoké hladiny LDL
a hyperreaktivity trombocytů [26]. Možný vztah mezi
LDL a protrombotickým stavem může vysvětlovat vyš-
ší výskyt kardiovaskulárních komplikací po vysazení
statinů (inhibitorů HMG-CoA reduktázy). Další konse-
kvencí aktivace destiček je sekrece obsahu granul –
degranulace. Dochází k uvolnění několika agonistů de-
stiček, koagulačních faktorů, heparin-binding protei-
nů, růstových faktorů, vazoaktivních látek a k expresi
membránových receptorů zprostředkovávajících inter-
akce s leukocyty či endoteliálními buňkami. Řada
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z takto uvolněných molekul (ADP, serotonin atd.) po-
tencují stimulaci a aktivaci dalších trombocytů
a atrahují je do místa poškození cévní stěny či infek-
ce (tab. 4).

Jen několik málo kvalitních studií se dosud zabýva-
lo problematikou alterace funkce destiček v sepsi. Prá-
ce Yaguchiho et al. za použití flowcytometrie, agrego-
metrie a imunoanalýzy prokazuje snížení agregability
kontrastující se zachováním exprese adhezivních mo-
lekul, intaktní sekrecí obsahu α-granul a zvýšení uvol-
ňování některých růstových faktorů (VEGF) trombo-
cytů jedinců v sepsi v porovnání se zdravými kontro-
lami [27]. 

Produkce bioaktivních mediátorů trombocyty
Krevní destičky nejsou jen pasivní zásobárnou bio-

aktivních látek. V průběhu jejich aktivace je řadou en-
zymatických pochodů produkováno množství lipido-
vých derivátů – eikosanoidů, jako tromboxan A2
(TXA2) a prostaglandiny. Současně v transcelulárním
metabolismu produkují prozánětlivé i protizánětlivé cy-
tokiny. Trombocyty mají navíc několik jedinečných ex-
tranukleárních cest translace mRNA na proteiny tzv.
signál-dependentním mechanismem, na jejichž konci
je sekrece mimo jiné i IL-1β či TF a tedy i propojení
hemostázy a zánětu [28].

Vascular endothelial growth factor (VEGF) je klíčo-
vá molekula v kontrole cévní permeability. Její působe-
ní je zprostředkováno vazbou s povrchovým VEGF-re-
ceptor-2 v membráně endoteliálních buněk. Kromě to-
ho má významnou roli v angiogenezi a hojení ran.
VEGF je produkován řadou buněk, mimo jiné monocy-
ty periferní krve a trombocyty. Množství stimulů aso -
cio vaných se zánětem/sepsí (jako LPS, TNF-α)
a hypoxií (cestou hypoxia-inducible factor 1a trans -
cription factor) zvyšuje produkci a sekreci VEGF [29].
Řada studií prokazuje asociaci mezi zvýšenou plas-
matickou hladinou VEGF a sepsí [29, 30]. Navíc někte-
rá data ukazují na možnou souvislost mezi plasmatic-
kou hladinou VEGF a tíží sepse/orgánové dysfunkce
a mortalitou [29]. Platelet-derived growth factor
(PDGF) lze použít jako jeden z laboratorních markerů
degranulace trombocytů [27].

Trombocyty a přirozená imunita
Přirozená imunita je tvořena fyzikálními, chemický-

mi a buněčnými komponentami, které dohromady tvo-
ří první obrannou linii organismu před invazí mikroor-
ganismů. Zapojení těchto antigen-nespecifických me-
chanismů je bezprostřední (v několika sekundách) po
rozpoznání infekčního agens. Kaskáda imunitní odpo-
vědi organismu a propojení přirozené a adaptivní imu-

(upraveno podle [22])

Tabulka 4. Obsah jednotlivých typů granul trombocytů

Denzní granula Nukleotidy Adenin: ADP, ATP

Guanin: GDP, GTP

Aminy Serotonin

Histamin

RANTES

Bivalentní kationty 

alfa-granula adhezní molekuly P-selektin (CD62p)

platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31)

GPIIb/IIIa (αβ3 integrin, CD41/CD601)

von Willebrandův faktor (vWF)

thrombospondin-1 (TSP-1)

vitronectin

fibronectin

mitogenní faktory platelet-derived growth factor (PDGF)

vascular endothelial growth factor (VEGF)

endothelial cell growth factor (ECGF)

epidermal growth factor (EGF)

platelet factor-4 (PF-4)

insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

transforming growth factor-β (TGF-β)

koagulační faktory fibrinogen, plasminogen, protein S, kininogeny

koagulační faktory V, VII, XI, XIII

inhibitory proteáz C1 inhibitor

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)

α2-plasmin inhibitor (α2- PI)

tissue factor pathway inhibitor (TFPI)

imunoglobuliny

albumin 

Lysozomy glykosidázy

proteázy

kationické proteiny
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nity cestou rozpoznání specifických molekulárních
charakteristik konkrétních patogenů (pathogen-asso-
ciated molecular patterns, PAMPs), jejich zpracování
a prezentace antigen-prezentujícími buňkami (APCs)
v asociaci s HLA molekulami s následnou aktivací
(efektorových) buněk a mechanismů specific-
ké/získané imunity jsou popsány v řadě studií
a přehledných článků [31, 32, 33]. 

Trombocyty jsou schopny aktivně a účinně propojit
primární imunitní reakce se specifickými získanými
mechanismy. Na svém povrchu exprimují imunostimu-
lační molekuly, jako např. CD40L (CD154), a touto
cestou mohou např. stimulovat specifické antivirové
CD8+ T-lymfocyty [34]. 

Invadující patogeny jsou rozpoznávány Toll-like re-
ceptory (TLRs) na profesionálních fagocytech. TLRs
vážou řadu molekulárních struktur a jsou klíčové
v procesu stimulace imunitního systému [35, 36, 37].
TLRs jsou exprimovány na nejrůznějších imunitních
buňkách a recentní literatura dokumentuje přítomnost
některých subtypů TLRs (TLR 1, 2, 4 a 9) i na neakti-
vovaných trombocytech [38, 39]. Jejich aktivace vaz-
bou specifických PAMPs spouští kaskádu dobře po-
psaných dějů, které vedou k aktivaci destiček, produk-
ci pro- i protizánětlivých mediátorů, sekvestraci trom-
bocytů v mikrocirkulaci, zejména plic a jater (TLR-de-
pendentní trombocytopenie), a aktivaci imunitního
systému cestou prezentace PAMPs klasickým buňkám
imunitního systému [23,40–43]. TLRs jsou přítomny
rovněž na megakaryocytech v kostní dřeni [4]
a existuje řada důkazů experimentálních studií o jejich
roli v trombopoéze [44]. Nicméně, logicky odvozeno,
aktivované destičky (včetně aktivace cestou TLRs) se-
cernují TPO a další cytokiny stimulující jejich produk-
ci, jak již bylo zmíněno výše [3, 4].

Jedním z mnoha mechanismů přirozené imunity je
i fagocytóza zprostředkovaná granulocyty a monocyty/
makrofágy, podílející se na izolaci, destrukci a pre -
zentaci antigenů invadujících agens. Trombocyty jsou
rovněž schopny internalizace mikroorganismů či jejich
částí v procesu pseudofagocytózy („engulfment“) [24].
Ačkoliv byla dokumentována parciální digesce bakte-
rií v destičkových lysozomech [45], trombocyty nejsou
v těchto kompartmentech schopny generovat bakteri-
cidní pH vzhledem ke komunikaci těchto intracelulár-
ních prostor s okolním prostředím kanalikulárním
systémem [46].

Intercelulární interakce trombocytů
Aktivované trombocyty exprimují na svém povrchu

řadu adhezivních molekul sloužících k mezibu -
něčnému kontaktu
a signalizaci (tab. 5
a 6). Jednou z nich je
i P-selektin (CD62p),
integrální membráno-
vý glykoprotein patří-
cí do rodiny selekti-
nových adhezivních
receptorů. Nachází

se na povrchu nejen destiček, ale i makrofá gů/mo -
nocytů a aktivovaných endoteliálních buněk. Dalšími
selektiny jsou E-selektin exprimovaný na membráně
aktivovaných endoteliálních buněk a L-selektin na po-
vrchu leukocytů. P-selektin hraje esenciální roli
v interakci trombocytů s leukocyty. Jeho vazebným
protějškem s velkou afinitou je tzv. P-selektin glyco -
protein ligand-1 (PSGL-1), který se nachází na povr-
chu leukocytů i samotných destiček. Vazba P-selektin
– PSGL-1 (eventuálně současně GP Ib/V/IX – vWF či
GP Ia/IIa – kolagen při porušení integrity endotelu)
a následná silná vazba komplexu GPIIb/IIIa
v membráně trombocytů přes fibrinogenový můstek
na intercelular adhesion molekule-1 (ICAM-1) na po-
vrchu endotelu umožňuje adhezi destiček v místě in-
vaze patogenů či porušení cévní stěny. Současně do-
chází obdobnými mechanismy (selektin, ICAM-1) na
stejném místě i k adhezi leukocytů (polymorfonukleá-
rů, monocytů/makrofágů). Nicméně, k zachycení, ad-
hezi a aktivaci leukocytů může dojít i mechanismem
tzv. second capture, kdy k endotelu pevně adherující
trombocyty zachytávají cirkulující („resting“) leukocyty,
dochází k interakci trombocyt-leukocyt (polymorfonuk-
leáry, PMN), aktivaci PMN a následně k „rollingu“ těch-
to PMN po vrstvě destiček a postupnému průniku přes
cévní stěnu [22]. Stabilní kontakt trombocytu s PMN
může být zprostředkován i vazbou ICAM-2 (trombo-
cyt) s lymphocyte function-associated antigen-1
(LFA-1, CD11a/CD18, PMN) [47]. 

Sepse je provázena signifikantní aktivací neutrofilů.
PAMPs jako lipopolysacharid (LPS) spouští kaskádu
změn vedoucí k strukturálním změnám neutrofilů, zvý-
šení jejich rigidity, expresi adhezivních molekul, jejich
cílenou migraci („homing“) do mikrocirkulace plic

Tabulka 5. Vybrané membránové receptory při intercelulárních

interakcích trombocytů

Povrchové molekuly Ligandy

P-selectin (CD62p) PSGL-1 na neutrofilech, 

monocytech, Th1-lymfocytech

ICAM-1 LFA-1 na neutrofilech 

a monocytech

GPIb vWF

vWF GPIb

CD32 obligatorní koreceptor GPVI

GPIIb/IIIa fibrinogen, fibronectin, vitronectin,

vWF a trombospondin

GPVI kolagen

CD40L CD40 na monocytech 

a endoteliálních buňkách

(upraveno podle [22])

Tabulka 6. Receptory a jejich ligandy při interakcích trombocyt-endoteliální buňka-neutrofil

Endoteliální buňky ↔ trombocyty ↔ neutrofily 

CD40 ↔ CD40L ↔ CD40

Fibrinogen, fibronectin ↔ GPIIb/IIIa ↔ makrofágy antigen-1 (Mac-1

P-selektin, vWF ↔ GPIb ↔ Mac-1, ICAM-1

ICAM-2 ↔ LFA-1

Neznámý, suspektně GPIIb ↔ P-selektin ↔ PGSL-1, L-selektin

A6_2010:Sestava 1  13.12.2010  13:07  Stránka 346

Tento clanek podleha autorskemu zakonu a jeho vyuziti je mozne v souladu s pravnim prohlasenim: www.prolekare.cz/prohlaseni



 www.prolekare.cz  | stazeno: 17.3.2014 | login: SVI.LF.UK.FN.Plzen

347Anesteziologie a intenzivní medicína

a jater, což může být jedním z mechanismů následné
dysfunkce těchto orgánů. Na druhou stranu může být
migrace neutrofilů do plic i aktivním mechanismem
imunitního systému v průběhu systémového zánětu.
Sekvestraci PMN do těchto orgánů záhy následuje
i akumulace trombocytů v takto postižené mikrocirku-
laci. Úloha neutrofilů se v tomto procesu jeví jako
esenciální, jak dokumentují některé experimentální
práce [39]. Patofyziologické pochody tohoto fenoménu
nejsou zcela objasněny. Existuje několik možností: pří-
má interakce trombocytů s imobilizovanými PMN
a aktivovanými ECs v cílové oblasti, atrakce destiček
jejich agonisty (ADP, trombin) secernovanými v těchto
cílových tkáních aktivovanými PMN a ECs [22, 48],
zvýšená vazba trombocytů exponovaných LPS na
imobilizované neutrofily [49]. Aktivované neutrofily na-
vázané na trombocyty uvolňují do cirkulace řadu bio-
logicky aktivních molekul a navíc i DNA a dohromady
vytvářejí tzv. neutrophil extracellular traps (NETs), kte-
ré hrají roli v zachytávání a likvidaci bakterií v cévním
řečišti [50, 51].

Další cestou intercelulární komunikace trombocytů
s buňkami přirozené imunity je interakce receptoru
CD40 a jeho ligandu CD40L. Exprese transmembrá-
nového proteinu CD40L (CD154) na povrchu destiček
se zvyšuje po jejich aktivaci [52]. Vazba na již zmíně-
ný CD40 na povrchu endoteliálních buněk, monocytů,
dendritických buněk, B-lymfocytů a trombocytů vede
ke zvýšení exprese adhezivních molekul (ICAM-1,
VCAM-1), produkci cytokinů a tím další aktivaci imunit-
ního systému [52, 53, 54, 55]. Trombocyty interakcí
CD40L-CD40 indukují maturaci dendritických buněk,
což je centrálním mechanismem v rozvoji získané
imunity proti invadujícím patogenům [56]. Dendritické
buňky jsou rovněž velmi potentními APCs, a mohou
tak sehrát roli i v imunitně podmíněné trombocytope-
nii. Stejným mechanismem mohou destičky indukovat
změnu izotypů B-lymfocytů a augmentaci odpovědi
CD8+ T-lymfocytů, což vede k lepší obraně proti viro-
vým infekcím [56]. CD40L se z membrány trombocy-
tů uvolňuje do cirkulace jako 18-kDa solubilní CD40L
(sCD40L). Tento již není schopen aktivovat endoteli-
ální buňky [52, 57], ale stále si zachovává potenciál
stimulovat destičky přes jejich receptor CD40 s již vý-
še diskutovanou konsekvencí. Několik studií poukazu-
je na možnost významného podílu vyplavení sCD40L
z trombocytů (eventuálně po jejich aktivaci via TLRs)
na patogenezi transfuzí indukovaného postižení plic
(transfusion-related acute lung injury, TRALI). T lymfo-
cyty s exprimovanými CD40L jsou schopny aktivovat
trombocyty k uvolnění RANTES, které zpětnovazeb-
ně stimulují a aktivují další T lymfocyty, a potencují tak
specifickou imunitní odpověď organismu hostitele [55].

Trombocyty a infekční agens
Interakce bakterií s krevními destičkami je možná

třemi mechanismy. Tím prvním je nepřímé působení
cestou aktivace trombocytů zvýšením hladiny prozá-
nětlivých cytokinů v odpovědi imunitního systému na
přítomnost invadujících bakterií. Dále mohou destičky

reagovat na látky secernované (toxiny; toxiny syndro-
mu toxického šoku, enterotoxiny aj.) či uvolněné (kom-
ponenty buněčných stěn bakterií; LPS E. coli O157)
ze samotných mikroorganismů. V neposlední řadě mů-
že dojít k vazbě samotných bakterií s trombocyty. Ta-
to vazba může být přímá či zprostředkovaná společ-
ným ligandem (většinou plasmatický protein). Všech-
ny zmíněné interakce mohou při dostatečné intenzitě
spouštět již výše diskutovanou kaskádu změn vedou-
cí k aktivaci destiček [58, 59, 60]. Rovněž bakteriální
fenotyp hraje významnou roli v intenzitě a rychlosti od-
povědi trombocytů na tuto stimulaci [58]. I přes znač-
nou variabilitu mechanismů přímé interakce bakterií
s trombocyty vede zablokování destičkového recepto-
ru pro Fc fragment IgG (Fc�RIIa) k prevenci aktivace
a agregace trombocytů v přítomnosti bakterií [61]. 

Trombocytopenie je častým jevem při systémových
virových infekcích. Podle okolností a závažnosti může
vyústit až do formy idiopatické trombocytopenické pur-
pury (ITP) [58]. Trombocyty hrají důležitou roli v obraně
organismu proti invazi a/nebo progresi virových infek-
cí. Detailní mechanismy však nejsou dosud známy.

Testování funkce trombocytů

Kromě obligatorního stanovení počtu krevních de-
stiček je k testování jejich stavu a funkcí, eventuálně
i k funkci hemostatického systému jako celku, možno
využít řadu etablovaných metod, jejichž podrobný po-
pis je nad rámec tohoto sdělení. Jejich stručný se-
znam a popis je uveden v tabulce 7. 

Naopak relativně novou a výkonnou metodou
s potencionálním širokým uplatněním je proteomická
analýza. Proteomika analyzuje proteiny, jako komple-
mentární složky ke genům, které je kódují. Umožňuje
tedy identifikaci, kvantifikaci a analýzu funkcí proteinů
[62]. Zejména v oblasti intenzivní péče může být –
a také již je – proteomika metodou, jež detailně odha-
luje mechanismy patologických stavů, protože právě
proteiny a peptidy, jako konečné produkty transkripce
a translace genů aktivovaných v kaskádě systémové
zánětlivé odpovědi a multiorgánového selhání, jsou
efektorovými molekulami. Jejich identifikace, znalost
funkce a vzájemných interakcí může vést k nalezení
nových biomarkerů a terapeutických cílů [63].

Vzhledem k absenci buněčného jádra a jen malé-
mu obsahu mRNA, jsou trombocyty výborným cílem
pro proteomické studie. Existuje řada prací popisují-
cích proteom destiček v různých stavech aktivace.
Množství proteomických technik (2-DE či chromato-
grafie následovaná různými variantami hmotnostní
spektrometrie) umožňujících charakterizaci různých
skupin proteinů trombocytů – proteiny cytoskeletu,
proteiny uplatňující se v přenosu signálů, proteiny
syntetizované destičkami v neaktivním stavu
a proteiny syntetizovanými a secernovanými aktivo-
vanými trombocyty. Technologie a metodika proteo-
mické analýzy trombocytů je shrnuta v přehledné prá-
ci Angela Garcíi [64]. 
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Trombocyty jako cíl léčebných intervencí v sepsi

Ačkoliv je normální počet krevních destiček 150 až
350 . 109/l, pouze malá část z tohoto počtu (< 10 . 109/l)
je za normálních okolností skutečně třeba k prevenci
běžných krvácení. K hemostáze při větších poraněních
a běžných chirurgických výkonech je zpravidla trombo-
cytů potřeba více (40–50 . 109/l), podle závažnosti sta-
vu, rozsahu poranění a výkonu [58, 65]. Také od toho-
to poznání by se měla odvíjet i strategie v jejich substi-
tuci. Excesivní převody trombocytárních koncentrátů
mohou zvyšovat „klasická“ rizika spojená s převodem
krevních derivátů/trombocytů, ale při znalostech výše
diskutovaných nehemostatických funkcí destiček mo-
hou vést i k potenciaci a zhoršení systémové inflamace
a MODS. 

Recentní literatura dokumetuje minimálně asociaci
ALI/ARDS s transfuzemi krevních produktů bohatých
na plasmu (plasma-rich blood derivates; čerstvá zmra-
zená plasma, trombokoncentráty), a to zejména
u kriticky nemocných v sepsi/septickém šoku a/nebo
s pneumonií či po aspiraci žaludečního obsahu [78].
Trombocyty včetně těch transfundovaných se také mo-
hou podílet na poškození, ale na druhé straně i na re-
generaci jater po jejich primárním postižení [79].

Spolu s rostoucí incidencí závažných onemocnění
vyvolaných polyrezistentními mikroorganismy se stá-
vá léčba těchto infekcí čím dál tím náročnější
a komplikovanější. Nahlížíme-li na trombocyty jako na
velmi potentní iniciátory a modulátory imunitní odpo-
vědi hostitele, jeví se cílení našich léčebných či pří-
padně preventivních snah na tyto elementy jako racio -
nální. Například antagonizace/blokáda destičkového
receptoru FcγRIIa může zabránit či zmírnit aktivaci
trombocytů a tím neadekvátní odpovědi imunitního
systému, jež může vést k septickému šoku a MODS

[61]. Inhibice Fc�RIIa neovlivňuje reakce trombocytů
na jiné agonisty, a tedy ani např. jejich hemostatické
funkce [61].

V neposlední řadě může být rezoluce trombocyto-
penie v sepsi/septickém šoku považována za jednu ze
známek správně zvolené léčebné strategie a přízni -
vého ovlivnění základního onemocnění [11, 12, 13]. 

Závěr

Trombocyty tvoří nedílnou součást hemostatického
systému nezbytného k udržení homeostázy organis-
mu. Nicméně, jak ukazuje současný výzkum
a literatura, jejich funkce zasahují daleko a intenzivně
do vrozené i adaptivní imunity a velkou měrou se po-
dílejí na imunitní odpovědi organismu hostitele při in-
vazi patogenů. I když je řada patofyziologických me-
chanismů, kterými mohou trombocyty iniciovat
a modulovat zánětlivou odpověď, známa, je třeba dal-
šího výzkumu k podrobnému odhalení jejich funkcí
a případnému nalezení nových biomarkerů
a terapeutických cílů.

Použité zkratky:
JIP – jednotka intenzivní péče
APACHE II – acute physiology and chronic health

evaluation score
MODS – multiple organ dysfunction syndro-

me/score
EC(s) – endoteliální buňka (buňky)
DC(s) – dendritická buňka (buňky)
PMN – polymorfonukleáry
APC(s) – antigen prezentující buňka (buňky)
NET(s) – neutrophil extracellular trap(s)

Tabulka 7. Vybrané funkční testy trombocytů

Funkční test trombocytů Testované parametry Výhody Nevýhody

Test krvácivosti in vivo screeningový test fyziologický nesenzitivní, invazivní, vysoká

interoperátorová variabilita

Tromboelastografie (TEG) globální hemostáza predikuje krvácení analyzuje pouze vlastnosti 

krevní sraženiny, 

nesenzitivní na ASA

Tromboelastometrie (ROTEM) globální hemostáza predikuje krvácení nesenzitivní na ASA

Průtoková cytometrie membránové glykoproteiny, testování z plné krve, nákladné vybavení i provoz (kity), 

(flow cytometry, FCM) adhezní molekuly, flexibilní, nezbytný zkušený operátor

markery aktivace, reproducibilní, velká šíře 

trombocyt-neutrofil agregáty možných testů

Impedanční agregometrie reakce trombocytů na testování z plné krve, málo senzitivní

panel jejich agonistů flexibilní, reproducibilní, 

velká šíře možných testů

Turbidimetrická agregometrie reakce trombocytů na diagnostická metoda nefyziologické, náročná 

panel jejich agonistů laboratorní práce

Platelet function analyser „high shear“ adheze rychlý a jednoduchý málo flexibilní

(PFA-100) a agregace screening, in vitro 

test krvácivosti

Proteomická analýza identifikace proteinů detailní nákladné vybavení i provoz, 

jednotlivých kompartmentů nezbytný zkušený operátor, 

trobmocytů náročná laboratorní práce 
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PAMP(s) – pathogen-associated molecular pat-
tern(s)

TLR – Toll-like receptor
TPO – trombopoetin
EPO – erytropoetin
G-CSF – granulocyte-colony stimulating factor
M-CSF – macrophage/monocyte-colony stimu-

lating factor
HLA – human leukocyte antigen
IL-1β – interleukin-1β
IL-3 – interleukin-3
IL-6 – interleukin-6
IL-11 – interleukin-11
TNF-α – tumor necrosis factor α
PAF – platelet activating factor
VEGF – vascular endothelial growth factor
PDGF – platelet-derived growth factor
GP – glykoprotein
PSGL-1 – P-selectin glycoprotein ligand-1
RANTES – regulated on activation normal T-cell

expressed and secreted
vWF – von Willebrandův faktor
LDL – low-density lipoprotein
ADP – adenindifosfát
TXA2 – tromboxan A2
TF – tissue factor
LPS – lipopolysacharid
ICAM-1 – intercellular adhesion molekule-1
ICAM-2 – intercellular adhesion molekule-2
VCAM-1 – vascular-cell adhesion molekule-1
LFA-1 – lymfocyte function-associated anti-

gen-1
2-DE – dvojdimenzionální elektroforéza 
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