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SOUHRN

Sepse a septicky Sok se syndromem multiorganové dysfunkce (MODS) jsou castym Zzivot
ohrozujicim stavem a hrozbou sou¢asné mediciny. Jejich patofyziologie a z ni plynouci moznosti
cilené lécby a prevence zlstava i pfes dlouholeté snahy stale nejasna. Svoji roli v tomto
komplexnim procesu sehravd mnozstvi mediatorl a elementl (napf. leukocyty, trombocyty,
endotel, mikrocirkulace aj.). Cilem této dizertacni prace je popsat vybrané celularni imunitni
mechanizmy v patofyziologii sepse, septického Soku a MODS pomoci fady analytickych metod,
zahrnujicich mimo jiné postupy zobrazeni mikrocirkulace, pritokové cytometrie a proteomické
analyzy.

Za pouziti intravitalni videomikroskopie bylo v prvni originalni praci studovano postaveni a role
neutrofild v procesu poskozeni mikrocirkulace u septickych nemocnych. Tato studie historicky
poprvé dokumentuje charakter zmén mikrocirkulace v septickém Soku u nemocnych
s postchemoterapeutickou cytopenii. Postizeni mikrocirkulace bylo identické u septickych
nemocnych s neutropenii (resp. cytopenii) i bez ni. Z uvedeného Ize usuzovat, Ze neutrofily
nejspiSe nejsou témi determinujicimi celularnimi elementy v tomto patofyziologickém procesu.
Dosud nepublikovanym a prekvapujicim zjisténim bylo zaznamenané postizeni mikrocirkulace
jedincll s neutropenii bez znamek sepse. Tato alterace mikrovaskulatury dosahovala stejné tize
jako u nemocnych s téZkou sepsi i septickym Sokem.

Cilem dal$i originalni studie byl popis stavu a dynamiky zmén trombocytd v septickém Soku.
Multifaktorialni analyza desti¢ek prokazala jejich vyznamnou aktivaci se sou¢asnou poruchou
agregace a poruchu sekrece jiz v inicialni fazi septického Soku. Zjisténa alterace obsahu a-granul
desticek mlze vypovidat o zménach indukovanych jiz na Urovni megakaryocytd v kostni dfeni a
soucasné nevylucuje extranuklearni cesty syntézy novych funkénich proteind s naslednymi
zménami fenotypu trombocytl v sepsi.

Dalsi prace - experimentalni studie na velkych savcich (selatech) - literarné poprvé identifikuje
pomoci srovnavaci proteomické analyzy mnozstvi unikatnich plazmatickych proteini a popisuje
dynamiku zmén jejich koncentraci v €asné fazi septického Soku.

Posledni z komentovanych studii popisuje pouZziti proteomické analyzy v identifikaci spektra
proteind selektivné navazanych na obé& adsorpcni jednotky extrakorporalniho systému nahrady
(podpory) funkce jater (Prometheus™) pfi jeho uziti v IéEbé nemocného s akutni dekompenzaci

chronického onemocnéni jater

Kli€ova slova
Sepse — organova dysfunkce - patofyziologie — neutrofily — trombocyty — mikrocirkulace -

proteomika.



SUMMARY

Sepsis and septic shock with multiple organ dysfunction syndrome (MODS) 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 MODS 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. 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 a-
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) identified a number of unique
peptides and described the dynamics of their plasmatic concentrations during an early phase of
septic shock. 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.

Keywords
Sepsis — organ dysfunction — pathophysiology — neutrophils — thrombocytes — microcirculation —

proteomics



1. UVOD A SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Sepse je jednim z nejstarSich a nejméné objasnénych syndromd v humanni mediciné. Sepsi
obecné oznalujeme Zivot ohrozujici stav, ktery vznika, pokud odezva organizmu na infekci
posSkozuje vlastni tkané a organy [1]. Tézka sepse je charakterizovana pritomnosti
(multi)organové dysfunkce (multiple organ dysfunction syndrome, MODS), septicky Sok navic
jesté hypotenzi refrakterni k tekutinové resuscitaci a/nebo hyperlaktatémii [2,3]. Kontinuum sepse
— téZka sepse — septicky Sok muze byt ddsledkem komunitni ¢i nozokomialni infekce a je desatou
nej¢astéjSi pficinou smrti vS8eobecné a nejcastéjsi pfiinou smrti na nekoronarnich jednotkach
intenzivni péce. Incidence sepse je 50-95 pfipadd na 100000 obyvatel a zvySuje se pfiblizné o
10% rocné [4,5].

1.1. Patofyziologie sepse a MODS

Mechanizmy vedouci k umrti nemocnych v septickém Soku se v pribéhu vlastniho onemocnéni
liS§i. Od refrakterniho cirkulaéniho Soku v disledku extenzivni aktivace imunitniho systému
s masivnim uvolnénim prozanétlivych mediatord v Uvodni Casné fazi — systémova zanétliva
odpovéd (systemic inflammatory response syndrome, SIRS), az po MODS, ,syndrom
pretrvavajiciho  zanétu, imunosuprese  a katabolizmu* (persistent  inflammation
immunosuppression and catabolism syndrome, PICS) a komplikujici nozokomialni ¢&i
oportunni/endogenni infekce pfi exhausci [6]. Z klinické praxe vSak vime, Ze vétSina neprezivSich
(>80%) umira az mnohem pozdéji po inicidlni resuscitaci a léEbé primarniho septického Soku
s charakteristickymi znaky imunosuprese, zatimco skupina prezivSich je zfejmé tvofena jedinci,
ktefi byli schopni spontanné upravit a balancovat imunitni funkce bez specifické imunomodulaéni
IéCby [7,8]. V souCasné dobé Ize tedy spiSe uvazovat o ,imunitni deregulaci® jako o velmi
heterogennim stavu, ktery vede Kk progresi a udrZovani systémového zanétu, organovému
poskozeni, nozokomialnim infekcim a v fadé pfipadd az k umrti nemocnych.

K zachovani integrity a homeostazy lidského organizmu je nezbytné zabranit invazi patogent do
jeho tkani a organl a naslednému rozsifeni do celého organizmu. K tomuto U€elu slouzi bariérovy
a imunitni systém organizmu. Zahrnuji veSkeré epitelialni bariéry a komponenty vrozené i ziskané
imunitni odpovédi hostitele [9]. Povrchové struktury vSech patogent obsahuji limitovany pocet
unikatnich a u vysSich zivocicht se nevyskytujicich molekul — tzv. patogen-associated molecular
patterns (PAMP). Rozpoznanim téchto specifickych antigennich domén pomoci specifickych
receptorti (pattern recognition receptor, PRR) je zahajena divergentni kaskada intra- a
intercelularni  signalizace vedouci k produkci prozanétlivych a protizanétlivych puasobkd,
adhezivnich molekul, strukturalnich molekul aj. — v ramci komplexni zanétlivé odpovédi organizmu

[10,11]. Obdobnymi ,alarminy* aktivujicimi imunitni systém jsou skupiny ,endogennich*
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specifickych molekul uvolfiovanych pfi tkafiovém poskozeni — tzv. damage-associated molecular
patterns (DAMP). Uvolnéni vyznamného mnozstvi DAMP do cirkulace vede k zanétlivé odpovédi
klinicky neodliSitelné od reakce na infekéni agens [12]. DAMP jsou zfejmé také schopny udrzovat
systémovou zanétlivou odpovéd a tedy i MODS i vdobé&, kdy jiz doSlo k uplné eliminaci
primarniho infekéniho agens [13]. Alterace prozanétlivych a protizanétlivych mechanizmi cestou
indukované genové exprese je simultanni jiz v samotném uvodu systémové infekce. Rozdily
v aktivacich téchto genl mezi pfezivS§imi a nepfeziv§imi nemocnymi jsou kvantitativni, nikoliv
kvalitativni. Spontanni Uprava, ale také v€asnost a rychlost normalizace adaptivni genové exprese
v odpovédi na inflamatorni stimuly (,genomic storm®) a tedy funkci imunitniho systému jsou
dulezité pro nekomplikovany priibéh sepse [8,14]. Detekce zmén genovych expresi umoziiuje
C¢asné odliSeni sepse od neinfekéniho SIRS [8,15,16,17].Tato moznost véasného rozpoznani
infekéni etiologie neni samoucelna, jelikoz smrtnost sepse je v porovnani s neinfekénim

systémovym zanétem témér dvojnasobna [18].

1.2. Neutrofily v patofyziologii sepse a MODS

Nedilnou souéasti imunitni odpovédi organizmu jsou neutrofilni granulocyty. Jejich pocet byva
v pribéhu systémové infekce zpravidla zvySen, stejné jako jsou potencovany jejich syntetické a
fagocytarni funkce. Méné Casto se setkame s neutropenii definovanou jako absolutni pocet
neutrofilti <0,5x10%1, jeZ byva spojovana s vy$si incidenci infekénich komplikaci, komplikovanym
a protrahovanym pribéhem stonani a horsi prognézou [19,20,21]. Ale ani terapeutické snahy o
korekci neutropenie u septickych nemocnych aplikaci rekombinantniho rustového faktoru
granulocytd (colony stimulating factor — granulocytes, G-CSF) nevedly ke snizeni mortality i pfes
dokumentované zkraceni doby neutropenie [22].

Podstatnym jevem v kontrole infekce je kumulace imunokompetentnich bunék v misté zanétu.
Vazba neutrofilil k vaskularnimu endotelu je zprostfedkovana a kontrolovana sekvencni aktivitou
adhezivnich molekul, které jsou v excesivni mife exprimovany na jejich povrchu po jejich aktivaci
prozanétlivymi signaly. Tyto adhezivni molekuly interaguji se svymi specifickymi protéjsky —
ligandy — na povrchu endotelialnich bunék, umozfuji intercelularni signalizaci a aktivaci
endotelidlnich bunék. V plicni vaskulatufe mohou neutrofily v diisledku lokalniho, ale i vzdaleného
zanétu nasledné pronikat endotelem, migrovat a sekvestrovat v plicnim intersticiu a/nebo
alveolech a puUsobit pfimé poSkozeni tkané. Mimo plicni cévy zpusobujici adherujici neutrofily
nepfimé poskozeni okolnich tkani (,collateral damage) okluzi mikrovaskulatury
s hypoperfuzi/hypoxii pfislusné oblasti a sou¢asné indukci endotelialni dysfunkce s poruSenim
tésné integrity endotelu, zvySenim kapilarni permeability, dalSim uvolnénim prozanétlivych a
vazoaktivnich mediatorQ a navozenim typické heterogenity krevniho toku

(maldistribuce/“shunting”) v mikrocirkulaci. Tuto zasadni Ulohu neutrofilll v iniciaci a potenciaci
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ischemicko-reperfuzni dysfunkce mikrocirkulace a poSkozeni tkani doklada fada studii [23,24,25].
VSechny mechanizmy jako interakce a intercelularni signalizace neutrofil-endotelialni burika,
neutrofil-trombocyt a neutrofil-erytrocyt vedou k agregaci krevnich elementt v mikrocirkulaci, jeji
obturaci a uvolnéni Sirokého spektra mediatorG a nasledné k popisovanému selhani
mikrocirkulace. Na podkladé téchto poznatki by se mohla zdat (terapeuticka) deplece
leukocytl/neutrofild vyhodna ve smyslu prevence rozvoje a progrese téchto patofyziologickych
procest vedoucich az k Soku a MODS. Nékolik experimentalnich studii skute¢né prokazalo
absenci alterace mikrocirkulace na zvifecich subjektech s depleci neutrofild [26,27].

Data popisujici stav a chovani mikrocirkulace/endotelialni dysfunkce u septickych nemocnych
s vyznamnou leukocytopenii v§ak dosud chybéla. Pravé snaha o objasnéni téchto interakci byla
podnétem k uskuteénéni prvni studie, ktera je soucasti této dizertacni prace [Karvunidis et al.,
Intensive Care Med 2012].

1.3. Trombocyty v patofyziologii sepse a MODS

Vedle klicové role trombocytd v procesu hemostazy a hojeni poskozeni vaskularniho endotelu je
Ize ve svétle recentnich poznatkl povazovat za nedilnou souéast pfirozené imunity. Dokonce je
mozno o nich mluvit nejen jako o neimunitnich bunkach vykazujicich nékteré imunitni funkce, ale
pfimo jako o imunokompetentnich elementech, které jsou schopny iniciace, potenciace a
modulace zanétlivé odpovédi organizmu. Tato tvrzeni podporuje jejich spole¢ny plvod v kostni
dfeni s burikami myeloidni krevni Ffady. Stejné jako napfiklad neutrofily a/nebo
monocyty/makrofagy, destiCky exprimuji PRR pro PAMP a DAMP, jsou schopny ingesce a
destrukce invadujicich patogenud, produkuji a secernuji celou fadu pusobkd umoznujici
intercelularni signalizaci. Funkéni povrchové PRR umoziiuji vazbu trombocytl na invadujici
patogeny, jejich ¢asti ¢i produkty [28]. Aktivované trombocyty také exprimuji na svém povrchu
fadu adhezivnich molekul slouzicich k mezibunéénému kontaktu a signalizaci. Jednou z nich je i
P-selektin (CD62p), ktery hraje esencialni roli v interakci trombocytt s leukocyty a endotelem.
Timto mechanizmem je zprostfedkovana pfima vazba desti¢ek s dalSimi imunokompetentnimi
elementy a jejich imobilizace a akumulace na povrchu endotelu v misté invaze patogenu Cci
poruseni cévni stény [29].

Aktivované neutrofily navazané na trombocyty uvolriuji do cirkulace fadu biologicky aktivnich
molekul a navic i DNA a dohromady vytvaFi tzv. neutrofiini extracelularni pasti (neutrophil
extracellular trap, NET) [30,31]. Tato vazba neutrofilGi/NET a desti¢ek, propojujici procesy
inflamace a trombozy/hemostazy se je velmi dllezita k efektivni fagocytéze, destrukci a eliminaci
patogenll [32,33,34]. Jako vétSina patofyziologickych pochodl pfi systémové inflamaci muze

popisovana interakce PMN/NET a trombocytl vést k zatarovanému kruhu dalSiho formovani NET



a aktivace dalSich destiCek a tak k propagaci zanétu, poSkozeni a aktivaci endotelu, poruse
mikrocirkulace a dalSimu tkariovému/organovému poskozeni.

Funkce trombocytl jsou Uzce spojeny s velkym mnozstvim molekul, z nichz vice nez 300 je
destitkami secernovano. Cast z nich je spoleénych granulocytarni-megakaryocytarni vyvojové
bunécné fadé a zlstava v granulach destiCek v pribéhu jejich maturace od odstépeni
z megakaryocytu v kostni dfeni az do finalniho funk&niho stavu trombocytu cirkulujicich v krevnim
fecisti. DalSi skupina je tvofena molekulami absorbovanymi z okoli. Posledni a z pohledu pdvodu
nejzajimavéjSi skupinou jsou plsobky syntetizované v maturovanych trombocytech de novo,
ackoliv jedinymi zdroji nukleovych kyselin v destickach a tedy cestami syntézy novych proteind
jsou/mohou byt pouze mitochondrialni DNA a RNA pohlcenych a destruovanych bunék organizmu
(napf. nadorovych bunék) [28,35].

V$e uvedené doklada extrémni zmény fenotypu trombocytli v procesu jejich aktivace at jiz cestou
PAMP ¢ DAMP. Zmény ve sloZeni proteinl/glykoproteinii v trombocytech a jejich
kompartmentech jsou natolik dynamické a pro jejich funkce a role v procesech hemostazy a
imunomodulace natolik kliCové, Ze se snaha o jejich bliz8i poznani a pochopeni stala cilem
vyzkumu a studii. Jen nékolik malo kvalitnich studii se v§ak dosud zabyvalo vlastni problematikou
alterace funkce destic¢ek v sepsi [36].

Odmyslime-li si slabinu vétSiny klinickych studii septickych nemocnych, kterou je extrémni
heterogenita souboru nemocnych danad samotnou povahou kontinua systémova inflamace —
sepse — septicky Sok — MODS, stoji za diskuzi a kritiku i volba metod analyzy desti¢kovych funkci.
Pouzité globalni metody k vySetfeni funkci desti¢ek (napf. agregometrie) a/nebo stanoveni
plazmatickych hladin pusobk( uvolnénych z membran a/nebo granul trombocytt (ELISA) jsou jen
velmi hrubym odhadem aktualniho stavu trombocytl ¢i jejich interakci. Pratokova cytometrie (flow
cytometry, FCM) jiz sice umoznuje detailnéj$i pohled na roli trombocytt v sepsi, stale se vsak
jedna o metodu nepfimé identifikace nékterych klicovych membranovych znakd s limitovanou
citlivosti a reproducibilitou. Vzhledem k absenci buné&éného jadra a jen malému obsahu mRNA,
jsou trombocyty vybornym cilem pro proteomické studie. Proteomika mlze byt dostate¢né
senzitivni v pfimé detekci slozeni proteind jednotlivych kompartmentu desti€ek a to v jednotlivych
stavech jejich aktivace a funkce. Existuje fada praci popisujicich proteom desti¢ek v riznych
stavech aktivace a charakterizujicich rdzné skupiny proteint trombocythd — proteiny cytoskeletu,
proteiny uplatriujici se v pfenosu signald, proteiny syntetizované destickami v neaktivnim stavu a
proteiny syntetizovanymi a secernovanymi aktivovanymi trombocyty [37,38,39,40].

Se snahou o detailnéjsi pohled na nehemostatické funkce trombocytt a popis jejich dynamickych
zmén v Casné fazi sepse se zapojenim fady analytickych metod byla na reprezentativni populaci
nemocnych provedena originalni studie, ktera je jako soucast této dizertacni prace komentovana

nize [Karvunidis et al., manuskript v pfiprave).



1.4. Endotelialni dysfunkce v sepsi a MODS

Diky uzké vazbé celuldrich patofyziologickych procestd endotelialni dysfunkce s poruchou
mikrocirkulace a jiz komentovanym intercelularnim interakcim endotelu s neutrofily a trombocyty
(i obecné s imunokompetentnimi elementy) je i tato problematika nedilnou soucasti této
dizertacni prace.

Endotel se aktivné podili na obrané organizmu adaptivni schopnosti imobilizovat patogeny a/nebo
PAMP, aktivaci, atrakci a celého spektra imunokompetentnich element( véetné trombocytd,
uvolfiovanim prozanétlivych mediatord a indukci a modulaci (lokalniho) prokoagula¢niho a
antifibrinolytického fenotypu a stavu k prevenci Sifeni infekce krevnim proudem. Obdobné jako u
jinych/dalSich mechanizm@ imunitni odpovédi hostitele, dochazi pfi deregulaci téchto primarné
lokalizovanych a fokusovanych adaptivnich obrannych pochodll ke generalizaci a amplifikaci
uvedenych zmén — endotelidini dysfunkci — vedouci k progresi zanétu a k vzdalenému tkariovému
poskozeni [41,42].

V sepsi dochazi k morfologickym zménam v endoteliaini vrstvé — rozvolnéni pevného spojeni
endotelu s bazalni membranou a subendotelidlnimu prosaknuti/edému [41,42,43]. Soucasné
dochazi k apoptéze endotelidlnich bunék cestou aktivace kaspaz [44]. VSechny tyto zmény
vedouci k poruSeni integrity souvislé vrstvy glykokalyxu a endotelu umozZiuji prunik
imunokompetentnich bunék, zanétlivych cytokinG a plazmy do intersticia jiz v prvnich Sesti
hodinach po inicialnim inzultu [45].

Diskutované alterace morfologického a funkéniho stavu endotelu v sepsi — endotelialni dysfunkce
— sehravaji jednu z centrélnich roli v modulaci a progresi a tedy v patofyziologii systémové
infekce, kontinua sepse-septického Soku a rozvoji tkarovych a organovych dysfunkci.

Endotelialni dysfunkce se zda byt velmi dobrym prediktorem tize a prognézy sepse [46].

1.5. Alterace mikrocirkulace v sepsi a MODS

Aktivace imunokompetentnich bunéénych elementl véetné trombocytd a jejich interakce
s endotelem s naslednym rozvojem endotelidlni dysfunkce jsou povazovany za klicové
patofyziologické pochody vedouci k sepsi indukované alteraci mikrocirkulace.

Porucha mikrocirkulace, jez je spolu s endotelialni dysfunkci a deregulaci celularnich i
humoralnich imunitnich funkci soucasti bludného kruhu, je jednim z centralnich patofyziologickych
mechanizmi sepse [47,48,49,50]. Typickym nalezem v sepsi je heterogenita perfuze cév na
urovni mikrocirkulace. Existence mist s poruchou krevniho pratoku diky heterogenité krevniho
pratoku a tedy i zasobeni O, - tkafova dysoxie - s navazujici mitochondrialni dysfunkci a
poruchou extrakce O, [51,52] usti v poSkozeni tkani. Dochazi k nému i navzdory zvySenému

srde¢nimu vydeji a DO,, které zpravidla ve vétSiné pfipadu provazi sepsi/septicky Sok [49,53].



Heterogenni krevni perfuze zpusobuje mnohem vyznamnéjsi alteraci tkanové oxygenace nez
homogenné/globalné snizena [54].

Zmény/poskozeni mikrocirkulace zfejmé nejsou jen prostym (epi)fenoménem provazejicim
systémovy zanét a/nebo septicky Sok. Vedle svého patofyziologického vyznamu maji bezpochyby

i vyznam prognosticky, coz prokazuje cela fada studii [55,56].
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2. PUVODNIi PRACE

Dizertacni prace vychazi zkomentovaného souboru puvodnich Kklinickych praci, jedné

experimentalni studie a pfehledovych ¢lankd, jejichz seznam je uveden nize.

2.1. Patofyziologie sepse — imunitni odpovéd' a jeji komponenty
Karvunidis, Thomas; Chvojka, Jifi; Lysak, Daniel; Krouzecky, AleS; Rade¢j, Jaroslav; Novak, Ivan
a Matéjovi¢, Martin. Trombocyty v sepsi. Anest Intenziv Med. 2010; 21:342-350.

Karvunidis, Thomas; Chvojka, Jifi; Lysak, Daniel; Sykora, Roman; Krouzecky, AleS; Radégj,
Jaroslav; Novak, Ivan a Maté&jovi€¢, Martin. Septic shock and chemotherapy-induced cytopenia:
effect on microcirculation. Intensive Care Med. 2012; 38:1336-1344. IF 5,258 (STUDIE |, kap. 4.).

Karvunidis, Thomas; Lysak, Daniel; Chvojka, Jifi; Ledvinova, Lenka; Radéj, Jaroslav; Novak,
Ivan a Matéjovi¢, Martin. Imunitni homeostaza (deregulace?) v sepsi a septickém Soku. Anest
Intenziv Med. 2013; 24:250-263.

Karvunidis, Thomas; Lysak, Daniel; Moravec, Jifi; Mares, Jan a Matéjovic, Martin.

Nonhemostatic role of thrombocytes in sepsis. (manuskript v pfipravé) (STUDIE I, kap. 5.).

2.2. Proteomika v intenzivni pé¢i
Karvunidis, Thomas; Mare$, Jan; Thongboonkerd, Visith a Matéjovi¢, Martin. Recent progress of
proteomics in critical illness. Shock. 2009; 31:545-552. IF 2,612

Thongboonkerd, Visith; Chiangjong, Wararat; Mares$, Jan; Moravec, Jifi; Tima, Zdenék;
Karvunidis, Thomas; Sinchaikul, Supachok; Chen, Shui-Tein; Opatrny, Karel a Maté&jovi¢, Martin.
Altered plasma proteome during an early phase of peritonitis induced sepsis. Clin Sci (Lond).
2009;116:721-730. IF 4,859 (STUDIE IIl, kap. 6.)

Mares, Jan; Thongboonkerd, Visith; Tuma, Zdenék; Moravec, Jifi; Karvunidis, Thomas a
Matéjovi€, 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, kap. 6.)
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem této dizertacni prace je:

1.

popis a analyza zmén perfuze mikrocirkulace u septickych nemocnych
s postchemoterapeutickou neutropenii, resp. cytopenii, porovnani s nalezy u populace
jedincl se septickym Sokem a normalnim poctem krevnich elementd a posouzeni

paradigmatu centralni role neutrofilG v procesu poskozeni mikrocirkulace;

multifaktorialni analyza nehemostatickych charakteristik trombocytt v €asné fazi rozvoje

septického Soku;
analyza a kvantifikace zmén v profilu plazmatickych proteinl v ¢asné fazi sepse
v klinicky relevantnim experimentalnim zvifecim modelu sepse pfi sterkoralni

peritonitidé pomoci proteomické analyzy;

kvalitativni a kvantitativni analyza vazby plazmatickych proteint na adsorpcni jednotky

systému pro extrakorporalni nahradu funkce jater u nemocného s jejich selhanim.
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4. STUDIE I: SEPTICKY SOK A NEUTROPENIE/CYTOPENIE - VLIV NA MIKROCIRKULACI

4.1. Design studie a soubor nemocnych

Studie byla koncipovana jako prospektivni monocentricka a observac¢ni. Soubor nemocnych byl
rozdélen na tfi skupiny: pacienti se septickym Sokem bez neutropenie/cytopenie (SS), nemocni se
septickym Sokem a postchemoterapeutickou neutropenii/cytopenii (NSS) a
neutropenicti/cytopenicti nemocni bez znamek systémové infekce (NEUTR). Pro posouzeni zmén

mikrocirkulace v porovnani se zdravou populaci byla zafazena i skupina zdravych dobrovolnikd.

4.2. Protokol studie

V prvnim ¢asovém bodé studie (timepoint — TP1) byly provedeny vSechny inicialni vySetfeni,
méreni, sbéry dat a odbéry biologického materialu k planovanym vySetfenim, a to idealné do 12
hodin, respektive maximalné do 24 hodin, od napInéni kritérii téZké sepse/septického Soku a/nebo
neutropenie resp. cytopenie. U prezivS§ich nemocnych po spolehlivé rezoluci septického stavu
a/nebo neutropenie a za soucasné absence znamek nové komplikujici systémové infekce byla
provedena kontrolni vySetfeni, méreni, sbér dat a odbéry vzorkl k analyzam (TP 2). Paralelné
byla stejnymi postupy vySetfena skupina nemocnych bez znamek systémové infekce s cytopenii
navozenou chemoterapii (TP1) a po reparaci krevnich elementl byly tyto analyzy zopakovany
(TP2).

4.3. Demograficka, (makro)hemodynamicka a laboratorni data

Shromazdovana demografickad data byla nasledujici: pohlavi, vék, zdroj infekce, skoére tize
onemocnéni (APACHE II, SOFA), JIP mortalita a nemocni¢ni mortalita. Zaznamenavané
proménné makrohemodynamiky a laboratornich parametrd zahrnovaly srde¢ni/tepovou frekvenci
(TF), stfedni arteriadini tlak (mean arterial pressure — MAP), centralni zilni tlak (central venous
pressure — CVP), diuréza (ml/h), arterialni krevni plyny (pO,, pCO,), parametry acidobazické
rovnovahy (pH, HCOgj;, BE), laktatémie (arterialni), saturaci krve kyslikem (SpO,;  pulzni
oxymetrie a laboratorni stanoveni), saturaci venozni krve kyslikem v centraini zile (ScO>),
kompletni krevni obraz, kompletni koagulacni vySetfeni (aPTT, PT, trombinovy ¢as, D-dimery, AT)
a laboratorni markery organovych funkci (bilirubin, urea a kreatinin) a systémového zanétu (CRP).

Doplriujicimi byly informace o uziti a davce vazoaktivnich a inotropnich 1ékl a analgosedace.

4.4. Metody vySetrovani a analyzy mikrocirkulace

Ve studii byla vySetfovana mikrocirkulace v oblasti sublingualni mukézy pfiruénim zafizenim
technologii OPS-SDF s pétinasobnym optickym zvétSenim (Microscan, MicroVision Medical,
Amsterdam, Nizozemi). Od kazdého nemocného =zafazeného do studie byly ziskany

videosekvence o minimalni délce 20s z péti odliSnych mist sliznice pod jazykem. Tyto byly
13



ulozeny pod anonymnim kdédovym oznaenim na pevny disk pocitaCe k pozdéjsi analyze.
Nasledné byly snimek po snimku analyzovany za pomoci dedikovaného softwaru a ziskany
stabilni videosekvence k hodnoceni mikrocirkulace. Kvantitativni analyza spocivala ve stanoveni
celkové hustoty cév nadané ploSe (total vessel density — TVD). Dale byla vizualné
kategorizovana perfuze mikrovaskulaturou: kontinualni perfuze (pritok krve minimainé 20s),
intermitentni perfuze (absence pritoku minimalné 50% sledovaného Casu) a Zadna perfize
(absence pratoku krve nejméné 20s). Parametr proporce perfundovanych cév (proportion of
perfused vessels — PPV) vyjadfeny v procentech (%) byl stanoven nasledovné: 100 x (celkovy
pocet cév — [cévy bez perfuze + cévy s intermitentnim prdtokem])/ celkovy pocet cév. Proménna
informujici o hustoté skutecné perfundovanych cév v dané oblasti/plose — hustota perfundovanych
cév (perfused vessel density — PVD) byl ziskan nasobenim TVD parametrem PPV.
Semikvantitativni hodnoceni heterogenity krevniho toku mikrocirkulaci bylo vyjadfeno parametry
index stfedniho pratoku (mean flow index — MFI) a index heterogenity pritoku (flow heterogeneity
index — FHI) [57,58,59]. Parametry TVD, PPV, PVD a MFI byly vypocteny ve vSech péti lokalitach

u kazdého jedince a nasledné primérovany.

4.5. Statisticka analyza

Ziskana data byla softwarové statisticky zpracovana. VSechna data jsou prezentovana jako
mediany s interkvartiiovym rozpétim (interquartile range, IQR) pokud neni uvedeno jinak.
Proménné mezi jednotlivymi skupinami ve stejnych ¢asovych bodech byly porovnavany testem
Kruskal-Wallis one way analysis of variances (ANOVA) on ranks. Data mezi dvéma timepointy
jednotlivych skupin nemocnych byla srovnavana Mann-Whitney rank-sum testem. Hladina

statistické vyznamnosti byla stanovena na p<0,05.

4.6. Vysledky a diskuze

Skupiny nemocnych se septickym Sokem (SS a NSS) se s vyjimkou véku v demografickych
datech neliSily, a to ani v mortalité. Identické byly rovnéz makrohemodynamické a laboratorni
proménné. Tize neutropenie/cytopenie byla ve skupinach NSS a NEUTR srovnatelna. Pfima
vizualizace mikrocirkulace v sublingualni oblasti u nemocnych v septickém Soku prokazala
vyznamné zmény perfuze mikrovaskulatury s alteraci magnitudy pritoku (parametry TVD, PPV a
PVD) i charakteristickym zvySenim heterogenity krevniho pritoku (parametry MFI a FHI), bez
ohledu na pfitomnost neutropenie/cytopenie. Analyza mikrocirkulace prokazala jeji signifikantni
postizeni ve vSech sledovanych skupinach v porovnani s kontrolni populaci jedinct. Mezi
skupinami SS a NSS nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Alterace mikrocirkulace
nemocnych s postchemoterapeutickou neutropenii/cytopenii bez znamek systémové infekce

(NEUTR) byla identicka s postizenim obou populaci septickych nemocnych (SS a NSS).
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Z uvedeného Ize usuzovat, Ze role perifernich cirkulujicich leukocytt zfejmé neni rozhodujici
v rozvoji alterace mikrocirkulace v sepsi. Na druhou stranu nelze vyloucit pfipadny vliv a roli jiz
aktivovanych rezidualnich neutrofild marginujicich a sekvestrovanych v mikrocirkulaci. Svoji roli
jisté mohou sehravat i dalSi imunokompetentni elementy jako NK-buriky a/nebo dendritické buriky
a samoziejmé i trombocyty [29, 60,61]. Nezanedbatelny vliv mize mit také poSkozeni endotelu
chemoterapii [62,63].

Zajimava a opét prekvapujici data pfinesla i analyza obdobi reparace zmén mikrocirkulace.
ZlepSeni perfuze bylo signifikantné lepSi ve skupiné NSS nez u septickych nemocnych
s normalnim poctem neutrofild. Zde Ize uvazovat o souvislosti s vyznamné rychlej§im poklesem
CRP, hrubé ukazujicim na vyvoj/rezoluci infekce, u populace NSS, pfi¢emz interval TP1 — TP2
byl u obou skupin stejny. Zda vrychlejSi kontrole infekce sehravaji roli reparované
imunokompetentni buriky véetné neutrofil(l nebo se na ni podilela pretrvavajici trombocytopenie u
NSS, neni mozné z dostupnych dat vypozorovat.

| pfes mensi pocet jedincll ve studovanych vzorcich populace tato studie prokazuje, Ze ani tézka
postchemoterapeuticka cytopenie nemodifikuje poruchu mikrocirkulace v septickém Soku. Obecné
mechanizmy a klinicky vyznam postizeni mikrovaskulatury v souvislosti s myeloablativni terapii

nejsou zjevné a vybizeji k navazujicimu vyzkumu.
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5. STUDIE Il: ULOHA TROMBOCYTU V SEPTICKEM SOKU

5.1. Design studie a soubor nemocnych

Studie byla koncipovana jako prospektivni monocentricka a observac¢ni. Soubor nemocnych byl
rozdélen na tfi skupiny: pacienti se septickym Sokem bez trombocytopenie a DIC (SS), nemocni
se septickym Sokem a trombocytopenii bez DIC (SST) a jedinci v septickém Soku s DIC (SSD).
Toto rozdéleni bylo zvoleno k moznému posouzeni pfipadnych odliSnosti nehemostatickych
funkci destiCek pfi trombocytopenii a DCI. Trombocytopenie byla arbitrarné definovana jako pocet
desticek <100x10%1. DIC byla diagnostikovana s uZitim parametrd poétu trombocytd, fibrin-
degradacnich produktd, protrombinového ¢asu a hladiny fibrinogenu dle validovanych doporuéeni
ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasis) [64].

5.2. Protokol studie

Pracovni protokol studie byl rozdélen na tfi faze. V prvni (€asovy bod 1, timepoint 1, TP1) byli
nemocni splfiujici kritéria pfijeti zafazeni do studie a souasné byly provedeny vSechny inicialni
vySetfeni, méfeni, sbéry dat a odbéry biologického materialu k planovanym vysetfenim (TP 1) a to
idealné do 12 hodin, respektive maximalné do 24 hodin, od napInéni kritérii septického Soku. Dle
ziskanych vysledkd byly subjekty zafazeny do jednotlivych podskupin. Ve druhé fazi byli pacienti
Ié¢eni dle aktualnich doporu€eni a poznatkd. U vSech prezivS§ich nemocnych po spolehlivé
rezoluci septického stavu, trombocytopenie a DIC a za souCasné absence znamek nové
komplikujici systémové infekce byla provedena kontrolni vySetfeni, méfeni, sbér dat a odbéry
vzorkd k analyzam (TP 2).

5.3. Demograficka, (makro)hemodynamicka a laboratorni data

Shromazdovana demograficka data byla nasledujici: pohlavi, vék, zdroj infekce, skore tize
onemocnéni (APACHE I1I, SOFA), JIP mortalita a nemocni¢ni mortalita. Zaznamenavané
proménné makrohemodynamiky a laboratornich parametrd zahrnovaly srde¢ni/tepovou frekvenci
(TF), stfedni arteridini tlak (mean arterial pressure — MAP), centralni Zilni tlak (central venous
pressure — CVP), diuréza (ml/h), arterialni krevni plyny (pO,, pCO,), parametry acidobazické
rovnovahy (pH, HCOj, BE), laktatémie (arteridini), saturaci krve kyslikem (SpO,; pulzni
oxymetrie a laboratorni stanoveni), saturaci venoézni krve kyslikem v centréini Zile (S¢/O>),
kompletni krevni obraz, kompletni koagulaéni vySetteni (aPTT, PT, trombinovy ¢as, D-dimery, AT)
a laboratorni markery organovych funkci (bilirubin, urea a kreatinin) a systémového zanétu (CRP
a event. PCT). Doplriujicimi byly informace o uziti a davce vazoaktivnich a inotropnich Iéku a
analgosedace.
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5.4. Metody analyzy trombocytli pratokovou cytometrii

Multifaktorialni analyza trombocytt zahrnovala i stanoveni aktivace trombocytll a jeji magnitudy.
K tomuto uc€elu jsme pouzili FCM stanoveni membranové exprese znaku CD41/CD61 (GPIIb/llla,
PAC-1), ktery po aktivaci trombocytu podiéha konformacni zméné. Soucasné byla identifikovana
pfitomnost adhezivni molekuly CD62p (P-selektin), ktera je po aktivaci destiek uvolnéna z a-
granul, vystavena v buné¢né membrané a relativné rychle uvolnéna do cirkulace jako sCD62p. Ke
stanoveni byly pouzity komeréni kity reagencii PAC-1-FITC (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) a anti-CD62-PE (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), prutokovy cytometr (Becton
Coulter Epics XL, Franklin Lakes, NJ, USA) s analytickym softwarem (Becton System I, Franklin
Lakes, NJ, USA).

5.5. Agregometricka analyza trombocytt

Dynamickym funkénim testem pouzitym v této studii bylo vySetfeni agregace trombocytl —
agregometrie. Vzorky pIné krve odebrané v TP1 a TP2 odbérovym systémem s hirudinem byly
bezprostfedné po odbéru vySetfeny metodou impedanéni agregometrie (MEA, Multiplate,
Dynabite Medical, Mnichov, SRN). Pouzity byly protokoly aktivace desticek nasledujicimi
agonisty: ADP (P2Y12 receptor), ASPI (receptor pro kyselinu arachidonovou) a TRAP (trombin
receptor agonist peptide-6 - GPIIb/llla). Vysledky analyzy byly vyjadfeny magnitudou, dynamikou
a celkovou agregacni schopnosti trombocytl (plocha pod kfivkou zavislosti miry agregace v Case,

area under the curve — AUC) ve vzorku v tzv. agregacnich jednotkach (aggregation units — AU).

5.6. Proteomicka analyza

Vlastni proteomicka analyza pouzita v této studii se skladala z nékolika krokl [65,66,67]. Jako
v pfipadé jinych vySetfeni bylo vzhledem k extrémni reaktivité trombocytd nezbytné zpracovani a
vySetfeni vzorkd plné krve zahajit bezprostfedné po jejich odbéru. V procesu izolace trombocytt
byly tyto separovany od zbylych krevnich elementl Setrnou centrifugaci, ¢imz byla ziskana
plazma bohata na desticky (PRP). Desti¢ky byly nasledné oddéleny od plazmy, aby se zabranilo
jejich dalSi arteficialni aktivaci, metodou gelové filtrace (size-exclusion chromatography — SEC).
Dal$im krokem byla precipitace proteint ze ziskaného koncentratu trombocytd, jiz bylo dosazeno
dalsi centrifugaci a oSetfenim chladem a etanolem. Ziskané purifikované precipitované destickové
proteiny byly nasledné separovany dvourozmérnou elektroforézou (2-DE) a vybrané proteiny
(rozdilna exprese v septickém Soku a po rezoluci systémové infekce) poté z gelu mobilizovany (in-
gel tryptic digestion) [66]. V sou¢asné dobé probiha analyza téchto proteinli pomoci hmotnostni
spektrometrie (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry —
MALDI-TOF/TOF). Vysledkem budou identifikované proteiny, charakterizujici konkrétni funk&ni

stav trombocytd ve vSech sledovanych skupinach.
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5.7. Statisticka analyza

Dosud ziskanéa data byla softwarové statisticky zpracovana. VSechna data jsou prezentovana jako
mediany s interkvartilovym rozpétim (interquartile range, IQR) pokud neni uvedeno jinak.
Proménné mezi jednotlivymi skupinami ve stejnych €asovych bodech byly porovnavany testem
Kruskal-Wallis one way analysis of variances (ANOVA) on ranks. Data mezi dvéma timepointy
jednotlivych skupin nemocnych byla srovnavana Mann-Whitney rank-sum testem. Hladina

statistické vyznamnosti byla stanovena na p<0,05.

5.8. Vysledky a diskuze

Zakladni demograficka data se v jednotlivych skupinach této studie neliSila. Pouze mortalita byla
vyznamné vysSi ve skupiné nemocnych se septickym Sokem a sou€asnou DIC (SSD). Data
ziskana flowcytometrickou analyzou povrchovych/membranovych marker(i aktivace trombocytd
ukazuji a potvrzuji pfitomnost aktivovanych desti¢ek v inicialni fazi septického Soku (TP 1) napfi¢
v8emi tfemi studijnimi podskupinami. Mira exprese téchto znaki v dobé kompletni rezoluce
systémového zanétu (TP 2) trendové poklesla. Inverzni dynamikou zmén je charakterizovana
agregacni schopnost trombocytl. Dle MEA je agregacni schopnost desti¢ek v dobé rozvinutého
septického Soku zejména ve skupinach SST a SSD vyznamné poruSena. Vzhledem k tomu, Ze
dynamika agregace (Gasovy parametr — ,aggregation velocity”) je napfi¢ skupinami identicka,
nelze pozorovany efekt snizeni agregacCnich schopnosti pfipisovat pouze snizenému poctu
trombocytd. Sekre¢ni schopnost trombocytd charakterizovana plazmatickymi hladinami ristovych
faktord VEGF a PDGF je v septickém stavu obdobné jako vySe diskutovana agregacni schopnost
vyznamné snizena.

Souhrnné studie prokazuje aktivaci trombocytl, expresi adhezivnich molekul se souc¢asnou
poruchou jejich hemostatické funkce (porucha agregace) a alteraci sekrece v inicidlni fazi
rozvinutého septického Soku. CD62p (P-selektin) i VEGF jsou za normalnich okolnosti obsazeny
v a-granulich a tedy simultanni zvySeni exprese P-selektinu a sniZzeni sekrece VEGF je
Vv logickém rozporu. Lze uvazovat o alteraci obsahu a-granul jiz na urovni megakaryocytli kostni
dfené v dasledku systémového zanétu. Dynamika téchto zmén by vSak musela byt velmi
vyznamna a uvazovana alterace genové exprese na urovni megakaryocytd by musela probihat jiz
od samého pocatku systémové infekce, jelikoz nase data popisuji stav jiz 12-24 hodin od splnéni
kritérii tézké sepse/septického Soku. Na druhé strané Ize také zvazovat extranuklearni cesty (de
novo) syntézy funk&nich proteind a fenotypické zmény na urovnich jiz maturovanych cirkulujicich
trombocytl. Pravé tyto zmény ve slozeni proteind mohou byt identifikovany v sou¢asné dobé
probihajici proteomickou analyzou studovanych dvou funkénich stavt trombocytd.

Maly po€et nemocnych v jednotlivych skupinach mudze byt pFi¢inou nedostateéné statistické sily

uvedenych dat a maskovat i potencialné silné trendy uvedenych zmén (exprese marker( aktivace
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a adhezivnich molekul). | pfes snahu o maximalni homogenitu celého souboru nemocnych i
jednotlivych podskupin Ize v kontextu sou€asného paradigmatu pfisné individualizované hostitel-
a patogen-specifické imunitni odpovédi diskutovat variabilitu souboru s ohledem na vyvolavajici
infek&ni agens a/nebo zdroj infekce. Potencialni chybovost Ize v pouzitych analytickych metodach
spatfovat zejména ve flowcytometrickém stanoveni membranovych znakl aktivace trombocytl.
Pocet téchto molekul je velmi nizky, v pasmu té€sné nad detekeni schopnosti pouzité technologie.

Tato prace unikatné integruje uvedené mnozstvi a kombinaci analytickych metod ve studiu
nehemostatickych funkci trombocytld v sepsi. Pfedstavuje komplexni nahled na zmény jejich
fenotypu, které jsou disledkem a soucasné i pfi¢inou progrese sepse. Navazujici vyzkum muaze

vést k identifikaci potencialnich terapeutickych cilt k selektivni modulaci nehemostatickych funkci
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6. STUDIE Il ZMENY PLAZMATICKEHO PROTEOMU V CASNE FAz
EXPERIMENTALNIHO SEPTICKEHO SOKU

6.1. Design studie a soubor subjektt
Tato experimentalni studie byla provedena jako monocentrickd prospektivni na zavedeném

klinicky relevantnim zvifecim modelu septického Soku selete [68,69,70].

6.2. Protokol studie

Testované zvifeci subjekty byly v uvodu experimentu anestezovany, instrumentovany a
extenzivné monitorovany. Nasledovala Sestihodinova zotavovaci perioda, na jejimz konci byla
provedena prvni série vySetfeni, méfeni a odbéru biologickych vzork( k analyzam (vé.
proteomiky) — TP1. Poté byla indukovana peritonitida inokulaci definovaného mnozstvi autologni
stolice do bfiSni dutiny. V8echny selata vyvinula hyperdynamicky septicky Sok a po 12 hodinach
byla provedena druha série méreni, vySetfeni a odbéru vzork(i - TP2. Nasledné byl pokus
ukoncéen standardizovanym usmrcenim zvifat intravenézni aplikaci koncentrovaného roztoku KCI

za hluboké celkové anestezie.

6.3. (Makro)hemodynamicka a laboratorni data

V experimentu byly sledovany kompletni hemodynamické parametry, proménné oxygenace,
laboratorni markery systémové zanétlivé odpovédi (leukocyty, CRP, TNF-a, IL-6 aj.), oxidativniho
a nitrosativniho stresu (TBARS, NOx) a dal$i bézné laboratorni hodnoty. Ke korekci mozného
vlivu diluce pfi tekutinové resuscitaci studovanych subjektt v septickém Soku byla vétsina

plazmatickych hladin proménnych pfepocitana na aktualni hladinu plazmatickych proteind.

6.4. Proteomicka analyza

Srovnavaci proteomicka analyza plazmy v €asné fazi experimentalniho septického Soku vyuzila
separaci a imobilizaci protein(i parovych vzork( 2D gelovou elektroforézou (Ettan IPGphor Il IEF
System a SE260 mini-vertical electrophoresis unit, GE Healthcare) po jejich pfedchozi pfipravé a
ekvilibraci koncentraci bilkovin (200ug/vzorek). Naslednym softwarovym srovnanim ziskanych
obrazl geld (Image Master 2D Platinum, GE Healthcare) pfed a po indukci septického Soku byly
vybrany kandidatni fixované proteiny s vyznamné odliSnou intenzitou. Tyto byly z gelu opét
mobilizovany a resuspendovany k dal$i analyze a identifikaci pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie (MALDI-Q-TOF MS a MS/MS, Micromass Q-TOF Ultima, MSVision). Ziskana data
byla softwarové porovnana (ProteinLynx GlobalSERVER 2.0) s databazi proteind savct (National

Center for Biotechnology Information, NCBI) a funkéni zafazeni identifikovanych proteind a jejich
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postaveni v biologickych procesech bylo provedeno za vyuziti softwaru Pathway Tools 12.5

(http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/) [71,72].

6.5. Statisticka analyza
V8echny data jsou prezentovana formou priméru a smérodatné odchylky pokud neni uvedeno
jinak. K porovnani dat ve dvou €asovych bodech byl pouzit parovy Studentav t-test &i Wilcoxonlv

test. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na hodnotu p<0,05.

6.6. Vysledky a diskuze

Tato studie byla prvni studujici zménu plazmatického proteomu u klinicky relevantniho modelu
septického Soku na velkém savci.

V8ech sedm experimentalnich subjekttd vyvinulo hyperdynamicky septicky $ok. Srovnani
plazmatickych proteind pfed a 12 hodin po indukci septického Soku kvantitativni analyzou jejich
intenzity pfi 2DE vedlo k identifikaci 36 proteind s odliSnou intenzitou. Z téchto bylo 30 s vyssi
intenzitou v septickém Soku a 6 s intenzitou snizenou. VSechny tyto proteiny byly nasledné
analyzovany pomoci Q-TOF MS a MS/MS. Po vylou€eni vSech izoforem v dlsledku
potranslacénich modifikaci bylo nakonec identifikovano 22 unikatnich proteinG s vy&Si expresi a 5
se snizenou expresi v ¢asné fazi experimentalniho septického Soku. Jejich molekularni funkce,
zaclenéni do biologickych procest a subcelularni lokalizace byly uréeny pomoci softwaru
Pathway Tools. Obecné se jedna o proteiny Ucastnici se zanétlivé odpovédi hostitele (napf.
haptoglobin, CD14, vitronectin aj.), procesu oxidativniho ¢i nitrosativniho stresu (hemopexin,
cytochrom P450f3sfApp414 aj.) a fada z nich by teoreticky po jejich bliz§im poznani a pfipadné
validaci mohla slouZit jako ¢asné markery systémové infekce.

Tato studie také mimo jiné ukazuje moznosti analytické metody — proteomiky — ve studiu

patofyziologie sepse.
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7. STUDIE IV: PROTEOMICKA ANALYZA SPEKTRA BILKOVIN ADSORBOVANYCH NA
MEMBRANE MIMOTELNIHO SYSTEMU NAHRADY FUNKCE JATER

7.1. Design studie
Deskriptivni proteomicka analyza protein adsorbovanych na membrané extrakorporalniho
systému nahrady funkce jater u 37 letého nemocného s akutnim selhanim jater v terénu chronické

hepatopatie etylické etiologie.

7.2. Protokol studie

Pacient byl Ié¢en pomoci pfistroje pro mimotélni nahradu funkce jater (Fractioned Plasma
Separation, Adsorption and Dialysis - Prometheus™, FPSA, Homburg, SRN) s regionalni
citratovou antikoagulaci. Systém se skladal ze dvou adsorpénich kolon obsahujicich partikule
(styrendivinylbenzen kopolymer) s neutralnim resinem (P1) a anionovym ménic¢em (P2). Po Sesti
hodinach byla procedura ukonéena a obé kolony dukladné promyty. Proteiny navazané v prvni,
neutralni, koloné byly mobilizovany sodiumdodecylsulfatem (SDS), ve druhé, aniontové, pak

kyselinou octovou. Ziskané eluaty obsahujici adsorbované proteiny byly pouzity k dal$i analyze.

7.3. Proteomicka analyza

Eluaty obou kolon (P1 a P2) byly purifikovany a dialyzovany, rozdéleny do tfi alikvot a obsazené
proteiny nasledné separovany 2D elektroforézou. Obdobné byl zpracovan i vzorek krevni plazmy
nemocného (CTRL) odebrany pied zahajenim nahrady funkce jater. VSech devét vyslednych gell
s imobilizovanymi proteiny bylo digitalizovano pomoci scanneru. Z kazdé trojice snimk( v ramci
jednoho plivodniho vzorku (P1 nebo P2 nebo CTRL) byl softwarové syntetizovan jeden
kompozitni snimek a ten byl nasledné analyzovan. Byly srovnavany relativni denzity jednotlivych
proteini a za signifikantni byly povaZovany vice nez dvojnasobné rozdily v jejich intenzité.
Vybrané kandidatni proteiny s vyznamnymi zménami koncentraci/intenzit mezi jednotlivymi vzorky
byly z geld imobilizovany, resuspendovany a nasledné vysetfeny pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie  MALDI TOF/TOF. Ziskana hruba data byla shromazdéna a analyzovana
softwarové. Z nich byla provedena identifikace proteinl porovnanim s databazi humannich
bilkovin (Swiss-Prot protein database, release 54.6, 4.12.2007).

7.4. Statisticka analyza

Data byla softwarové zpracovana a jsou prezentovana jako relativni hodnoty &i priméry se
smérodatnou odchylkou. K porovnani hodnot mezi jednotlivymi vzorky byl pouzit Mann-Whitney
rank sum test, k posouzeni asociaci mezi jednotlivymi proménnymi pak Spearman(v korelaéni

test. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na hodnotu p<0,05.
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7.5. Vysledky a diskuze

Promytim adsorpcnich kolon FPSA bylo ziskano celkem 4113mg (47,2mg/ml) (P1) a 8280mg
(97,2mg/ml) (P2). Jejich naslednou separaci 2DE bylo identifikovano 148 (P1) a 163 (P2)
proteinovych stop. VétSina (95%) proteinovych stop bylo zaznamenano v intervalu molekularni
hmotnosti (MW) 30-150kDa a izoelektrického bodu (pl) 4,8-8,6. Charakteristika separovanych
proteinti se mezi P1 a P2 vyznamné lisila (celkem 64 proteind s odliSnou intenzitou). Adsorp¢ni
kolona P1 vaze preferenéné proteiny s vysokou molekularni hmotnosti, kdezto P2 odstranuje
z cirkulace proteiny kyselé.

VSechny proteinové stopy s relativni intenzitou vétsi nez 1000ppm byly z gel mobilizovany a dale
analyzovany pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. Ze 109 proteind z P1 jich bylo
uspésné charakterizovano 72 predstavujicich celkem 18 unikatnich proteind. Tficet unikatnich
proteind bylo vysledkem MS analyzy 113 a nasledné identifikovanych 93 bilkovin.

Membrana systému Prometheus™ uzitd k separaci plazmy méla filtraéni koeficient (sieving
coefficient) 0,9 pro proteiny s MW 40kDa a 0,1 pro proteiny s MW 300kDa. Tak byla umoznéna
volna filtrace bilkovin az do velikosti albuminu a nedochazelo k prostupu fibrinogenu a
gamaglobulinG a jejich ztratdm. Nase analyza souhlasné s timto predpokladem detekovala
proteiny do MW 200kDa. Ocekavané také doslo k selektivni adsorpci bilkovin v jednotlivych
kolonach, zejména diky jejich elektrickému naboji (P1 — neutralni, P2 — kladny) jak dokazuje
preferen¢ni vazba proteinii s negativnim nabojem v P2. Prekvapujici v8ak bylo zjisténi, ze v P1
jsou adsorbovany bilkoviny s vétsi MW. Toto pozorovani nelze zcela vysvétlit ani danou
charakteristikou propustnosti filtru P1 a zapojenim v sérii s P2, jelikoz filtracni koeficient P1 pro
proteiny s MW 200kDa je stale 0,2 a tedy i tyto molekuly mohou filtrem prochazet smérem k P2.
MozZnou chybou muze byt limitovana schopnost 2DE v detekci hydrofobnich proteinu, které maiji
vetsi afinitu k neutralnimu resinu v P1 a mohly tak uniknout analyze.

Vzhledem k tomu, Ze se v pfipadé této studie jedna o data ziskana analyzou jednoho nemocného,
nelze z nich ¢init klinické zavéry s ohledem na vyznam selektivné odstrariovanych protein(
v patogenezi a vyvoji selhani jater a dalSi vyvoj klinického stavu nemocného (prospésnost i
naopak). V nékterych konkrétnich pfipadech identifikovanych bilkovin Ize o konsekvencich jejich
eliminace v konkrétnim klinickém stavu spekulovat, jak uvadi detailné pavodni prace.

Studie vSak ukazuje vyuzitelnost a vhodnost proteomické analyzy v bliz§im poznani uziti FPSA a

otvira pole pro dalSi vyzkum a poznani.
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8. ZAVER

Tato dizertacni prace zabyvajici se celularnimi imunitnimi mechanizmy, metodologickymi aspekty
monitorace mikrocirkulace, uziti pritokové cytometrie a proteomické analyzy v patofyziologii
sepse, septického Soku a MODS v klinické studii prokazuje absenci rozdilu zmén mikrocirkulace u
nemocnych v septickém Soku bez a s postchemoterapeutickou cytopenii a oponuje dosavadni
paradigma centralni role neutrofili v indukci a modulaci postiZzeni mikrovaskulatury. Souc¢asné
také rozporuje stavajici diukazy o protektivnim vlivu neutropenie (a trombocytopenie) na tyto
zmény. Paralelné vSak generuje otdzky na alternativni mechanizmy a odpovédné elementy
v genezi poskozeni mikrocirkulace a endotelialni dysfunkce téchto nemocnych.

DalSi komentovana klinicka studie na obdobné populaci nemocnych inovativné prokazuje alteraci
sekre¢niho profilu trombocytl jiz v inicialni fazi systémového zanétu, respektive septického Soku.
Patofyziologicky mechanizmus téchto zmén v8ak z dostupnych dat neni zcela zjevny a vzhledem
k jejich znaéné dynamice Ize teoreticky usuzovat na velmi €asnou signalizaci v kostni dfeni
vedouci ke zménam genové exprese megakaryocytl a nasledné zméné obsahu destickovych
granul. Alternativou mdze byt extranuklearni proteosyntéza &i posttranslaéni modifikace proteint
v disledku zmifiované inflamatorni signalizace s naslednou rychlou zménou fenotypu trombocytG.
Oba zminéné mechanizmy se samozfejmé mohou také uplatfiovat soucasné. Tyto otazky by
mohla zodpovédét v soucasné dobé probihajici proteomické analyza trombocytd, jejiz data a
z nich plynouci zavéry budou v druhé dobé zaclenény do uvedené studie.

Originalni experimentalni prace zabyvajici se srovnavaci proteomickou analyzou krevni plazmy
v inicialni fazi septického $oku v klinicky relevantnim modelu za pouziti velkych savcd prokazuje
gasné signifikantni zmény plazmatického proteomu. Uspé&sné byla dokumentovana cela fada
zmén v proteinovém spektru v disledku systémové infekce. VétSina z identifikovanych bilkovin se
Ucastni vlastni zanétlivé odpovédi hostitele ¢i procest oxidativniho a nitrosativniho stresu. Prace
také ukazuje moznosti této metody a postupl v identifikaci novych potencialnich biomarker( ¢i
terapeutickych cilG.

Posledni plvodni prace identifikovala pomoci postupll proteomické analyzy Siroké spektrum
proteind adsorbovanych v kolonach systému pro extrakorporalni nahradu funkce jater u
nemocného s jaternim selhanim a rovnéz prokazala vhodnost uzitych metod k tomuto ucelu.
Mimo vlastni popis eliminovanych bilkovin poukazuje prace na potfebu detailnich znalosti
mechanizml (nejen) této organové nahrady. Obecné jsou tyto terapeutické postupy pouzity pfi
vy€erpani konzervativnich |éEebnych moznosti a Casto v kritickych stavech s velmi kfehkou

homeostazou.
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