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Souhrn

Cil studie : Stanovit trendy a potencionalni prognosticky vyznam zmén hladin apoptotické (aDNA) a genomické
DNA (gDNA) u pacienttl, u nichz inzult rizného charakteru vedl k selhavani vitalnich funkci.

Typ studie : Prospektivni oteviena studie.

N4zev a sidlo pracovidté: Klinika anesteziologie a resuscitace a Chirurgick4 klinika 3. LF UK a FNKV, Praha; Ustav
farmakologie 3. LF UK, Praha.

Material a metody: Do studie byla zafazeno 94 kriticky nemocnych. Vzorky krve k analyze byly odebirany v den
piijeti a potom 3. a 5. den hospitalizace. U kazdého pacienta byla sledovana z&kladni diagnéza, vék a pohlavi, pfi-
jmové APACHE Il skére a organovéa dysfunkce; 3. a 5. den byla hodnocena metodikou SOFA délka hospitalizace
ve dnech, pfeZiti ¢i imrti, z ukazatel(l zanétu C-reaktivni protein a pocet leukocytl. Analyza byla provedena na
sekvenatoru (ABI Prism 377) s uzitim originalnf fenolové extrakéni metody. Ziskané hodnoty plazmy pacienti byly
porovnavany s normou ziskanou z plazmy 86 zdravych dobrovoiniki (norma aDNA a gDNA = 100%).

Vysledky: Hladina volné aDNA po z4téZi ovliviiuje celkovou hladinu volné DNA zasadnim zpilisobem. Jejl navyse-
ni v hodnot& mediénu je 16,3n4sobné& vy33i nez u gDNA. V trendu dalSich 4 dnu vykazovala v celé hodnocené
skupiné snizeni hladin, gDNA naopak zvySeni. Rozdil v prib&hu trendl i obé kvality DNA hodnocené proti normé
byly na hladiné statistické vyznamnosti p < 0,001. Byly zjistény statisticky vyznamna korelace mezi hladinou aDNA
v dobé pfijeti a mortalitou nemocnych.

Zaver: U kriticky nemocnych dochéazi bezprostiedné po inzultu k vyraznému zvySeni volné aDNA v plazmé, ktera
je v dal$im priibéhu i ukazatelem pfeziti nemocnych (p < 0,05).

Klidova slova: volna plazmatickd DNA — apoptotickd DNA — genomicka DNA — intenzivni pé&e — prognostika
v intenzivni pééi

Abstract
Prognostic significance of apoptotic and genomic plasma free DNA levels in critically ill patients

Objective: To establish the trends and prognostic value of plasma levels of the free apoptotic (aDNA) and geno-
mic DNA (gDNA) in patients with failure of vital functions.

Type of study: Prospective observational study.

Setting: University Dept. of Anaesthesiology/CCM and Dept. of Surgery, Charles University, 3rd School of Medici-
ne, Prague.

Material and Methods : 94 critically ill patientts were evaluated. The blood samples for DNA analysis were taken
on the day of admission, the third and fifth day of hospital stay. The following data were collected: ICU admission
diagnosis, age and gender, APACHE Il, SOFA, ICU stay in days, ICU survival, CRP and WBC count. The analy-
sis was done on a sequencer (ABI PRISM 377) using of the original phenol extraction method. The results were
correlated to the plasma free DNA levels of 86 healthy volunteers (normal value = 100%).

Results: The contribution of aDNA to the total plasma DNA in the critically ill was ~16fold greater than the contri-
bution of gDNA. Apoptotic DNA levels were highest on the day of admission and declined thereafter (P < 0.001),
whilst the opposite was true for gDNA (P < 0.001) The difference in trends and the aDNA and gDNA levels in cor-
relation to normal levels was found statistically significant (P < 0.001). Apoptotic DNA on the day of admission sig-
nificantly differs in survivors and non-survivors (P < 0.05).

Conclusion: The free apoptotic DNA plasma level on admission could be a predictor of mortality in critical illness.
Key words: plasma free DNA — apoptotic DNA — genomic DNA - critical care — predictors of mortality
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Uvod

Fenomeén pfitomnosti volné DNA (vDNA) v lidské
plazmé je znam od roku 1948 [1]. Soustavna pozornost
v8ak byla tomuto jevu vénovana az od 70. a pfedevsim
od 90. let minulého stoleti, vzdy diky metodickému pru-
lomu zjednoduSeni a zpfesnéni prace s DNA.

Prudce stoupajici pocet publikovanych praci
s tematikou VDNA a mRNA v plazmé potvrzuje, ze
jde o velmi perspektivni parametry v klinickém moni-
torovani a prognostice [2, 3, 4]. V klinické oblasti je
pozornost zaméfena na vyznam volnych nukleovych
kyselin v plazmé pro diagnostiku nadorovych one-
mocnéni, prenatalni diagnostiku v porodnictvi a auto-
imunni choroby v internim Iékafstvi. V poslednich
letech byly publikovany prace zaméfené na oblast
zavaznych poranéni a intenzivni péce [5, 6, 7, 8]. Ci-
lem studie, pfi které byl pouzit originalni postup feno-
lové extrakéni metody vyvinuté jako soucast feSeni
projektu, bylo stanovit trendy a potencionalni pro-
gnosticky vyznam zmén apoptotické a nekrotické
DNA u pacient(, kde inzult rizného charakteru ved|
k selhavani vitalnich funkci.

Soubor pacientll a metoda

Po schvéleni protokolu studie Etickou komisi 3. LF
UK bylo do prospektivni studie v roce 2003 zafazeno
94 kriticky nemocnych pacientl indikovanych k re-
suscitacni péci. Kritériem pro zafazeni pacienta bylo
selhavani jedné nebo vice vitalnich funkci v dobé pfi-
jeti na resuscita¢ni oddéleni. Vzorky krve k analyze
byly odebirany v den pfijeti (den 1 — vzorek I) a po-
tom 3. a 5. den hospitalizace na resuscita¢nim oddeé-
leni (vzorek Il a vzorek Ill). Do studie nebyli zafazeni
pacienti, ktefi v dobé pfijmu byli hodnoceni jako mori-
bundni. U kazdého nemocného byla sledovana za-
kladni diagnéza, vék a pohlavi. Bylo stanoveno pfij-
mové APACHE Il skére. Systémova dysfunkce 3. a 5.
den byla hodnocena metodikou SOFA [9]. Déale byla
sledovana délka hospitalizace na resuscitaénim od-
déleni ve dnech a preziti ¢i umrti, z ukazatell zanétu
to byly: C-reaktivni protein a pocet leukocytu.

Odbérem z centralniho zilniho katétru bylo zajisténo
2,7 ml krve do odbérovych stfikacek (Sarstedt Mono-
vette EDTA K) s obsahem 1,6 mg EDTA jako antikoa-
gulatans. Krev byla dale centrifugovana pfi 1000 g/5
minut a pokojoveé teploté. Po ukonéeni centrifugace byla
plazma odebrana pipetou do Eppendorfovych zkuma-
vek a zamrazena na -40 °C do provedeni analyzy.

P¥i analyze byla plazma rozmrazena a 150 mikro-
litrG bylo centrifugovano pfi 24 000g (18 000 ot./min
na centrifuze Heraus M3) po dobu 5 minut. Sedesat
mikrolitrd plazmy bylo smiseno se 40 mikrolitry smé-
si fenol/CHCl3/2-butanol (4 : 1 : 1) a smés peclivé pro-

misena. Deset mikrolitrd centrifugovaného produktu
bylo dale smiseno s 1 mikrolitrem zfedéného SYBR
Green roztoku (1 : 5000) a 1 mikrolitrem 40% dextra-
nove modfi a dobfe promiseno. Poté byla smés nane-
sena na 12centimetrovy platovy 8% agar6zovy gel
o tloustce 0,5 mm. Elektroforéza (sekvenator ABI
Prism 377) v TBE pufru bézela 2 hodiny pfi voltazi
1000 V a teploté udrzované vodnim chladicim okru-
hem pii 25 °C. Cteni vysledk( bylo provadéno ve flu-
orescenénim okné 550 nm.

Hodnoty hladin aDNA a gDNA z plazmy pacient
byly vyjadfeny v procentech oproti normé. Norma
byla ziskana uréenim praméru hladin aDNA a gDNA
ve vlastnim souboru 86 zdravych dobrovolnikl a byla
ji pfifazena hodnota 100 %. Primérna hladina aDNA
v souboru zdravych kontrol byla tedy 100%, SD =
8 %. Obdobné u gDNA byla u kontrol primérna hla-
dina 100%, SD = 18 %. Hladiny DNA 1. den byly
oznaceny CGislici I, 3. den gislici Il a 5. den &islici 1ll.
Konkrétné tedy aDNA | je hladina apoptotické DNA 1.
den, tzn. pfi pfijmu, gDNAIl je hladina genomicke
DNA 3. den atd. Ziskana data byla zpracovéna pro-
gramem Statistica 6.0. Vysledky jsou udany ja-
ko median s rozptylem od 25. do 75. percentilu. K vy-
jadfeni statistické vyznamnosti byly uzity nasledujici
testy: Mannuv-Whitneylv U-test (dale MW test),
ANOVA test a Fischertv LSD (Least Significant Dife-
rence) post hoc test (dale FLSD). Pro podrobnéjsi
analyzu vysledkd, tedy zjisténi signifikantnosti rozdi-
10 uvnitf a mezi porovnavanymi skupinami, byl pouzit
test ANOVA. Pfi analyze korelace dvou skupin byl
pouzit Spearman(v korela¢ni koeficient. Jako statis-
ticky vyznamny oznacujeme vysledek, u kterého byla
dosazena (pouzitim daného statistického testu, viz
vy$e) hladina statistické vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 94 pacient(, z toho 61
muzl a 33 Zen, s primérnym vékem 51,6 (SD 20,9).
V hodnoceném souboru bylo 30 pacientll s primar-
né internim onemocnénim, 47 pacientl bylo pfijato
pro tézké trauma (Injury Severity Score —ISS nad 16),
17 pacientll bylo zafazeno do skupiny chirurgickych
nemocnych. U posledné uvedenych Slo o pooperacéni
stavy se selhavanim vitalnich funkci vyzadujici umeé-
lou plicni ventilaci a 1é6bu obé&hové nedostate¢nosti
v podminkach invazivniho monitorovani. Primérna
doba hospitalizace byla 13,1 dne, SD 13,6. Kratkodo-
ba hospitalizace, tj. kratSi nez 7 dnQ, byla zjisténa
u 33 nemocnych, dlouhodoba u 61 pacientl. Z resus-
citaéniho oddéleni bylo pfelozeno 78 pacientl, u 15
byl prabéhu onemocnéni smrtelny. Profil hodnot
APACHE 1l pfi pfijeti, hodnotu SOFA skére 3. a 5.
den, hodnoty zanétlivych ukazateldl (CRP) a celkovy
pocet leukocytll uvadi tabulka 1.

Bylo zjisténo, Ze hladina volné apoptotické DNA je
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Tabulka 1. Snizeni poctu jednotlivych sledovanych parametrd*

Pocet Pramér |Smérodatnd | Median 25. 75. Minimum | Maximum
pacientt odchylka percentil | percentil
APACHE |l skére 94 22,7 8,8 22,0 17,0 30,0 3,0 48,0
SOFA skére 3. den 90 7,8 3,6 8,0 6,0 10,0 0,0 18,0
SOFA skére 5. den 83 6,4 3,5 7,0 4,0 9,0 0,0 14,0
Hladina CRP 1. den [mg/l] 86 86,1 109,3 37,9 5,4 127,6 3,0 425,8
Hladina CRP 3. den [mg/l] 86 138,7 84,6 112,7 71,5 206,5 5,8 336,8
Hladina CRP 5. den [mg/l] 79 118,9 77,5 103,6 54,0 186,2 4,8 290,0
Pocet leukocytl 1. den [1.109/] 94 15,4 7.9 15,2 10,9 20,2 0,3 49,6
Pocet leukocytl 3. den [1.109/] 88 12,9 55 12,1 9,5 15,9 1,0 27,9
Pocet leukocytt 5. den [1.109/] 81 11,4 5,3 10,6 7,8 14,2 0,1 29,4

*Je zpUsobeno ¢asnym fatalnim pribéhem onemocnéni u nékterych nemocnych.

v hodnoté medianu 16,3nasobné vyssi nez hladina
genomické DNA. Ve sledovaném obdobi dalSich 4
dnt vykazovala v celé hodnocené skupiné aDNA sni-
zovani hladin, gDNA naopak zvySovani. Rozdil v pru-
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Graf 1. Hladiny gDNA 1., 3., a 5. den v procentech oproti norme,
median normy = 100 %

Hladiny jsou statisticky vyznamné vy3$Si v obou skupinach a ve
vSech dnech oproti normé: p < 0,001 (MW test).

Dynamika: hladiny se li§i uvnitf skupin i mezi skupinami p < 0,05
az < 0,001 (ANOVA, Fischer LSD post hoc test), mimo hladin
aDNAII a aDNAIII.
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Graf 2. Hladiny gDNA 1., 3., a 5. den v procentech oproti normé,
median normy = 100 %

Hladiny jsou statisticky vyznamné vy3Si v obou skupinach a ve
vSech dnech oproti normé: p < 0,001 (MW test).

Dynamika: hladiny se li§i uvnitf skupin i mezi skupinami p < 0,05
az < 0,001 (ANOVA, Fischer LSD post hoc test), mimo hladin
aDNAII a aDNAIII.

béhu trendll i obé kvality DNA hodnocené proti nor-
mé byly na hladiné statistické vyznamnosti p < 0,001.
Zjisténou dynamiku gDNA a aDNA dokumentuji gra-
fy 1 a 2. Elektroforeticky obraz u konkrétniho vzorku
zachycuje obrazek 1.

10000 bp

7000 bp

I_i_ i

- 180bp

Obr. 1. Typicky zdznam volné DNA v plazmé u kriticky nemocnych
Genomické DNA odpovidaji pruhy okolo 10 000 bazickych pard.
Jejich intenzita nardst& oproti pruhlim odpovidajici apoptotické DNA.

Dale byl testovan rozdil hladin aDNA a gDNA v jed-
notlivych podskupinach (podle zékladni diagndzy, ze-
mreli/pFezili, kratkd/dlouha hospitalizace) a vztah hla-
din DNA k zanétlivym ukazatelim a hodnotam
skérovacich systém(. Byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil u hladiny aDNA v dobé pfijeti (aDNAI) a morta-
litou nemocnych (p < 0,05, MW test) — graf 3.

Byla nalezena slabd, pfesto vSak signifikantni kore-
lace mezi hladinou apoptotické DNA pfi pfijeti a 3. den
(aDNAI, aDNAII), hodnotou SOFA skére 3. den (p <
0,05, r2 = 0,05, Spearman r = 0,22) a korelace mezi
hladinou genomické DNA 3. den (gDNAII) a APACHE
Il skére pfi pfijeti (p = 0,01, r2 = 0,08, Spearman r =
-0,28).
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Graf 3. Hladiny aDNA 1., 3., a 5. den v procentech oproti norme,
median normy = 100 %

Hladina aDNA v 5dennim intervalu u pacientll prezivSich vs
zemfeli.

Ptes velky rozptyl hodnot v obou skupinach, je mozné identifiko-
vat z dynamiky apoptotické DNA rizikovou skupinu nemocnych
s hodnotami apoptotické DNA nad 350 % normy.

Po samostatném vyhodnoceni skupin pacientll se
zavaznym poranénim a pacientll s interni diagnézou
byly zjistény nasledujici statisticky signifikantni korelace:

1. U traumatologickych nemocnych byla zachyce-
na korelace mezi hladinami genomické DNA 5. den
(gDNAIII) a APACHE Il skore pfi pfijeti (p < 0,05, r2 =
0,14, Spearman r = 0,37). Byl prokazan trvaly vze-
stup statistické vyznamnosti tak, jak je dokumentova-
no na grafu 4.
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Graf. 4. Hladina statistické vyznamnosti (p) pro zavislost hladin
gDNA na vstupnich APACHE Il skére

Nardst statistické vyznamnosti hladin genomické DNA
k APACHE Il skére ve sledovaném obdobi péti dnli u pacientt
postizenych zavaznym traumatem

2. U pacientud s internim onemocnénim byla proka-
zana korelace mezi hladinou genomické DNA 5. den
(gDNAIII) a hladinou CRP pfi pfijeti (p < 0,05, r2 =
0,11, Spearman r = 0,33) a dale apoptotickou DNA 5.
den (gDNAIII) a leukocytézou 3. den (p < 0,05, r2 =
0,14, Spearman r = 0,37).

3. Vyhodnocenim soudtu apoptotické a genomické
DNA ve vztahu k dal$im sledovanym parametrim
byla nalezena statisticky vyznamna korelace mezi
jeho hodnotami 5. den (aDNAIIl + gDNAIII) a leuko-
cytézou 3. a 5.den (p < 0,05, r2=0,13; Spearman r =
0,36 a p < 0,05, r2 = 0,13; Spearman r = 0,35). Jako
hraniéni Ize oznacit korelaci mezi genomickou DNA

pfi pfijeti (JDNA I) a hodnotou CRP tyz den (p = 0,05,
r2=0,11; Spearman r = 0,33).

Diskuse

Odborné publikace zamérfené na studium volnych
plazmatickych nukleovych kyselin uzivaji bez vyjimky
metodu polymerazové fetézové reakce monitorované
v realném Case (rt PCR). Jeden rys téchto praci je vSak
zarazejici: velké rozdily v hodnotach namérenych na
rznych laboratornich pracovistich, ale také velky roz-
ptyl hodnot ze stejného experimentu. Odbornici se sho-
duji v tom, Ze pfi¢inou tohoto jevu je pouzitd metoda
kvantifikace. PotiZze v experimentalnim uspofadani tes-
tl naznaduji, Ze tato metoda neni pro klinické pouziti
pfili§ vhodna. Nepfiznivé plsobi i to, Ze PCR méreni
v realném ¢ase neumozniuje jednoduse a klinicky zuzit-
kovatelné rozliSit nizkomolekularni (apoptotickou)
a vysokomolekularni (nekrotickou a bakteridlni) frakci
DNA. Toto je zifejmé hlavni dlivod, pro¢ do dnesni doby
neexistuje v odborné literature o téchto uvedenych kva-
litach volné DNA Zadna informace. V prabéhu feSeni
projektu byly testovany rlizné metody stanoveni, zvlas-
té potom pfima méfici metoda s pouzitim ethidium bro-
midu k vizualizaci na pfistroji LS50B, dale potom SDS
extrakéni metoda vyuzivajici laurylsiran sodny (SDS =
sodium dodecylsulphate) a fenolova extrakéni metoda.
Teprve posledni uvedeny postup v kombinaci s agaro-
vou elektroforézou na sekvenatoru ABI Prism 377 ndm
zajistil standardné udaje o obou kvalitaich DNA.

Plazmatické koncentrace DNA méfena metodou real-
time PCR je zvySena jiz 20 minut po traumatu a jeji kon-
centrace dobfe koreluje se zavaznosti i progndzou one-
mocnéni [6]. Byla prokdzana vhodnost sledovani
parametru vDNA jako ukazatele rizika vzniku zavaznych
organovych komplikaci a umrti po traumatu, stejné tak
i rozdilna dynamika zmén v kratkodobém i diouhodobém
sledovani [10]. Po uvodnich publikacich zaméfenych na
oblast traumatologie bylo zjisténo, ze podobny prognos-
ticky vyznam maji hladiny vDNA u pacientl s ischemic-
kou ¢&i hemoragickou mozkovou pfihodou [5]. Prvni pra-
ce smérovana do oblasti intenzivni péce vyznamné
rozsifila pole vyuzitelnosti tohoto fenoménu [8]. Potvrdila
statisticky vyznamnou korelaci vDNA s hladinou C-reak-
tivniho proteinu a hodnotou skdrovaciho systému orga-
nové dysfunkce SOFA. Pozoruhodné bylo i zjiSténi, ze
nemocni indikovani k umélé plicni ventilaci méli signifi-
kantné vyssi hladiny vDNA, stejné tak i ti nemocni, ktefi
nakonec zemreli. K podobnym nalezim jsme dospéli
i v nasi studii, navic jsme prokéazali korelaci s hodnotou
APACHE Il pro hladiny genomické DNA. ZvySené plaz-
matické hladiny DNA Ize vysvétlit rozsahem primarniho
poskozeni tkani, které zplisobuje jednak rychlejsi vypla-
vovani DNA, jednak jeji snizené clearance.

Ve vSech uvedenych studiich vSak pouzitd metoda
(rt PCR) neumoznovala rozliSit mezi DNA uvolnénou
v procesu apoptézy a nekrézy. Nase studie se jako
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vlbec prvni zabyva touto problematikou. Pfitom roz-
liseni kvality vDNA mUze byt zvlasté u kriticky nemoc-
nych pro hodnoceni stavu velmi podstatné. Apoptéza
(programovana bunécéna smrt), proces objeveny Ker-
rem v r. 1972, byla tradi¢né prezentovana jako vice-
méné fyziologicky proces slouzici v morfogenezi tka-
ni. Pozdéji byla objevena jeji uloha pfi odumrti bunék
po nezvratném posSkozeni DNA, u nador(i nebo
u atrofie organti [11]. Je znamo, Ze apoptdza je spou-
Sténa dvéma mechanismy:

1. Vazbou ligandu (napf. TNF-o) na receptor z rodiny
Fas proteinl (zvanych téz ,receptory s doménou smr-
ti“), ktery spousti kaskadu déji vedoucich v kone¢né
fazi k aktivaci kaspazy, intracelularni proteazy. Ta
zahaji proces bunééné smrti.

2. Intrinsickou cestou, ktera je nezavisla na signalech
z okoli bunky. U tohoto zpUlsobu se jesté rozliSuji ces-
ty zavislé a nezavislé na aktivaci kaspaz. Apoptoza je
spousténa pfi tézkém bunétném poskozeni, napf.
fragmenty DNA uniklymi z jadra ¢&i cytochromem C
uniklym z poSkozenych mitochondrii.

V této souvislosti je tfeba se zminit i o dalSi studii
zaméfené na ochranny vliv normalni hodnoty glyké-
mie na ultrastrukturu mitochondrii hepatocytu u kritic-
ky nemocnych. Pravé nalez hypertrofickych mito-
chondrii a poskozenych krist s prilkazem snizené
aktivity komplexu respiraéniho fetézce predstavuje
situaci, kdy dochazi ke zminéné aktivaci apoptézy
pravdépodobné ovliviujici i hladiny vNK [12]. U kritic-
ky nemocnych je znamo, ze apoptoéza je proces ¢as-
te€né zodpovédny za poSkozeni tkani, zejména
sekundarni lézi. Byla zkouméana u imunokompetent-
nich bunék ve vztahu k SIRS/CARS [13] a u pneumo-
cytll ve vztahu k rozvoji ARDS [11, 14]. Data pocha-
zeji zejména ze studii na zvifatech. Tak napf. uméla
plicni ventilace vedla u potkan(i ke zvySeni Fas-medi-
ované apoptdzy [15], jind prace pfinesla histologicky
prikaz apoptézy endotelii mediovany faktorem ziej-
mé tvofenym v ischemizovaném stfevé u potkand po
3 hodinach trvajicim hemoragickém $oku [16]. Jini
vysledky potvrdili v experimentu in vitro a prokazali,
ze se na apoptdéze podileji mechanismy zavislé
i nezavislé na kaspazach [17]. Liener morfologickymi
i imunochemickymi metodami prokéazal zvySeni kas-
pazami mediované apoptdzy pneumocytl za 6 hodin
po tupém traumatu hrudniku u potkana [13]. S vyjim-
kou jedné kazuistiky, demonstrujici masivni apoptézu
hepatocytd u mladého muze za 2,5 hodiny po pri-
stfelu bficha [18], je naSe prace prvni, ktera v human-
ni studii prokazuje, ze apoptéza je déj, ktery se jiz
v nejranéjsich fazich kritického onemocnéni vyznam-
né podili na uvolnéni DNA. Vztah mezi zatéZzovou
reakci a volnou apoptotickou DNA v plazmé vSak ve
svetové literatufe zatim nebyl studovan a popsan.

Pouzity protokol je zaméfen na 94¢lennou skupinu
nemocnych indikovanych k resuscitaéni péci a pokryva
obdobi 5 dnll od selhani jedné ¢&i vice vitalnich funkci. Je
tedy pojat podobné jako studie Wijeratnesova [8]. Stej-
né jako ve studiich pfedeslych jsme zjistili, ze hladina
volnych nukleovych kyselin koreluje s progndzou

nemocnych, v nasem pfipadé pouze s hladinou apopto-
tické DNA v dobé pfijmu. Ze zjisténé dynamiky je také
zietelné, ze v podminkach resuscitacni péce hladina
apoptotické DNA klesa, naopak hladina genomické
DNA stoupa. Nelze presné fici, do jaké miry se na tom-
to vzestupu podileji metody resuscitaéni péce, zvlasté
uméla plicni ventilace [8]. Za dulezitou vSak povazujeme
skute¢nost, ze popsana dynamika trend(l jednotlivych
kvalit DNA ma zfejmé obecnou platnost a pokryva celé
spektrum kriticky nemocnych, a to jak pacienty trauma-
tologické, tak pacienty s klasicky interni diagnézou.
Zatimco inzult bezprostiedné po zatézi vede k navySe-
ni aDNA a nasledné zpravidla k jejimu poklesu, hladina
nekrotické DNA v ¢ase narlsta. Postupny vzestup
nekrotické DNA Ize vysvétlit narGstajici aktivaci systé-
moveé zanétlivé reakce organismu na zatéz, se vztahem
k organové dysfunkci a hodnocené skérovanim SOFA.
Vzhledem k tomu, ze u nasich nemocnych byly v kon-
krétnich pfipadech zachyceny vysoké hladiny apoptotic-
ké DNA jiz asi do 15—30 minut po inzultu, Ize pfedpokla-
dat, Zze apoptéza byla spusténa intrinsickou cestou,
obchazejici Fas receptory. Fakt, Ze apoptoticka DNA
1. den nekoreluje s APACHE Il skére ale s mortalitou, by
mohlo znamenat, Ze apoptéza provazi néjaky patofy-
ziologicky déj, ktery se pozdéji nepfiznivé prognosticky
projevi. Pfestoze trendy chovani obou volnych nukleo-
vych kyselin jsou popsany na obr. 1 a 2, na jednotlivych
pfipadech mizZzeme demonstrovat pokles nekrotické
DNA nebo i opaény trend volnych nukleovych kyselin
apoptotického charakteru. Viibec nejvyssi hladinu apo-
ptotické DNA jsme zachytili u pacientky s kraniocereb-
ralnim poranénim (785 %) s pomérné rychlym poklesem
v druhém odbéru na 175%, ve tfetim byla zachycena
hodnota 199 %. Paralelné k tomu stanovena genomické
DNA byla zachycena v dynamice 99—-110-120 procent.
Ve skupiné pacientll s interni diagnézou byla nejvyssi
apoptoticka DNA zjiSténa u nemocné po zastavé obe-
hu s diagn6zou akutniho infarktu myokardu a nemoci tfi
tepen. Zachycena dynamika apoptotické DNA byla
624-390-175 %, paralelné genomickd vDNA v dobé
zacatku resuscitacni péce byla nejvyssi a dale potom
klesala (144—125—-124 %). Podobné hladiny byly zachy-
ceny u septicky nemocné s endokarditidou a fatalnim
priibéhem onemocnéni (592-286—270), nekroticka
DNA potom v dynamice 112-107—140 %. Prekvapivé
vysoké hladiny byly zjistény u pacientky intoxikované
alkoholem a antidepresivy. U ni dominovalo hlavné
navyseni apoptotické vDNA (472-365—410 %), pfi mir-
ném navyseni nekrotické DNA (110-114—-108 %). Opro-
ti tomu nekrotické postizeni stfeva u chirurgicky nemoc-
né s nepfiznivym prabéhem bylo provazeno hladinami
apoptotické DNA v dynamice 547—238—- 341 % a geno-
mické DNA 110-121-156 %. U pacienta se smrtelnym
stfelnym poranéni mozku byla zachycena v dobé pfijeti
hladina 188 % apoptotické DNA, dalsi den iz 263 %, se
vzestupem genomické DNA z 90 na 130 %. U nékolika
hematologickych onemocnéni s agranulocytézou byla
pfi septickych komplikacich zachycena extrémné vyso-
ka apoptoticka DNA (782 a 501 %) s prekvapivé nizkou
genomickou DNA 112-108 %. Tato skuteCnost by
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mohla vysvétlit i plivod déji vedoucich k navy$eni geno-
mické DNA.

PFi samostatné analyze skupin postizenych trauma-
tem ¢&i internim postiZzenim byla nalezena fada statis-
ticky vyznamnych korelaci. Z diferenci Ize usuzovat na
rozdily mezi skupinami nemocnych po traumatu, tedy
bezprostfedné po inzultu, a skupinou pacientd, ktefi
jsou v lGzkovém zafizeni 1é¢eni delsi dobu. U trauma-
tologické skupiny byla prokézana korelace mezi hod-
notou APACHE Il a hladinou genomické DNA 5. den
po prijeti. Tento nalez Ize interpretovat tak, ze vzestup
genomické DNA souvisi s nastupem zanétlivé reakce.
Je pfitom pozoruhodné, Ze u apoptotické DNA je kore-
lace na hranici statistické vyznamnosti jiz 3. den (p =
0,073), v dalSim odbéru 5. den je jiz na hladiné p = 0,8.
To by mohlo souviset s tim, ze u pacientl s vysokym
APACHE Il skére, tedy vétsi zatézi v dobé pfijeti, pfe-
trvavaji i vy88i hladiny apoptotické DNA do 3. dne od
pfijeti. Ve skupiné pacientll s internim onemocnénim
byla nalezena celd fada korelaci se sledovanymi
zanétlivymi ukazateli. Nebyla v8ak prokazana korelace
s hodnotou APACHE ILI.

Nalézt konkrétni korelace k organovym postizenim
bude vyzadovat rozsifeni poctu sledovanych subjektu,
analyzu statisticky hodnotitelnych podskupin organo-
vych postizeni ¢i systémU a také dlouhodobé;si sledo-
vani trendl volné DNA. Pfedpokladame, Ze pravé toto
sledovani bude odrazet rozvoj organovych dysfunkci ¢i
selhani, naopak potom i pfiznivy pribéh onemocnéni.

Zavér

Zmény hladin apoptotické a genomické DNA v prv-
nich dnech po zavazné zatézové situaci pfinasi novy
pohled na stresovou reakci, zvlasté potom aktivaci
apoptotickych a nekrotickych déji. Dynamika zmén
koreluje se soucasné uzivanymi skérovacimi systé-
my i zanétlivymi ukazateli, ma tedy prognosticky
vyznam a je v klinické praxi pouzitelna. Pfedpoklada-
me, ze dalsi studium tohoto jevu by mélo odpovédét
pfedevsim na otazky organového plivodu volné DNA.
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