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Predmluva

Prace byla inspirovana ¢astou nejistotou klinika, ktery je postaven pted stresujici ukol zdarné
fesit polytraumatizovan¢ho pacienta, ktery se neziidka nachdzi na rozhrani mezi zivotem
a smrti. Casto i velmi erudovany 1ékat s dlouholetou zkusenosti s t&Zkymi stavy je prekvapen
moznou diskrepanci mezi zdanliveé pfiznivym inicidlnim stavem pacienta a nasledné t€zkym az
fatalnim prabéhem. Pfi rozhodovani o feSeni polytraumatizovaného pacienta ma zkuSenost
¢lentll traumatymu samoziejmé nejvetsi hodnotu. Jsou vSak brany v tivahu i markery tkédiového
poskozeni, které zatim nemaji dostate¢n¢ ¢asnou vypoveédni hodnotu ani prognosticky charakter.
Skoérovaci systémy jsou v téchto urgentnich situacich méné vhodné, navic jejich spravné
vyhodnoceni je v dynamickém procesu zmén po polytraumatu téméf nemozné.

Snazili jsme se proto nalézt marker, ktery by mél velmi ¢asnou vypovédni a pokud mozno
i prognostickou hodnotu. Velmi slibnym se jevi oxid dusnaty, jenz je velmi reaktivni molekulou,
produkovanou pii déjich s vyraznou inflamatorni a vazoaktivni slozkou. Je znamo, Ze se jeho
produkce vyznamné zvySuje u rozsédhlych poranéni.

Prace ma za cil prokézat elevaci koncentrace oxidu dusnatého u souboru polytraumatizovanych
pacienti v komparaci se souborem zdravych jedincl, dale prokazat dynamiku zmén
i v laboratornich podminkach u vytvofeného zvifeciho modelu polytraumatu. Vysledky by
mohly slouzit k posouzeni vhodnosti pouziti zmén koncentrace NO v roli ¢asného ukazatele
zavaznosti poSkozeni organizmu, i s ohledem na eventualni preventivni terapeuticka opatieni.
Predpokladame, Ze zmény sérové koncentrace oxidu dusnatého a jejich dynamika by mohly
velmi casné po vzniku rozsdhlého poranéni predstavovat marker zavaZnosti poranéni

s vyznamnou prognostickou hodnotou.



Seznam zKkratek pouzitych v textu

ACTH adrenokortikotropni hormon

ADH antidiureticky hormon

AIS polozka k vypoctu klasifikace ISS (abbreviated injury scale)

ARDS syndrom akutni dechové tisn¢ (adult or acute respiratory distress syndrome)

ATLS systém péce o zavazné poranéné pacienty (advanced trauma life support)

BW télesna hmotnost (body weight)

CARS kompenzatorni syndrom protizanétlivé odpovédi (compensatory anti-
inflammatory

response syndrome)

CNS centralni nervovy systém

CVP centralni zilni tlak (central venous pressure)

DIC diseminovana intravaskularni koagulace (disseminated intravascular
coagulation)

DNA deoxyribonukleova kyselina

e-NOS endotelidlni izoforma syntdzy oxidu dusnatého

FAD flavinadenindinukleotid

GH ristovy hormon (growth hormone)

GSH redukovany glutathion

GSSG oxidovany glutathion

H202 peroxid vodiku

IFN interferon

IL interleukin

i-NOS inducibilni izoforma syntdzy oxidu dusnatého

INR international normalized ratio, mezinarodni normalizovany pomér Quickova ¢asu
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ISS

LPS

MAP

MARS

MODS

MOF

NAC

NISS

NO

NOS

Nox

OONO-

RONS

ROS

SBP

SEM

SIRS

TNF

VEGF

systém klasifikace polytraumat (injury severity score)

lipopolysacharid

stiedni arteridlni tlak (mean arterial pressure)

syndrom kombinované odpovédi (mixted antagonistic response syndrome)
syndrom multiorgdnové dysfunkce (multiple organ dysfuncion syndrome)
syndrom multiorganového selhani (multiple organ failure syndrome)
N-acetylcystein

novelizovana klasifikace ISS (new injury severity score)

oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

produkty oxidu dusnatého

peroxynitrit

reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

systémovy krevni tlak (systemic blood pressure)

standartni chyba

syndrom generalizovan¢ zanétlivé odpoveédi (systemic inflammatory response
syndrome)

tumor nekrotizujici faktor

vaskularnni endotelovy ristovy fraktor (vascular endotelial growht factor)



I. Teoreticka Cast

I.1. Uvod

Polytraumatizovany pacient je jedinec s poranénim dvou a vice organa ¢i organovych
soustav, pficemz poranéni alespon jednoho z nich vede bez urgentniho oSetfeni k letalnimu
konci. Tézce poranény pacient je limitovan rozsahem ptipadného poranéni mozku, vzdy je vSak
ohrozen rozvojem Sokového stavu, ktery mize velmi rychle vést k amrti. I pfi zvladnuti Soku
je zranény v ¢asném obdobi ohroZen vznikem systémové zanétlivé odpoveédi (SIRS) s moznosti
nasledného multiorganového selhani (MOF, MODS).

Pro hodnoceni zadvaznosti polytraumatu jsou pouzivany ¢etné klasifikace, z jejichz fady
je zatim nejvhodnéj$i a nejuzivanéjsi ISS (Injury Severity Score) (Baker et al., 1974), resp.
NISS (New Injury Severity Score) (Stevenson et al., 2001). I tento systém je vSak zatiZzen
subjektivni chybou hodnotitele a relativné malou prognostickou hodnotou. Casto je pozorovéana
diskrepance mezi vcelku uspokojivym vstupnim klinickym stavem pacienta a naslednym
tézkym prabehem. Velkym piinosem pro klinické 1ékaie by proto bylo nalezeni markeru, ktery
by odrazel v nejcasnéjSim obdobi po traumatu zdvaznost poranéni a byl varovnym signalem
potencialniho komplikovaného pribéhu.

Z pokust na zvitatech je znamo, Ze tkanové poranéni je spojeno se zvySenou produkci
rozlicnych mediatorti, m.j. s hyperprodukci oxidu dusnatého (NO), ktery je v fadé reakci
vykonnou molekulou. Zdrojem hyperprodukce NO je zvysSeni exprese inducibilni NO-syntazy

(INOS) v mastocytech, hepatocytech a bunikdch hladkého svalu cévni stény. U polytraumatu



dochazi jisté k aktivaci prakticky vSech fidicich systémul organismu. S ohledem na iniciaci
Sokovych mechanizmti piedpokladame v ¢asném obdobi mohutnou reakci piedevsim
obehového systému s nutnym vyplavovanim NO nasledkem aktivace i-NOS. Predpokladali
jsme proto, ze by pravé oxid dusnaty (NO) mohl byt vhodnym ¢asnym markerem zévaznosti
poskozeni organizmu pfi polytraumatu.
V prvni ¢asti prace jsme vySetiovali soubor polytraumatizovanych pacientdi, u kterych jsme
porovnavali koncentrace NOx oproti skupiné zdravych dobrovolnikii. Byli jsme si védomi
heterogenity jedincii i porovnavanych soubort z hlediska rozmanitosti typu vyzivy a tudiz
i ptitomnosti dusikatych latek ze stravy, riiznych komorbidit u poranénych. Nicméné v redlnych
podminkach nelze tyto vlivy eliminovat.

Ve druhé ¢asti jsme se pokusili na zvifecim modelu simulovat situaci polytraumatu u lidi

a objasnit nékteré prekvapivé jevy, nalezené u lidskych pacientt.

I. 1. 1. Polytrauma

Termin polytrauma ma jiz z historie fadu definic, které vice ¢i méné vystihuji tento zdvazny
stav.
oznacovano soucasné poranéni nejméné dvou organt ¢i organovych soustav, pfi¢emz poranéni
alespon jednoho z nich nebo jejich kombinace bezprosttedné ohrozuji zakladni zivotni funkce.
Jde tedy o stav, ktery vede bez urgentni odborné 1ékatské pomoci k letdlnimu konci.

Pro naplnéni pojmu polytrauma je nutné, aby postizeni jednotlivych systému bylo opravdu
zéavazné, Casto spojené s vyznamnym krvacenim ¢i devastaci tkani. Pro kombinaci poranéni,

kterd nenaplni charakteristiku polytraumatu, je pouZzivan termin sdruZené poranéni. Pod
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pojmem sdruzené poranéni v klinické praxi nejcastéji rozumime vicecetné poranéni kosténého
skeletu.

Nékteré definice maji teoretictéjsi charakter, zohlediiuji tkanové poskozeni a navic nasledné
patofyziologick¢ zmény, zahrnované po pojem syndrom systémové zanétlivé odpoveédi
(Systemic Inflammatory Response Syndrome- SIRS) a hodi se spise ke klasifikaci ex post. Napf.
Greenspan s ohledem na klasifika¢ni systém ISS (Injury Severiny Score) definovali v roce
1985 polytrauma jako syndrom kombinovaného poranéni s hodnotami ISS vétSimi nez 17
a s nasledujicim SIRS po dobu trvani nejméné jednoho dne, vedouciho k dysfunkci ¢i selhani
organli nebo organové soustavy, které nebyly pfimo Grazem zasazeny (Greenspan et al., 1985).

S pribyvajicimi poznatky na poli fyziologie a patofyziologie se ponékud méni pohled na
polytrauma, od ptivodniho chapani jako urgentniho stavu smérem k syndromu, ktery vyzaduje
nejen urgentni zasah, ale nésledné rozsdhlou intenzivni péci. Toto pojeti jde ruku v ruce
s prezivanim poranénych, ktefi se pohybuji na samé hranici slucitelnosti se zivotem. Pravé
unich se nejvice projevuji nejriznéjsi komplikace, které jsou klinickym vyjadifenim SIRS
a jeho projevu.

Priméarni poSkozeni organizmu a nésledné Skody z rozvoje SIRS vystihuje tzv. Teorie
dvojiho uderu (Two-hit theory) (Rotstein 2003). Podle ni hraje velkou roli v umrtnosti po
polytraumatu nejen primarni inzult s pfimym poskozenim tkéni a organi, ale i nasledny rozvoj
komplikaci na podkladé rozvoje syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS). Tyto
komplikace mohou byt umocnény nedostatecnou nebo neadekvatni intenzivni péci (acidosa,
hypotermie...), infekci, pokraCujici nekrotizaci tkani, neadekvatné rozsahlymi opera¢nimi
vykony v ¢asném obdobi apod. Do této skupiny komplikaci patii 1 tzv. kompartmentové
syndromy v riznych lokalitach. Mozkové kontuze ¢i nitrolebni krvaceni jsou vzdy provazeny
perifokalnim edémem, po vyplaveni zanétlivych mediatort se v§ak miiZze projevit cerebralni

compartment-syndrom na podkladé generalizovaného edému CNS. V oblasti plic je po
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primarnim poranéni velmi zndmou manifestaci ARDS. Primérni poranéni nitrobfiSnich organt
je spojeno Casto s masivnim krvacenim a Sokovym stavem, avsak i pfi jeho zvladnuti je tieba
pocitat s moznosti rozvoje bfiSniho compartment syndromu na pokladé recidivy krvaceni
(selhani hemostazy, koagulopatie...) (Pleva et al., 2004), krvaceni do retroperitonea nebo
paralytického stavu stiev. Po primarnim poranéni koncetin, Casto ve spojeni se zlomeninami
dlouhych kosti, hrozi koncetinovy compartment-syndrom s naslednou ischemii a nervovou 1ézi,

nejvice se vyskytujici v oblasti bércti.
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I. 1. 1. 1. Traumaticky Sok

Polytraumatizovany pacient je bezprostfedné po Urazu limitovan rozsahem a zavaznosti
poranéni centralni nervového systému (CNS), které mize byt samo o sob¢ determinujicim
faktorem preziti. TéZce poranény pacient je v akutni fazi po poranéni prakticky vzdy ohrozen
rozvojem traumatického Soku. Prognéza zalezi na rozsahu poranéni, rychlosti a kvalité
piednemocni¢ni a nemocni¢ni péce. Zkvalitnéni oSetfeni na urovni rychlé zachranné sluzby
vede k moznosti dosazeni nemocnicni péce i u velmi vazné traumatizovanych pacientt, kteti
m¢éli diive jednoznacné infaustni prognozu. Pro pfeziti pacientli na nemocni¢ni trovni je kromé
hrazeni ztrat a intenzivni péce v€etné podpory ob&hu limitujici pfedev§im zvladnuti excesivniho
krvaceni (zlomeniny panve, dlouhych kosti, poranéni aorty, dutych Zil, resp. jinych velkych cév,
lacerace nitrohrudnich a nitrobfiSnich organd). BohuZel, ipo uspéSném zvladnuti
hemoragického stavu mize dojit k letdlnimu konci na podkladé syndromu systémové zanétlivé
odpovédi (SIRS) s jeho projevy jako jsou koagulopatie, zejména disseminovand intravaskularni
koagulace (DIC), syndrom akutni respiracni tisné (ARDS) a nasledného syndromu

multiorganové dysfunkce (MODS), popiipadé multiorganového selhdni (MOF).

I. 1. 1. 2. Traumaticky Sok a jeho komplikace

Rizny stupeil rozvoje traumatického Soku provazi prakticky kazdé polytrauma.
Traumaticky Sok nese hlavni znaky hypovolemického Soku. Kromé rozsahu krevnich ztrat
vedoucich k hypovolemii se na rozvoji Sokového stavu podili i bolest, strach a devastace tkani
s vyplavovanim vazoaktivnich mediatorii. Z patofyziologického hlediska plati pro traumaticky
Sok stejnd obecnd charakteristika jako pro jiné druhy Soku. Jde o akutni ob&hové selhani
s neadekvatni distribuci a perfuzi ve vztahu k metabolickym poZadavkim tkani, vedouci ke
generalizované bunééné hypoxii. Jednd se o rychle vznikly nepomér mezi mnoZzstvim

cirkulujici tekutiny a aktudlni kapacitou krevniho fecisté. Nasledné dochazi ke sniZeni priitoku
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krve organy a tudiz k poruse transportu kysliku a Zivin k cilovym buitkdm. Zprvu jde o Gcelnou
kompenzacni reakcei, kdy organismus reaguje na relativni ¢i absolutni nedostatek obihajici krve
zménami v makro- i mikrocirkulaci s centralizaci obéhu. Cilem je zabezpeceni efektivniho
prokrveni alespont mozku a srdce jako nejkli¢ovéjSich (a zaroven nejzranitelnéjsich) organtim.
Pti pfetrvavani ¢i prohloubeni vyvolavaci pfi¢iny dojde k ptekonani mezi tolerance a piivodné
ucelna reakce se stane patologickou. Vyslednym stavem jsou projevy hypoxie cilovych organt
a tkani, acidoza a termindlni zhrouceni ob¢hu. Na poskozeni bun€k a tkani se podili i tzv.
»sludge fenomén®. Alterace mikroobéhu ve fazi hypotense a centralizace odbéru v kombinaci
se zménou propustnosti kapilar (capillary leakage) néasledkem uc¢inkd NO a cytokinti vede
k sekundarni hypovolemii a hemokoncentraci a ke tvorbé erytrocytarnich aglutinati (¢erveny
sludge) a trombocytarnich agregati (bily sludge) (Bateman et al., 2003). Na zaklad¢ tohoto
fenomenu vznikd obstrukce v mikrocirkulaci s poruchou transkapilarni vymény. Bunééna
hypoxie spolu s hromadénim kataboliti vede ke skryté acidose, kterd je spoluodpovédna za
findlni bunééné poskozeni. Velmi cCasto se masivni krevni ztrata prohlubuje rozvojem
disseminované intravaskuldrni koagulopatie (DIC). Zhrouceni koagula¢ni kaskady vede
k difuznimu krvaceni, zafazovaného pod pojem ,,Zivot ohrozujici krvaceni — ZOK* (Kvasnicka
etal.,, 2013)

Fyziologické a patofyziologické zmény jsou provazeny reakci fady systémtl, z nichz velmi
Casn¢ reaguje neurohumoralni soustava. Bezprostfedni roli v oblasti obéhovych zmén hraji
pochopiteln¢ katecholaminy, zejména adrenalin, ktery stimuluje srdecni vydej zvySenim
myokardialni kontraktility, zvySuje srde¢ni frekvenci 1 srde€ni preload. Jinak je ovSem krevni
tlak zvySovan 1 nartistem periferni vaskularni rezistence na trovni arteriol, ¢imZe dochazi
k centralizaci ob¢hu s tendenci zajisténi perfuze srdce a mozku, za cenu snizeni priutoku
splanchnickou oblasti, ledvinami a svaly (Rensing et Bauer, 2001). Pti hypoperftzi ledvin je

juxtaglomerularnim aparatem uvoliiovan renin s vyslednou produkci angiotenzinu II, ktery ma
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jednak vyrazné vazokonstrikéni ucinky a soucasné stimuluje sekreci aldosteronu v kuie
nadledvin. Neuroendokrinni reakce je predstavovana predevSim zvySenym uvolfiovanim
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), rastového hormonu (GH) a antidiuretického
hormonu (ADH). V plazm¢ je proto zvysen kortizol. V ¢asném posttraumatickém obdobi byva
zachycovana hyperglykémie, jejiz piivod je multifaktoridlni. Vlivem stressu dochazi k supresi
inzulinu U¢inkem katecholamind (stimulace a- receptorti, naopak se stimulaci B- receptorii
zvySuje uvolnovani glukagonu, zodpovédného za jaterni glykogenolyzu a glukoneogenezi (Hill
et Hill, 1998). Byva pozorovana i stressova inzulinova resistence (Singer et al., 2004). Navic
rizné cytokiny (TNF-a, IL-1 B) zvySuji expresi glukozového transportniho mechanizmu
(insulin-like aktivity). Intracelularni glukosa je oxidovana na pyruvat a finalné redukovana na
laktat (stressova laktatova acidoza).

Casny néartist koncentrace laktatu v séru byva uvadén jako potencialni marker $patnych

vysledki u zdvazné poranénych pacientd (Abramson ef al., 1993).

I. 1. 1. 3. SIRS

Pti pteziti prvnich n€kolika hodin pourazového obdobi muze dojit, resp. do jisté miry
vzdy dochézi, k rozvoji aseptické zanétlivé reakce (oznaované jako ,,hyperinflammation, SIRS
— Systemic Inflammatory Response Syndrome). Klinicky ma tfadu podob, resp. projevil
v riznych télesnych soustavach, ale obecné plati, ze musi byt splnéna alesponi 2 ze Ctyt kriterii:
1) akce srde¢ni nad 90/min., 2) dechova frekvence nad 20 dechti/minutu, resp. hyperventilace
s poklesem PaCO» pod 32 mmHg, 3) télesna teplota nad 38 °C nebo pod 36 °C a 4) pocet
leukocytll v perifernim krevnim obrazu nad 12 000 nebo pod 4 000/mm? &i vice jak 10 %
juvenilnich element. Syndrom hyperinflamace vznika mobilizaci a aktivaci neutrofila,
makrofagi, trombocytli a bun¢k endoplazmatického retikula. Tyto elementy tvoii komplexni

sit’ v aktivaci obranné reakce. Nadmérna zanétliva reakce vede k manifestaci SIRS. Dochazi
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k vyplaveni cytokini (TNF-alfa, interleukiny IL 1, IL 6 a ILS8), metaboliti kyseliny
arachidonové — prostaglandinii a leukotrienti, které maji rizné vazoaktivni u€inky a vliv na
permeabilitu cévni stény. Ve zvysené mite jsou produkovany reaktivni formy kysliku (ROS)
(Benkusky et al., 1999) a dusiku (Feihl et al., 2001).

Vyznamnou ulohu v rozvoji SIRS hraji polymorfoneklearni leukocyty. Na jednu stranu
se Ucastni v roli fagocytli na casné tklidové reakci, na stranu druhou indukuji sekundarni
posSkozeni bunc¢k, tkdni a organti pii degranulaci s uvolnénim extracelularnich proteaz
a podilem na tvorb¢ volnych kyslikovych radikali (ROS — Reactive Oxygen Radicals), které
jsou odpovédné za tzv. oxidativni stress. Volné kyslikaté radikaly indukuji lipidovou peroxidaci,
desintegraci bunécné membrany a poSkozeni DNA bunck endotelovych i parenchymovych
(Nathens et al., 2002).

Cytokiny jsou polypeptidy s riznou rychlosti nastupu. Hyperakutni cytokiny (TNF-alfa,
IL-1 beta) maji efekt jiz do 2 hodin, existuji i tzv. subakutni sekundarni cytokiny jako IL-6,
IL-8, IL-12 a IL-18. Cytokiny aktivuji mobilizaci a fagocytarni aktivitu polymorfonukleari
a stimuluji je k produkci a uvolnéni proteaz a volnych kyslikovych radikalt za vzniku tzv.
oxidativniho stressu. Nékteré cytokiny se podileji na redukci apoptozy neutrofili a na
akumulaci neutrofild v oblasti tkanovych nekrotickych lozisek (Biffl ef al., 1996).

Mechanické a hypoxické poskozeni bunck vede k uvoliiovani intracelularnich
kalciovych ionth s naslednou aktivaci fosfolipdzy A2 a fosfolipazy C, které uvoliuji
z bunéénych membran kyselinu arachidonovou, nutnou k syntéze prostaglandind a leukotriend,
které maji kromé stimula¢niho efektu na polymorfonukleary vliv na permeabilitu a motilitu cév

a na agregaci trombocytl (Rose et Marzi, 1996).
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CARS (Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome)

V zivych systémech se projevuje snaha a udrzeni rovnovahy kompenzovanim extrému.
V krizové situaci, kdy jsou vyplavovany prozanétlivé cytokiny a rozviji se SIRS, reaguje
organizmus kompenzatornim vyplavovanim protizanétlivych cytokinti (IL-4, IL-10, IL-13),

rastového faktoru beta (TGF-B) (Collighan et al., 2004) nebo cytokint se zfejmé dudlnim, pro-

w1

-----

s naslednym rizikem infekce a septickych komplikaci. Nékteti autoii (Bone 1996) v timyslu
postizeni dynamicity déja zavedli k pojmu SIRS, ktery chapou jako slozku prozanétlivou,
i pojem CARS, jako kompezatorni protizanétlivou soucast déjui. Idealem je z tohoto hlediska
vyvazend odpovéd, pro kterou je zaveden pojem MARS (Mixed Antagonist Response
Syndrome) (Bone 1996).

SIRS s ptitomnosti ovéfeného mikrobidlniho agens odpovida pojmu sepse.

I. 1. 1. 3. 1. Diseminovana intravaskularni koagulopatie (DIC — Disseminated Intra-
vascular Coagulation) je projevem SIRS v oblasti krevniho, respektive koagula¢niho systému.
Jedna se o anomalni spusténi procesu intravazalni koagulace s tvorbou mikrotrombt. Dochazi
k poskozeni mikroobéhu v jednotlivych organech s naslednym hypoxickym tkanovym
poskozenim, ke konsumpci koagulacnich faktorG a dysfunkci trombocytli s naslednym
neztiSitelnym krvacenim (Gando et al, 2002). Krvaceni je v dal$i fazi potencovano
proteolytickou aktivitou plasminového systému, kdy dochézi k rozpusténi trombu (Idell 2003).
Stejné jako komplementova kaskada a kallikrein-kininovy systém je 1 plazmaticka koagula¢ni
kaskada aktivovéana prozanétlivymi cytokiny nebo toxiny (napt. LPS-endotoxin).

I. 1. 1. 3. 2 Syndrom reperfize popisuje stav po obnoveni pratoku krve organy po ptiznivém
ovlivnéni Sokového stavu. Je pifikladem sekundarniho SIRS. Po navratu prokrveni dochazi

k vyplavovani katabolitli a bunééného detritu z plivodné ischemické oblasti zpét do obchu s
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rizikem rozvoje ¢i prohloubeni SIRS. Na bunééné a subcelularni twrovni dochézi
v postischemické fazi vlivem xantin-oxidazy k degradaci hypoxantinu na xantin a kone¢né na
kyselinu mocovou za tvorby superoxidu z kysliku (Nemeth et Boda, 2001). Superoxidovy anion
je dale redukovan na peroxid vodiku a hydroxylovy iont enzymem dismutazou superoxidu.
Tyto volné kyslikové radikaly vedou k lipidové peroxidaci, lézi bunéénych membran
a devastaci DNA s naslednou apoptosou a nekrosou endotelii, parenchymovych i imunitnich
bun¢k (Kong et al., 1998).
I. 1. 1. 3. 3. ARDS

Castou komplikaci $oku u polytraumatu je rozvoj syndromu akutni respiracni tisné (ARDS
— Acute (or Adult) Respiratory Distress Syndrome). Je projevem SIRS v respiracnim systému.
Muze se jednat jak o primarni ARDS pfi plicni konttzi €i pfi aspiraci zaludecniho obsahu nebo
krve nebo nadychani toxickych plynti a par, tak o sekundarni projev zprostiedkovany mediatory.
Projevuje se intersticidlnim i alveolarnim edémem, provazenym zhorSenim respiracnich
funkei s poruchou oxygenace a vyznamnymi lokalnimi dysbalancemi mezi ventilaci a perfuzi.

ARDS ma specificky obraz pfi rtg vySetieni — difuzni vlockovité zastfeni (obraz sn¢hové bouie).

Vsechny jmenované syndromy se u polytraumat vyskytuji, vzajemné se prolinaji a ovliviiuji
prognozu poranéni. Jejich néastup se muize s ohledem na zdvaznost poskozeni organizmu

a adekvatnost 1é¢by projevit v riznych ¢asovym intervalech po poranéni.

I.1. 1. 4. MODS, MOF

VySe uvedené stavy mohou v neptiznivém piipadé piejit do syndromu multiorganové
dysfunkce (MODS — Multiple Organ Dysfunction Syndrome), tedy do stavu, kdy organy ¢i
systémy nejsou schopny zajistit homeostazu bez terapeutického zasahu. Poruchy na sobé¢

zéavislych soustav mohou vyustit do multiorganového selhani (MOF — Multiorgan Failure).
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MODS je vysledkem poruseni rovnovadhy mezi pro- a protizanétlivymi faktory, jsou
vycerpany zéasoby piirozenych antioxidantli a inhibitorti protedz. Jsou piitomny jevy jako
bunécnéd apoptdza a nekroéza, kapilarni unik pii porusSe cévni permeability aj. (Bone 1992).
Setkavame se s délenim MODS na primdrni, ¢ili ¢asny a sekundarni- pozdni. (Ciesla et al.,
2004). Ptikladem primarniho MODS mtize byt primarni ARDS nasledkem plicni kontize nebo
primarni Grazovy mozkovy edém. Sekundarni MODS se muze projevovat vlivem zmén pii

SIRS na primarn¢ neposkozenych organech (ARDS po poranéni ostatnich soustav.

I. 1. 1. 5. Skorovani polytraumat

Skorovaci systémy umoznuji klasifikaci poranéni z hlediska rozsahu, zavaZnosti,
naléhavosti intervence i progndzy. Umoziuje srovnani vysledki jak v ramci jednoho pracoviste,
tak 1 pracovist’ ostatnich. Skore ma jistou vypovidajici hodnotu v otazkach slucitelnosti urazu
se zivotem, mortalitou 1 morbiditou.

Skoérovacich systémi existuje vice, avSak pro potieby traumatologie se jako nejvyhodngjsi
jevi systém ISS (Injury Severity Score). Jeho podkladem je klasifikace AIS (Abbreviated Injury
Scale), ktera hodnoti zavaznost poranéni v dil¢ich organovych systémech (hlava a krk, oblice;,
hrudnik a plice, bficho, patef a micha, koncetiny, panev a acetabulum, ktize) ve skale 1-6 dle
zéavaznosti. Vlastni hodnota ISS skore se vypocita jako soucet druhych mocnin AIS ve tfech

nejvice postizenych oblastech.

Priklad vypoctu:
. Seériova zlomenina Zeber AIS =3 AIS? =9
. Lacerace sleziny AIS =4 AIS? =16
o Zlomenina femuru AIS =3 AIS? =9
. ISS 34 bodhi
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Pro naplnéni pojmu polytrauma by mél tiraz dosahovat hodnoty ISS 16 a vice. Jako velmi
zavazné polytrauma se hodnoti stav s ISS nad 25 bodi. V poslednich letech doslo ve vztahu
k této klasifikaci k rozdéleni polytaumat na lehci (ISS 16-25) a tézka (ISS 25 a vice).

I tato klasifikace ma vSak sva uskali. Promita se zde subjektivni Gsudek hodnotitele, ktery
muze zpusobit velky rozptyl vysledku. Dale pro jednu diagnostickou jednotku systém pfitazuje
konkrétni pocet bodd, ale tato jednotka mtize predstavovat interval od pomérné nezavazné 1éze
az po prakticky smrtelné poskozeni. Dalsi problém je v Case klasifikace. V ¢asné fazi je obtizné
klasifikaci spravné stanovit s ohledem na dynamicnost zmén u polytraumatu, v pozdéjsim

obdobi jiz prakticky nemé varovnou ¢i prognostickou hodnotu.

I.1.1.6. Léceni polytraumat

Polytraumatizovany pacient je bezprostiedné ohroZen na Zivoté. Rychlost a efektivita 1écent
je urcujici pro pfeziti a rozsah trvalého poskozeni. JiZ v ramci rychlé zachranné sluZzby je nutné
stanoveni zékladnich priorit s pfislusSnymi opatifenimi. V soucasné dob¢ je postupovano podle
mezinarodnich principi ATLS (Advanced Trauma Life Support). Nejvyssi dulezitost ma
kontrola a zajis$téni priichodnosti dychacich cest, dale adekvatni ventilace a oxygenace, kontrola
a zajisténi ob&hu, provizorni feSeni zdvazného krvaceni, stabilizace zlomenin a vZdy stabilizace
kréni patete do vylouceni poranéni. Krucialni je zajisténi vstupii do Zilniho systému s adekvatni
nahradou ztracenych tekutin formou krystaloidi a koloidii, adekvatni analgezie a zajiSténi
normotermie, resp. boj s hypotermii.

Na nemocni¢ni Urovni je pokraCovano vV intenzivni, pfipadné resuscitaéni péci
o polytraumatizovaného pacienta vcetné¢ operacnich vykond. K Zzivot zachranujicim

chirurgickym vykonim patii: drendZ pneumotoraxu ¢i rozsahlého hemothoraxu, evakuace

srde¢ni tamponady, feSeni epidurdlniho hematomu, chirurgickd kontrola masivniho krvaceni

20



v oblasti hrudniku, bficha, retroperitonea a krvaceni pii zlomeninidch panve a oSetfeni
traumatickych amputaci (Collicott et Hughes, 1980).

U tézce poranénych pacientd, ktefi jsou ohrozeni vlastnim traumatem a navic hypotermii
aacidézou s naslednymi potencidlnimi poruchami srde¢ni Cinnosti a zejména poruchou
koagulace je jednozna¢né preferovan etapovy operacni ptistup— tzv. damage control. (Pape et
al., 2008). Tento postup je odpovédi na realitu velmi Spatnych vysledk pti eskalaci operacnich
vykonti ve fazi dekompenzace obé&hu, vnitiniho prostfedi ¢i pfi hypotermii, resp. jejich
kombinace.

Pfi tomto zpiisobu chirurgického oSetfeni je snahou v co nejkrat§im mozném cCase vyiesit
masivni krvaceni z jakékoliv lokalizace v¢etné dutinovych poranéni. I zde byva davéana
prednost Casové nejuspornéj$Sim a piritom nejefektivnéj$Sim vykonim vcetné tamponovani
rouskami (packing). Déle je nutné stabilizovat panev a zlomeniny dlouhych kosti a rozvinout
tak prevenci proti pokracujicimu krvaceni a rozvoji SIRS a MODS. K zajisténi zlomenin se
uziva doCasnych stabilizacnich vykond. V této fazi maji své misto zevni fixatory u zlomenin
dlouhych kosti a panve (Pleva et al., 2004), nékdy postaci docasné i klasicka sadrova fixace
(zlomeniny horni koncetiny ¢1 bérce apod.). Tamponada rouskami (packing) je asto vhodna
u nitrobfiSnich ¢i retroperitonealnich poranéni, zejména pii hrozici poruse koagulacni kaskady.
Definitivni vykony byvaji odsunuty na obdobi, kdy je jiz dosazeno obéhové stability,
normotermie, normokoagulace a homeostdzy wvnitiniho prostiedi (tzv. second look...)
(Waydhas et al., 1996).

V dal$im obdobi se prubeh osetieni fidi rozsahem postizeni, stavem organismu pred tirazem
a efektivitou 1é€by. Mohou se vyskytovat komplikace celkového stavu jako SIRS, DIC a MODS,
muze dojit 1 ke komplikacim mistnim v podobé¢ krvaceni, ischémie, lokélnich zanétlivych

komplikaci apod.
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I. 1. 2. Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty (NO) je nestabilni radikal, ktery se in vivo vyskytuje pfednostné v plynné
form¢. Jedna se o velmi ucinnou endogenni vazodilataéni molekulou (Furchgott 1993). NO
hraje vyznamnou ulohu v regulaci tonu cév systémového fecisté (Furchgott et Zawadzki, 1980;
Ignarro et al., 1987; Moncada et Higgs, 1993; Palmer et al., 1988). S ohledem na to, ze se
jedna o pouze dvouatomovou chemickou latku, neni schopen ulozit specifickou informaci do
své struktury, proto muize informaci cilovym receptorim sd€lovat pouze zménami své
koncentrace. Dokaze volng pfestupovat ptes membrany a voln¢ difundovat do bunék v okoli
vzniku. Nemiize vSak byt v pravém slova smyslu transportovan krvi, nebot’ je velmi rychle
vychytavan Zelezem oxyhemoglobinu. Pro jeho velmi kratky polo€as (cca 1 s) je jeho
produkce 10—40x v¢Etsi, nez je tfeba k aktivaci quanylateyklazy a k vazodilataénimu efektu.
Vétsinu NO inaktivuji erytrocyty, resp. oxyhemoglobin. Polocas kolem jedné sekundy je
velmi kratky, avSak pro funkci hladké svaloviny cév dostatecny.
Kromé regulace cévniho tonu se U€astni téz mnoha dalSich dilezitych fyziologickych
a patofyziologickych procesii, zahrnujicich napf. modulaci zanétlivé odpovédi, neurotransmisi,
hormonalni sekreci ¢i apoptéozu (Bredt ef al, 1990; Bredt et Snyder, 1994 ; Furchgott et
Zawadzki, 1980 ; Ignarro et al., 1987 ; Moncada et al., 1991 ; Moncada et al., 1989 ; Palmer et
al., 1988). Vyznamnou roli ma v imunitnich procesech (Clancy et al., 1998). NO rovnéz
inhibuje adhezi a agregaci trombocytl, tlumi aktivitu leukocytll a ma antiproliferativni u¢inky
(Moncada 1994).

Oxid dusnaty se dale podili na inhibici neutrofil, na inhibici aktivace a agregace

desticek a v neposledni fadé oslabuje proliferaci bunék hladkych svalt (Adnot ef al., 1995)
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1. 2. 1. Syntéza NO

Oxid dusnaty je velmi jednoducha molekula, piesto je v Zivém systému syntetizovan
pomérné sloZitym enzymovym mechanizmem. NO vzniké oxidaci terminalniho guanidinového
dusiku aminokyseliny L- argininu molekuldrnim kyslikem ptes hydroxy-L-arginin za vzniku
L-citrulinu (Leone et al., 1991; Moncada et al., 1989; Moncada et al., 1993; Palmer et Moncada,
1989; Palmer et al., 1988). K syntéze NO je tfeba ¢tyf kofaktorti: hemu, FAD, FMN a
tetrahydrobiopterinu. Nutna je pfitomnost dvou kosubstratii: O, a NADPH. Reakci katalyzuje
enzym NO syntaza (NOS) (Knowles 1997; Knowles 1996; Leone et al., 1991; Palmer et
Moncada, 1989; Stuehr 1999). Existuji tfi izoformy NO syntazy: nNOS (NOS I), iNOS (NOS
IT) a eNOS (NOS III). Oznaceni nNOS, eNOS odrazi oblast jejich hlavni produkce, resp. jejich
misto objeveni ve tkdnich (nNOS — neuralni, eNOS — endotelidlni). Ob¢ tyto izoformy jsou
konstitutivni, tedy s relativné konstantni produkci. Izoforma iNOS (inducibilni) je rychle
reagujici enzym, odpovédny za rychlou a mohutnou produkei NO.

Endotelialni NOS (eNOS, NOS III) je dilezitd v regulaci cévniho tonu. Je trvale
exprimovana. Tvofi mensi mnozstvi oxidu dusnatého, které je presné regulovano hlavné
intracelularni koncentraci Ca*" (Knowles et Moncada, 1994; Nathan et Xie, 1994)

Neuralni NOS (nNOS, NOS 1) patfi tézZ ke konstitutivnim formam, byla prokdzana ve
specifickych neuronech centrlni i periferni nervové soustavy. Jeji aktivita je fizena zménami
neuronalni aktivity a fadou fyzikalnich stimulli, napf. hypoxii, zménami osmotického tlaku
apod. TtfebaZe konstitutivné exprimované izoformy (nNOS, eNOS) byly poprvé popsany
v neuronech a endoteliich, jsou pfitomny i v mnoha jinych bunéénych typech (Moncada et
Higgs 1993). Jejich aktivita je regulovana hladinou véapniku a kalmodulinu (Knowles et
Moncada, 1994; Nathan et Xie, 1994). V bazalnich podminkdch nNOS a eNOS uvoliu;ji

relativné malé mnozstvi NO v odpovédi na podnéty rtiznych agonistli, jakymi jsou napf.
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acetylcholin v cévnim endotelu, glutamat v mozkové tkani nebo kolagén aktivujici trombocyty.
NO produkovany témito izoformami NOS plni roli signalni molekuly.

Inducibilni izoforma (iNOS) je kalcium a kalmodulin-independentni. Je exprimovana
makrofagy a jinymi buitkami (napt. chondrocyty, neutrofily, hepatocyty a hladkymi svalovymi
bunikami) (Gaston ef al., 1994) po stimulaci zanétlivymi cytokiny (napf. IL-1, TNF, IFN)
a bakterialnim endotoxinem (LPS). V tomto ptipad¢ produkuje inducibilni NOS signifikantné
vétsi mnozstvi NO nez produkuji konstitutivni izoformy. NO piisobi ve vyssich koncentracich
1 jako cytotoxickd molekula v boji proti mikroorganismiim a nadorovym bunikam (Clancy et al.,
1998; Hickey et al., 1997) Indukce iNOS mRNA a nartst produkce NO byly rovnéz pozorovany
in vitro po stimulaci cytokiny a LPS a to jak v endoteliich (Geiger et al., 1997), tak i v hladkych

svalovych buiikach a. pulmonalis (Nakayama et al., 1992).

1. 2. 2. Reakce NO s radikaly

NO je nestabilni radikal (tj. ma neparovy elektron). Pfi svych obvykle pomérné nizkych
koncentracich in vivo reaguje relativné pomalu s vétSinou biomolekul a je naopak dosti rychle
inaktivova Zelezem hemoglobinu, za vzniku methemoglobinu a nitréatu.

Reakci NO se sulthydrylovymi skupinami (-SH) glutathionu, cysteinu a albuminu jsou
vytvafeny o néco stalej$i nitrosothioly s biologickym polocasem v fadu desitek minut.
Nitrosothioly pfedstavuji ziejmé transportni formu NO s moZnosti pfedani biologicky aktivniho
NO jinym molekuldm.

Z patofyziologického hlediska je vyznamna extrémné rychla reakce NO se superoxidem
(O27), pii které vzniké toxicky peroxynitrit (OONO-) (Butler et al, 1995; Vinten-Johansen
2000). Peroxynitrit, ktery neni radikal, ma nicméné velmi vyrazné oxidativni cytotoxické
plsobeni. Za fyziologickych podminek ho vznika jen malé mnoZstvi a oxidativni poskozeni je

minimalizovano endogennimi antioxidacnimi mechanizmy. Peroxynitrit je mnohem
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reaktivnéjsi nez jeho matetské molekuly (Beckman et al., 1996). Jedna se o molekulu s kratkym
polo¢asem, nicméné¢ plné dostatecnym k k pfekonani bunééné membrany a k nasledné interakci
atomu Zeleza a siry v biologickych molekulach a v peroxidaci lipidi. Mize rovnéz indukovat
poskozeni DNA a apoptézu (Patel et al., 1999).

Zvysené mnozstvi peroxynitritu t€Z neptizniveé ovliviiuje funkci cévniho endotelu, ktery
se za fyziologickych podminek podili na udrZzovani cévniho tonu, na rovnovaze mezi
prokoagulac¢nimi a antikoagula¢nimi faktory. Ma vliv na regulaci adheze leukocytl a na migraci
leukocytti do tkani. Peroxynitrit ovliviiuje aktivaci syntézy IL-8, ktery je hlavnim
chemoatraktantem lidskych leukocytt (Jozsef et al., 2002, Khreiss et al., 2002). Peroxynitrit
téz pozitivné ovlivijje B2-integrin na povrchu leukocyti (Zouki et al., 2001) a tim se podili na

zvysené interakci leukocytt s endotelem.

1. 2. 3. N- acetylcystein (NAC)

V naSem experimentu byl pouzit NAC v roli antioxidantu. N- acetylcystein je
vyznamnym zdrojem cysteinu pro syntézu redukovaného glutathionu (GSH), ktery se
vyznamné podili na korektnim redoxnim prostfedi buniky. Tento mechanismus je ziejmé
stézejni pro antioxidacni piisobnost. Jeho efekt byl hojné studovan u plicnich afekci, kde byly
prokazovany evidentné ptiznivé G€inky pii oxidativnim stressu. (Behr ef al, 1997; Bernard
1990; Lachmanova et al.,2005). N-acetylcystein je jinak velmi bezpecnd latka s Sirokym
toxicko-terapeutickym oknem, coz bylo prokdzano napf. u pacientil s jaternim selhdnim po
piredavkovani paracetamolem (Walsh et Lee, 1999). Tento stav je charakterizovan tézkou
depleci redukovaného glutathionu (GSH) v hepatocytech, kde hraje hlavni roli pii detoxika¢nim
procesu. Zpuisob pusobeni NAC zahrnuje jeho diftizi pfes bunéénou membranu a po deacetylaci

bunéénymi acetylazami néslednou intracelularni akumulaci cysteinu (Raftos et al., 2007). V
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experimentech byl téz prokdzan ptiznivy vliv u septickych stavii. V této situaci NAC brani
aktivaci neutrofilnich leukocytli a makrofagh (Kharazmi et al., 1988), zmiriiuje adhezi
leukocytl na endotelidlnim povrchu a omezuje kapilarni tinik (Schmidt ez al., 1997). NAC brani
uvoliovani TNF alfa a IL-8, Tento efekt by mohl probihat cestou modulace genové exprese

téchto medidtori na transskripcni urovni (Patterson et al., 1993).
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I1. Hypoteézy a cile prace

II. 1. Hypotéza a cile prace klinické ¢asti

Hypotéza — zmény koncentrace NO, resp. jeho oxidacnich produktl, odrazeji Casné zdvaznost
poskozeni organizmu pfi polytraumatu. S mirou zavaznosti polytraumatu vzrastaji koncentrace
NOx.

Cilem préce bylo potvrdit oxid dusnaty v roli ¢asného markeru zadvaznosti poskozeni tkani pii
polytraumatu s Casnou prognostickou hodnotou, tzn. prokéazat elevaci koncentraci oxidu dusna-
tého u souborti polytraumatizovanych pacientil s riiznym klinickym stupném zavaZznosti pora-

néni v komparaci se souborem nezavazné poranénych a s kontrolni skupinou zdravych jedincu.

II. 2. Hypotéza a cile prace experimentalni ¢asti
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toxického peroxinitritu, ktery neni detekovatelny chemoluminiscenéni metodou.
Cilem prace bylo prokazat dynamiku zmén koncentraci NOx v laboratornich podminkach

u vytvoreného zvifeciho modelu polytraumatu a prokazat ¢i vyvratit hypotézu o absenci elevace
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elevaci NOx, ale naopak nebyla zaznamenana odchylka od hodnot kontrolni skupiny zdravych

dobrovolnik.
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II1. Klinicka ¢ast

I11. 1. Uvod

Jak jiZ bylo feceno, polytrauma je definovano jako kombinace poranéni dvou a vice
télesnych systémd, které bez promptniho terapeutické¢ho zasahu vede k fatalnimu konci.
Pro hodnoceni zdvaznosti poranéni bylo vypracovano velké mnozstvi klasifika¢nich systémd,
z nichZ se pro klinickou praxi jevi jako nejpouzitelnéjsi klasifikace ISS, resp. novéji NISS (New
ISS). I ten je vSak zatizen velkou nepfesnosti z divodl individualniho pohledu hodnotitele.
Klasifika¢ni systémy vcetné ISS nejsou zcela vhodné pro okamzité zhodnoceni stavu, ktery
navic v asné fazi u polytraumatu prodélava mnoho dynamickych zmén. Casto se setkavame
s diskrepanci mezi inicialn€ uspokojivym stavem a naslednym téZkym aZ fatdlnim prib&hem.
Z toho ditvodu jsou hleddny vhodné markery, které by postihly zadvaznost poranéni a, pokud
mozno, mély 1 prognosticky charakter.

Tkanové poskozeni je provazeno produkci fady medidtor. Mezi nimi ma velky vyznam
nadprodukce oxidu dusnatého (NO), ktery ma roli signdlni i efektorové molekuly v tade
biologickych procesti (Gross et Wolin, 1995; Hampl et al., 2006). Narist produkce NO diky
aktivaci izoformy iNOS v mastocytech, hepatocytech a bunikdch hladké svaloviny cév je
typicky pro tkanové trauma. Z téchto divoda jsme predpokladali, Ze zmény sérové koncentrace
NO a jeho oxidacnich produktii NOx (NO je velmi rychle v krvi oxidovan) mohou v ¢asném

obdobi po utrpéném polytraumatu predstavovat uzitecny marker zdvaznosti poranéni pacienta
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s prognostickou hodnotou. Testovali jsme proto hypotézu o symetrické elevaci koncentraci
NOx s mirou zavaznosti polytraumatu u souboru pacientii. VySetfovali jsme téz vztah mezi

dynamikou sérovych koncentraci NO a vyslednym efektem z hlediska pteziti.

I11. 2. Soubor a metody

III. 2. 1. Soubor

Bylo vysetieno celkem 108 pacientil za obdobi 30 mésict. Z tohoto souboru spliiovalo
93 pacientt kritéria polytraumatu. Jednalo se o pacienty se zavaznym krvacenim, vzniklym na
podklad€ poranéni nitrohrudnich a nitrobfi$nich orgdnd, zlomenin panve a dlouhych kosti
a jejich vzajemnych kombinaci. Byli klasifikovani pomoci metody ISS a rozdéleni dle ISS
a vyvoje klinického stavu do ¢tyt zédkladnich skupin:
1. Pacienti s lehé¢im pribehem (ISS 16-25), tzv. skupina lehkych polytraumat, n=30)
2. Pacienti se zavaznym prubehem (ISS>25), tzv. skupina tézkych polytraumat, n=40
3. Pacienti s kritickym pribéhem s prob¢hlou resuscitaci, tzv. skupina kriticti, n=12
4. Pacienti zemfeli do 48 hod. po pfijeti, tzv. skupina zemfteli, n=11

Zbyvajicich 15 pacientil nesplnilo kritéria pro zafazeni do skupiny polytraumatu, byli
na zakladé hodnoceni ISS a klinického pribehu zatazeni do samostatné skupiny, oznacené jako

nezavazné poranéni.

Kontrolni skupina byla tvofena dvaceti dobrovolniky. Charakteristika vySetfovanych

skupin — viz tabulka 1.
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Tabulka 1. Charakteristika vySetfovanych skupin

Skupina n vek % Zen
nezavazng poranéni 15 42+4 20
lehka polytraumata 30 3943 17
tézka polytraumata 40 3842 12
kriticti 12 39+5 25
zemfeli 11 44+7 36
kontroly 20 34+£3 67

VSsichni pacienti byli 1éCeni lege artis, srovnatelnym zptisobem. U vSech sledovanych
jsme métili CVP a MAP. Byl proveden odbér krve ke stanoveni koncentrace NO, koagula¢nich
parametrii, hemoglobinu, laktitemie a glykémie. Odbéry byly provadény pii pfijmu pacienta,

dale v intervalech za 12, 24 a 48 hodin po pfijeti.
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I1I. 2. 2. Stanoveni koncentraci oxidu dusnatého (NO)

NO je extrémné reaktivni molekula, ktera ve vodnim prostiedi, tedy i v krvi, reaguje
s kyslikem za vzniku nitritd (NO2") a nitrati (NOj3). Koncentrace NO v séru byla tudiz
stanovena jako suma NO, nitrith a nitrat (NOx). Vzorky byly vystaveny siln¢ redukénimu
prostiedi (kyselina chlorovodikova s chloridem vanaditym), ¢imz doslo ke kompletni konverzi
nitritl a nitrati na NO a ten pak byl strhavan z kapalné do plynné faze proudem inertniho plynu
a nasledné¢ detekovan chemiluminiscencni metodou (CLD 77 AM, ECO PHYSICS Switzerland)
(Dillon et al., 1996) (Hampl et al, 1996). Pti ni NO reaguje s ozonem, produkovanym v piistroji
elektrickym vybojem, za vzniku NO2, z n€hoz ¢ast je v excitovaném stavu. Pfi spontannim
ptechodu z excitovaného do zakladniho stavu se uvoliluje foton. Intenzita takto emitované¢ho
svétla, které je pfimo imérné piivodnimu mnozZstvi NO ve vzorku, se detekuje fotondsobi¢em.
Vzhledem k tomu, Ze kalibrace pfistroje se provadi plynnym standardem NO, jsou vysledky
uvedeny jeko koncentrace NO v plynné fazi vstupujici do pfistroje (ppb, parts per billion, pocet
molekul NO na miliardu ostatnich plynnych molekul).

Vzorky krve byly po odbéru centrifugovany a sérum bylo zmrazeno na -60 °C. Doba
zpracovani byla maximaln€ do 2 tydntli po odbéru. Pfi vlastnim méteni jsme do reakéni komory
chemické aparatury aplikovali 7 ml 0,1M chloridu vanaditého v 2M kyseliné chlorovodikové.
Pro pfitomnost proteini ve vzorku jsme ptidali 300 pl protipénivého roztoku. Aparatura,
respektive reakéni smés, byla zahfana na 90 °C a probublavéana heliem. Pies pryZovou zatku
bylo do reak¢ni smési vstiiknuto 100 pl vzorku (respektive 0,25ul). Vznikajici oxid dusnaty
byl strhavan heliem a pfes chladi¢ (kondenzace par kyseliny chlorovodikové) a nadobku
s roztokem hydroxidu sodného, ktery neutralizace zbytku par kyseliny chlorovodikové, byl
nasavan do analyzatoru. Zde reagoval s ozonem za vzniku oxidu dusic¢itého v excitovaném
stavu. NO2 se vracel samovoln¢ do zakladniho stavu a zaroven vyzafil kvantum energie hv.

Tato energie se v multiplikdtoru zndsobila a analyzator zni vypocital koncentraci NO
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v jednotkach ppb. (parts per billion oxidu dusnatého v plynném stavu). (Sievers analyzator
z plochy pod kiivkou a kalibra¢ni kiivky vypocte koncentraci vzorku v uM). Jedné molekule
oxidu dusnatého, respektive dusicitého, odpovida jedno kvantum energie. Timto zptisobem
bylo mozno stanovit celkovy obsah NO, vzniklého ze vSech dusi¢nand, dusitani i nitrothiol
ve vzorku.

Koncentraci NO-metaboliti v dobé pfijeti ve vSech vysetfovanych skupinach jsme
srovnavali s hladinami NO-metaboliti ve skupiné zdravych dobrovolniki. U vSech
polytraumatizovanych jsme zaznamenavali zménu koncentrace NO-metaboliti ve vySe
stanovenych casovych intervalech.

Stejné hodnoceni jsme provedli i u ostatnich sledovanych parametrt (CVP, MAP, INR,

Hb, glykémie a laktatemie).

I11. 2. 3. Statistické zhodnoceni

Statistické zhodnoceni vysledkli bylo provedeno jednofaktorovou analyzou rozptylu
(one-factor ANOVA), nasledovanou v piipadé potieby Fisherovym post hoc testem. Pti p<0,05
byl rozdil povaZovan za statisticky vyznamny. Vysledky byly prezentovany jako primér se

sttedni chybou priiméru (= SEM).

I1I. 3. Vysledky

U skupiny nevyznamné poranénych nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil

koncentrace NO-metabolitl pfi pfijmu ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych dobrovolniki

(30,9£2,9vs.27,5+2,8 ppb). U skupiny polytraumatizovanych s leh¢im prabéhem, tzv. lehka
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polytraumata byla koncentrace NO-metabolitil pii pfijmu signifikantné¢ vyssi nez u skupiny
zdravych dobrovolnikl (42,4 + 5,4 vs. 27,5 + 2,8).

U skupiny polytraumatizovanych pacientli se zdvaznym pribéhem (tézka polytraumata)
byla koncentrace NO- metabolitli pfi pfijmu prakticky 2x vyssi nez koncentrace NO- metabolitl
v séru zdravych dobrovolnika (67,9 £7,7 vs. 27,5 £+ 2,8ppb). Hladiny NOx ve skupiné té¢zkych
polytraumat byly signifikantné vyssi nez ve skupiné, klasifikované jako lehka polytraumata.
Prekvapivé jsme nezaznamenali signifikantni rozdil mezi skupinou kritickych pacienti oproti

kontrolni skupiné (25,9 £3,0 vs 27,5 £+ 2,8 ppb). Stejny zavér plati pro skupinu zemielych (31,6

+4,1 vs 27,5 = 2,8 ppb) (Grafl).
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Graf 1: Srovnani skupin poranénych dle vstuni koncentrace NOx. Lehké a zvlaste tézké
polytrauma zpusobuje signifikantni elevaci sérové koncentrace NOx. Koncentrace NOx
zUstava v normé u pacientd, ktefi prod¢lali kriticky prib¢eh s kardiopulmonalni resuscitaci nebo
zemteli v ¢asném obdobi do 48 hodin po pfijeti.

Kontroly — zdravi dobrovolnici, nezdvazné poranéni- pacienti s ISS<16, lehké polytraumata-
pacienti s leh¢im priabéhem (ISS mezi 16- 25), tézka polytraumata - pacienti s t€zkym pribéhem
(ISS > 25), kriticti- pacienti s kritickym prubéhem, vyZzadujici kardiopulmonalni resuscitaci
nebo vysokoobjemovou substituci, zemfeli — pacienti zemfieli do 48 hodin po pfijeti.

m P<0,05 vs. kontroly

A P<0,05 lehka vs. tézka polytraumata

U vSech skupin s s elevovanymi sérovymi koncentracemi NOx v Case piijeti dosahly
hodnoty NOx normélu (tzn. nebyly zachyceny statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolni
skuping€) pfi méfeni ve 12. hodiné po pfijeti. Do 12 hodin po pfijeti tedy vymizely i ty rozdily

mezi skupinami, které byly pfi pfijeti statisticky vyznamné. (Graf 2)
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Graf 2: Casovy pribéh koncentrace NO. Koncentrace sérového NOx se normalizuje do
12 hodin ve vSech skupinach poranénych.
Legenda jako u graful. Statistické rozdily mezi skupinami v ¢ase 0 jsou patrny na grafu 1.

V ostatnich intervalovych métenich jiz neni statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami.

Béhem studie jsme nenalezli zasadnéjsi rozdily v hodnotach centralniho Zilniho tlaku
(CVP) (Graf 3) a stfedniho arterialniho tlaku (MAP) (Graf 4). Vyvoj hodnot v Case u obou

parametrd spise dokumentoval adekvatnost terapeutickych opatfeni k udrzeni ob&hové stability.
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Graf 3: Casovy priibéh hodnot centrilniho venézniho tlaku (CVP). Hodnoty CVP
nevykazovaly zadné specifické zavislosti s ohledem na zdvaznost poranéni.
Legenda jako u graful. Vstupni hypotenze se vyskytovala u €asné¢ zemftelych, ale nikoliv

u kritickych a t€Zkych polytraumat.
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Graf 4: Casovy pribéh stfedniho arteridlniho tlaku (MAP). Hodnoty MAP opét
nevykazovaly zadné specifické zavislosti s ohledem na zdvaznost poranéni, v asovém pribchu
spiSe dokumentovaly adekvatnost volumové terapie k udrzeni obehové stability.

Legenda jako u gafu 1.
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Hodnoty hemoglobinu poskytovaly obdobnou informaci. Je zndmo, Ze i masivni
krvaceni mad zprvu velmi maly odraz v hodnotach vysetfovaného krevniho obrazu diky
symetrické ztrat¢ plazmy a bunéfné frakce. Tento fakt byl zfejmé divodem, pro¢ byly
pozorovany malé odchylky ve vstupnich vysetienich. B€hem nésledujicich ¢asovych intervala
hodnoty Hb spise reflektovaly substituci krevnimi nahradami. Hodnoty Hb se pohybovaly

v rozptylu 8,5 — 10,8g/dl (Graf 5).
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Graf 5: Casovy pribéh hodnot hemoglobinu. Hodnoty koncentrace hemoglobinu téz
nevykazovaly Zadné specifické zavislosti s ohledem na zavaznost poranéni.
Legenda jako u graful. Vstupni anémie se vyskytovala u ¢asné zemfielych a kritickych, nikoliv

u tézkych polytraumat, kde hodnoty hemoglobinu vzbuzovaly spiSe dojem hemokoncentrace.

INR (international normalized ratio, mezindrodni normalizovany pomeér) je zplsob
vyjadieni Quickova testu, tj. testu vnéjsi a spole¢né cesty koagulace, pii némz je zjiStovana
rychlost pfemény protrombinu na trombin v dlsledku piisobeni tkanového tromboplastinu. INR
je pomér naméefeného Casu pacienta a normalni hodnoty kontrolni plazmy). VySetteni INR jako

ukazatele vstupni trovné koagulace neptineslo Zadné piekvapeni kromé vyrazné patologickych
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vstupnich hodnot ve skupiné Casné¢ zemielych. Hodnoty INR se pohybovaly kolem 3,0
u skupiny Casn¢ zemftelych a 1,8 u skupiny kriticky poranénych. U vsech ostatnich skupin
s poranénim byly hodnoty INR na horni hranici normy (za normalni je povazovano rozmezi

0,9-1,3) (Graf 6).
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Graf 6: Casovy pritbéh INR. Vstupni hodnoty INR byly zvyieny vyrazné u kritickych,
excesivné u Casné zemfielych. U ostatnich skupin se pohybovaly na horni hranici normalnich

hodnot. V dal$im prabéhu doslo vlivem terapie k tendenci k normalizaci hodnot.

Sérové hladiny glykemie byly dle o¢ekavani elevovany nad normu ve vSech skupinach

poranénych, velmi vyrazné ve skupiné zemtelych (Graf 7).
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Graf 7: Casovy pribéh hodnot glykemie. Vstupni hodnoty glykémie byly elevovany ve viech
skupinach zranénych, excesivné pak ve skupiné zemielych. V dal§im ¢asovém pribéhu je

patrny vliv terapeutické kompenzace s trendem k normalizaci hodnot.

Sérové koncentrace laktatu v Case prijeti vykazovaly podobny trend jako koncentrace
NOx, kromé zasadniho rozdilu nalezu zvySenych hodnot u skupiny kriticky poranénych
a nejvyssich hodnot u skupiny zemtelych. Inicidlni hodnoty laktatu v séru u skupiny pacientti
s tézkym poranénim byly vice jak 2x vys$i nez u kontrolni skupiny (normalni hodnoty 0,6-2,4
mmol /). U skupiny kriticky poranénych s letdlnim pribéhem byly zachyceny koncentrace
Sestinasobné oproti kontrolni skupin€. (Graf 8). Koncentrace sérového laktatu poklesly béhem

prvniho dne po poranéni ve vSech skupinach. (Graf 9).
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Graf 8: Srovnani skupin poranénych dle vstupni koncentrace laktatu. Sérové hladiny
laktatu pfi pfijeti vzristaji proporcionalné s tizi polytraumatu.

Legenda jako u grafu 1.

m P<0,05 vs. nevyznamné poranéni

A P<0,05 vs. vSechny skupiny
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Graf 9: Casovy pribéh hodnot laktatu. Pokles sérového laktitu ve viech skupinach
poranénych pacientli béhem prvniho dne po poranéni, ve skupin€ zemtelych ziistava v oblasti
vysokych hodnot.

* zemieli vs. kriti¢ti, P- Value = 0,0236
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I11. 4. Diskuze

Hypotézu, Ze sérova hadina NOx u polytaumatizovanych pacienti v dobé piijeti
koreluje s prognozou nasledného prubéhu, potvrdila nase data pouze ¢aste¢né. Hladina NOx se
zvysovala u polytraumatizovanych az do kategorie t€Zkého polytraumatu, oproti tomu zlstavala
piekvapivé v normélnich hodnotach u kriticky poranénych s resuscitaci v ¢asném prabéhu a u
pacientli zemielych do 48 hodin po piijeti. Tento posledné jmenovany aspekt je pomérné
obtizné vysvétlit ve svétle znalosti o chovani NO pfi tkanovém poSkozeni. Hypoteticky by
mohlo jit o vazny energeticky deficit u téZkého Soku, ktery by vedl k relativni inaktivit¢ NO
syntetazy. Dal§i moZnosti by byla inaktivace NO v prudké reakci s kyslikatymi radikaly za
vzniku peroxynitritu, ktery neni detekovatelny chemiluminiscenéni metodou. Tato varianta byla
pfedmétem naseho dal§iho vyzkumu a zpracovana v experimentalni ¢asti.

Rapidni pokles hodnot koncentrace NOx v intervalu 0-12 hodin ve vSech ptezivsich
skupinach, kde byly koncentrace pfi pfijmu pacientd elevovany, téZ neni zcela jasny, ale
podobna situace byla zachycena téZ u glykemie a zejména laktatu.

Zde je mozno uvazovat s vysokou pravdépodobnosti o efektu terapie véetné objemové
resuscitace. Timto zplisobem by bylo mozZno vysvétlit rozpor s publikovanymi zavéry Huanga
a kolektivu (Huang et al., 2003), kteti ve studii traumatického Soku u potkanii demonstrovali
elevaci NOx s nasledujicim plateau do 24 hodin po traumatu, resp. po traumatu s resuscitaci.
Mezi modelovou situaci a zplisobem resuscitace u laboratorniho zvifete a realitou traumatu
s naslednou intenzivni 1écbou u lidi je vSak jisté rozdil, ktery by tuto diskrepanci mohl vysvétlit.

U polytraumatu I1ze o¢ekavat s ohledem na potencialni Sokovy stav hypotenzi a snizené
hodnoty centralniho zilniho tlaku (CVP). Pacienti z naSi studie byli z mista nehody
transportovani k pfijeti rychlou zachrannou sluzbou s adekvatni objemovou substituci

nahradnimi roztoky, proto hodnoty MAP i CVP nevykazovaly zadné specifické zavislosti s
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ohledem na z&vaznost poranéni. V ¢asovém priabéhu spise rovnéz dokumentovaly adekvatnost
volumové terapie k udrzeni ob&hové stability, tentokrat v pribéhu resuscitacni, resp. intenzivni
péce v nemocnici.

Ostatni métfené parametry, trendy glykemie, INR a zvlast laktatu nebyly bez zajimavosti.
podklad. Spociva v supresi sekrece insulinu katecholaminy prostfednictvim stimulace
a-receptoril a zaroven ve zvyseném uvoliiovani glukagonu stimulaci B-receptorti. V téchto
situacich se uplatituje 1 glykogenolyza a glukoneogeneza (Hill et Hill, 1998). Byvé pozorovana
i periferni inzulinové rezistence (Singer et al., 2004). Nékteré cytokiny (TNF- o a IL-1 )
stimuluji glukézovy transportni systém (inzulin-like aktivita). V souladu s vySe uvedenymi
poznatky byly i v nasi studii vstupni hodnoty glykémie elevovany ve vsSech skupinach
zranénych, excesivné pak ve skupiné zemfielych.

Vstupni hodnoty INR byly zvySeny vyrazné u kritickych, excesivné u ¢asné zemftelych.
U ostatnich skupin se pohybovaly na horni hranici normélnich hodnot. V dal§im prabéhu doslo
vlivem terapie k tendenci k normalizaci hodnot. Bohuzel, glykemie ani INR nemohou slouzit
jako ukazatel tkanového poskozeni z diivodiit moznych poruch pfed urazem (nutno znat
anamnesticka data o eventudlnim diabetu v ptipad¢ glykemie ¢i o koagulopatiich, resp. uzivani
antikoagulacni terapie v piipadé INR).

Nicméné nase vysledky v ptipad¢ laktatu jsou slibné, nebot’ s tizi polytraumatu vzristala
koncentrace laktatu. Sérova koncentrace laktitu mutze slouzit jako marker zavaznosti
polytraumatu s prediktivni hodnotou. Hodnoty laktatové clearance mohou pifedpovidat
pravdépodobnost preziti. V Abramsonové studii (Abramson et al., 1993) prezili vSichni pacienti,
u kterych doslo k normalizaci laktatu do 24 hodin. Jestlize doslo k normalizaci hladiny laktatu
mezi 24. az 48. hodinou, bylo procento pieziti 75 %. To znamena, Ze ¢as nutny k normalizaci

hladiny laktatu je dlileZitym prognostickym faktorem pro preZziti zavazné poranénych pacientd.
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Ve shodé¢ s timto postuldtem ukazuje nas graf (Graf 9) pretrvavajici vysoké hodnoty koncentrace
laktatu téz ve 12. hodiné po pfijeti u skupiny pacientd, ktefi nepiezili 48 hodin po pfijeti.

Vysledky nasi prace ptipoustéji moznost interpretovat hodnoty sérové koncentrace NOx
jako Casny marker zavaznosti poSkozeni po polytraumatu s vyznamnou prognostickou
hodnotou. Vzestup koncentrace svéd¢i pro pomérné zavazné poranéni s moznosti ¢etnych
komplikaci. Na druhé stran€, mirnd nebo dokonce zddna elevace koncentrace NOx ihned
v inicidlnim vySetfeni u pacienta v klinicky vazném stavu mtize poukazovat na vysoké riziko
letalniho prabehu.

Pro prognostické ucely je jeSté zajimavéjsi moznost pouziti kombinace inicidlnich
sérovych koncentraci NOx a laktatu (Graf 10). Shodna elevace NOx a laktatu upozoriiuje na
potencidlné¢ zavazny priabéh. Kombinace nalezu prakticky normalni hladiny NOx a excesivné
vysoké hladiny laktatu u polytraumatizovaného pacienta poukazuje na moznost vysoce

kritického az fatalniho prubéhu.
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Graf 10: Kombinace inicialnich sérovych koncentraci NOx a laktatu.

Byl zaznamenéan obdobny nartist koncentraci NOx i lakatu aZ do kategorie t€Zkych polytraumat,

ve skupindch kritickych a zemfelych se objevila zasadni diference mezi laktatem a NOx.
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II1. 5. Zavér klinické c¢asti

. prokazali jsme nartist koncentrace NOX v zavislosti na zavaznosti polytraumatu
pouze do kategorie t€zkych polytaumat. Piekvapivé velmi nizké vstupni koncentrace

NOx byly shledany u ¢asné zemielych a kriticky piezivajicich (ISS>25, epizoda selhani

A4

J neni jasna pfi¢ina rapidniho Casn¢ho poklesu koncentrace NOx ve vSech
skupinach polytraumatizovanych; podobné situace vSak byla zachycena i1 v ptipadé

laktatemie.

. prognostickou hodnotu ma vztah vstupni koncentrace NOx a koncentrace
laktatu. U téZce polytraumatizovanych byly nalezeny vysoké vstupni koncentrace NOx
spolu s vysokymi koncentracemi laktatu. Naproti tomu u skupiny €asné¢ zemielych
a hrani¢né ptezivajicich byly vysoké vstupni koncentrace laktatu doprovazeny nizkymi
koncentracemi NOx. Tato korelace by mohla slouzit jako selektivni prognosticky
a hlavné¢ varovny marker. Zatimco u polytraumatizovaného pacienta dokumentuji
vysoké vstupni koncentrace laktatu a zarovein NOx tézky stav, pak nalez vysoké vstupni
koncentrace laktatu a nizké koncentrace NOx by mohl varovat pted kritickym pribéhem

(Graf 10).

45



IV. Experimentalni ¢ast

IV. 1. Uvod

Skutecnost, ze jsme v praci u polytraumatizovanych pacienti nalezli ¢aste¢ny vztah
mezi vzestupem koncentraci NOx pfi pfijmu a zavaznosti poranéni, byla ve shod¢ s
predpokladanym chovanim NOx pii tkanovém poskozeni. Zcela neocekdvanym byl v§ak nalez
nevyznamné, respektive zadné elevace NOx u kriticky poranénych s probé&hlou
kardiopulmonalni resuscitaci a u ¢asn¢ zemielych nasledkem poranéni do 48 hodin po pfijmu.
Jejich sérové koncentrace NOx nebyly statisticky odlisné od hodnot kontrolni skupiny zdravych
dobrovolnikti. Jednim z moznych vysvétleni tohoto paradoxu by byla moznost prudké
inaktivace NO pii reakci se superoxidem, radikalem produkovanym ve velkém mnozstvi béhem
Casné faze zanétlivé odpovédi na trauma (Aller et al., 2004). Pokud by toto vysvétleni bylo
validni, pak by se nizké hladiny NOx nemély projevit, pokud by bylo preventivné zabranéno
reakci ,,superoxid — NO* za vzniku peroxynitritu, naptiklad pouzitim G¢innych antioxidantt.

Abychom provéfili tuto hypotézu, pouzili jsme model polytraumatu u potkanti a méfili
sérové koncentrace NOx s pouzitim a bez pouziti aplikovaného N-acetyl-L-cysteinu (NAC).
NAC jakozto prekurzor glutathionu je zndm jako vyznamny ochrance organizmu proti
oxidativnimu stresu (Zhang et al., 2011; Halliwell 2012; Koekkoek et van Zanten, 2016; Preiser
2012; Lachmanova et al., 2005). Téz ze studii o ischemicko-reperfuznim poskozeni je znamo,
ze pii téchto lézich dochazi k vyznamnému poklesu thiolovych skupin a glutathionu.
Preventivni podavani NAC v téchto piipadech zpisobilo vyznamny vzestup glutathionu (Bone

1996).
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IV. 2. Soubor a metody

IV. 2. 1. Soubor

Byly pouzity 3 skupiny dospélych samct potkana kmene Wistar bez rozdilu hmotnosti
mezi skupinami (BW 444-570 g). Pokus byl veden ve shod¢ s principy Etické komise instituce
v souladu se standarty Evropské Unie.

Vsechny procedury byly provadény v hluboké celkové anestézii intraperitonealné (IP)
aplikovanym ketaminem (100mg/kg), spolu s xylazinem (16mg/kg).

V jedné skupingé (CA, n=6) byly krevni vzorky pro stanoveni koncentrace NOx
(a hematokritu, hct) ziskdvany cestou kanylace karotické arterie pted a po zaloZeni
experimentalniho polytraumatu (méfeni pre-PT a post PT). Katetr byl vyuzivan ke sledovani
systémového arteridlniho tlaku (SBP). Ve druhé skupiné byl proces identicky, pouze byl
intraperitonealné aplikovan vodny roztok NAC (400 mg/kg) (Akbay et al., 1999) pii zahéjeni
anestézie (CA+NAC, n=6).

S ohledem na skutecnost, Ze sama kanylace karotické arterie s preparaci tkani
ptredstavuje jisty stupeil poranéni tkani, byla vytvorena tieti skupina ke zhodnoceni tohoto faktu.
Krevni vzorky byly u této skupiny (LV, n=6) ziskany punkci levé komory srde¢ni ptes hrudni
sténu, rovnéz v identické celkové anestézii.

Polytrauma bylo ptedstavovano bilaterdlni frakturou femuri a tibii (Ban et al., 2008).
Pro naplnéni definice a pribliZeni podminkdm u pacientli bylo rozsifeno o nastfiZzeni pravého
laloku jaterniho pfi laparotomii. Krevni ztrata byla sledovana poklesem krevniho systolického
tlaku. Vzorky krve pro vysetfeni NOx v kategorii post PT byly odebirdny v okamziku poklesu

hodnot tlaku na polovinu vychozich hodnoty.
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IV. 2. 2. Stanoveni koncentraci oxidu dusnatého (NO)

Sérové koncentrace NOx byly vySetfeny chemiluminiscenéni metodou (analyzétor
Sievers NOA 270) po horké kyselé redukei, jak bylo popsano v klinické ¢asti, a vyjadieny jako

ppb oxidu dusnatého v plynné frakci.

IV. 2. 3. Statistické zhodnoceni

Data byla statisticky zpracovana za pouziti softwaru GraphPad Prism 6. Zhodnoceni
vysledki bylo provedeno analyzou rozptylu s Tukeyovym post hoc testem, popiipadé
neparovym testem. Pfi p<0,05 byl rozdil povazovan za statisticky vyznamny. Vysledky jsou

prezentovany jako prumérné hodnoty se stfedni chybou (= SEM).
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IV. 3. Vysledky

o Ve skupiné LV (vzorky ziskané punkci levé komory) byla zjiSténa sérova
koncentrace NOx 11.0 = 0.7 ppb. Kanylace karotické arterie piedstavovala tendenci
k nartistu koncentrace NOx (15.6 £ 1.6 ve skupin¢ CA pre-PT), avSak rozdil nebyl
statisticky signifikantni.

. Experimentalni polytrauma podle ocekavani vedlo k signifikantni elevaci
hladiny NOx (23.8 £ 4.5); (Obr. 1). Aplikace NAC v okamziku tivodu do anestézie méla
za nasledek snizeni koncentrace NOx v kategorii prePT (9.1 + 2.2 ppb oproti 15.6 £ 1.6
ve skupiné bez NAC).

o NAC také zabranil vzestupu koncentrace NOx po polytraumatu. (Graf 11)

o Aplikace NAC neovlivnila ani systolicky tlak krve (68.5 + 3.8 mmHg ve skuping
CA, 73.5 £ 5.0 mmHg ve skupiné CA+NAC), ani hematokrit (42.5 £ 0.9 % ve skupiné

CA, 41.3 £ 0.7 ve skupiné¢ CA+NAC).
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Graf 11: N-acetyl-L-cystein (NAC) brani naristu sérové koncentrace NOx

v podminkach experimentalniho polytramatu

LV = skupina, kde byly vzorky krve ziskany punkci levé komory srdecni.

CA = skupina, kde byly vzorky krve ziskany pfi kanylaci karotické arterie

CA+NAC = skupina, kde byly vzorky krve ziskany pii kanylaci karotické arterie po podani
NAC.

pre-PT = méfeni ziskané pfed zaloZenim polytraumatu

post-PT = méfeni v Case, kdy sledovany krevni tlak poklesl na 50 % vychozi hodnoty po

zalozeni experimentéalniho polytraumatu. *P<0.05
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IV. 4. Diskuze

Hlavnim nalezem nasi studie je zjisténi preventivniho u€inku NAC proti elevaci hladiny
NOx v podminkach experimentalniho polytraumatu. Experiment na potkanech také potvrdil
naSe predchozi zjisténi u lidskych pacientli, Ze zmény sérové koncentrace NOx by mohly byt
casnym ukazatelem zavaznosti klinického pritb¢hu u polytraumatizovanych pacientt.

Nase pozorovani, ze proces preparace pii kanylaci karotické arterie neovlivni
signifikantné hladinu NOx, koresponduje s nasim ptedchozim zjisténim u pacientl, Zze pouze
vyuziti je pfihodné, Ze se NOx jevi jako selektivni marker pouze zdvaznych, nikoliv drobnéjSich
poranéni. Tento fakt spolené se signifikantni elevaci koncentrace NOx po experimentalnim
polytraumatu potvrzuji tuto selektivitu pro zdvazné tkdnové poskozeni.

Studie na potkanech nereflektuje nase klinické pozorovéani u pacientl, kdy sérova
koncentrace NOx vzristala do kategorie téZkych polytraumat, zatimco u nekritictéjSich zlstala
v hodnotéch, srovnatelnych s hodnotami kontrolni skupiny zdravych dobrovolniki.

Tato diskrepance neni vysvétlitelna z naSich dat, ale je moZna vysvétlitelna rozdilnostmi
v metodologii. U pacientd mély hladiny NOx prediktivni hodnotu pouze v obdobi piijmu
pacienta do traumacentra, ale ne jiZ pozd¢ji. Faktem je, Ze se nase experimentalni zvifata dostala
po polytraumatu do velmi vazného stavu, kdy krevni tlak v okamziku méfeni NOx (post-PT
méteni) klesl na 50 % vychozich hodnoty. U experimentélnich zvitat byly hodnoty po traumatu
méteny pouze v obdobi té¢Zkého stavu. K diskrepancim mohou ptispét 1 rozdily v pfistupu stran
terapie. Zatimco je pacientlim jiZ v reZii zachranné sluzby Casto poskytnuta masivni tekutinova
podpora, experimentalni zvifata byla ponechdna bez podpory. Na druhou stranu bylo

experimentalni polytrauma z etickych divodii zaloZzeno v hluboké celkové anestézii, zatimco
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u pacientil vzniklo samoziejmé nativné, tudiz s masivni ucasti bolesti a reakce centralniho
nervoveého systému. Nelze tedy oba zakladni soubory plné ztotoznit.

Aplikace NAC piisobi kompletné preventivné proti elevaci hladiny sérovych NOx po
polytraumatu. Tento vysledek zcela jasné vyvraci hypotézu, zZe vysoka koncentrace superoxidu
je odpovédna za redukci koncentrace NOx, jakou jsme pozorovali u pacientii po extrémnim
polytraumatu. Pokud by méla byt hypotéza pravdiva, pak by aplikace NAC spise potencovala
nez redukovala hladinu NOx. NaSe vysledky naznacuji opa¢nou kauzalitu — reaktivni formy
kysliku jsou nezbytné pro elevaci NOx u polytraumatu. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je,
ze superoxid (nebo jiné reaktivni formy kysliku), produkovany béhem zanétlivé bunécéné
aktivace béhem polytraumatu indukuje masivni produkci NO. Produkce NO musi byt skute¢né
vysoka, kdyz se interakce se superoxidem k vyvazeni tohoto efektu jevi jako insuficientni.
Nejpravdépodobnéjsim zdrojem masivni produkce NO je inducibilni izoforma NO syntazy.

Mnohé buiky, které exprimuji tento enzym, jsou sensitivni k oxidativnimu stresu
(Preiser 2012). Oxidativni stres je definovan jako nepomér mezi vzrustajicimi hladinami
reaktivnich forem kysliku (ROS) a nizkou aktivitou antioxida¢nich mechanizmu. Vzrastajici
oxidativni stres mize indukovat poskozeni bunéénych i tkanovych struktur. Nicméné ROS jsou
nutné pro adekvatni bunééné funkce, véetné produkce energie v mitochondriich. Naristajici
oxidativni stres se mize projevovat za jesté fyziologickych podminek jako napt. pti starnuti,
ale i za zavaznych patologickych stavili, v€etné nadorového bujeni, neurodegenerativnich
chorob, kardiovaskularnich nemoci, diabetu, zanétlivych chorob i intoxikaci.

Diilezitou praktickou otazkou je, zda naSe zavéry o roli NAC mohou mit praktické
vyuziti. Sérova koncentrace NOx mitize slouzit jednak jako marker zavaznosti poranéni, ale
zaroven muze hrat patogenetickou roli v konsekvencich patologickych zmén po polytraumatu.
Pokud je to pravda, pak by mohla augmentace antioxidantovou obranou, napt. pomoci NAC,

latkou jiz v klinice uzivanou, zlepsit prognézu pacientl s tézkym polytraumatem. To je jisté
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mozné, protoze vysoka produkce siln¢ reaktivniho NO je odpoveédna za poskozeni proteind,
lipidii i DNA. Zaroven by se jednalo i o vyuziti primdrniho efektu antioxidantd, t.j, ovlivnéni
produkce toxickych reaktivnich forem kysliku a zejména nasledného spolecného produktu —
vysoce toxického peroxynitritu (Pacher et al., 2007), jehoz plsobenim dochazi k rozvoji
vaskularni dysfunkce, klinicky se manifestujici generalizovanym edémem, kapilarnim tinikem,
poruchami bunécného metabolizmu a bunénym edémem. Indukuje i peroxidaci lipida
bunécnych membran a poskozeni DNA s naslednou apoptézou a nekroézou endotelidlnich,

parenchymovych 1 imunitnich bunék. Dal$i vyzkum v této oblasti je zadouci.
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IV. 5. Zavér experimentani ¢asti

N4

prudké reakci se superoxidem nebyla potvrzena.

V podminkach experimentalniho polytraumatu u laboratornich potkanti jsme prokazali
elevaci koncentraci NOx po vyznamném tkanovém posSkozeni. Tuto elevaci je mozno
kompletn¢ eliminovat reakci s antioxidantné ptisobicim NAC.

Tato skutecnost naznacuje postulat, ze produkce reaktivnich forem kysliku je nezbytnd pro

naruist koncentrace NO po polytraumatu.
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V. Zavér

V klinické ¢asti prace jsme potvrdili hypotézu, Ze zmény koncentrace oxidu dusnatého
spliiuji podminky ¢asného markeru poskozeni organizmu pii polytraumatu. Elevace hladin
NO (resp. jeho metabolitll) stoupala s tizi poranéni. U nejkritictéjSich vSak zlstavala beze
zmén oproti nalezim u kontrolni skupiny zdravych jedincl. V téchto ptipadech méla
vyznamnou vypovédni hodnotu kombinace nalezii NOx a laktatu. Zatimco
u polytraumatizovaného pacienta dokumentuji vysoké vstupni koncentrace laktatu
azaroven NOx tézky stav, pak nalez vysoké vstupni koncentrace laktitu a nizké
koncentrace NOx by mél varovat pired kritickym pribéhem. Ve snaze vysvétlit zvlastni
reakci NO se superoxidem ze vzniku toxického peroxynitritu, ktery neni detekovatelny
chemoluminiscencni metodou. Tato hypotéza vSak nebyla potvrzena, naopak byla
prokazana nutnost ptitomnosti reaktivnich kyslikatych latek pro produkei NO.

N- acetylcystein, ktery je znam jako antioxidant a ochranna latka proti oxidativnimu
stresu, potlacil zaroven produkci oxidu dusnatého, ktery je ve vysokych koncentracich
odpovédny za poskozeni proteint, lipidti i DNA.

Nabizi se uvaha o jeho klinickém pouziti 1 u polytraumatu pii prevenci komplikaci

s cilem zlepSeni prognozy.
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CLINICAL STUDY

Nitric oxide as an indicator for severity of injury in polytrauma
Beitl E', Banasova A, Vieek MY, Mikova I, Hampl V¢

Mool Unversiry Hogritad, 1t COvthopaedic Clinie, Prague, Coecl Repubdic, eveenbeillis fnomatal.cz

ABSTRACT

BACKGROUND: Pabients wih irguries to mulliple argsis or organ syslems are in 8 setious sk of shed, mul-
Borgan feilure and desth. Allhough there sre soofing systems available o assess the extent of polytrauma and
guide the prognoss, ihes usefulness is imiled by their considerably subjeciive nahure. A5 the production of nitic
cxide (NO) by many cell lypes is alevated in lissue injury. we hypothesized flial serum concentration of NO (and
4 auidalion proaducts. NO®) represents a sullable maer of palyirsuma coffelating with prognosls. We wanbed
to prove thal nitnc oxide could senve as an indcalor for severity of ingury in polytraums.

METHODE: We measurad seram NOw and standard biochemical parameters in 53 patents wilh vafous degrees
of polytrauma, 15 pafiends wilh rmanor injuries and 20 heslily volunteers.

RESULTS On admission, ssrem HOx was higher in paliends with moderale payirauma than bolh in conbrals
and patients wilh minor injury, and @ was even higher in patients with severs polytrauma. Surprisingly, MO
oh admisshan was normal in the group of patients that required cardicpulmonary resuscitation or ded within
48 hours after admisdion, In ke groups, where il wad slevaled of admisdion, senim MO drapped 1o Adfmal
walues wilhin 12 hours. Blood lactate levels on Bdmission wers alevated in proporion (o the severity of subse-
quen clincal course

CONCLUSION: Elevated serum NOx and hlood isclabe in palients with poliraume ane mafkers of serious clini-
cal coursa, whis normal NOx eombined with a very high laciabe may signal a fatal prognesis (Fig. 4. Ref 8.
Taxt in POF wwweslls k.

KEY WORDS: rarker, systeric inflammalony response syndrome, shook, multiorgan Tallsne

Abbreviathonye: CVE - Ceniral Venois Pressure, Hb - Hasemo-
globim, 1INOS - Inducible Isoform of the N0 Synthase Enmyne,
188 - Inpury Severily Score, INR - Imemational MNommmlused
Ratio, MAP = Mesn Arterial Pressure, MO = Nitrie Oxide, NO;
— Mitrates, MO ~— Nitnites, NOx — oxidatson products of Nitre
Ol ppb — pairts per lulbon, S1RS — Sysemic Inflammatony
Response Symdroms

Introduction

PFolytnama is defined s the combination of infunes i wo
OF 0TS CORANS. OF Ogan systams, af least one of which s fatal
without & prompl trestmerd. A seversly iyursd pabient i ahwavs
al risk of developing shock, which can rapadly lead to death, Even
if shock is adequutely mansgged, polyrammatized pstsents remsin ot
the risk for the development of a svstemic inflammoiery response
synudrome (STRS) at the early stages, with the posahility of sub-

“Modod Universaty Hospital, |1 Crtbopaedic Clmic, Pragae, Cooch Rguib-
Tiee. * Motod Uiniversity Hospitsl, Depurtment of Asacsthesialogy and [C8,
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seqent mltogan faibare. A perilous nanifestabion of SIRS is
comgulopnthy, which comsequently lends fo diffise hemomhage:
This hemomhage ks surgically unireatable and may haston the pa-
thert back to the stage of shock.

A number of clasaficafions huve been used o assess the e
venty of palviramma, of which pechaps the most ussfl and es-
tabiished is the Inpury Seventy Score (155) (Baker ef al, 1974,
Copes gt al, 1988% All the sconng methods, howeves, share the
disadvantage of o sygnificant subjective element of the mdgment
of the evaluating phyvsician, As the result, & discrepancy between
the apparently sahsfactory imntisl chinical stute of the patent and
ihe subssquent sevess comrse (5o frequent experisnos, A graat
contribuhion for the clinician thensfore would be o discovery of
chhectve mdicators thal wonld comelate with the severity of in-
iy, and wonld, fo a certain extent, serve as a warming sagnal for
a potentially complicated courss.

Tissiee ingury 18 adscesibed with an mereased production of
mumserous madiabers. Motnble among them is the overproduction
of itne exide (WO, which is ihe key signaling and effector mol-
ccule o tumber of bictogeal processes (Moncada et al, 1993,
Humpl et al, 2006, Gross etal, 1995) Anincressed expression of
the inducible isoform of the MO symihase smzyvme (IMNOS) in mast
cells, hepatoeytes, and vascular smooth muscle 15 respotsabile fos
tha overproduction of miric oxdde in tramna. For these reason
we hypothasized that changes in ssnam concentration of HC and
its cotidution products (MO, beeause of the very [ast oxidation

fndhaved and mbstracted in Solence Clation index Expanded and i Joumal Citstion ReportsScence Ediion
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of N in exygenated blood) shortly after suffering o peolytranma
may represent b szl marker for the severity of patient injory
after polytramma, with a prognostic value. Therefore, we imes-
tigited the relitionship between NOxK just after polytramms and
the patisnd outcome.

Materials aimd methods

Tomlly, |08 patients were examined over the perod of 30
mimdles. OF this echord, 93 pabients lulfilled the citena for poly-
tmmairm. They jreseed wilh mupr hemorthage residting from
intratheracio or inrasbdominal organ injumes and from frachires
of the pelvis andior long bones
The severnity of patiant injury was assessed scoonding to the [55
seoring system. Based on their 155 soore and the subsaquent pro-
presson of climeal state, patients wene divided imo the for groups:
1. Patients with & mild course (IS5 score betwesn |6 - 25, fe
miner pobytruma, n= ),

2. Patiznés with a sévers courss (138 score = 25, f.e. those with
severe polytrmemn, no= 4,

3. Panents with enneal injuries necessitating casdiopulmonary
resuscitation andior hagh vohmme blood sabstitutions (n = 12,

4. Non-sumviying pabients — tose whe died within 48 houss afler
nchmission to the entical core wt (=113,

The remarmng 15 patients not flfilling the critena of poly-
trana wers assigned o @ separate groap (Cminimal inury™),
Twenty healthy vohmteers formed & conirol group.

Basae chanscterstio of the pabents grougs is w the Talile |

Al patients recetved the sandard therapy as toaded, Central
venous pressure (CVE) mel the mean artenal pressume (MAF) were
fiolloswed in all subjects. Imital Bood tests wene token to assess
tha semum coneentration of MOx, coagulation parsmeters. hemo-
loban, lactate levels, and glveoemmin. Blood tests were perfommed
duning patient admmessaon and ot intervals of 12, 24, and 43 lows
aller admssion

As 1o aquesus solutions (such as blood) MO quokly ca-
dlaizes fo fioem matrabes (N0 ) and natrates (MO, the MO fevels i
serum waore assessed by measanng the som of KO, MO, and B0
(MO}, This was done by exposing the samples o laghly reduc-
ing emveronment { s converting NO, ~and KO, to 8O and ten
ditecting the resabiirg N0 concentration by chemiluminescence
analyzer (CLD 77 AM, ECO PHYSICS Switzgerind) ( Hangl =
al, 19%6) The blosd samples were centrifiged and the eumred
samn was stored al 60 “C Serum samples wene processed in
less than 2 weeks. Each samiple (100 pl} was thawed and injected
inlo g purge vessel comtuning vanadivm (10) chlonde (Tml 0.1

Talt, 1. Basie eharscierisile of the pathnts groups.

Troap [ Age % fomales
mimmal wjury (1] 3ad E
mudareic polytmmnms M 393 167
srvore polvirsmn 40 1842 I3
critieal 12 x5 15
i SEVIVing 11 a7 3
conirnls il fach) 7
214

M VCL in 2 M HCT) at 90 °C, The parge vessel was ander con-
stant bubbling with & stream of Helium that camrisd NO o e
analyrer To prevent damage bo the chemiluminescemes analbyzes
Ly he ydrochlono acd vapor, o gos bubbler filed with agqueous
potassiian hydroxide was installed berween the purge veasel and
the NO analyzer Inside the renction chamber of the WO analyzer
MO reacts very guickly with czone {produced in the anabyner by
dloetric discharge). The NO, produced by this reaetion s in the ex-
cited state. As s unstable el ectrons petum bo teeir onginal ground
shite, they dissapale energy in the form of photois. Light smission
i hinesgly related to the MO content of the sanple. NOx levels are
expressed as parts per billion (ppb) of N an the gaseous phase.

The rosults were analyzed statisticully using the one-factor
AMNOMVA followed by Fisher spost hoc gest. The differences wers
censderad significant when p < 0.05 The resalts are prosented &
the mean valu=s with the standard errons of the mean,

Resulis

There was no statistcally stgmificant differance in szmm
MO concentmtion af the time of admission n the growp of pa-
taerits: with semmal inpury when compared 1o the control group of
lesalthy wodifeers (3009 @ 20 v 375 0 28 ppbi (Fig 1) b the
gronp of polytraama patients with moderate inenes, the sanem
ik concentration on udmission was sygnificantly lagher than in
the group of healthy volumesss (424 $.4vs 27 5+ 18 pphi. In
the groaup of polytmuma patients with severs injunes, the senam
comceritration of MO ot B of adriision was doublad congmied
I healthy volmiesns (679 2 77 ve 275 4 2 B b, p < 0.05)
MO concentrations in ghe group with severe polytrouma wers
sigrificamily tugher than thoss in the group clossfied s moder-
nta polytranmma.

of WO (pob)

csBE58838

# l«&gy}? ?

Flg. 1Severe und moderate pobir snmusigni feawily ncreases serum
MO concentradion, while NO% ks pormasl in patentis thal reqube car-
illnpmbmonary resascitation or die within 48 hoors after admiushon.
Caontrol - healily volundeers, miner injury - patiewts with 185 <16
nmvderabe polyirmma - paibenis wiih 2 mikd course (155 score of be
(ween 1é-15), severe polvirmuma - patlenls with @ severe course {155
scoreal = 25), oritheal- patients with orltbcal in jmries peceslialing car-
dlbajsabiionary fesdillatbon amil o high volutee blowd sibaithons.
aml nom survivieg v pallents who iied within 45 hors afler admls.
shom. w et 08 vaconirol groap, & peo008 modersie vssevere group.
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Concentralion of NCx (ppb)

=&~ Minor injury = - Critioal
=5 Moderale polytrauma === Non-surviving
= Sevafe polyirauma

Fig. L Sevum NOn normalizes within 12 hour s after admission (o all
proups of injured patienis. Lepend ax in Figare 1. The stolstical dif-

L T L il
12 howrs 24 hours 48 hours

0 hours

- Minar Injury - Critical

=~ Moderate polylrauma === Non-surviving
—a— Zovars polytrauma

Flp. 4. The lectsir concentratbons decreased in all grmips of injored
! during ibve firs doy afier ibe mjory, Son-sarvivieg vecritoal,

frrenoes mmong the growps st § howrs are shown in Fig. 1. At the re-
maining Hme pobnis, there were no sintbstbcally signi Scan. difearmmoes
mnoeg ke groups.

i

121
104

Flg. 3. S%eram lactate bevels on admission are inmreased in propation
0 the severity of palytrauma, Legend win Fignre 1, 8 pe 085 v
mimor mjury, & peo 0035 v all groaps,

Surprisimgly, on sdmussaon, there was no stasancally signifi-
cant dhfference in seram MO concentrations betwzen the group
of patiznts with a crtical course and the control group (25,9 230
vs 27.5 = 1.8 ppbi. The same was trug for the groonp of petiems
who evenmmally died (316 + 4.1 v2 27,5 2 2.8 ppb)

In all groups with elevatisd senum NOK concentrabions on ad-
mnasaony, ihe valoes reached normal (e they were not statistically
dhierent from e control group) al the nessurement | 2 hours uiler
miinmssion. Therzafter, the NOX values remmned exsentially stalie
{Fig. 2. There were no sipmficant differences among the groups
after the initial measuranent

There were no notable differences in VP ad MAFP durimng
the shucly. Both paramssters confinmed the adequsey of therspy and
Heood ransfussons. The valuss of hemoglobn concentration (HE)
corveyed imbar information. s wekl ko that even a nssive

70

706236, Legenel 35 in Fig. 1.

hemonrhage 1= mitially only shightly reflected in blosd cell count
due 1o the symetne loss of plasms and cellslar elements. Probably
due 1o s phenomenon, only stight differences in Hb were seen
among the growps al the tme of admission. Duning all subsequent
toe artervals, the Hb concentrabions reflected the substitotion of
the patients with bleod derivatives. 1t wns maintained within the
fange of B.5-10.8 g/dL.

The valses of idemational normalized mtio (THR), thal were
mgasured o mfomm aboul the metiol stute of congnadation, broughl
o meknble tndormetion apart from the fact that they were radically
deviated Froom the norm (which ks 0.9-1.3) in tha proups of patients
with cnitical injury and in those who died shortly after admission.
The INR was 3.0 in the nonesunaving grougrand 18 in the grougs
with ertieal injumes,

Serum |actate coneentration and glvesermin af the tume of
adimussion showed sumilas di ferences among the groups ss seem
with the serum MOy copeenimtions with one principal difference
~ the haphest lewels were found in the group of patienis, whio were
crtically mjured and sspecally in those, who did pot survave.
Thee initial eoncentration of serum lactate in the groug of patients
with severe pobyvtnoma was mowe than twe-fold hugher than i
the control groap; in the group of cntically injured patents with
lethal conrse, this concentration wis six-fold that of the control
group (Fig. 3). The lactate concentrations decreased in all groups
of injored patients during the first iy after the injury (Fig. 4}

THsrusdan

Crar workung hypothesis that MO senmm levels on adrmission
woulld correlate with prognesis of patients with polytraumas was
onlby partiadly confirmed by our datn, While sermm NOx magedly
inereased with the sevenity of polyiramma up 1o the category of
severe polytraama, it wiss supasingly nommal in patients with the
it eratical aiwd lethal cotime. This later sepect off our fesailis is
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hard torexplain on tha basis of what is known about the hiology
of MO in tiasue injary. Hypothet cally, merked snergy depletion m
severe shock maght bead to relative imactivity of NO symithase, bul
we have s solid dats bo supgport such an inferpretation

Atapidd deching in the values for MO concentration betwaen
time = { mnd time =1 2 hours in all growps, where NOx was elevated
al sbrmission, is slso not entirely clear, but o simibar sihaation was
also seom with valoes of both glyeacmin and loctate. At least o
jpartial effect of therapy (with improved Wood plasma volmne s on
(hils fircling seemns quiste likely, This trend conflicts wath the pub-
Tishieel resulta fromm Huang @0l 20038 n the study of taamatic
shock in mis they demonstrated an levation in the concentration
of MO with o subsaquent phatess within 24 hoors afier tromna,
of mather, after resuscitation, Differences in plasma volume man-
apement between rats and neman patients coubd be suspectod as
& potential explanation for this discrepancy

Considering all other roessunsd parametars, the trends of INR,
glveaormin, amt cspectilly the lectate levels are not without mier-
eif, Unfortunately, INR and glyeasmia cammot be sed as martkers
e to the simple fact St important deteils of the relevant per-
somal history in patients with polytramma are often unsvadlable o
misbending (levated glycaemin in dinbetic patients, or increased
MR in patients on antcoagulants). However, ous dats on lsctate
concentabion mre prosmisig becase the groups of patients with
mon: severs pelviruuma hod higher lactalz levels. Thus, lectate
colcentration might serve as 4 marker of polyteaomma severity and
prognosis. The rate of lactnte clenmunce was previously Bnked w
survival {Abmrmson of al, 1993) In the study of Abimmison of o
{Abrsrac etal, 1997), ll patients wihose lactate levd mormalized
in 24 houss survived. 1f lactabe levels cleared to normal bebwesn
24 andd 45 hours, the survival mte was 75 %o Therefore, the time
maedid to ponmedize sérom loctate beveds is an amportant prognossc
o to for the sunvival inseverely mjured patients. Inconcosdance
with rhds finding, owr Figure 4 shows that patserts, who did not
survive bevond 24 hors Brom adeesseon hoe lactate levels at 12
s after admession that weers seveml Hmes nomal

The data of thus sudy lend to the possbilily to mbzmpret sepum
M vadues as-an garly marker of the severity of inury after poby-

trauwna with a prognoeshic valtie. 1ts moresse could aftest for quatc a
severe anjury with the possatality of a number of other complica-
o O dhe other hand, Little or no inenssse in e concentration
of W metabolites upon an initial examimition in a patiert with o
chinbeally odndous serious stals may enchicate a lagh mortality nak
Even more mtriguing is the presibility to use the combination of
the initial levels of semm MO and lactate in prognosis: Elevated
lewels of NOx and lnetete, with a high likelihood, may alert fora
potentally entical course. The combined finding of mesrly noe-
il lzvels of NOx arl an excesavely high level of lactide ma
polyimamatic paticnl shoubd alen o the possibility of the mxst

cmfical course.
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Summary

A cormmon

problem  in management of polytraums -
B GimUEnsous injury 1o mons than one organ of ongan System,
ak least ane of them lethal without intervention - is a discrepancy
between o relatively good intial state and a sertous subsequent
developrens. Since nitrc eodde [ND) is produced in high
guantities during esee imury, we assumed that serum levels of
K {and i3 aidation products, NOw) might serve a5 a prognastic
marker of polytrauma sewerity, However, we found recently that
NOx was increased in polytrauma, bul not in the most severe
cates, The present study wes undartaken to test the hypothesis
thist serum NOw k2 rediced in severs palylraums by canceemitast
overproduction of reactive owpgen spedes (ROS). Polytreuma
wixs mouced i rals under anesthesia by bilateral frachure of
Temurs and bhiae plus indsion of the nght liver lobe through
laparotomy. Serum NOw wes messed by chemiluminescence
after hot acidic reduction. The role of ROS was assessed by
treatmend with an anbiosidant, N-acebd-L-cystene (NAC),
Experimental polytraumna devabed WO from 110207 1o
23B44.5 ppb. Ths was complately prevented by NAC trestment
{91222 ppb). Serum NOx I8 slevated in severe palytrauma, snd
this is not reduced by ROS. On the contrary, ROS are necessary
far the WOw ehevatian, probably because ROS produced by
inflammatory cells activated by the polytrauma induce massive
N production.

Koy words
Nitric puide » Polytrauma « Sheck o N-acefyl-L-cystane = Reactive
oygen speties « Anticaidant
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Introduction

Polytrauma 15 detined as & simultancows ingury
to moge than one organ or organ syslems, where at least
one of those injures o of such o degree or nature that,
without urgent treatment, can cause death. Pateents wath
polytrauma are at high nsk of developang shock that can
quackly lead to desth Even il shock 5 managed
successfully, another serous risk 1 the development of
svstemmic  milammatiry  response  syndrome  (SIRS),
frequently followed by multiorgan folure (Keel e al
2005). A common clinical problem m polytrauma s
a discrepancy  between a relatively satisfactory initial
clinmal sate of the palient cn one hand and a serwus
subsequent development on the other. Therelore, an early
marker of the severty of polytrauma with o predictive
value 15 desirable

Mitre cxade (MO 15 produced m hagh quantsties
during tissue injury (Pacher ef al 2007) and this
overproduction contributes to the development of shock.
It 15 thus reasoneble o expect that plasma levels of stable
MO forms on sdmission might represent such a marker
In nguecus miliew, NO s rpidly oxidized by cxcygen 1o
niirites and. in the presence of heme profems, 1o nitrates
Moncodn of al 1993) Therelore, sum of plisma
concentrations of MO and s cadation products, Ming
has to be wsed instead of just MO concentration (Archer et
al 1994, Archer er ol 1095)

In line with this rensoming, we found in a recent
study thal plasma MNOx concentration on admission
cormelated positively with the severity of subseguent
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& T00T Instinite of Pyystology of the Credh Acadamy of Sciences, Prugue, Coech Republic
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clinical course of patients with polytrauma (Beitl af ol
2014y Surprisingly, though, this was not true for the most
critically ill patients — thosze who needed resuscitation or
subsequently died. Their plasma MOz on adimission was
arilarly low as in healthy controls (Beitl et ql. 2016).

One possble explanation of this paradox could
be a rapid inactivation of MO by its reaction with
mperozide, a radical that iz produced at a high mte during
inflammatory response to tissue injury (Aller et al 2004,
If this explanation is walid, then the low plasma NOx in
extreme polytrauma should not occour if the superozide-
MO interaction is prevented (e.g. by amplified superozide
SCAVENZINg),

To test this hypothesis, we utilized a rat model of
polytrauma and measured plasma MOz with and without
treatment with MN-acetyl-L-cysteine (MAC), MNAC ig
a precursor of glutathione that, in turn, is one of the main
defenses of the organism against oxidative stress (Halliwell
2012, Koelkoek et o 2016, Ehang et @l 2011) Our
laboratory had previously used MAC to affect pathological
procesaes in the lungs(Lachmanowa et gl 2005)

Methods

Three groups of adult male Wistar rats (hody
wel ght 444-570 g with no differences among the groups)
were used with the permission of the Ethical Committee
of our institution, in accordance with EU standards. All
procedures were performed under deep anesthesia with
IP ketamine (100 mgda + zylazine (16 mgig). In one
group (CA, n=6), blood samples for NOx (and
hetratocrit) determination were drawn from a cannulated
carotid artery before and 12-20min  afler inflicting
experimental  polytrawma  (pre-FT  and  post-PT
measurement, respectively). The catheter was also used to
follow the mean systemic arterial blood pressure (SBPY
In another group, the procedure was identical, it an
ip. ingection of MAC agqueous solution (400 mgilg)
(Akbay et @l 1999) was given concurrently with the
induction of anesthesia (CA+NAC, n=6) Since the
process of carotid artery cannulation itself represents
a degree of travma, another group was used in which this
procedure was avoided. Blood samples in this group
(LY, n=0) were obtained wnder the same anesthesia by
a guick puncture of the left wentricle across the chest
wall.

Polytrawna was modeled under anesthesia by
bilateral fracture of femurs and tibiae (Ban et @l 2008)
plus incigon of the right liver lobe through laparotoroy.
This represents a severe polytravma (in homans with
dArnilar injuries, the IS5 score would be abowe 250 The
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enauing blood losg resulted into gradual SBP dedine The
post-FT blood sample for NOx determination was taken
when the SBP dropped to one half of its initial value.

Serum NOx concentration was measured by
chemiluminescence NO analyzer (Sievers NOA 270)
after hot acidic reduction, as described previoudy (Beitl
etel 2016, Hampl et ol 1996), and expressed as patts per
hillion (pphy of HO inthe stripping gas.

The data were evaluated statistically using the
GraphPad Prism 6 software. Unpared t-test, one-way
AMOWVA followed by Tukey's tnultiple comparisons post
hoc test or two-way ANOVA were used as appropriate,
with P«<0.05 considered significant The results are
presented az means £ SE ML

Results

In the LV group, serutn MOx concentration was
11.0+0.7 ppb. There was a tendency for the carotid artery
canmulation procedure to increase NOx (to 15.6+1.6 pph
in the CA group pre-FT) that, however, did not reach
statistical significance The experimental polytravma
caugsed further, this time significant, rise in MOz
(to 23.8+4.5 ppb; Fig 1) NAC administration at the titne
of inducing anesthesia resulted in NOx concentration
pre-PT that was significantly lower than that without
NAC (9.1+£2.2 ppb). NAC prevented any increase in NOx

after polytrauma (Fig 1),

30

D pre-PT

post-PT

CA+NAC

Experimental group

Fig. 1. M-acetyl-L-cysteine (NAC) prevents an inoease in serum
MO concentratiors cawsed by experimental  polytrauma,
LY = the growp in which blood sarmples were chtained by left
heart venfride punciure; C& = the aroup in which blood samples
were obtained from canruated carotid artery; CAHMNAC = the
grocp in wetich Hood samples were cbtained from cannulated
catotid artery after freatrnent with NAC, pre-PT = measurennent
cbtaned  before  irflicing  experimental  podytrauma;
poet-PT = measurement chitained when systermic blood pressure
fel to 50% of its iritial walue after inflicing experimental
polytraurma, *P<0.05,
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Adminestmmtion of NAC did not affect mean SBP
pre-PT (685438 mm Hg i CA 735450 mmHg in
CAHNAC, P005), nor posi-PT  (2HE:46 v
193607 mm Hg. P=0.05). Smilarly. hematocrit wis not
affected by NAC pre-PT (425209 % n CA_ 41,3207 m
CAWNAC, P=005) nor post-PT (192203 ws
14342 3 %, P=0.05).

D¥iscussion

The mam fnding of this study = that
augmentation of antioxidant defense by NAC admni-
stration  prevents serum  NOw ancrease caused by
experimental polytrauma. In additson, this experiment in
raits confims our previcus finding in human patients that
serum N 15 nosuitable canshdate for u marker of the
severity of polytmuma clinical course. Cur observation
that the procedure of carotid srtery cannulation did not
result in an incresse in serum MNOw that would be
statsstically significant corresponds. 1o owur  previous
finding 1m humans thet only more severe, but not mamor,
injuries cavme MO elevation (Beitl of al 2016). In terms
of practical utibty, this 1 advantapeous - serum NOx
seems to be a sclective marker of only a serious, but not
minar, pury. This - together with the significant
elevation of MNOx afler expenmental polyiraums —
confirms the selectivity ol this marker for just serious
mjuries

The present study in rats did not replicate our
preveous Ondding in human patwents that serum NOx
mncreases only up to quite severe polyirauma, but the
ol seriois coses deplay normmitl NOx levels (Batl of al
20061 In fct, oir experimentn] mils were 10 4 Senous
condition after the polvtrauma — their mean SBP fell by
obout  cne-hall at e wume of the post-PT
Mo measurement. 55 did therr hemstocrit. The reazon
for thas discrepancy cannol be reveabed from ouwr data, bul
it is possible that the differences in methodology might
be responsible In humaon patients, NOx levels had
prediciive value only when measured on admission 1o the
trouma center, but not later (Beatl o @l 2016} In the
experimental rats, the post-PT values were measured only
after the animals proceeded to n eritical condifion
Altermutively, the differences in reatment are likely to
contribute to the observed discrepancy, Whale the human
pavems  with  severe  polywnuma  recenved  massive
supporting  therapy, the rats were left with no
irlervention

Tremment with NAC completely prevented the

merease in WNOK afler pelvtrauma. This result very cleasly
refutes the hypothesis that mcreased superocade levels are
responsible for the reduction of NOx observed in human
patients with extremely severe polytrauma. [T it were so.
MWAC treatment should potentiste, rather than reduca
WO O present results prove thet the couslity 15 the
other way around — ROS are necessary for the elevation
of N an polytriuma. The most hikely explanation is that
superoxede  (andior  other ROS)  produced by
mnflammatory cells activated by the polytrasma induce
massave NO production. One likely mechamsm involves
stabalization of hypoxa-inducible facton(s) (HIF) by ROS
(Miecknig ef o 2002, Pan er of, 2007) HIF i= well
known to regulate vascular endothelial growth factor
(VEGF) (Forsythe er al 1996) that, in tum, induzes and
upregulates NO svnthase (Kroll of ol 1998, Shen ef al,
1999, VEGF is upregulated i polyimuma (Grad e ol
1998, Vajtr of al 20143 The NO production must be
high, s the interaction with supercade appears
msulfficrent to- offset this effect: The most likely source of
greatly elevated MO production 12 the inducible soform
of the MO synthase Most of the cells that express this
CeTEVImE Are sensitve 10 coddatve stress (Preser 2002),

MO participates n the mamtenance of
SBP (Hompl ef ol 1993) Thus, reduced NOx afier
MAC trestmeni 1n polytrauma might be expected to help
prevent the drop mn S3HP, However, We did nol observe
any significant effect on SBF post-FT caused by NAC, It
i possible more effect could be seen with more
profomsged dumtion, or {actors other than NO play
conmderably larger robe 1n severe hypotension.

An impertanl practicsl question s whether our
resulis with NAC can have some practical utelity. Serum
MO concentration can either be just o marker of mjury,
or it can, m addition, have 8 pathogenstic mole i the
comsequences of polytrauma IF the Jatter 15 true, then
gmentation of the antiosidant defense, for example by
MAC (8 substanee already used climically), can unprove
the prognesis of patients with ssvere polyirouma This is
guite likely, imasmuch high production of the highly
reactive NO are well known to damage proteins, lipids
and DA (Pacher ef al 2007) Further rescarch of this
ssue = warranted.

In conclsion, we have shown that experimental
polytrauma in rats causes clevation in serum NOx
concentration that 15 prevented by antoxedant trerment
with MAC. This implies that ROS production ts necessary
for the MO 10 nse after polytnioma
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