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SOUHRN

Cil studie: Poskozeni DNA vlivem celkové anestezie (CA) je popsano pouzitim réiznych metod. Publikace porovna-
vajici vliv rozdilnych anesteziologickych technik nebyly v dostupné odborné literatufe nalezeny. Primarnim cilem
prace bylo ovérit proveditelnost metody. Sekundarnim cilem bylo vyvratit hypotézu, ze neuraxialni anestezie (SAB)
poskozuje DNA stejné jako CA v pilotni studii.

Typ studie: Prospektivni nerandomizovand monocentricka observacni pilotni studie.

Typ pracovisté: Fakultni nemocnice.

Material a metoda: Pacienti (n = 34) podstupujici ortopedicko-traumatologicky vykon na dolni konc¢etiné byli roz-
déleni do dvou skupin: skupina CA a skupina SAB. U vSech zarazenych pacientl byl po podepsani informovaného
souhlasu proveden odbér krve pred operaci a do 24 hodin po operaci. Poskozeni lymfocytarni DNA bylo vySetreno
metodou comet assay, ktera umi kvantitativné detekovat poskozeni nukledrni DNA. Pomoci specifickych enzymd
Ize stanovit poskozeni DNA zplsobené oxidaci bazi. Vysledky comet assay byly dale hodnoceny semiautomaticky
programem Lucia (Laboratory Imaging, CZ) ve fluorescencni mikroskopii, kterd umoznuje kvantifikaci oxidovanych
bazi DNA a zlomU jednosroubovicové DNA. Pro porovnani vysledkd v obou skupinach byl pouzit WilcoxonGv test
na hladiné statistické vyznamnosti pro p = 0,05.

Vysledky: Skupinu CA tvorilo 19 pacientd, skupinu SAB 15 pacientl. Ve skupiné CA bylo nalezeno statisticky vy-
znamné vyssi poskozeni DNA ve srovnani s predoperacnimi hodnotami, u pacientt skupiny SAB byly zaznamenany
statisticky nevyznamné rozdily v poskozeni DNA pred a po operaci.

Zaveér: Metoda comet assay se ukdazala jako pouzitelna pro kvantifikaci zmén DNA u pacientl po chirurgickém vykonu
v anestezii. Vysledky poukazuji na mozny vztah mezi anesteziologickou technikou a zménami DNA asociovanymi
s operacnim traumatem a/nebo anestezii. Zvolena metoda pfinasi reprodukovatelné vysledky s potencidlem jejiho
vyuziti ve vyzkumu vlivu anestezie na zmény DNA a otevird cestu k testovani protektivnich konceptl smérujicich
k minimalizaci poskozeni DNA v dUsledku anestezie a opera¢niho traumatu.

KLiCOVA SLOVA

celkova anestezie - neuraxidlni anestezie - poskozeni DNA

ABSTRACT

Astapenko D., Zubaiiova V., Kosédkova M., Kuchafova M., Hyspler R., Tichd A., Cerny V., Stétina R., Zadék Z.: Damage
to lymfocyte DNA during anaesthesia: a pilot study comparing general and subarachnoid anaesthesia

Objective: DNA damage due to general anesthesia (GA) has been described by various methods. Comparisons
of different anesthesia technigues has not been found in the available literature. The primary aim of the study was
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to test the feasibility of the method. The secondary aim was to disprove the hypothesis that neuraxial anesthesia
damages DNA just as much as GA in a pilot study.

Design: Prospective, non-randomized, monocentric, observational pilot study.

Setting: University Hospital.

Materials and methods: Patients (n = 34) undergoing orthopedic/traumatological lower limb surgery were divided
into two groups: general anesthesia (GA group) and subarachnoid anesthesia (SAB group). In all enrolled patients,
after informed consent was obtained, blood was taken before surgery and within 24 hours after the surgery.
Lymphocyte DNA damage was assessed by comet assay, which can quantitatively detect damage to nuclear DNA.
Using specific enzymes, oxidative DNA damage can be detected. Comet assay results are evaluated semi-auto-
matically by Lucia software (Laboratory Imaging, CZ) in fluorescence microscopy, which allows quantification of
oxidized DNA bases and single stranded DNA breaks. The Wilcoxon test at the statistical significance level of p =
0.05 was used to compare the results between both groups.

Results: The GA group consisted of 19 patients, the SAB group of 15 patients. There was a significantly higher DNA
damage in the GA group compared to their preoperative values. Non-significant differences in DNA damage were
observed in the SAB group.

Conclusion: We proved the feasibility of the comet assay method in quantification of DNA damage in patients
after anesthesia and surgery. The results point at the possible relationship between the anesthesia technique and
DNA changes associated with surgery and/or anesthesia. The chosen method brings reproducible results with a
potential for its use in the investigation of the effects of anesthesia on DNA, and opens the way for testing protective

concepts aimed at minimizing DNA damage due to surgical trauma and anesthesia.
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uvob

Zmeény ve strukture molekuly DNA vlivem ane-
stetik byly v literatufe opakované popsany riznymi
metodami [1-4]. Existuji tedy dtikazy o tom, Ze ane-
stetika méni nasi genetickou informaci. Zmény
byly popsany jak u pacientti, tak u personalu ope-
racnich sald ¢ili i pfi vyrazné nizsi koncentraci
anestetik a pfi absenci operacniho traumatu 5,
6]. Anestetika jsou timto potencidlné kancerogen-
ni agens. Do jaké miry jsou moderni pouzivana
anestetika kancerogenni, nevime. Spojitost s po-
operacni poruchou kognitivnich funkci a moznym
rozvojem Alzheimerovy choroby mtiZeme spiSe
tusit nez pfimo prokazat [7, 8]. Kvantifikace miry
zmény, potazmo poskozeni DNA vlivem anestetik,
bylo v literatufe popsano predevs§im na in vitro
modelech a v animalnich studiich [1, 2, 9].

Vhodnou metodou, ktera dovede kvantifiko-
vat miru poskozeni DNA v humanni mediciné, je
comet assay (single cell gel electrophoresis) [10].
Metoda byla vyvinuta v riznych modifikacich,
napft. kvantifikace zloma jednosroubovicové DNA,
dvousroubovicové DNA, oxidovanych pyrimidi-
novych a purinovych bazi a dovede kvantifikovat
nizkou hladinu zmén DNA v jednotlivych euka-
ryontnich burikach [11]. Metoda hodnoti zmény
DNA perifernich lymfocytd (obr. 1), které je mozné
stanovit po zafixovani bunék na agarézovém gelu,
po odstranéni cytoplazmatické membrany pomoci
lyza¢niho roztoku, rozvolnéni struktury v alka-
lickém prostfedi a vystavéni tohoto nukleoidu

(,holéhojadra“) elektrickému poli. Vlivem napéti
a pH prostiedi (mtiZe se liSit podle typu pouZzité
metody) pak dochazi k relaxaci smycek (domén)
DNA a k jejich pohybu smérem ke kladné elektrodé
(anodé). Diky tomu vznika typicky tvar komety
[12]. Comet assay se osvédcila pfedevsim pfi kvan-
tifikaci poskozeni DNA u pacientli po chemoterapii
a radioterapii [13, 14]. Anestetika, jakoZto poS§ko-
zujici agens, byla touto metodou jiz testovana,
ale zmény vlivem neuroaxialni anestezie popsany
dosud nebyly.

Primarnim cilem nasi pilotni studie bylo zhod-
notit pouzitelnost metody comet assay pro kvanti-
fikaci zmén DNA u pacientl po chirurgickém vy-
konu v anestezii. Sekundarnim cilem bylo popsat
miru poskozeni DNA u pacient{l v celkové anestezii
a v neuroaxialni blokadé podstupujicich ortope-
dicky nebo traumatologicky vykon na panvi nebo
dolni koncetiné. Nulova hypotéza byla, Ze celkova

|pENATURACE]

® —

1IZOLOVANE JADRO S
JADRO RELAXOVANOU
DNA

| ELEKTROFOREZA |

| KOMETA I

Obr. 1 Zmény v organizaci DNA po denaturaci (alkalické
rozplétani) a po elektroforéze
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anestezie poskozuje DNA stejné jako neuroaxialni
anestezie,

SOUBOR A METODA
PACIENTI A TYPY ANESTEZIE

Prospektivni, monocentricka, nerandomizova-
na studie byla schvalena etickou komisi (Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, jednaci ¢islo 201511
S14P). Vsichni pacienti podepsali informovany sou-
hlas s ticasti ve studii. Byla dodrzovana Helsinska
deklarace prav a svobod. Sbér dat probihal v obdobi
od Cervna 2016 do biezna 2018. Zatazovaci kritéria
byla souhlas se studii a podepsani informovaného
souhlasu, vék nad 18 let, traumatologicky operac-
ni vykon na dolni koncetiné nebo panvi trvajici
minimalné 90 minut v celkové anestezii nebo or-
topedicky vykon na dolni koncetiné nebo velkém
kloubu trvajici minimalné 90 minut v neuroaxial-
ni anestezii. Vyfazovaci kritéria byla akutni povaha
vykonu, anamnéza onkologického onemocnéni
s chemoterapii nebo radioterapii v poslednich
12 mésicich, imunosupresivni terapie v poslednich
12 mésicich, aktivni kufak (vice nez 1 cigareta/
den), vySetfeni CT v poslednim tydnu pred operaci
a nesouhlas se studii.

Skupina pacientti s celkovou anestezii (CA) pod-
stoupila traumatologicky vykon na dolni koncetiné
nebo na panvi (oteviena repozice, vnitini fixace,
tzv. ORIF) v celkové anestezii s nebo bez peroperacni
fluoroskopie. Pacienttim byla podana premedikace
1,5 mg bromazepamu (Lexaurin, Kabu Pharma,
Praha, Ceska republika) per os. CA byla induko-
vana propofolem (Propofol, Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Némecko) v davce 2 mg/kg, analgezie
byla vedena sufentanilem (Sufentanil Torrex, Chiesi
Pharmaceuticals, Videri, Rakousko) v ivodni davce
10 mg a dale podle monitorace hodnoty SPI (Surgical
Plethysmography Index). Pokud byla nutna svalova
relaxace, bylo pouZito atrakurium (Tracrium, Aspen
Pharma, Dublin, Irsko) v ivodni davce 0,5 mg/kg
a dale podle monitoringu hloubky svalové relaxace
(monitor byl integralni soucasti anesteziologického
pristroje Aisys) na hodnotu TOF 2 (train of four).
CA byla po tvodu vedena inhalacné isofluranem
(Forane, Abott Laboratories Ltd., Maidenhead
Berkshire, Velkd Britanie) v nosné smési kysliku
(FiO, 0,40) s oxidem dusnym s minimalni alveo-
larni koncentraci 0,8-1,0. Pokud byla nutnost de-
kurarizace na konci vykonu, byl podan neostig-
min (Syntostigmin, BB Pharma, Praha, Ceska
republika) v divce 1,5 mg intravenézné a atropin
(Atropin Biotika, BB Pharma, Praha, Ceska repub-
lika) v davce 0,5 mg intraven6zné. Pacientim
byla zaznamenana demograficka data a kazdych
5 minut v pribéhu operace krevni tlak, pulz, sa-
turace periferni krve kyslikem, vydechovana
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koncentrace oxidu uhli¢itého a télesna teplota.
Tekutinova terapie byla udrZovana balancovanym
krystaloidnim roztokem (Ringerfundin, BBraun,
Melsungen, Némecko) pies zavedeny periferni Zilni
katétr (18 G, BBraun, Melsungen, Némecko) v za-
kKladnim pfivodu 100 ml/h a dile podle krevni ztraty
a obéhové stability. Télesna teplota byla udrzovana
ve fyziologickém rozmezi mezi 36 a 37 °C vyhtivaci
podlozkou (Astopad, Stihler electronic, Stuttgart,
Némecko) a fukarem (Warm Air, Polymed, Hradec
Kralové, Ceska republika). Dychaci cesty byly za-
jiStény orotrachealni intubaci (SUMI, Sulejowek,
Polsko) nebo laryngealni maskou (Teleflex, Dublin
Road, Athlon, Westmeath, Irsko). Uméla plicni
ventilace byla objemové fizena nebo tlakoveé fizena -
objemové garantovana na dechovy objem 6 ml/kg
s dechovou frekvenci 12-16 dech@/minutu (podle
vydechované koncentrace oxidu uhlic¢itého v roz-
mez{ 35-45 mmHg) a s pozitivnim tlakem na konci
vydechu 4 cm H,O. Byl pouZit anesteziologicky pii-
stroj Aisys (GE Healthcare, Praha, Ceska republika).

Skupina pacientii v neuroaxialni anestezii (SAB)
podstoupila ortopedicky vykon - nadhradu kolen-
niho nebo kycelniho kloubu totalni endoprotézou
v subarachnoidalni anestezii. Subarachnoidalni
punkce byla provedena asepticky Quinkeho jeh-
lou (25 G, 88 mm, BBraun, Melsungen, Némecko)
v meziobratlovém prostoru L2/3 nebo L3/4 para-
medidlnim pfistupem po pfedchozi infiltraci mis-
ta vpichu 1% mesokainem (Mesocaine, Zentiva,
Praha). Intratekalné bylo podano 2,2 ml 0,5% le-
vobupivakainu (Chirocaine, AbbVie, Praha, Ceska
republika) a 2,5 mg sufentanilu (podani mimo SPC;
Sufentanil Torrex, Chiesi Pharmaceuticals, Viden,
Rakousko). Obéhova nestabilita po indukci suba-
rachnoidalni anestezie byla feSena titracné 10 mg
davkami efedrinu (Ephedrin biotika, BB Pharma,
Praha, Ceska republika). Béhem vykonu byla pa-
cientiim podavana titracné sedace midazolamem
(Midazolam Accord, Accord Healthcare Polska,
Varsava, Polsko). Pacientm byl podavan kyslik
oblicejovou maskou 5 1/min pfi poklesu saturace
pod 93 %. Monitoring a zadznam dat byl jinak ob-
dobny jako u pacientdl ve skupiné s CA.

Vsem pacientlim byla odebrana nesrazliva krev
(zkumavka s citratem) pfed podanim indukéni
davky anestetika nebo pred provedenim subarach-
noidalni punkce a po skonceni operace. Vzorky
krve byly umistény do chladnicky se 4 °C do doby
analyzy na maximalné 4 hodiny.

DETEKCE MIRY POSKOZENI DNA
Izolace lymfocytu z periferni krve

Lymfocyty byly z plné periferni krve izolovany
jiz popsanou metodikou [15, 16]. Do zkumavky by-
ly napipetovany 4 ml LSM (Lymphocyte Separated



Mediu, Biotech, Austria) a prevrstveny 4 ml ne-
srazlivé krve. Zkumavky byly centrifugovany (30
minut, 1500 rpm, 20 °C). Vznikly prstenec lym-
focytl byl pfenesen do centrifugacni zkumavky
(Sarstedt, Australia) a doplnén 10 ml PBS (Sigma
Aldrich, USA). Zkumavky byly centrifugovany
(10 minut, 1 500 rpm, 8 °C), sediment byl resus-
pendovan 10 ml PBS. Ve vzorku byla spocitana
koncentrace bunék (Biirkerova komfirka). Vzorky
byly opét zcentrifugovany (10 minut, 1500 rpm,
8 °C). Sediment byl zfedény PBS na koncentraci
1milion bunék/ml.

Alkalicka verze comet assay

K méteni poSkozeni DNA byla pouzita alka-
lickd verze kometového testu [12]. Pro sledovani
jednotlivych typt poskozeni (SSB zlomy, oxidova-
né pyrimidinové a purinové baze) byly lymfocyty
pipetovany po 35 pl do 1,5 ml mikrozkumavek
(Eppendorf, Germany). 85 ul 1% roztoku vysokotuh-
nouci agarézy (HMP agardza, Sigma Aldrich, USA)
v PBS bylo pipetovano na predpfipravené podlozni
sklo potazené 1% vodnym roztokem agarézy na
elektroforézu (Sigma Aldrich, USA), bylo prikryto
krycim sklem a tuhlo pfi 4 °C 5 minut. Po sejmuti
kryciho skla byla na HMP agardézu pipetovana smés
35 pl lymfocyth s 85 pl 1% nizkotuhnouci agardzy
(LMP agaréza, Sigma Aldrich, USA) v PBS o teplo-
té 37 °C. Gel byl prekryt krycim sklem a 5 minut
tuhnul pfi 4 °C.

Lyza bunék

Po sejmuti krycich skel byla na podlozni skla
vloZena do lyza¢niho roztoku (2,5 M NaCl; 100 mM
EDTA - kyselina etylendiamintetraoctova, Sigma
Aldrich, USA; 10 mM TRIS - tris(thydroxymethyl)
aminomethan, Sigma Aldrich, USA, pH 10) s 1%
Tritonem X-100 (Sigma Aldrich, USA). Vlyza¢nim
roztoku byla skla ponechana 1 hodinu.

Ovlivnéni enzymy

Sklicka, na ktera byly pipetovany enzymy (pro
detekci modifikovanych pyrimidinovych bazi en-
zym Endo I1I - endonukledza Il a modifikovanych
purinovych bazi enzym FPG - formaminopyrimi-
din-DNA-glykosylaza), byla vyjmuta z lyza¢niho
roztoku a tfikrat promyta ENDO pufrem (0,1 M
KCl, 40 mM HEPES - kyselina 4-(2-hydroxyethy-
1)-1-piperazineethansulfonova, Sigma Aldrich,
USA; 0,5mM EDTA, 200 pl/ml BSA - hovézi sérovy
albumin, Sigma Aldrich, USA, pH 8). Na gely na
sklickach bylo pipetovano 30 pl pfislusného en-
zymu, byly pfikryty krycim sklem a sklicka byla
inkubovana v termoboxu (30 minut, 37 °C). Sklicka,
na kterych nebyl pouzity enzym, zlistavaji v lyzac-
nim roztoku.

PUVODNIi PRACE

Rozplétani, elektroforéza a barveni

Po inkubaci a sejmuti krycich skel byla vSech-
na podlozni skla (ovliviiovana enzymy i neovliv-
néna) vyskladana do elektroforetického tanku
(Model A5 - Owl separation systems, Inc. Thermo
Scientific, USA) naplnéného elektroforetickym
pufrem o teploté 4 °C (300 mM NaOH, 1 mM EDTA,
PH 13). Alkalické rozplétani DNA probihalo po dobu
40 minut, poté byl pfipojen laboratorni zdroj EPS
300 IIV (C.B.S. scientific comapny, Inc., Taiwan)
a nasledovala 30minutova elektroforéza (25 V,
300 mA, 4 °C) [17]. Po elektroforéze byla sklicka
promyta tfikrat po dobu 5 minut neutralizacnim
pufrem (0,4M Tris-HCl, pH 7,5) a poté jednou re-
destilovanou vodou. DNA byla nabarvena 20 pl
ethidium bromidu.

Hodnoceni komet

Mira poskozeni DNA byla hodnocena pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu (Nikon Instruments
Inc., USA) s pfipojenou kamerou a analyzovana
byla programem Lucia comet assay (Laboratory
Imaging, Ceska republika). Byl pouZit objektiv se
zvétSenim 10x a rezim zeleného svétla pro ethdium
bromid. Hodnoceno bylo 50 bunék pro kazdy typ
poskozeni. Mira poskozeni byla hodnocena jako
procento DNA, kterd zlistala v jadie k DNA, ktera
se nachazi v ocasu komety (% tail DNA).

Metoda se fadi k pomérné ¢asové nenarocnym
(kolem 6 hodin) a nami provadéna varianta ana-
lyzy se pohybovala v ¢asovém rozpéti 7-8 hodin.
Dalsi vyhodou metody je jeji ekonomicka ne-
narocnost a velmi dobra citlivost a robustnost.
V soucasné dobé se také rozviji moznost vyuziti
komercné vyrabénych kitd, které cely proces znac-
né urychluji a dodavaji metodé lepsi reproduko-
vatelnost.

STATISTICKE ZPRACOVANI

Data byla testovana na normalitu D’Agostino-
-Pearson omnibus testem. Vysledky comet assay
byly pocitany pro kazdou kometku zvlast jako
% tail DNA. Demograficka data byla hodnocena
testem one-way ANOVA a Chi-square testem
(pro pohlavi). Porovnani vysledkd v obou sku-
pinach bylo pomoci dvouvybérového neparové-
ho Studentova t-testu, parového t-testu nebo
Wilcoxonova a Mann-Whitneyova testu (pro da-
ta bez Gaussova rozlozZeni). Data jsou ve tvaru
prameér (+ smérodatna odchylka) nebo median
(interkvartilové rozpéti) pro data bez Gaussova
rozlozeni. Pro statistickou analyzu byl pouzit pro-
gram GraphPad Prism v 6.0c (GraphPad Software,
Inc., CA, USA). Hladina statistické vyznamnosti
bylap=0,05.
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VYSLEDKY

Do studie bylo zafazeno 45 pacienttl, ale kompletni
data byla ziskana pouze od 34. Divodem byla nepou-
Zitelnost nékterych vzorkt pro analyzu kvili instru-
mentalnimu selhani. Ve skupiné s CA bylo 19 pacientl
a ve skupiné se SAB 15 pacienti. Demograficka data
a vysledky predoperacniho vySetfeni shrnuje tabul-
ka 1. Pacienti v SAB skupiné byly statisticky vyznamné
star$i. Pacienti ve skupiné CA méli vys$si hmotnost
a byli statisticky vyznamneé vyssi. Relevantni labora-
torni vysledky pred anestezii a idaje z peropera¢niho
prabéhu vykonu popisuje tabulka 2. Peroperacni flu-
oroskopie byla pouzita ve skupiné s CA u 7 pacientd,
Udaje o davce zafeni jsou v tabulce 2. Pacienti v CA
meéli statisticky vyznamneé vySsi tepovou frekvenci
a délku operace. Pacienti v SAB skupiné méli statistic-
ky vyznamneé vyssi pfedoperacni hodnoty koncentrace
hemoglobinu a vyss$i hematokrit.

Parametry poskozeni DNA shrnuji tabulky 3a 4
a znazornuji grafy 1-6. Procento zlomt DNA SSB
bylo statisticky vyznamné vyssi po celkové aneste-
zii s peroperacni fluoroskopii (grafy 1a 2). Procenta
oxidovanych pyrimidinovych bazi (ENDO - grafy
3 a 4) a purinovych bazi (FPG - grafy 5 a 6) byla
rovnéz statisticky vyznamné vyssi po operaci ve
skupiné CA. Parametry poskozeni DNA mezi pa-
cienty s a bez peroperacni fluoroskopie ve skupiné
CA nebyly statisticky vyznamné rozdilné, prestoze
vykazovaly trend k vy$§imu po§kozeni pti pouZiti
fluoroskopie (tab. 5). Nulova hypotéza, Ze CA po-
§kozuje DNA stejné jako SAB, byla vyvracena.

Tab.1 Demograficka data a vysledky predoperacniho vysetreni
pacient(l v obou skupinach

pocet

zena 9 7 0,96
muz 10 8 0,96
vék (roky) 40 (£15,6) 62 (£15,3) 0,0002
vyska (cm) 176,3(x75) | 1770(x92) 0,01
hmotnost (kg) | 88,5(x173) | 812 (x14) 0,2
BMI 284 (£52) | 276(x44) | 064
ASA | (%) 5 (26 %) 2 (14 %) 0,55
ASA Il (%) 10 (53 %) 9 (60 %) 0,36
ASA Il (%) 4 (21 %) 3(20 %) 0,22
ASA IV (%) 0 (0 %) 1(6 %) 0,25

ASA - klasifikace American Society of Anesthesia physical status,
BMI - body-mass index, CA - celkova anestezie, SAB - neuroaxidlni
anestezie

Data jsou zobrazena jako absolutni ¢isla, procenta nebo pramér

(+ smérodatna odchylka). N/A - neni pouzitelné.
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Tab. 2 Laboratorni vysledky z pfedoperacniho vysSetreni a udaje
z peroperacniho prdbéhu

sTK(mmHg) |96 (+9,9) 94 (+93) 047
TF (/min) 82 (+ 1) 74 (£73) 003
SpO, (%) 98 (+13) 96 (+19) 0,002
Hb (a/1) 16 (£207) |142(+168) | 0,0004
Htk (pomer) | 0,33 (£0,06) | 0,42 (+005) |<0,0001
Na(mmol/)  |139(+2,6)  |140(139-1405) | 053

K (mmol/l) 43(+03)  |42(+04) 054

Cl (mmol/l) 102(£43)  |104(£25  |027
Gly (mmol/) | 6(£09) 56 (+0.8) 029
?ri‘if]a) anestezie | 109 (+ 9) 108 (98-116) | 0,001
?cag;(/ac:;?) ?;16%6-1158,1) 0 M

CA - celkova anestezie, Cl - chloremig, Gly - glykemie, Hb - hemo-
globin, Htk - hematokrit, K - kalcemie, Na - natremie, SAB - neu-
roaxialni anestezie, SpO, - saturace periferni krve kyslikem, sTK -
stredni krevni tlak, TF - tepova frekvence, rtg - rentgenové zareni
Data jsou zobrazena jako priimér (+ smérodatnd odchylka) nebo
medidn (interkvartilové rozpéti) u souborl hodnot, které neprosly
testem normality dat. NA - neni pouzitelné.

Tab. 3
anestezii

- pred CA p hOanta
parametr

Hodnoty parametr(i poskozeni DNA u pacient( v celkové

758 (53-10]0) |10,53 (741-11,67) | < 0,0001
ENDO 8,66 (6,85-10,29) [12,57 (9,33-13,72) |<0,0001
FPG 8,09 (59-12,64) |11,75(8,38-15,32) |<0,0001

CA - celkova anestezie

Procenta DNA v ohonu komety u bunék bez inkubace s enzymy
(SSB), po inkubaci s endonukledzou Il (ENDO) nebo s formamido-
pyrimidin glykosylazou (FPG). Data jsou ve tvaru median (interkvar-
tilové rozpéti), jelikoz neprosla D’Agostino-Pearson omnibus testem
normality. P hodnota uddava vysledek Wilcoxonova testu.

Tab. 4 Hodnoty parametr( poskozeni DNA u pacient(
v subarachnoidalni anestezii

- Pred SAB Po SAB p hodnota
parametr

6,41(2,55-11,84) |6,76 (212-1225) | 0,76
ENDO 4,73 (3,35-14,88) | 4,96 (3,58-14,82) | 0,74
FPG 6,34 (3,86-20,41) | 7,02 (4,83-19,33) | 0,89

SAB - subarachnoiddini anestezie
Procenta DNA v ohonu komety u bunék bez inkubace s enzymy
(SSB), po inkubaci s endonukledzou Il (ENDO) nebo s formamido-
pyrimidin glykosyldzou (FPG). Data jsou ve tvaru median (interkvar-
tilové rozpéti), jelikoz neprosla D’Agostino-Pearson omnibus testem
normality. P hodnota uddva vysledek Wilcoxonova testu.
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Tab.5 Porovnani vysledkd poskozeni DNA u pacientt ve
skupiné CA s a bez peroperacni fluoroskopie ENDO CA

e

8,84 (6,75-11,09) | 11,6 (9,36-13,82) 0,23
ENDO 10,77 (7,74-14,44) 112,67 (11,09-14,83) | 0,55
FPG 10,6 (7,33-14,73) 13,92 (8,43-15,47) | 0,44 10 4

rtg - rentgenové zareni %
Procenta DNA v ohonu komety u bunék bez inkubace s enzymy

(SSB), po inkubaci s endonukledzou Il (ENDO) nebo s formami-
dopyrimidin glykosyldzou (FPG). Data jsou ve tvaru medidn (in- 59
terkvartilové rozpéti), jelikoz neprosla testem normality. Ve skupiné
pacientt s rtg zafenim test normality nemohl byt proveden pro
nedostatecny pocet pacientl ve skupiné. P hodnota udava vysledek
Mann-Whitneyova testu.

0=
Pred _CA Po _CA
SSB _CA
15 Graf 3 Pfitomnost oxidovanych pyrimidinovych bazi
(% tail DNA) u pacientl v CA
Procento DNA v ohonu komety u bunék po inkubaci s endo-
nukledzou Il (ENDO). CA - celkova anestezie, hvézdicka znaci
p < 0,0001.
10 =
%
5 ENDO _SAB
20 =
0= 15 =
Pfed _CA Po_CA
% 10
Graf 1 Poskozeni DNA (% tail DNA) u pacientli v CA
SSB - procenta DNA v ohonu komety u bunék bez inkubace s en- 5 o
zymy, CA - celkova anestézie, hvézdicka znaci p < 0,0001.
SSB _SAB 0f
15 = Pred _SAB Po _SAB
Graf 4 Pfitomnost oxidovanych pyrimidinovych bazi
(% tail DNA) u pacientli v SAB
10 o Procento DNA v ohonu komety u bunék po inkubaci s endonukle-

azou Il (ENDO). SAB - subarachnoidalni blokada.
%

Pfed _SAB Po _SAB

Graf 2 Poskozeni DNA (% tail DNA) u pacienti v SAB
SSB - procenta DNA v ohonu komety u bunék bez inkubace
s enzymy, SAB - subarachnoidalni blokada.

2019,30,& 6  ANESTEZIOLOGIE A INTENZIVNi MEDICINA 307



308

PUVODNIi PRACE

FPG _CA

20 =

¥

15 - _[_

% 10 =
5 =

0 = T

Pfed _CA Po _CA
Graf 5 Pritomnost oxidovanych purinovych bazi (% tail

DNA) u pacientti v CA

Procento DNA v ohonu komety u bunék po inkubaci s formamido-
pyrimidin glykosylazou (FPG). CA - celkovd anestezie, hvézdicka
znaci p < 0,0001.

FPG _SAB

25 =
20 -  E—

15 o

%

10

5+

0= T

Pfed _SAB Po _SAB
Graf 6 PFitomnost oxidovanych purinovych bazi (% tail

DNA) u pacientti v SAB
Procento DNA v ohonu komety u bunék po inkubaci s formamido-
pyrimidin glykosylazou (FPG). SAB - subarachnoidalni blokada.

DISKUSE

V nas$i pilotni studii jsme popsali poskozeni
DNA v pribéhu chirurgického vykonu srovna-
telného typu u pacientli v CA a v SAB. Celkovou
anestezii se jiz zabyvala fada autorii. Sardas et al.
popsali poskozeni DNA u pacientdl po abdominalni
chirurgii v celkové anestezii isofluranem, pficemz
zaznamenali statisticky signifikantni rozdily v po-
rovnani s kontrolni skupinou nebo se stavern DNA
pred anestezii [4]. Podobné vysledky na podobném
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souboru pacientfl byly publikovany i jinymi autory
[18]. Kadioglu et al. se zabyvali vlivem sevoflura-
nu u pacientek indikovanych k mastektomii na
poskozeni DNA s pouzitim dvou metod: comet
assay a alkaline halo assay [19]. Popsali statistic-
ky vyznamné poskozeni DNA po dvouhodinovém
vykonu obéma metodami. Nogueira et al. popsali
statisticky vyznamné poskozeni DNA druhy den
po chirurgickém zdkroku v anestezii desfluranem
[20]. Braz et al. se zabyvali sevofluranem a propofo-
lem v ramci miniinvazivni otorinolaryngologické
chirurgie, ktera trvala dvé hodiny [3]. Ani u jedné
skupiny pacientli nezaznamenali statisticky vy-
znamné rozdily v poskozeni DNA a jejich studie se
timto vymyka. Stran vlivu lokdlnich anestetik na
integritu DNA jsme nasli pouze animalni studie,
ve kterych byly navic pouzity jiné metody.

Nase vysledky a vysledky vyse uvedenych studii
nas stavi pred zasadni otazku genotoxicity anes-
tetik a chirurgického vykonu jako iatrogenni po-
Skozeni. Autofi citovanych studii sledovali kondici
DNA i v prvnich pooperacnich dnech a shoduji
se na tom, zZe k plné reparaci DNA dojde az mezi
3.a5. poopera¢nim dnem [4, 18, 19]. Tyto vysledky
se shoduji s daty nasi vyzkumné skupiny (dosud
nepublikovana data na jiném souboru pacienti).
Jaky to ma Kklinicky dopad, tedy dopad na stonani
pacientli a na zotaveni z opera¢niho traumatu
zatim nevime, podobné jako dopad statisticky
vyznamneé vyssiho po§kozeni DNA u pacienti v CA
v nasi studii. Souvislost s neurotoxicitou a rozvo-
jem pooperacni kognitivni dysfunkce mtiZeme
zatim pouze pfedpovidat [21]. Pfimy kancerogen-
ni vliv na lidsky organismus byl dosud prokazan
u halotanu [22], ktery byl z tohoto diivodu v hu-
manni mediciné zakazan. Nicméné, prestoze nase
vysledky prokazuji zménu DNA na subklinické
arovni, stale je to zména, kterd mtiZe vést k po-
tencidlné vys§imu riziku kancerogeneze. Vysledky
citovanych studii u pacientdl podstupujicich ope-
ra¢ni vykon i studii zabyvajicich se personalem
operac¢niho salu (tedy anestetik samotnych) [5, 6]
oteviraji dalsi otazky smérem k zavedeni prevence
poskozeni DNA jak u pacientfi, tak u personalu
operacnich salt [23] a revizi hygienickych norem
[24]. V otazce izolovaného vlivu opera¢niho trau-
matu na integritu DNA ziskame odpovéd pouze
neptimo. V nasem souboru pacientli prezentujeme
2 skupiny, které mezi sebou Ize jen velmi obtizné
porovnavat. Nicméné u pacientti v SAB bylo posko-
zeni DNA na konci vykonu minimalni. Divodem
muZe byt deaferentace z opera¢niho pole a mensi
centralné vedena reakce, ovSem imunitni reakce
SAB potlacena neni.

Nase studie ma nékolik limitaci tykajicich se
jejiho sekundarniho cile. Kohorty pacientd tvofily
dvé nesourodé skupiny, i kdyz jsme je vzajemné



neporovnavali. Dtvod jejich rozdilnosti byl ten,
Ze skupina CA s peroperacni fluoroskopii méla
mit vys$si inzult vii¢i DNA a skupina SAB mensi
pro potfeby testovani metodiky. Hlavni rozdily
u pacientdi v CA byly delsi ¢as operaci, opakované
operace (napf. pacienti po polytrauma), opakova-
né krevni prevody mezi operacemi (niz§i hemo-
globin a hematokrit, hemodiluce z kumulativné
vys$s$i pozitivni tekutinové bilance), probihajici
systémova zanétliva odpovéd (vyssi predoperacni
tepové frekvence), primeérné mladsi vék pacientd.
Zasadni limitaci, pokud bychom chtéli porovna-
vat izolované vliv typu anestezie, je kombinace
noxy vii¢i DNA: inhala¢ni anestetika a rtg zafeni.
Porovnani vysledkl poskozeni DNA u pacientl
s a bez peroperacni fluoroskopie sice neprokazalo
vyznamné rozdily, ale pro maly pocet pacienti
byl pouzity statisticky test bez dostatecné sily.
Nicméné, zjistili jsme trend k vysSimu poskozeni
DNA u pacientli s kombinovanou noxou. Vliv oxidu
dusného téZ nemtzZeme piehliZet, a to ani u perso-
nalu operacnich sald [25]. Dale, obé skupiny nebyly
randomizované. Pacienti byli do skupin zafazovani
prospektivné na dvou klinikach.

ZAVER

Prokazali jsme pouzitelnost metody comet
assay pro kvantifikaci zmén DNA u pacientil po
chirurgickém vykonu v anestezii. Ve skupiné
pacientt, ktefi podstoupili traumatologicky ope-
racni vykon v CA (isofluran + oxid dusny) s nebo
bez peroperacni fluoroskopie jsme prokazali stati-
sticky vyznamné poskozeni DNA metodou comet
assay. Ve skupiné pacientt, ktefi podstoupili orto-
pedicky operacni vykon vyznamné krats$iho trvani
v SAB bylo poskozeni DNA po operaci minimalni.
Vysledky negativniho ptisobeni anestetik na lid-
sky genom zasluhuji zavedeni preventivnich opat-
feni a oteviraji cestu k testovani protektivnich
konceptdl smétfujicich k minimalizaci poSkozeni
DNA v dtsledku podani anestezie a opera¢niho
traumatu.
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Akutni poranéni laryngu po prodlouzené umelé

plicni ventilaci

ShinnJR, et al. Incidence and outcome of acute laryngeal
injury after prolonged mechanical ventilation. Crit Care Med.
2019,47:1699-1706.

Prodlouzena trachealni intubace je uznavanou
pricinou komplikaci, postihujicich fe¢, mluvu,
dychani i polykani v disledku v dlisledku anato-
mického poranéni. Vyzkumny tym z Vanderbilt
University (Nashville, TN, USA) se tématu vénoval
v prospektivni studii u dospélych pacientdi, pfi-
jatych od srpna 2017 do kvétna 2018 do intenzivni
péce z nechirurgickych a netraumatologickych
indikaci. Pacienti byli intubovani déle nez 12 hodin
a po extubaci bylo u nich do 36 hodin provedeno
laryngoskopické vysetfeni. Kontrolni vySetfeni
terénu i zjisténi subjektivnich obtiZi bylo opako-
vano 10 tydnl po extubaci. Soubor vytvotilo 100
nasledné prijimanych pacientf v primérném véku
58,5 let; v 62 % byli zastoupeni muzi.
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Akutni trauma laryngu bylo endoskopicky po-
tvrzeno u 57 pacientd (57 %) se slizni¢nimi ulcera-
cemi nebo pozdéji s tvorbou granulaci. ZhorSily se
soucasné dechové obtiZe provazejici jejich chro-
nickou obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) (1,05;
0,48-2,10), vznikla vyznamna hlasova indispozice.
Komorbidity pacientl tvofily vyznamné rizikové
faktory; diagnosticky byly zastoupeny zejména
diabetes mellitus, vysoky BMI, intubace trache-
alni rourkou s ID < 7 mm, vySe uvedena pokrocila
CHOPN.

Pacienti maji byt na uvedené mozné kompli-
kace upozornéni, absolvovat kontrolni pfeSetfeni
arespektovat soubor doporucenych preventivnich
opatfeni po extubaci.

Pripravila doc. MUDr. Jarmila Drdbkovd, CSc.
e-mail: jarmila.drabkova@fnmotol.cz



