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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADM
ALI
ARDS
BAL
BNP
BPD
CAP
CAPS
CD
CCD
CINC
CPS
ELISA
ET
FiO,
GER
HCI
HFOV

ICAM

JIP

adrenomedullin

acute lung injury

acute respiratory distress syndrome
bronchoalveolarni lavaz

brain natriuretic peptide
bronchopulmonalni dysplazie
community acquired pneumonia
combined acid and small food patrticles
cluster of differentiation

charge coupled device
cytokine-induced neutrophil chemoattractant
carbamoyl phosphate synthase
enzyme-linked immunosorbent assay
endothelin

inspiracni frakce kysliku
gastroezofagealni reflux

kyselina chlorovodikova

high frequency oscillatory ventilation
intercellular adhesion molecule 1
interleukin

jednotka intenzivni péce



LIS lung injury score

LLAM lipid-laden alveolar macrophages

MCP monocyte chemoattractant protein

MIP macrophage inflammatory protein

MMP matrix metalloproteinase

MODS multiple organ dysfunction syndrome
P.O2 parcialni tlak kysliku v arterialni krvi
PCT procalcitonin

PPI proton pump inhibitor

PSI pneumonia severity index

RSV respiratory syncytial virus

SIDS sudden infant death syndrome

SNAP small non-acidified gastric particles
TIMP tissue inhibitor matrix metalloproteinase
TLR toll-like receptor

TNF tumor necrosis factor

TREM triggering receptor expressed on myeloid cells
TRPV1 transient receptor potential vanilloid 1
VAP ventilator-associated pneumonia

VCAM vascular adhesion molecule

VILI ventilator induced lung injury



2 UVOD

Aspirace v détském véku, zvlasté pak u déti nejmensich vékovych kategorii, je
spole€¢nou problematikou Iékafu fady oboru. S touto zavaznou a bohuzel i v dnesni
dobé mnohdy fatalni komplikaci, se setkavaji nejCastéji lékafi urgentni mediciny,
pediatfi, détSti anesteziologové a chirurgové. Vzhledem k dostupnosti novych
laboratornich postupl bylo hlavnim cilem pfi vzniku této prace pfispét k pfipadnému
doplnéni aktualnich diagnostickych postupld a pomoci tak nejen Iékafim pecujicim o
akutné nemocné déti, ale hlavné jejich malym pacientim. Jak vyplyva z vlastni prace,
i pfes vyznamné pokroky v détské intenzivni péci, zlstava fada probléma

nezodpovézena.

Prace vznikla za finan€ni podpory Vyzkumného zaméru Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni - PRVOUK P-36.



3 DEFINICE ASPIRACE, PATOFYZIOLOGIE,
DIAGNOSTIKA

Aspirace je definovana jako spontanni a nezadouci vniknuti nefyziologického obsahu
pod vazy hlasové. Kromé vlastniho ZaludeCniho obsahu muze byt pfitomna i
bakterialni slozka, tekutiny, krev, ¢astice potravy. Aspirace mize byt ticha, pfipadné
klinicky nerozpoznatelna, anebo s klinickym korelatem riizné zavaznosti. Na rozdil od
regurgitace pfi aspiraci vzdy vnikne aspirat pod vazy hlasové a nasledné do dolnich
cest dychacich. Ani pfi vyuziti sou€asnych diagnostickych postupu nebyva aspirace
vzdy v€as diagnostikovana a fada aspiracnich pfihod neni rozpoznana [1,2]. U déti,

zvlasté novorozencu a kojencu, je riziko aspirace vy$Si nez u ostatni populace.

3.1 Mechanismy vedouci k aspiraci

Riziko aspirace je v pediatrické populaci vy$Si nez u pacientll ostatnich vékovych
kategorii. Pfirozena funkce a koordinace polykani byva porusena fadou negativnich
vlivl, které zvySuji riziko aspirace. Z patofyziologického hlediska k nim Fadime

nasledujici mechanismy [3]:

e Pfechodna nekompetence gastroezofagealniho pfechodu - vyznam tohoto
faktoru stoupa pfi zavedené nazogastrické sondé, gastrostomii, pfitomném
gastroezofagealnim refluxu.

e Snizena motilita zaludku — byva potencovana mechanickou stfevni obstrukci,
hypoxémii, Sokovym stavem nebo uzitim sedativ i anestetik.

e ZvySeni nitrobfiSniho tlaku — ileus, meteorismus, ascites. U déti nejmenSich
vékovych kategorii (novorozenci, mali kojenci) se tento mechanismu muze

uplatnit i po krmeni.

Obrannym mechanismem aspirace je reflexni apnoe, ktera zabrarnuje pokracujici
aspiraci. Extrémnim disledkem je prolongovana vagotonie s rezultujicim syndromem
nahlého umrti kojence (SIDS). Ve vétSiné pfipadl vSak dochazi pfi aspiraci ke

korozivnimu poskozeni alveolokapilarni membrany kyselym Zalude¢nim obsahem



spojené se zvySenim jeji propustnosti. Vysledkem je extravaskularni exsudace

tekutiny s vysokym obsahem proteinu a nasledna respiracni dysfunkce.

Mikroskopické nalez alveolokapilarni membrany a zmény pfi plicnim poskozeni jsou

znazornény na obrazku 1 a 2:

Obrazek 1: Normalni mikroskopicky nalez alveolokapilarni membrany




3.2 Patofyziologie aspirace
Z patofyziologického hlediska |ze rozdélit jednotlivé typy aspirace nasledovné:

e Aspirace Cistého zaludeCniho sekretu, charakteru kyseliny chlorovodikové
S pH 1,5
e Aspirace malych zZaludeCnich Castic nekyselé povahy (SNAP)

e Kombinovana aspirace malych ¢astic s HCI (CASP)

Vlastni poSkozeni plicni tkané po aspiraéni pfihodé muze byt zpusobeno pfimym
pusobenim nizkého pH, jehoz vysledkem je apoptdza i nekréza pneumocytu . typu.
DalSim mechanismem muze byt nepfimé poskozeni alveolokapilarni membrany
pusobenim proinflamatornich mediatord s naslednou aktivaci capsaicin-senzitivnich
receptort (TRPV1) [4,5]. Experimentalni prace u potkanl sledovala vliv jednotlivych
typu aspirace na vyvoj plicniho poSkozeni. Plicni poSkozeni bylo sledovano zménami
v poméru P,0,/FiO,, obsahem albuminu a poétem bunék v BAL. Poskozeni
hladiny IL-10, CINC-1 a MCP-1, naopak doSlo ke snizeni hladiny TNFa oproti
aspiraci izolované zaludecni kyseliny ¢i SNAP. Statisticka analyza prokazala korelaci
vzestupu hladiny IL-10 v BAL a alveolarniho uniku albuminu u plicniho poskozeni na
podkladé aspirace. Je popsan efekt aplikace anti-IL-10 na zvySeni indexu
permeability albuminu, ale tento efekt nebyl prokazan u anti-MCP-1. Vysledek studie
ukazal, ze ruzné typy aspirace mohou byt charakterizovany typickymi cytokinovymi

profily zahrnujici IL-10 a MCP-1 a mohou mit diagnostické Ci prognostické vyuZiti [6].

3.3 Diagnostika aspirace

Ani soucCasny pokrok v diagnostice plicniho selhani nepfinesl definici zlatého
standardu pro diagnostiku aspiraci indukovaného plicniho poskozeni. DalSim
dulezitym problémem je absence jasnych diagnostickych kritérii, ktera by poukazala
na v€asnou diagnostiku podilu bakterialniho podilu na aspiraéni pfihodé. Odliseni
aspiracni pneumonitidy (inflamatorniho plicniho poskozeni) a aspiraéni pneumonie

(zanétu na podkladé bakterialni kontaminace) pfedstavuje i nadale vyznamny ukol



pro intenzivni medicinu [7]. LéCba aspiraéni pneumonie vyzaduje v€asné nasazeni
antibiotické terapie. Rutinni podani antibiotik u kazdého aspiracniho poskozeni plic je
spojeno se zvySenim rizika nasledného rozvoje bakterialni superinfekce
multirezistentnimi kmeny [8]. Neindikované podani antibiotik navic zvySuje riziko

rozvoje pneumonie typu VAP na jednotkach intenzivni péce [9].

Vyznamnym diagnostickym kritériem aspirace tak i v dnesni dobé zustavaji klinické
pfiznaky. Mezi zakladni klinické pfiznaky fadime piskoty, tachypnoe, cyandzu,
hypoxémii a hypotenzi, s naslednym rozvojem respiracniho selhani. Jedna se vSak o
pfiznaky velmi nespecifické. Navic se setkdvame se situaci, kdy aspirace byva
klinicky zcela néma. Specifickym pfiznakem pro aspiraci je pfitomnost ¢astic potravy,
pfipadné obsahu dutiny ustni, v bronchoalveolarnim aspiratu. Jak jiz bylo uvedeno,
pro v€asné zahajeni antibioticka terapie je nezbytné rozpoznat vniknuti bakterialné
kontaminovaného obsahu do dolnich cest dychacich. Experimentalni studie
prokazala vysSi bakterialni kontaminaci u zvifat s aplikaci bakterii po aplikaci
kyselého gastrického aspiratu, proti skupiné s aplikaci solného roztoku s neutralnim
pH [10]. Riziko bakterialni kontaminace s rozvojem pneumonie je pfi aspiracni
pfihodé vysoké, na druhé strané pausalni, a ne ve vSech pfipadech indikované
nasazeni antibiotické terapie, zvySuje vyskyt rezistence nemocnicnich bakterialnich

kmenu.

V klinické diagnostice aspirace je stale podstatné vylouCeni ostatnich pfiCin
respiracniho selhani. K diagnéze napomaha kombinace respiracniho selhani
s pfitomnosti zanétlivych zmén na rentgenovém snimku, které byvaji dominantné
v dependentnich okrscich plic. Ty mohou byt ovlivnény polohou pacienta, pfi které
k aspiraci doslo. Typicky rentgenovy nalez je znazornén na obrazku 3. Ani dalSi
vyuZzivaneé postupy, jako je pH monitoring, mikrobialni analyza, cytologie respiracniho
sekretu €i endoskopie neprokazaly jednoznacné vysledky pro potvrzeni diagnostiky
aspirace [11,12,13]. UrCeni biomarkerli aspirace by mohlo vyrazné zpfesnit
diagnostiku aspirace, bakterialni kontaminaci spojenou s aspiraci a nasledné tak

prizplUsobit IéCbu pacientu.

Vyuziti specifickych biomarkert v diagnostice aspirace bylo studovano jak ve studiich
u zvifat, tak v humanni mediciné. Nékteré slibné vysledky ziskané v experimentalni

mediciné nebyly dosud dostateCné ovéreny v klinické praxi [14].
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Obrazek 3: Rentgenovy nalez aspira¢ni bronchopneumonie u ditéte

3.4 Specifické biomarkery

Pepsin — jedna se o proteazu traviciho traktu uvolfiovanou z hlavnich bunék
ZaludecCni sliznice. Uvolnuje se degradaci pepsinogenu jako zasobniho prekurzoru
pusobenim HCI. Diky fyziologické absenci pepsinu v dychacim systému je jeho nalez
v BAL vyznamnym indikatorem aspirace. Z historického hlediska se jedna o prvni
biomarker studovany v souvislosti s aspiraci. Ke stanoveni aktivity pepsinu v
dychacich cestach byla vyuzZita jeho schopnost rozstépit definované mnozstvi
hemoglobinu [15]. Rada studii se dale zaméfila na moznost vyuziti pepsinu jak
v experimentalnich, tak klinickych studiich [16.17]. V pediatrii se objevila snaha
vyuziti pepsin nejen v diagnostice aspirace a mikroaspirace, ale rovnéz v diagnostice
gastroezofagealniho refluxu. ZvySena hladina pepsinu byla prokazana u déti
s klinicky prokazanou aspiraci (pfitomnost mléka v aspiratu z endotrachealni kanyly)
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a dale u déti s proximalnim (ale nikoli distalnim) GER. U déti s kombinovanym typem
GER (proximalni a distalni), byla vys$Si hladina pepsinu jen u pacientd s klinickymi
pfiznaky chronického kasle [18]. U vétSiny déti s anamnézou GER ¢&i chronickych
respiraCnich potizi, byla nalezena pozitivita pepsinu. V kontrolni skupiné nebyla
zaznamenana pozitivita pepsinu ani v jednom pfipadé [19,20]. Prdkaz pepsinu je
mozné vyuzit k diagnostice aspirace ventilovanych novorozencl, u kterych doslo
k aspiraci na podkladée GER [21]. Pfitomnost pepsinu byla zaznamenana
v trachedlnim aspiratu u vice nez 90% ventilovanych nezralych novorozencu a byla
CastéjSi u pacientl se zavedenou enteralni vyzivou. U vice nez poloviny téchto
novorozencl doSlo k rozvoji bronchopulmonalni dysplazie [22]. To poukazuje na
mozny podil aspirace jako jedné etiologické pri€iny rozvoje BPD. U akutné vzniklého
respiracniho selhani s nutnosti ventilace dospélych pacientd nepfinesly vysledky
detekce pepsinu jednoznacné vysledky. Klinicka data uvadi zachyt pepsinu
z trachealniho aspiratu jen u 10% ventilovanych pacientl Zivenych sondou. Pozitivni
nalez byl navic pouze u pacientu, ktefi neméli zvySenou polohu horni poloviny téla
[23,24].

U pacientd po transplantaci plic byl sledovan vztah mezi aspiraci zalude¢niho obsahu
a dysfunkci allograftu. Studie u 13 pacientd prokazala pfitomnost pepsinu u vSech
transplantovanych pacientt, ale u zadného kontrolniho zdravého dobrovolnika.
VétSina transplantovanych pacientd byla |éCena PPI, ale tato Iécba oproti

predpokladidm nemeéla vliv na potlaceni pfiznakd GER [25].

V souCasné dobé je vyznam stanoveni pepsinu, jako ukazatele aspirace
zpochybrnovan. Je to dano absenci standardu prikazu pepsinu v publikovanych
klinickych studii. K tomu pfistupuje problém velmi kratkého €asového useku, kdy je
mozno pepsin v BAL zachytit. Problémem je rovnéz kvantitativni stanoveni pepsinu v

BAL, které byva ovlivnéno fadou faktor(.

Lipid-laden macrophages (LLAM) - jsou makrofagy, ve kterych je pfi
mikroskopickém vySetifeni patrny obsah lipidu. Plvodné byly povazovany za prikaz
aspiratu s pfitomnosti tukovych ¢&astic. V roce 1985 Corwin a Irwin prokazali
pritomnost téchto makrofagl i u pacientd s ostatnimi onemocnénimi plicniho
parenchymu. V laboratorni praxi se jedna o semikvantitativni mikroskopické vySetfeni

100 makrofagll s ur€enim stupné obsahu lipidl v cytoplasmé makrofagu. Obsah
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lipidu v makrofagu je hodnocen stupnici od 0 do 4 dle opacifikace (pruhlednosti)
cytoplasmy. Stupen 0 je dan naprostou pruhlednosti cytoplasmy (bez obsahu tukové
slozky) a stupen 4 Uplnou neprihlednosti cytoplasmy zpusobenou pfitomnosti lipidu.
Dle popsaného hodnoceni se muze vysledny index pohybovat od 0 do 400. Ve své
dobé se jednalo o doplfiujici moznost prikazu ¢i vylou€eni pravdépodobnosti
aspirace u plicniho onemocnéni, avsak s relativné nizkou senzitivitou. Ta dosahovala
pouze 57% [26]. Recentni studie vSak nepotvrdily signifikantni korelaci mezi
obsahem LLAM a aspiraci. U zvifeciho modelu nebyl zaznamenan rozdil v LLAM
indexu pfi instilaci aspiratu s obsahem Skrobovych cCasti a roztoku obsahujiciho
bakterii Pseudomonas aeruginosa [27]. K obdobnému zavéru dosly i klinické studie.
V Pediatrii Bauer et al., neprokazali rozdil v mnozstvi LLAM u déti s chronickym
plicnim onemocnénim s pfitomnosti Ci nepfitomnosti aspirace [28]. Uvedené prace
tak nepotvrdily vhodnost tohoto diagnostického postupu v diagnostice aspirace, a to

ani u chronického plicniho postiZzeni.

Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (STREM) - jedna se o
skupinu receptorl exprimovanych na polymorfonuklearnich neutrofilech a na zralych
monocytech. Jsou charakterizované pfitomnosti jediné imunoglobulin-like domény.
Podléhaji regulaci po TLR aktivaci. Hypotéza o specificnosti téchto receptorl jako
infekénich markeru nebyla potvrzena. Nasledné studie prokazaly vzestup sTREM pfi
systémové odpoveédi i pfi polytraumatech a inflamatornich stfevnich onemocnénich
[29,30]. Z uvedenych duvodu se také nepotvrdila moznost vyuziti sSTREM jako

markeru aspirace, €i pfipadny pfFinos pro diagnostiku aspiraéniho syndromu.

Procalcitonin — je peptid slozeny ze 116 aminokyselin s identickou sekvenci jako
prohormon Kkalcitoninu [31]. Na rozdil od né&j vSak procalcitonin nevykazuje
hormonalni aktivitu. Za fyziologického metabolického stavu je PCT pfitomen v C-
bunkach &titné Zlazy. Pfi bakterialni infekci je detekovatelny vzestup hladiny PCT za
2 - 4 hodiny po inzultu, maximalni hladina je obvykle naméfena za 8 - 24 hodin po
zacCatku zanétlivé odpovédi a vzestup je zavisly na délce trvani infekce. Pokles PCT
je pak signalem uzdravovani. V pediatrii bylo vyuZiti prokacitoninu poprvé
dokumentovano Assicotem et al., u diferencialni diagnostiky virové a bakterialni
meningitidy [32]. V souCasné dobé je hladina PCT v séru rutinné pouzivana jako
ukazatel rychlé diagnostiky v intenzivni péci. Urcité limity jeho pouziti jsou pfi

lokalnim zanétu, u malignich onemocnéni a u pacientd s akutnim kardialnim
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selhanim. Po studii Assicota nasledovala studie u pacientd se zanétlivym plicnim
postizenim a u pacientd s aspiracni pneumonii. Tato skupina pacientl byla
porovnavana s nalezy u zdravych dobrovolnikl bez plicni patologie. Studie prokazala
nejvyssi hladinu PCT v séru u pacientl s pneumonii, v pfipadé pacientu s aspiraci
byla naproti tomu nejvysSi hladina N-PCT peptidu (amino-terminal PCT peptid) [33]. |
kdyz se prokazalo zvySeni nejen sérové hladiny PCT, ale i ostatnich prekurzoru
kalcitoninu, v klinické praxi se uplatnil PCT jako hlavni marker bakterialni infekce, bez

specifického vyznamu pro respiracni trakt.

DalSi prace se zaméfily na PCT jako mozny ukazatel aspirace. Do studie bylo
zarazeno 23 pacientld s uzavienym poranénim hlavy [34]. U deviti pacientl se
zjevnou aspiraci diagnostikovanou pfitomnosti zanétlivé infiltrace na RTG snimku do
24 hodin po inzultu a/nebo zjevnymi znamkami aspirace pfi bronchoskopickém
vySetfeni byly naméfeny inicialné vyssi hodnoty nez u pacientl bez aspirace. Je vSak
potfeba pfipomenout, Zze i kdyz sérova hladina PCT byla prokazatelné vysSi u
pacientl s aspiraci, ani vtomto pfipadé nelze odliSit mezi dvéma skupinami

aspirovanych pacientld — s pfimési mikrobialnich patogenu v aspiratu a bez ni.

CRP — poprvé byl detekovan v roce 1930 u pacientl s pneumonii. Svij nazev ziskal
na zakladé reakce s pneumokokovym C-polysacharidem plasmy pacientd v akutni
fazi pneumokokové pneumonie. V dalSim obdobi se stal jednou z klinicky nejcastégji
vyuzivanych bilkovin akutni fazi a vyznamnym ukazatelem inflamatorni reakce.
Pfedpoklada se, Ze hraje hlavni ulohu v opsonizaci infekéniho agens a jeho nasledné
likvidaci [35]. Existuje jen limitovany pocet studii poukazujicich na roli CRP u
aspiracniho syndromu, navic s nejednoznacnymi zavéry [36]. Oproti praktickému
vyuziti v diagnostice bakterialni infekce dychacich cest, ostatnich organovych
systétmu i sepse tak stanoveni hladiny CRP nelze jednoznacné vyuzit

v diagnostickém postupu aspiracniho syndromu.

Brain natriuretic peptide — pfipadné jeho neaktivni fragment NT-proBNP pfispiva
dlouhodobé ke zpfesnéni diagnostiky kardialniho selhani. Jedna se o peptid
s natriuretickym ucinkem, ktery je za fyziologickych okolnosti minimalné syntetizovan
v kardiomyocytech. K navySeni syntézy a naslednému uvolnéni dochazi za
patologickych stavu, pfi tlakovém ¢&i objemovém pretizeni myokardu. Je uvolnén ve

formé prohormonu, ktery je nasledné Stépen na dva fragmenty s odliSnou biologickou
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aktivitou (aktivni a neaktivni). Tato diagnostika je Siroce pouZzivana pro velmi dobrou
dostupnost vySetfeni a vyrazné zvySeni plvodnich fyziologickych hodnot BNP < 50
ng.I" na hodnoty nad 500 ng.I* a obvykle aZz nad 1000 ng.I" v pfipadé kardialniho
selhani. V pfipadé méfeni NT-proBNP jsou hodnoty zhruba poloviéni. Rada praci
prokazala jeho diagnosticky a prognosticky pfinos nejen u kardialniho selhani, ale
rovnéz u plicniho postizeni (ARDS) [37]. V klinice se vyuziva jak stanoveni BPN, tak
jeho neaktivni slozky, ale vzhledem k delSimu biologickému poloCasu a stabilité

nachazi vétsi uplatnéni méreni hladiny NT-proBNP.

Exhaled breath condensate leukotriens — leukotrieny se Fadi mezi derivaty
kyseliny arachidonoveé. Hraji vyznamnou roli v zanétlivé odpovédi. Vyznamné misto
pak pfedstavuji v patofyziologii astmatu. Leukotrien tfidy B, (LTB,4) pfispiva
k chemotaxi a aktivaci neutrofilll a nasledné akumulaci téchto neutrofild v plicich a
dychacich cestach u infekénich zanétlivych onemocnéni postihujicich respiracni
trakt. U LTB,4 byla experimentalné prokazana vyznamna role i pfi sekundarnim
poSkozeni pfi aspiraci kyselého obsahu [38]. Dle klinické pediatrické studie byla
nalezena vy3Si koncentrace exhalovanych leukotriend u déti s CAP oproti obdobné
stejné velké skupiné zdravych déti [39]. ACkoli v souCasné dobé neni po technické
strance metoda méfeni vydechovanych leukotrienl standardizovana, je mozno ji
oznacit na slibnou pro diagnostiku zanétlivéeho postizeni dychaciho systému, a to

vCetné aspirace.

3.5 Cytokiny

V souCasné dobé je podrobné popsana jejich patogeneze plicniho poskozeni na
podkladé aspirace s naslednou inflamatorni reakci. Rada z nich se rovnéz podili na
imunologickych reakcich pfi expozici mikrobialnim patogenidm. Po strukturalni
strance se obvykle jedna o peptidy. Radi se sem peptidy ze skupiny prozanétlivych
cytokind (TNF-a), interleukiny (IL-1B a IL-6) neutrofilni specifické chemokiny (IL-8)
cytokiny a monocyty aktivované neutrofilni chemoatraktanty (CINC-1, MCP-1, MIP-
2). Aktivita uvedeny cytokini generuje vzestup protizanétlivych cytokind (IFN-y, IL-

10). Ty naopak snizuji zanétlivou reakci a jejich vzestup je v optimalnim pfipadé
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spojeny se zlepSenim stavu. Méfeni cytokinl v BAL vyuzil Hutson et al.,
v experimentalni praci na skupinach hlodavct se zakladnimi typy modelové aspirace
(fyziologicky roztok, HCI, SNAP a CASP). Jako prediktivni ukazatel byla statisticky
vyznamna zmeéna koncentrace v BAL u TNF-a, MCP-1 a MIP-2. Vysledky u zvifat
ukazaly nadéjnou cestu vyuziti zmény hladiny cytokint v BAL za 6 a za 24 hodin po
experimentalnim inzultu pro diagnostiku jednotlivych typu aspirace [40]. Jedna se o
dilezitou praci v diagnostice aspirace s nadéjnymi predpoklady pro aplikaci

Vv humanni mediciné.

3.6 Potencionalni biomarkery

Pokud se tyka diagnostiky sepse Ci stupné organové poskozeni, nalezneme celou
fadu biomarkeru, které pfinasi slibné vysledky pro klinické vyuziti. Jen u malokterych

vSak nalezneme podrobnégjsi udaje o vyznamu téchto biomarker( pfi diagnostice

aspirace.

Biomarkery, u kterych se predpoklada vyuziti v diagnostice aspiraéniho syndromu,

jsou nasleduijici:

Carbamoyl-phosphat synthase (CPS)-1. Radi se do skupiny mitochondrialnich
enzymU exprimovanych v hepatocytech a slizni€nich stfevnich bunkach. Podili se
jako katalyzator v moCovinovém cyklu jaterni bunky. Potvrdil se pfedpoklad zvySeni
CPS-1 u septickych stavu a studie u mySi prokazaly platnost této hypotézy [41]. Zda
by tento biomarker mohl byt pfinosem jako ukazatel pfitomnosti aspirace, pfipadné
pfi odliSeni aspirace s/bez bakterialni patogenni pfimési, vSak dosud zlstava

nezodpovézeno.

DalSim perspektivnim biomarkerem je endothelin (ET)-1 a jeho prekurzor (proET-1).
Jsou soucasti endotelinového systému s Ucasti na fadé patofyziologickych pochodd,
vCetné sepse [42]. Klinicka studie u 21 dospélych pacientll prokazala zvySenou
mortalitu u pacientd, ktefi méli Casné zvySenou hladinu ET-1. Toto zvySeni bylo ve
skupiné pacientd, ktefi neprezili, doprovazeno i zvysenim TNF-a [43].

Receptor for advanced glycation endproducts (RAGE) jedna se o viceligandovy

transmembranovy receptor o hmotnosti 35 kDa exprimovany ve tkanich a cévach,
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nejvyssi koncentraci pak RAGE dosahuje v plicni tkani [44]. Je mu pfisuzovana
vyznamna uloha v aktivaci nuklearniho faktoru ®B. Pravé pro lokalizaci receptoru
hlavné v plicni tkani je pfedpoklad vyuziti tohoto markeru pro diagnostiku poskozeni

pneumocytul |. fadu [45].

Copeptin je peptid slozeny ze 39 aminokyselin, ktery vznika odstépenim
z prekurzoru, ktery ma copeptin spole€ny s vasopresinem. Rozsahla studie prokazala
jeho prognosticky vyznam u pacientl s infekci dolnich dychacich cest. Vy3Si hladina
spociva v rozsahlé kohorté pacientl ve studii, celkem do ni bylo zahrnuto 545

pacientl [46].

Adrenomodullin je peptid slozeny z 52 aminokyselin s vasodilatacnim efektem.
Hraje dualezitou roli v imunoregulaénich mechanismech. Jeho vyznam spociva
v inhibici proinflamatorni cytokinové produkce, mimo jiné inhibici exprese MCP-1
[47]. Limitaci pro jeho klinické vyuziti je velmi rychla eliminace z ob&hu. Jako feSeni
se nabizi vyuziti stabilnéjSi prekurzoru (pro-ADM). Slibné vysledky byly nalezeny u
pacientd s CAP, kde hladina pro-ADM byla signifikantné vy$Si u pacientd s horsi

prognézou hodnocenou dle PSI [48].

3.7 Signalni molekuly

Metaloproteinazy:

Matrix metaloproteinaza 9 — fadi se do skupiny zinek-dependentnich endopeptidaz.
MMP9 spolu s elastazou plsobi jako regulaéni faktor pro migraci neutrofili pres
bazalni membranu. MMP-9 se podili na fadé bunécnych pochodu, véetné produkce
bioaktivnich molekul, expresi apoptickych ligandi € modelaci povrchovych receptora
fady bunék. Regulaéné pak pfi vzestupu hladiny MMP-9 pusobi specifické inhibitory
metaloproteinaz (TIMP). V prubé&hu studia matrix metaloproteinaz byla zjisténa jejich
vyznamna uloha v regulaci vyvoje extracelularni matrix v embryonalni fazi [49].
Nasledné byla popsana jejich uloha v fadé biochemickych a biologickych pochodu
[50]. V klinické problematice se prokazala klicova role MMP-9, MMP-2 a jejich
inhibitord v patofyziologii inflamatorniho poskozeni plic u ARDS u dospélych pacientu

[51]. U patofyziologickych pochodu u pediatrickych pacientl s plicnim selhanim
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nebyly prokazany identické vysledky jako u dospélych, autofi tento fakt vysvétluji
kromé odliSného mechanismu rozvoje pediatrického ARDS také vétSi plasticitou
plicniho parenchymu u déti ve stadiu repara¢nich zmén [52]. Byla rovnéz studovana
uloha MMP-9 jako prediktivniho ukazatele zavaznosti ARDS u déti. Ve studii u 33
détskych pacientd s ARDS (kontrolni skupina zahrnovala 21 ventilovanych pacient
bez ARDS) byl prokazan statisticky vyznamny vzestup MMP-8 i MMP-9. Rovnéz
v pfipadé Casného zvySeni MMP-9 byla prokazana statisticky vyznamna korelace

s délkou umélé plicni ventilace [53].

Adhezivni molekuly:

Adhezivni molekuly patfi do skupiny proteind odpovédnych za adhezi leukocytl na
endotelialni bunky, prezentaci antigent s naslednou aktivaci leukocytl. Jsou

indukovany vzestupem hladin cytokina.

Intercellular Adhesion Molecule 1 — dle CD klasifikace nese oznaceni CD 54.
ICAM-1 je exprimovana na povrchu fady bunék imunitniho systému. U pediatrickych
pacientl byla zjisténa vySSi hladina u pacientd s akutnim plicnim poskozenim.
Vysoké hladiny ICAM-1, které dosahovaly hodnoty nad 1000ng.ml™, pak byly spojeny
rovnéz s vysSi umrtnosti pacientld [54]. K obdobnému zavéru pak dospéli autofi pfi
studiu dynamiky ICAM-1 u déti s indikaci HFOV [55].

Vascular Adhesion Molecule 1 — dle CD klasifikace ma oznageni CD 106. Radi se
mezi vyznamné komponenty v leukocyto-endotelialni adhezivni kaskadé v daném
C¢asovém intervalu. Tento faktor je proto fadi k perspektivhim ukazatelim rozvoje
plicniho poskozeni. V recentni klinické studii u dospélych pacientl dosli autofi k

obdobnym zavérum jako u studii s adhezivni molekulou ICAM-1 [56].

Fraktalkin — fadi se do skupiny chemokint CX3C a po strance strukturalni se jedna o
polypeptid. Primarné je exprimovan na povrchu endotelialnich bunék s ukolem
podpory adheze leukocytll na aktivované endotelialni buriky. Jako signalni molekula

pusobi v solubilni formé a je silnym chemoatraktantem monocytl a T-lymfocytu.
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4 AKTUALNIi MOZNOSTI VYSETRENI KONCENTRACE
BIOMARKERU PRO ZPRESNENIi DIAGNOSTIKY
ASPIRACNIHO SYNDROMU

4.1 Uvod

Jednim z davodu relativné pomalého pokroku ve zpfesnéni diagnostiky aspiracniho
syndromu byla finan€ni i technologicka naroCnosti pouzivanych metodik. To byl
divod limitace vyuziti téchto vySetfeni v klinické praxi, které se tak uplatfiovaly
hlavné v experimentalnich studiich. Teprve zavedeni multiplexové imunoanalyzy
umoznilo vyraznéjSi pokrok v klinické analyze biomarkeri. Zavedeni multiplexové
imunoanalyzy na lékarské fakulté UK v Plzni (pracovisté Centralni laboratofe pro
imunoanalyzu) vroce 2004 pfineslo vyznamné moznosti pro klinickou praxi.
Spoluprace s uvedenym pracovistém byla vyznamnym faktorem umozniujici viastni

provedeni prace.

4.2 Multiplexova imunoanalyza

Multiplexova imunoanalyza je analyticky postup, ktery umozniuje stanoveni vétSiho
mnozstvi analytd v jediném vzorku o malém objemu (mikrolitry). Podle metodiky
provedeni délime multiplexovou imunoanalyzu na tandemovou hmotnostni

spektrometrii, mikroCipy a XMAP metodiku.

4.3 Charakteristika typ imunoanalyzy

Jednotlivé typy se liSi nejen viastnim provedenim analyzy, ale rovnéz dalSimi
parametry. Charakteristika podtypd imunoanalyzy je uvedena s ohledem na klinické

vyuziti [57]. Klady a zapory jednotlivych metodik jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tandemova hmotnostni spektrometrie:

Tato metodika je vhodna pro vySetfeni velkého poctu vzorku. Pofizovaci naklady jsou
vysoké. Velké naroky jsou kladeny na obsluhujici personal. V pediatrii (resp.
neonatologii) se tato metodika rutinné vyuziva pfi novorozeneckém screeningu
metabolickych vad. Tandemova hmotnostni spektrometrie umozni vySetrfeni fady
metabolickych vad s nizkou incidenci ploSnym vySetfenim vSech novorozencl

metodou suché kapky krve [58].

MikroCipy:

Jedna se o vySetfeni protein0 na podkladé genetiky. Ur€itou nevyhodou je
semikvantitativni stanoveni vysledkd, coz je limitujicim faktorem pro porovnavani

vysledku a jejich statistické zpracovani.

XMAP:

Imunoanalyticka metodika umozriujici kvantitativni ur€eni koncentrace vétSiho poctu
analytu. Tato metoda umoznuje analyzu raznych télesnych tekutin jak v humannich,
tak experimentalnich podminkach. Pocet latek, které je mozno analyzovat, zalezi na

pouzitém pfistrojovém vybaveni.

Spickové pristroje Flexmap® umozriuji analyzu az 500 latek v jednom vzorku, doba
vySetfeni je méné nez 30 minut. Jedna se vSak o vybaveni finanéné extrémné
naroc¢ne, které nebyva bézné k dispozici. Vlastni zpracovani probiha metodou
prutokové cytometrie. Méfeny analyt je navazan na barevné mikrokuli¢ky a vlastni
mérfeni probiha 2 lasery, kdy jeden méfi druh analytu (kvalitu) a druhy mnozstvi

analytu (kvantitu).

Ptistroj Luminex® 100/200™ je analytické zafizeni pracuijici na obdobném principu a

umoznuje vySetieni az 100 analytd z 1 vzorku.

Zatizeni Magpix® predstavuje dostupnou variantu pro vySetfeni maximalné 50 vzork(

v objemu 25 mikrolitrd. Doba vySetfeni je do 60 minut. Toto zafizeni je dostupné pro
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potfeby Fakultni nemocnice Plzefi a Lékarské fakulty UK v Plzni. Vysledky tohoto

vySetfovaciho postupu byly vyuZity pro vlastni praci.

4.4 Vysetieni analyzatorem Magpix®
Tento typ analyzatoru pfedstavuje optimalni pomér mezi naklady a vytéznosti.

U preanalytické faze odpada nutnost separace na mikrofiltraénich destickach, coz
umoznuje automatizaci a nasledné zrychleni celého postupu. Vlastni analyza jiz
neprobiha na podkladé prutokové cytometrie, ale magnetické separace. Barevné
kulicky nesouci antigen nebo protilatku jsou zaroven magnetické a pfi méfeni jsou
magnetem natazeny do méfici komarky a umistény na méfici sténu. Dojde
k osviceni zelenym (525nm vinové délky) a cervenym (635nm vinové deélky) laserem.
Vlastni vyhodnoceni probiha po nasnimani CCD kamerou a naslednym softwarovym
zpracovanim. Jedna se o otevieny systém, Ize tedy vyuzivat kity s riznou skladbou
vySetifovanych analytl. Ur€itou nevyhodou (ale stejnou jako v ostatnich postupech) je

nemoznost statimového vysetfeni.

Tabulka 1: Srovnani jednotlivych metodik

Metodika Cena Naroénost Srovnani Proteom Genom
Tandemova MS - - + + +
Mikrocipy + + - + +
XMAP + + + + +
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5 METODIKA:

5.1 Charakteristika souboru pacienti

Kritériem pro zafazeni pacienta do souboru bylo respiracni selhani u pacienta < 18
let véku s nutnosti umeélé plicni ventilace. Etiologicky se ve vSech pfipadech jednalo
o plicni selhani na podkladé aspirace. VSichni pacienti byly léCeni na JIRP Détské
kliniky LF UK a FN Plzen.

Zavaznost plicniho postizeni byla hodnocena dle Lung Injury Score (Murray score),
které je uvedeno v tabulce 2. Zavaznost celkového stavu détskych pacientl byla

hodnocena podle Pediatric risk of mortality score - PRISM [59].

Pozadovanym kritériim vyhovovalo celkem 15 pacientl, ve vékovém rozmezi od 0 —
132 mésicu, s medianem 34 mésicu. Pomeér muzi/zeny byl 7/8. LIS skére hodnotici
zavaznost respiracniho selhani mélo median 2,0 s rozmezim od 0,5 do 2,8. PRISM
skore hodnotici zavaznost celkového stavu pomoci predikce mortality se pohybovalo
od 10 do 40 s medianem 18. Jednalo se tedy o pacienty v klinicky zavazném stavu.
Dva pacienti zemfeli, mortalita v daném souboru pacientl byla 13,3%. Podrobné

udaje jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 2
Lung Injury Score
1. RTG nélez:

Bez alveolarni konsolidace 0
Alveolarni konsolidace v 1 kvadrantu 1
Alveolarni konsolidace ve 2 kvadrantech 2
Alveolarni konsolidace ve 3 kvadrantech 3
Alveolarni konsolidace ve 4 kvadrantech 4
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2. Hypoxemické skore:

PaO,/FiO, > 300

Pa0,/FiO, 225 — 300

Pa0,/FiO, 175 — 224

PaO,/FiO, 100 — 174

Pa0,/FiO, < 100

3. PEEP skoére (v pfipadé UPV):

PEEP <5 cm H,0

PEEP 6 — 8 cm H,0

PEEP 9 —11 cm H,0

PEEP 12 — 14 cm H,0

PEEP > 15

4. Plicni compliance (je-li znama):

Compliance > 80 ml/cm H,0

Compliance 60 — 79 mil/cm H,0
Compliance 40 — 59 ml/cm H,0
Compliance 20 — 39 ml/cm H,0

Compliance < 19 ml/cm H,0

Celkové skore se vypocte podilem kazdé €asti:
0 — bez plicniho poskozeni
1 - 2,5 - lehké az stfedni plicni poSkozeni

> 2,5 — tézkeé plicni poSkozeni
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Tabulka 3: Souhrn udaji vyzkumu

| ia Minimum maximum

Pocet pacientl 15
Vék (mésice) 15 22,0 34,0 9,0 0,0 132,0
Hmotnost (kg) 15 11,4 11,9 9,0 3,0 50,0
Pohlavi

Zena 8 53,3

Muz 7 46,7
PRISM 15 18,9 9,3 18,0 10,0 40,0
LIS 15 2,0 0,5 2,0 1,0 2,8
Umrti

Ano 2 13,3

Ne 13 86,7

5.2 Odbér materialu

U danych pacientl byla vySetfovana koncentrace sledovanych analytl v séru a
bronchoalveolarni aspiratu v ¢ase za 1, 24 a za 48 hodin. Jako €as 0 byl uréen Cas
intubace u pacientl intubovanych na JIRP, pfipadné ¢as pfijeti na JIRP u téch
pacientd, ktefi vyzadovali UPV jiz pfed pfijetim na JIRP. Vlastni imunoanalyza byla

provedena s vyuZitim pfistroje Magpix®.

5.3 Prehled sledovanych markert

Do studie byly zafazeny markery, které se podileji na patofyziologické kaskadé
respiratniho selhani, tedy TNF-a, IL-6 a BNP. Tyto byly doplnény biomarkery, u
kterych jsme zvazovali moznost jejich nasledného vyuziti v upfesnéni diagnostiky
aspiracniho syndromu (MMP9 a TIMP1, ICAM, VCAM a fraktalkin).
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6 VYSLEDKY:

6.1 Cil a hypotéza prace:

Na zakladé nové dostupnych imunoanalytickych metod byla provedena analyza
biomarkert u détskych pacientl s respiraénim selhanim na podkladé aspirace. Byly
vySetfovany jednotlivé markery v séru a bronchoalveolarni tekuting, ktera byla
ziskana trachealni aspiraci. Pfi praci byla vyuzita metodika imunoanalytické
sandwitchové metody systémem MAGPIX®. Popis této metody je uveden

v pfedchozim textu.
V daném souboru pacientt byly stanoveny k ovéreni 3 cile:

1. Existence korelace mezi dynamikou koncentrace analyti v séru a BAL.

2. Statisticka vyznamnost ¢asového vzestupu (poklesu) sledovanych biomarkert
v séru a BAL.

3. Zavislost dynamiky sledovanych biomarkert na klinické zavaznosti stavu
pacienta (dle LIS a PRISM skore).

U v8ech pacientl byla vySetfena hladina biomarkeru v ¢ase 1, 24 a 48 hodin a to jak
v plasmé, tak v bronchoalveolarni tekuting. Cas 0 byl dan u pacienti s provedenou
intubaci pred pfijetim na JIRP Casem pfijeti, u ostatnich pacientd ¢asem intubace.
VyCet markerl s jednotkami, ve kterych je udana jejich koncentrace, je uveden

v tabulce 4.

Tabulka 4: Seznam markert

TNF-a (pg.ml™) MMP9 (pg.ml™) BNP (pg.ml™) Fractalkin (pg.ml’
1
)

IL-6 (pg.ml™) TIMP1 (ng.ml™) ICAM (ng.ml™) VCAM (ng.ml™)
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6.2 Vysledky

1. Vysledky prvniho cile - existence korelace mezi dynamikou koncentrace

analytl v plasmé a trachealnim aspiratu

Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich grafech

pro jednotlivé biomarkery. V

uvedenych grafech byl hodnocen 24 hodinovy rozdil, ktery byl stanoven jako hodnoty

v ¢ase 24 minus hodnota v ¢ase 1. Vzhledem k poctu pacientl a hodnot rozlozeni

vysledku byly pouzity neparametrické koeficienty korelace.

Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich grafech pro jednotlivé biomarkery:

TNF_alfa
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TIMPs

Neparam. koef. korelace

300 0,02
250
200 *
150 P
100 *
¢ 50 &
r T O T ’ T T 1 BAL
-400 -200 -50 200 400 600 800
-100
-150
¢ 00
-250
Plasma
Fractalkine
600 -
Neparam. koef. korelace
600 - 0,29
400 -
300 A
200 A
100 -~
-800 -609 -400 -200 -YOO } 4 200 BAL
-200
Plasma
100
500
oL e 4
. 0 * ¢ ¢ ; . BAL
-100 eso %%, 100 200 300
-100 -~
150 - Neparam. koef. korelace
i 0,25
¢ -200 -
-250 -
Plasma

28




VCAM
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U Zadného ze sledovanych parametrd nebyla prokazana statisticky vyznamna

korelace mezi dynamikou zmény biomarkert v séru a BAL.

2. Vysledky druhého cile - statisticka vyznamnost vzestupu (poklesu)

sledovanych biomarkert v séru a v bronchoalveolarni tekutiné

Hodnoceni dynamiky zmén koncentrace mediatord v Case jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. Pro statistické zhodnoceni byl vybran Wilcoxonuav parovy

test:

Hodnoty biomarkert v séru v ¢ase 1 hodina:

[Parametty N Mediin  ikvartl 3 kvaril |

TNF_alfa 14 8,76 4,84 24,46
IL6 15 133 11,41 575,56
BNP 15 277,98 96,34 2271,59
MMPs9 14 175978 79 003,3 284951
TIMPs1 14 115,95 71 169,8
Fractalkine 13 73,12 48,63 122,95
ICAM 14 155,15 121,06 218,07
VCAM 13 1074,13 919,21 1698,7
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Zména hodnot biomarkert v séru v ¢ase 24 hodin:

TNF_alfa 14 5,555 3,34 9,46 0,0382 *
IL6 15 49 17,16 149,46 0,0884 NS
BNP 15 1404,66 55,03 8246,31 0,57 NS
MMPs9 14 67624,02 38753,02 175927,5 0,0303 *
TIMPs 14 151,1 81 301,9 0,0413 *
Fractalkine 13 33,06 9,17 58,5 0,2081 NS
ICAM 14 146,32 107,31 191,69 0,3967 NS
VCAM 14 966,225 673,09 1354,89 0,0088 *x

Zména hodnot biomarkert v séru v ¢ase 48 hodin:

Parametry N median 1. kvartil 3. kvartil p Vyznamnost
TNF-a 13 8,06 4,22 9,9 0,0464 *

IL6 14 49,08 19,29 104,9 0,0736 NS
BNP 14 324,21 34,32 1864,92 0,7057 NS
MMPs9 13 82199,34 67517,08 118814,5 0,0231 *
TIMPs 13 166,7 83,6 219,8 0,9165 NS
Fractalkine 12 29,68 17,315 60,995 0,0597 NS
ICAM 13 157,14 102,86 187,28 0,7532 NS
VCAM 13 809,04 674,18 1229,73  0,0186 *

Z vySe uvedeneého pfehledu je patrné, Ze statistickou vyznamnost zmén koncentrace
sledovanych biomarkerl v séru maji po 24 hodinach: TNF-a, MMP9, VCAM
(sestupné tendence) a TIMP1 (vzestup). Po 48 hodinach jsou statisticky vyznamné
zmény v séru u TNF-a a MMP9 (po uvodnim poklesu nasledny vzestup) a VCAM,

kde doSlo k opétovnému, statistiky vyznamnému poklesu.
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Hodnoty biomarkerti v BAL v ¢ase 1 hodina:

BAL- TNF-a 12 4,2 0,64 55,155
BAL- IL-6 10 644,515 13,24 2184,2
BAL- BNP 12 3,2 3,2 29,73
BAL- MMPs 9 15 331762,3 112339 991962,3
BAL- TIMPs 1 15 28,9 16 97,3
BAL - Fractalkine 11 14,66 3,2 96,2
BAL- ICAM 15 11,47 8 28,83
BAL- VCAM 15 8 8 8

Zména hodnot biomarkert v BAL v ¢ase 24:

BAL- TNF-a 14 6,21 0,64 27,11  0,8934 NS
BAL- IL-6 13 361,08 53,55  1434,32 0,859 NS
BAL- BNP 13 40,45 16,2 57,21 0,2207 NS
BAL- MMPs 9 15 570103 196112,7 1395976 0,4265 NS
BAL- TIMPs 1 15 160,3 31,1 192,9 0,0409 *

BAL - Fractalkine 9 26,51 19,46 545 0,5754 NS
BAL- ICA (ng/ml) 15 22,57 8 70,54 0,1632 NS
BAL-VCAM (ng/ml) 15 8 8 8 0,666 NS

Zména hodnot biomarkert v BAL v ¢ase 48 hodin:

Parametry N median 1. kvartil 3. kvartil p vyznamnost
BAL- TNF-a 10 10,425 1,75 38,44 0,944 NS
BAL-IL-6 10 182,865 64,02 676,83 0,2626 NS
BAL- BNP 10 20,265 7,97 46,39 0,5276 NS
BAL- MMPs 9 14 472079 222318,8 868332,6 0,7299 NS
BAL- TIMPs 1 14 144,45 38,2 215,8 0,0595 NS
BAL - Fractalkine 12 57,695 17,695 78,43 0,475 NS
BAL- ICAM (ng/ml) 14 10,955 8 25,25 0,8505 NS
BAL- VCAM (ng/ml) 14 8 8 8 10,8243 NS

Zména hladin sledovanych biomarkerd v BAL byla statisticky vyznamna po 24
hodinach pouze u TIMPs1 (vzestup), zmény po 48 hodinach neprokazaly statistickou

vyznamnost ani u jednoho biomarkeru.



3. Zavislost dynamiky biomarker( na zavaZnosti plicniho postiZzeni (dle LIS a

PRISM skore):

TNF_alfa_1 TNF_alfa_1
5 5
* * * *
01 Koef. korelace ‘ s * * 0 “0 ‘
| 0,39 * 5 +*
-10 - Neparam. koef. korelace -10
e 0, 2‘;‘ * *
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-20 p=0,004 * * 20 - * # 40;-19,14
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Posledni Cast statistického zpracovani vychazela z predpokladu mozné hodnoceni
zavaznosti klinického stavu, tedy =z korelace mezi dynamikou koncentrace
jednotlivych biomarker( a zavaznosti klinického stavu dle LIS a PRISM skore. V této
Casti prace vSak nebyla prokazana korelace ani vjednom ze sledovanych

biomarkeru.
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7 DISKUZE

Plicni selhani u déti pfedstavuje zavazny stav v détské intenzivni péci. Uvedena
studie wvyuziva nové moznosti imunoanalytickych metod a navazuje na
experimentalni praci [60], ktera vznikla na stejném pracovisti. Vénuje se v pediatrii
vyznamné oblasti respiracniho selhani na podkladé aspirace. V pisemnictvi je

relativné malé mnozstvi praci, zabyvajicich se touto oblasti.

Zavaznym problémem v analyze a nasledné interpretaci imunologické kaskady
jednotlivych markerd muze byt rozliSeni vlivu primarniho inzultu (aspirace) a
nasledné terapie (uméla plicni ventilace) s rizikem rozvoje VILI. To se vV praci
prokazalo v analyze dynamiky biomarkerd vplasmé a v BAL. Zmény hladin
mediatoru v séru a BAL nemaiji statisticky prokazanou korelaci. Pro pfipadné budouci
studie ztoho vyplyva vhodnost vySetfeni koncentrace v obou biologickych

materialech.

Statisticky vyznamné jsou zmény v sérovych hladinach TNF-a, MMP9, VCAM a
TIMP1. U prvnich tfi jmenovanych dochazi v prvnich 24 hodinach k vyznamnému
poklesu sérovych hladin. Tyto vysledky jsou v souladu s dfive publikovanou praci
Sasek et al. [61], ktera hodnotila détské pacienty s respiraénim selhanim s rdznymi
etiologickymi pfiCinami. UrCitym prekvapenim jsou nizsi absolutni hodnoty sérovych
hladin u vSech sledovanych markeru. Nepotvrdila se tak Uvaha, Ze aspirace by méla
mit vyS8i mediatorovou odezvu pro pFfedpokladanou agresivitu uvodniho inzultu
zpusobuijiciho plicni poskozeni. Po 48 hodinach dosSlo u pacientd s aspiraci
ke statisticky vyznamné zméné jen u VCAM (pokradujici pokles). Opacny trend
(vzestup) byl pozorovan u tkanového inhibitoru TIMP1, ktery byl v ¢ase 24 hodin
statisticky vyznamny. Jedna se o reakci tkafiového inhibitoru s vazbou na zinkovy
atom MMP9.

Ponékud odlisné, ale dle zavért v bodu 1 vcelku oCekavané vysledky, pak byly ve
sledovani dynamiky koncentrace analytl v BAL. Statisticky vyznamny byl pouze
pokles TIMP1 ve 24. hodiné.
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DalSi faze prace se soustfedila na zjisténi vztahu mezi zménami hladin jednotlivych
markerl a zavaznosti klinického stavu hodnoceného dle skérovacich systému LIS a
PRISM. Bylo vyuZito neparametrickych metod korelace z divodu zamitnuti normality
rozloZeni. Statisticky vyznamna korelace mezi zménou hladiny sledovanych markerud
a zavaznosti plicniho poSkozeni (LIS) a celkového stavu pacienta (PRISM) nebyla

prokazana.

Ze sledovanych markert se potvrdily slibné vysledky sledovani hladin matrixovych
metaloproteinaz (v uvedeném piipadé MMP9) a jejiho inhibitoru (TIMP1). Ze skupiny
adhezivnich molekul zprostfedkovavajicich pevnou vazbu leukocytd na endotelialni
buriky byly zaznamenany statisticky vyznamna data u VCAM. V kontroverzi

s publikovanou praci Saska se neprokazaly zmény u fractalkinu a ICAM.

Jednim z vyznamnych cild prace mél byt pfispévek k diferencialni diagnostice
plicniho selhani na podkladé aspirace. Jak je uvedeno v patofyziologické casti,
mechanismus plicniho poskozeni pfi aspiraci ma sva specifika a pfes fadu
provedenych studii je objektivni diagnostika stale obtizna. V této praci byly prokazany
nizsi sérové hladiny MMP9 u aspirovanych pacientd nez u souboru pacientd
s ostatnimi typy respiracniho selhani. Co je ale podstatné, je prukaz vysokych
hladiny MMP9 v BAL. Ve sledovaném souboru jsou naméfené hodnoty ve 48.hodiné
vice nez 2 krat vySSi nez v recentni praci Kong et al., ktera sledovala détské pacienty
s respiracnim selhanim na podkladé RSV infekce [62]. Pfiemz v citované praci
koncentrace MMP9 vyrazné prevySuji hodnoty u pacientd s ostatnimi typy
respiracniho selhani plicniho i mimoplicniho plvodu. Co je dale vyznamné, zZe
hodnoty MMP9 jsou v pfipadé aspirovanych pacientl vysoké jiz pfi Uvodnim
stanoveni v Case 1. Tento udaj tak vysvétluje absenci statisticky vyznamného

vzestupu hladin MMP9 v BAL pravé pro jiz vysokou koncentraci v ¢ase 1.
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8 ZAVER

Aspirace je stale velmi zavaznym stavem, ktery se v pediatrii objevuje s vySSi
frekvenci nez u dospélé populace. Rozvoj imunoanalytickych metod umozriuje zavést
do klinické praxe vySetfeni fady biomarkert. Cilem této prace bylo analyzovat prabéh
cytokinové reakce u skupiny pacientl, u kterych stale pretrvava nedostatek validnich
informaci pfi diagnostice a pfedpokladaném vyvoiji klinického stavu. Prace potvrdila
vyznam fady biomarker6 — MMP9, TIMP1, TNF-a a VCAM. Za vyznamnou
skute€nost Ize povazovat prikaz vyznamné zvySenych hodnot MMP9 v BAL a to jiz
v uvodni fazi onemocnéni. Tyto hodnoty vyznamné prevySovaly hodnoty u RS
virovych infekci, u kterych byla dosud prokazana nejvyssi stimulace MMP9. Do
budoucna by bylo vhodné ovéreni tohoto poznatku na vétSim souboru pacientl. U
sledovaného souboru pacientd se naopak nepodafilo prokazat korelaci mezi
dynamikou koncentrace MMP9 (ale ani u dalSich biomarkertl) a zavaznosti plicniho
poSkozeni. Predikce zavaznosti plicniho postizeni s vyuzitim multiplexové
imunoanalyzy trachealniho aspiratu tak zlstava i nadale oteviena pro vyuziti

v klinické praxi.
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Souhlasim s pljéovanim doktorské disertani prace “ Proteomicka analyza
bronchoalveolarniho aspiratu a séra u déti s respiraCnim selhanim na podkladé

aspirace Zaludecniho obsahu®.
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