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1. UVOD

Zanétliva odpoveéd’ (ZO) je zékladni reakci organismu na poSkozeni bunék a tkani
ruzného typu. Jde o komplexni a vysoce konzervativni proces, do kterého jsou zapojeny
zékladni souc¢asti imunitniho systému (vrozena a adaptivni imunita). Jednotlivé faze zadnctu
jsou z pohledu casového pritbéhu neostie ohranicené, fada z nich probiha paralelné, vzajemné
se ovliviluji pozitivnimi 1 negativnimi zpétnymi vazbami a jsou propojeny s fadou dalSich
funkéné vyznamnych, primarné¢ neimunologickych systémt (slozky hemostazy,
makrocirkulaéni systém a tkanova mikrocirkulace). Cilem ZO je zvrat patologického procesu
s cilem zachovéni strukturdlni a funk¢ni integrity Zivého organismu. Za fyziologického stavu
je vysledkem ZO reparace anebo regenerace poSkozenych tkani, zatimco za patologického
stavu dochézi k dlouhodobé poruse funkéni nebo strukturdlni integrity cilové tkan¢.

Zanét je iniciovdn rozpozndnim patologického signdlu (poskozeni) infekéniho ¢i
neinfekéniho charakteru, kdy je priméarné€ aktivovan malo specificky a evolu¢né stary vrozeny
imunitni systém a poté je, podle potieby, koordinované zapojen i adaptivni imunitni systém.
Soubé&Zzné s aktivaci imunitniho systému v misté patologického procesu, jsou také iniciovany
procesy vedouci k ohraniceni (kompartmentizaci) poskozeni, napt. prokoagulacni aktivita na
postkapildrni trovni mikrocirkulace a protizdnétlivé neurohumoralni reakce mimo lozZisko
poskozeni. UGelem je regulace prozanétlivého stavu a zabranéni nezadoucimu $ifeni
(dekompartmentizaci) zanétu do okolnich tkéni a systému makroorganismu.

Pokud ma pilisobeni vyvoldvajiciho inzultu nadhrani¢ni (nepfiméfenou) intenzitu
anebo dobu trvani, mize dojit k dysregulaci ZO nejprve na lokalni, a poté i na systémové
urovni. Zanét potom zméni sviij pivodné ptiznivy (obranny, regulovany) zadouci charakter na

nepiiznivy (destruktivni, dysregulovany) nezddouci. Moznym nésledkem je pak rozvoj nejen



tkanové (organové) dysfunkce v misté plivodniho inzultu, ale tento stav muze vést k
patofyziologickym zméndm ve vzdéalenych organovych systémech. VSechny faktory, které
ovlivityji vysledny typ imunitni reakce (tzv. effector class of response), prozatim nejsou plné
objasnény, a na toto téma se vedou jiz nékolik desitek let odborné diskuze (Seong SY et al.,
2004).

Inzulty, které vedou k takovému poskozeni tkani, aby vyvolaly nezddouci zanétlivou
reakci, se daji orientan¢ rozdélit na dvé zdkladni skupiny: 1) infekéni a 2) neinfekéni.
Infekcni inzulty jsou jiz po mnoho desetileti extenzivné zkoumany na vSech vyzkumnych
urovnich (experimentalni a humanni studie). Za patogen muize byt povazovana jakakoliv
bakterialni, virova, mykotickd i parazitarni infekce se schopnosti poskodit buniku. Imunitni
systém rozpoznava konkrétni antigenni struktury mikrobidlni stény, produkty mikrobialniho
metabolismu, toxiny, apod. Po rozpoznani dojde k ptislusné reakci vedouci v optimalnim
pfipadé k lokdlni eliminaci patogenu, neutralizaci toxinu a vytvofeni pamétové stopy
(protilatkové a bunécéné). Mezi neinfekéni inzulty lze zatadit nadmérné pisobeni
mechanickych, fyzikalnich a chemickych faktori. Na podkladé téchto neinfekcnich podnéti
dochazi k: a) ptimé destrukci (nekrdze) bunék spojené s nekontrolovanym, nebo jen ¢astecné
kontrolovanym (nekroptoza), vyplavenim intracelularniho obsahu mimo buiiku, b) tkanové a
bunécéné ischemii, tj. snizené nebo uplné vymizeni krevni perfize spojené s hypoxii/anoxii
tkan¢ spolecné se sniZenim ptivodu nutri¢nich substratii a lokélni aktivaci mikrocirkulacni
koagulace, c¢) hromadéni produkti anaerobniho metabolizmu (zvyseni intracelularni
koncentrace kyseliny mléc¢né (laktat) provazené metabolickou acidézou) a d) po pfipadném
obnoveni prokrveni tkan¢, k tzv. reperfuznimu poSkozeni spojenému s tvorbou nadmérného
mnozstvi reaktivnich kyslikovych (ROS) a dusikovych (RNS) sloucenin, oxidativnim
poskozenim riznych bunécnych struktur (enzymatické systémy, nukleové kyseliny, apod.) a

dysregulaci redoxni signalizace (Lee MY et al., 2008).



K inzultiim, které maji potencial vyvolat systémovou reakci, tzv. syndrom systémové
zangtlivé odpovédi (SIRS), Ize zatadit i rozsdhlé chirurgické vykony. Tyto extenzivni vykony
jsou obvykle provazeny tkanovym poskozenim, které zahrnuje lokalni mechanicky a termicky
stres, krvaceni provazené lokalni tkaniovou hypoxii a ischemicko-reperfuznim poskozeni.

Zvysujici se pocet extenzivnich chirurgickych vykont je povazovan v poslednich
letech za velky problém zdravotni péce (Barrie PS et al., 2000; Khuri SF et al., 2005;
Jakobson T et al., 2014, Dobson GP et al., 2015). Tyto vykony casto vedou ke klinickému
obrazu v literatufe popsanému jako tzv. critical surgical illness (Barrie PS et al., 2000). Mezi
klicové faktory zvySujici riziko neptiznivého klinického vysledkt chirurgickych pacientt se
tadi: pokrocily vék, komorbidity a rozsah a neodkladnost vykonu (Pearse RM et al., 2006,
Jhanji S et al., 2008). Odhaduje se, Ze se kazdy rok celosvétove provede az 234 miliont
rozsahlych operacnich vykonti. To odpovida cca 1000 umrtim a 4000 zavaznych komplikaci
kazdou hodinu, z nichz az polovin¢ Ize dle nékterych autora ptredejit (Dobson GP et al.,
2015). Typickym predstavitelem vysoce rizikového vykonu jsou gastrointestinalni resekéni
vykony (Jakobson T et al., 2014).

Existuje fada klinicko-fyziologickych a laboratornich parametrd, na jejichz podkladé
je mozno orientacné hodnotit stupenn pooperacniho SIRS: dechova frekvence (DF), tepova
frekvence (TF), télesna teplota (TT), celkovy pocet a diferencidlni rozpocet leukocyti, sérova
hladina C-reaktivniho proteinu (CRP), interleukinu (IL)-6 a albuminu (Bone et al., 1992).
Jejich vypovédni hodnota mad ovSem svoje limitace. Obecné akceptované biomarkery
efektivné hodnotici miru chirurgického inzultu (chirurgického traumatu), a tim 1 velikost
rizika vzniku dysregulované imunitni ZO, nejsou prozatim k dispozici. Takovéto biomarkery
by mohly pomoci, napt.: 1) k lepSimu porozumeéni patofyziologie chirurgického traumatu, 2)

k ¢asné diagnostice moznych lokalnich ¢i systémovych komplikaci, 3) ke zpfesnéni



monitorace efektu pooperacnich terapeutickych intervenci a 4) k odhadu kratkodobého a
dlouhodobého klinického vysledku pacienta.

Dalsi z moznych markerti odrazejici charakter, popfipadé miru, inzultu by mohly byt
povazovany tzv. molekuldrni vzorce asociované s poskozenim (DAMPs). Jsou tak
oznaCovany latky se signalizacnim potencidlem, které se vyplavuji po poskozeni tkani
neinfekénimi a infekénimi inzulty (Seong SY et al., 2004, Lotze MT et al., 2005, Foell D et
al., 2007; Kaczmarek et al. 2013). Podskupinu DAMPs ptedstavuji tzv. alarminy. Jde
pfevazné o primarné intracelularni proteiny, které hraji svou specifickou fyziologickou roli v
riznych bunkach organizmu, napt. fagocyty, epitelidlni bunky, keratinocyty apod. Pii
poskozeni strukturdlni integrity buiiky (napt. vlivem nadmérného fyzikalniho piisobeni), nebo
pti jeji aktivaci (napf. vlivem zanétu) jsou alarminy uvolnény, popt. aktivné secernovany, do
extracelularniho prostfedi, kde uplatituji svou bioaktivni funkci. (Foell D et al., 2007; Pugin
J, 2012).

Dynamika sérovych hladin alarmini ma tedy potencial Casné reflektovat také miru
chirurgického traumatu. Zjisténi role vybranych alarminti vramci ZO na chirurgické

perioperaéni poSkozeni tkdni je hlavnim cilem této védecké prace.
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2. TEORETICKA CAST - PATOFYZIOLOGIE STERILNIHO ZANETU

2.1 ROZPOZNAVANI POSKOZENI A TEORIE NEBEZPECi

Pivodni teorie snazici se vysvétlit a popsat principy odpovédi imunitniho systému
organismu na inzult byla zalozena na teorii o rozpoznavani télu vlastnich a cizich antigeni,
tzv. self/non-self (SNS) teorie, za kterou Burnet a Medawar obdrzeli v roce 1960 Nobelovu
cenu. Nov¢jSim pohledem je koncept tzv. terorie nebezpeci (angl. danger theory, popf.
danger model), ktery je v mnoha aspektech odliSny, nebot’ je zaloZzen na schopnosti
imunitniho systému rozliSit podnéty na télu bezpe€né a nebezpecné (Matzinger P, 2002).
Jinymi slovy, vlastni struktury (self) jsou schopny vyvolat imunologickou reaktivitu, pouze
pokud jsou nebezpecné (zpisobuji poSkozeni), a naopak cizi struktury (non-self) jsou
tolerovany, pokud nejsou nebezpecné. Vyhodou teorie nebezpeti je, Ze je schopna
univerzalngji vysvétlit nékteré specifické aspekty imunoreaktivity. Jedna se naptiklad o
situace, kdy jsou pfi laktaci tolerovany nové vzniklé ,,cizi* antigeny matetského mléka anebo
situaci, kdy pfi Cisténi zubl pravideln¢ dochazi k obvykle dobte tolerované bakteriemii, ktera
nebyva imunocyty vniména jako ,,nebezpecna“. Dale jde o né&které piipady autoimunitnich
reakci, kdy jsou rozpoznany i télu vlastni antigeny, protoze jsou vnimany jako potencidlné
nebezpecné. Teorie nebezpeci dale popisuje, ze k tomu, aby imunitni systém reagoval, je
obvykle nezbytna nejen pfitomnost antigenu, ale i soucasného tkanové postizeni. Piikladem
muze byt napt. vakcinace, kdy aplikace pouze antigenli infekéniho agens casto nevyvola
pozadovanou imunitni odpovéd’, pokud neni pfitomna alespoil minimalni tkénova iritace
(poskozeni). Zajimavou myslenkou je, Ze imunitni odpoveéd’ je kontrolovana piedevsim na

podkladé vzijemné komunikace mezi imunitnim systémem a tkdnémi a vlastni antigeny
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patogennich mikroorganizmii hraji jen dopliujici roli. V rozhodovacim procesu o vysledné
samotny vliv typu patogenu (Seong SY et al., 2004).

Teorie nebezpeci je soucasti snahy o vysvétleni patofyziologie aktivace a modulace
reakce imunitniho systému v ramci neinfekéniho inzultu a byla inspiraci a podkladem pro

veédecké aktivity popsané dale v ramci této disertacni prace.

2.2 SIGNALIZACE POSKOZENi

V ramci evoluce se vyvinuly mechanismy slouzici k rozpoznani signalti vznikajicich
v ramci neinfekéniho (a také infekéniho) poskozeni organizmu. Pfi naruSeni bunééné integrity
jsou pasivné uvolnény a vyplaveny, popiipad¢é aktivné generovany signaly nebezpeci. Tyto
signaly jsou na tkanové urovni detekovany specifickym systémem receptort pro rozpoznavani
molekulovych vzorct, tzv. pattern recognition receptors (PRRs), poté dale zpracovany a
vyhodnoceny. Nasledné dochdzi kurcitému typu bunécné reakce. V roce 2004 byla
formulovana velice zajimava teorie hydrofobicity, zaloZzend na tom, ze aktivaci imunitniho
systému jsou schopny vyvolat pouze hydrofobni ¢asti molekul pfislusnych antigenti. Soucasti
této teorie je tvrzeni, ze role PRRs zpocatku vyvoje vicebunéénych organizmii spocivala
pouze v rozpoznavani signall sterilniho poskozeni a infekénimu agens tyto transmembranové
molekuly slouZily pouze jako kanal ke vstupu do bunky. Posléze si buiikky postupné rozvinuly
schopnost rozpoznavat a reagovat na antigeny patogeni pravé cestou PRRs, coz je zvyhodnilo
v ramci jejich pteziti (Seong SY et al., 2004).

Signaly poskozeni mohou z funkéniho hlediska vyvolat v cilové buiice n€kolik

zékladnich typtl reakce, viz Tab. 1.
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Tabulka 1. Typy bunéénych reakci po stimulaci (podle Krysko DV et al., 2001)

Typ bunééné

reakce Charakter Proces
chemotakticka najdic fizend migrace do mista poskozeni
2
fagocytarni sndz” pohlceni a zpracovani cilové struktury
2
zvySena exprese povrchovych molekul, zvyseni produkce a sekrece
imunostimuladni aktivuj* prozanétlivych latek, redukce ¢i potlaceni sekrece protizdnétlivych
7 latek
anergie, redukce produkce prozanétlivych humoralnich faktort a
imunosupresivni |, toleruj produkce a sekrece protizanétlivych latek
reparacni regeneruj* znovuobnoveni strukturalni a funkéni integrity tkané
2

O povaze této odpovédi rozhoduje nejen povaha inzultu, ale i lokalni mikroprostfedi

zahrnujici bunécné (rezidencni tkanové bunky), nebunécné intersticidlni struktury (molekuly

extracelularni matrix), ale 1 pfitomnost riznych humoralnich faktori (cytokiny, chemokiny,

rastové faktory). Zakladnim typem odpovédi na sterilni inzult je zanétliva reakce, ktera je

primarné urcena piedev§im vyieSeni a reparaci pfitomného tkanového poSkozeni, ale také ke

kontrole Sifeni inzultu. Iniciace a pribéh ZO jsou realizovany vrozenym a adaptivnim

imunitnim systémem. Za normalnich fyziologickych podminek je ZO peclivé fizena mnoha

kontrolnimi mechanizmy a zpétnymi vazbami, je vzajemné koordinovana a propojena s fadou

dalsich systému jako jsou hemostaza a komplementova kaskada.
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V ramci inzultu infek¢ni etiologie se primarniho rozpoznani patogenu v prvé tfadé
ucastni vrozeny imunitni systém. Makrofagy (M¢) a dendritické buiky (DC) rozpoznavaji
antigen, aktivuji se a produkuji fadu bioaktivnich molekul, napiiklad cytokinl, chemokinti,
ROS a RNS. Tyto ptisobky maji za kol pfimo znicit patogen a/nebo iniciovat a potencovat
obranou zanétlivou reakci zajiSténim dalsi aktivace a migrace aktivovanych
imunokompetentnich bunék do loziska infekce za Gcelem destrukce patogenu. Jejich dalSim
ukolem je aktivace bun¢k adaptivniho imunitniho systému (zejména T- a B-lymfocyty) a
pomoc pii vytvoreni patogen-specifické odpovédi cestou humoralni (protilatkové) imunity
a/nebo piimého cytotoxického pulsobeni. V situaci, kdy dojde k dysregulaci a tzv.
dekompartmentizaci zanétlivé odpovédi, vznikd sepse, kterd se vyznacuje sniZzenou funkci
vzdalenych orgédnt, naptiklad ledvin, plic, apod.

Pfi inzultu neinfekéni etiologie imunitni systém reaguje na vyplaveni signali, které
vznikaji pfi tkanovém poSkozeni (hypoxémie, chemicky, termicky, mechanicky a oxidativni
stres) provazeném smrti bunék (ndhodnd/prostd nekroza, nekroptdza, nekrdza nésledujici po
apoptoze, piekotnd apoptéza a autofagie), (Krysko et al., 2001). Mezi stavy, které v rdmci
sterilniho inzultu mohou vést aZ k jeho dekompartmentizaci, patii: rozsahlé chirurgické
intervence, traumata, akutni pankreatitida, zavazna forma ichemicko-reperfizniho poskozeni,
refrakterni faze Soku, viceCetné pievody krevnich derivati apod. Patologické signaly
vznikajici poskozenim pivodné zdravych bunéénych struktur se oznacuji souhrnnym nazvem

alarminy.

Nadmeérna dysregulovana zanétliva reakce organismu se mize rozvinout také mirné
odlisnym patofyziologickym mechanismem v situaci, kdy plivodné sterilni zdkladni
onemocnéni, provazend vyznamnym tkanovym poSkozenim, napiiklad mnohocetné trauma,

akutni nekrotizujici pankreatitida, jsou po ur¢ité dob& v prub¢hu hospitalizace v intenzivni
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péci komplikovany superinfekei infekénim agens (Pittet D et al., 1995). Tento stav obvykle
ve vysledku vede Casto k neobvykle rychle se rozvijejicim klinickym projeviim zdvazného
septického Soku, multiorganovému selhdvani a bezprostfednimu ohrozeni zivota pacienta.
Termin SIRS byl poprvé zminén Nelsonem (Univerzita Toronto) na prezentaci v ramci
Nordic Micro Circulation Meeting v Norsku v tinoru 1983. Definovan a oficialn¢ akceptovan
byl vramci konsenzudlni konference American College of Chest Physician a Society of
Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) vroce 1992 (Bone RC et al, 1992). Diagndza
syndromu je zalozena na piitomnosti alesponi dvou ze ¢tyt zékladnich komponent: horecka

nebo hypotermie, tachykardie, tachypnoe, leukocytéza nebo leukopenie (viz Tab 2).

Tab. 2. Syndrom systémov¢ zanétlivé odpovedi (SIRS)

SIRS
podminky parametry ke splnéni diagnézy poznamky
t&lesnd teplota jadra: méfeno v rektu,
teplota > 38 nebo <36 °C ustech, mo¢ovém méchyii anebo
P krvi
tenovd pfi absenci bolesti, farmakoterapii,
frgkvence > 90/min. primarni poruchy srde¢niho rytmu
(napft. bradykardie)
ffleCkhOVé > 20/min. nebo PaCO, < 32 mm Hg nebo potfeba mechanické plicni
rekvence ventilace
pocet <4 .10°/1 (<4000/mm?), > 12 . 10°/1
leukocytlh | (> 12000/mm?), nebo 10 % tyc¢i

PaCO; parcialni tlak oxidu uhlicitého

Prognostickd zavaznost SIRS se zvySuje se splnénim vice kritérii (Nesmith EG et al.,
2009). Validita téchto kritérii byla v poslednich desetiletich opakované kriticky
piehodnocovana, nicméné jejich platnost nadale trvd a do budoucna se neocekava jejich

zéasadni zména, spiSe doplnéni o nékteré parametry (spolehlivé biochemické markery).
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Jako sepse je oznaCovan SIRS pii prokazané, poptipadé¢ divodné piepokladané,
infekci. V literatufe se objevuji i terminy tézky SIRS pfii pfitomnosti orgdnovych dysfunkci
(severe SIRS) a SIRS sok (SIRS shock) pii pfitomnosti hypotenze navzdory adekvatni
tekutinové resuscitaci soubézné s nutnosti pouziti vazoaktivni terapie. Tyto terminy
odpovidaji v zasad¢ t€zké sepsi, respektive septickému Soku, jsou ovsem neinfekéni etiologie.
Podle nové definice sepse jiz provazanost sepse a SIRS neni zdliraziovana (Singer M et al.,
2016). Zjednodusené schéma rozvoje sepse, SIRS a syndromu polyorganové dysfunkce

(MODS) na podkladé inzultu infekéni a neinfekéni etiologie je zndzornéno na Obr. 1

primeé pasobeni infekéniho lokalniho poskozeni lokalni sterilni/mechanické
agens a jeho produkty bunék infekéni etiologie poskozeni bunék
{ PAMPs (LPS) ‘ ‘ alarminy ‘ ‘ alarminy ‘

€&
<~
-
| MODS

=
~_-
-
| MODS

Obr. 1. Schéma rozvoje sepse SIRS a MODS na podklad¢ infekéni a neinfekéni etiologie.

Pri infekcnim inzultu dochdzi ke zvyseni hladin PAMPs a alarminu, zatimco u sterilniho
poskozeni jsou stimulem pro aktivaci imunitniho systému alarminy. Pri nadhranicnim anebo
protrahovaném pusobeni lokalniho infekcniho, popr. sterilniho zanétu miize dojit k jeho

dekompartmentizaci a naslednée k rozvoji vzdalenych organovych dysfunkci.
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SIRS je ve své podstaté¢ znacn€ uniformni s mirnymi odchylkami v zéavislosti na
vyvoléavajicim faktoru. Orienta¢né lze vznik a priabeh SIRS rozdélit do 3 fazi:

Faze 1, kdy v misté inzultu dochéazi k lokélni cytokinové produkci se vznikem
zanétlivé reakce s cilem reparace patologického procesu (aktivace lokalnich imunocyti a
retikularniho systému, odklizeni poSkozenych struktur a tvorba novych funk¢nich struktur).

Faze 2, kdy jsou do lokalni mikrocirkulace uvoliiovany mensi davky cytokinii a
chemokint. Cilem je zlepSeni efektivity lokalni tkdnové zanétlivé/reparacni odpovédi a také
zajisténi kompartmentizace této prozatim lokalni reakce. Dochdzi k migraci a aktivaci
imunocytl a nékterych krevnich elementti (trombocyty), je zvySeny ptisun kysliku a zivin do
mista inzultu. Tato akutni faze je kontinudln¢ kontrolovana uvolnovanim protizanétlivych
mediatori ve snaze o udrzeni zanétu na lokdlni Grovni a redukci hladiny prozanétlivych
pusobkil v krevnim fecisti (v systému).

Faze 3, kdy homeostaza neni efektivné obnovena a dochazi k dekompartmentizaci
lokalni reakce systémove. Tato stimulace ¢asto vede k aktivaci fady dilezitych humoralnich i
bunéénych procesti (aktivace retikuloendotelidlniho systému, hemostazy, komplementu
apod.), coz muze mit ve svém dusledku vyznamné negativni dopad na vzdalené organové
systémy, a to aZ v podob¢ iniciace a rozvoje MODS. Navic, tzv. multi-hit teorie tykajici se
rozvoje MODS pfti SIRS je zalozena na ptedpokladu, Ze poté co primarni inzult vyvola SIRS,
kazdy nasledujici inzult zhorSuje (alteruje, dysreguluje) pribéh onemocnéni a zvysuje riziko

rozvoje MODS.

vewvr

definovat jako infekci zptisobeny SIRS. Spolu s antigeny infekéni etiologie (inzult v podobé

PAMPs pochazejicich z bakterii, vird, hub a parazitl) se na modulaci a amplifikaci, a
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pravdépodobné i dysregulaci zanétlivé odpoveédi organismu (zvySeni sekrece cytokint,
degranulace enzymi, lipidovych mediatort, zvyseni tvorby ROS a RNS) v rdmci sepse podili
také alarminy vyplavené pii poskozeni tkani. Alarminy tak maji vyznamnou roli i
v patogenezi toho klinicky nesmirn¢ vyznamného patologického stavu.

Vlastniho rozpoznani DAMPs se ucastni nékolik znamych systémi oznacCovanych
souhrnné¢ PRRs. PRRs jsou lokalizovany na mnoha bunkach téla, ale predilek¢éné jde o buiiky
vrozeného imunitniho systému (monocyto-makrofdgovy systém, neutrofilni granulocyty,
DCs, fibroblasty, endotelidlni bunky, buniky hladkého svalstva apod.). PRRs se vyskytuji
v povrchové membrané, v cytosolu anebo v jadru buiiky. Dle své molekularni struktury,
specifické afinity vaci ligandim a typu vysledné efektorové funkce se daji zhruba rozd¢lit na
dv¢ zakladni skupiny:

a. endocytické

Ukolem endocytickych PRRs je zajistit piichyceni, pohlceni a aktivovat destrukci
mikroorganizmi fagocyty.

b. signalni — toll-like receptor (TLR) dependentni a TLR non-dependentni
signalizace (viz nize).

Signalni PRRs rozpoznavaji PAMPs i alarminy. To nésledné vede k aktivaci riznych
bunéénych funkci, naptiklad expresi pfisluSnych genil je iniciovana a/nebo potencovana
produkce a uvolnovani cytokinli, produkce nékterych enzym, tvorba ROS a RNS, iniciace
diferenciacnich procesti buiiky, zmény morfologie a migracnich aktivit buiiky. PRRs hraji
zéasadni roli ve funkci nejen vrozené, ale 1 adaptivni imunity.

Mezi nejvice zkoumané PRRs patii TLRs, které jsou zakladni soucésti tzv. TLR-
dependentni signalizace. TLRs jsou vyvojové velmi starym a konzervovanym systémem.
Kromé¢ signalt sterilntho poskozeni, alarmind, maji TLRs schopnost rozpoznat Siroké

spektrum PAMPs ptichazejicich z vnéjSiho okoli buniky (bakterie, houby, paraziti, ale 1 viry),
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ale 1 po jejich proniknuti intracelularné. TLRs jsou transmembranové glykoproteiny
vyskytujici se na riznych imunitnich bunkach: M¢, B-lymfocyty, DCs, pfirozené zabijece
(NK), epitelové a endotelové bunky. Jsou lokalizovany jak v povrchové membrané, tak i
v cytosolu uvedenych bunék a v membran¢ endozomu. Skladaji se ze dvou casti: 1.
extracelularni LRR (leucine-rich repeat) domény a 2. transmembranové TIR (Toll/IL-1
receptor) domény. Zatimco LRR se podili na rozpoznani antigenu (ligandu), TIR pienasi
signal pfes adaptorové molekuly (MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM) tak, aby mohlo v dalSich
krocich dojit k postupné fetézové aktivaci riznych intracelularnich proteinové-enzymatickych
signalnich 1 efektorovych systémi. Vysledkem této transdukce signalu je naptiklad nékolik
mechanismu vedoucich k produkei cytokinti:
1. fosforylace a degradace proteinu inhibujiciho kB (IkB), coZz umozni aktivaci
nuklearniho faktoru (NF)-kB v bunééném jadru a expresi gent pro nékteré cytokiny.
2. aktivace nékterych proteinkindz (napt. MAPK) také zodpovédnych za produkci
cytokint.
3. aktivace regulacnich faktori interferonu (IRFs) fidicich tvorbu interferont (IFN) typu
L
Variabilita a rozsah rozpoznavani cestou TLRs je umoZnéna charakterem LRR a také

vytvarenim dimert (napf. heterodimer TLR 4/6, TLR 2/4, homodimer TLR 4/4, apod).

Kromé TLRs, existuji 1 dal$i systémy (tzv TRLs-nondependentni signalizace), které jsou
schopny pienosu patologického infekéniho signalu. Jedna se o:
e RLRs (RIG-like receptory), coz jsou intracelularnimi senzory urené zejména pro
rozpoznani virové dsSRNA (dvouvlaknové RNA) a ssRNA (jednovldknové RNA) a DNA.
Jejich prostifednictvim dojde pfevazné k aktivaci IRF (produkce IFN 1. typu) a v mensi

mife 1 k aktivaci NF-kB. RLRs v kooperaci s TLRs slouzi k aktivaci obrany proti
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Sirokému spektru virovych infekei (respiraéné syncytidlni virus, virus lymfocytarni
choriomengitidy a virus chiipky).

¢ NLRs (NOD-like receptory) ptedstavuji cytoplazmaticky receptorovy systém podilejici se
na regulaci procest zanctu a apoptdzy (kaspaza 1). Tento systém se rovnéz ucastni na
rozpoznavani mikrobidlnich (peptidoglykan, bakteridlni DNA, toxiny, dsRNA apod.) i
endogennich (v¢€. stresovych) antigen (extracelularni ATP, krystaly kyseliny mocové
apod.).

e CLRs (C-type lektinové receptory) patii mezi PRRs s lokalizaci v povrchové membrané
imunocytl. Maji pfevazné endocytickou funkci, podili se tim na destrukci patogent
v endozomech, ale mohou se UCastnit i signalizace. DokaZi rozpoznat napf. patogenni
antigeny mnoha bakterii, virdi, hub, parazitii i mykobakterii (manéza, fukéza, glukany
apod.). Dokazi také rozpoznat i nékteré neoantigeny (onkofetalni-carcinoembryonalni
antigen) na bunénych membranich a tim aktivovat jejich destrukci (pfima
komplementova cytotoxicita) nebo sekvestraci (fagocytdza).

e RAGE (receptory pro konecné produkty glykace) jsou transmembranové receptory
imunoglobulinové povahy s funkci PRRs. Jejich ligandem jsou HMGBI1, S100A (typ 7),
S100B, S100 P, amyloid-B-protein, AGE (kone¢né produkty pokrocilé glykace u diabetes
mellitus), apod. Po interakci se svym ligandem jsou aktivovany prozanétlivé geny. RAGE
je davan do spojitosti s fadou komplikaci chronickych onemocnéni (diabeticka neuropatie,
diabetick4 nefropatie, alzheimerova choroba, ateroskler6za apod.). M4 1 svoji solubilni

formu s-RAGE, ktera je povazovana za funkéniho antagonistu RAGE.

2.3 ALARMINY

20



Alarminy jsou molekuly endogenniho piivodu, které jsou zodpovédné za signalizaci
sterilniho poskozeni pro imunokompetentni buiiky. Patii do vétsi skupiny signald, pomoci
kterych tkdn¢ rozpoznavaji hrozici, nebo jiz probihajici, nebezpeci (DAMPs). Vyskytuji se za
normalnich okolnosti intracelularn¢ (intracytoplazmaticky nebo intramitochondridln€). Pti
fyzikdlnim (mechanickém, termickém) poskozeni tkdni a bunék se alarminy pasivné uvoliiuji
anebo jsou aktivné secernovany postizenymi bunikami a v nékterych ptipadech i imunocyty.
Jejich vyznam spociva ve schopnosti iniciovat a modulovat imunitni odpovéd’ véetné reparace
poskozeni. Alarminy ovliviiuji nejen funkci klasickych antigen-prezentujicich bun¢k, napft.
monocyti/M¢ a DCs, ale také eozinofild, zirnych bunék a neutrofilnich granulocytti. Mohou
vyvolat zanét bud’ pfimo, nebo také jako pomocné latky modulujici efekt jinych antigent
infek¢niho 1 neinfekéniho ptvodu. Mohou mit naptiklad funkci kofaktoru, popt. ko-
alarminu, anebo chaperonu pro PAMPs, naptiklad lipopolysacharid (LPS), (Tsan MF et al.,
2011).
signalizujicich nebezpeci/poskozeni, patri do nich tedy i s patogeny asociované molekulové

vzory, PAMPs.

2.3.1 PROTEINY S100A

Proteiny S100A byly popséany jiz téméf pred 50 lety. Jedna se o molekuly proteinové
povahy, které vazi Ca®* do své struktury dvou tzv. EF-hand motivi, které jsou spojeny
centralnim mustkem. EF-hand motiv se skldda z dvou helixii propojenych obloukem s afinitou
k vapniku (Obr. 2). Nazev celé skupiny byl odvozen od 100% rozpustnosti v amoniu sulfatu.
Dosud bylo popsano jiz vice nez 20 S100 proteinti (Moore BW et al., 1965; Heizmann CW et

al., 2002). Proteiny S100A jsou ptredev§im zodpovédné za regulaci intracelularniho
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metabolizmu kalcia (Ca®") a na kalciu zavislé signalizaci. Za normalniho normalniho stavu se
podileji také na mnoha dalSich fyziologickych bunéénych funkcich (transkripce, proteinové
fosforylaci, funkci cytoskeletu, rastu a diferenciaci bun¢k apod.). Kromé kalcia vazi nékteré
proteiny S100A i atomy zinku a médi.

Konkrétni zastupci této rodiny, zejména subtyp A, jsou povazovany za potencialni

alarminy pro jejich schopnost interakce s TLR 4 a RAGE.

proteiny S100A - EF-hand motif

Obr. 2. Schematické znazornéni molekuly proteinu S100A

Proteiny S100A se nachézi pfevazné€ v buitkdch myeloidni fady. SI00AS8 (taktéZ calgranulin
A, MRP8) a S100A9 (taktéz calgranulin B, MRP14) se vyskytuje v granulocytech,

monocytech a v ¢asném stadiu diferenciace M¢ (Foell D et al., 2007; Zwadlo G et al., 1988).
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V podminkéach zanétu lze expresi téchto proteinti také vysledovat v epitelidlnich buiikach a
keratinocytech (Frosch M et al., 2005). Protein SI00AS8 tvoii Casto heterodimer s proteinem
S100A9 (S100A8/9). Extracelularni sekrece S100A je realizovana pfevazné aktivn€, mimo
klasickou cestu pies Golgiho aparat. Tento zpiisob je typicky pro celou fadu alarmind, jejichz
primarni roli je podil na udrzovani intracelularni homeostazy, a které se za patologickych
podminek stanou zdrojem signalii aktivujicich vrozeny imunitni systém (Foell D et al., 2007).
Alarminy jsou zvySené¢ produkovany v misté zanétu a jejich tkanova hladina koreluje
s intenzitou zanétu (Foell D et al., 2004). Hlavnim a pfevazujicim extracelularnim efektem
S100A proteint je prozanétlivy stav, ktery vede aktivaci endotelialnich bunék ke zvySené
expresi nékterych adhezivnich molekul, jako jsou adhezivni molekula vaskularnich bunék
(VCAM-1) a intercelularni adhezivni molekula (ICAM-1). Dochézi zarovén ke zvySené
endotelidlni permeabilité spojené s tnikem intravaskularni tekutiny do tkanového intersticia.
Aktivace imunocytl se projevuje napiiklad navySenim efektu NF-«B, coz je spojeno se
zvySenou expresi nékterych gend pro cytokiny s jejich naslednou vyssi produkei. Stimulovana
je rovnéz tkanova migrace granulocytii a monocytd. Dal§im efektem proteinu S100A8/9, s
uzkou vazbou na aktivaci imunitniho systému, je protromboticky efekt (Foell D et al. 2007,
Foell D et al., 2004). VySe uvedené extracellarni funkce proteinu S100AS8 jsou realizovany
cestou RAGE a jinych receptort (scavenger receptor CD36, karboxylované N-glykany apod.)
(Robinson MJ et al., 2002). Piesto, ze SI00A8 neaktivuje pfimo TLR 4, zvySuje cytokinovou
produkci imunocytll po soub&zné stimulaci lipopolysacharidem (LPS), (Vog! T et al., 2007).
Heterodimer S100A8/9 se také podili na formaci tzv. neutrofilnich extracelularnich pasti
(NETs) z umirajicich neutrofilnich granulocytl. NETs se skladaji z chromatinovych vlaken s
navazanymi antimikrobidlnimi proteiny, které jsou soucasti imunitni obrany proti nékterym
patogentim, napiiklad Candida albicans (Urban CF et al., 2009). Navic, protein S100A8/9

m4, na podkladé chelace atomti Zn*" a Mn®", také antimikrobialni efekt proti Staphyloccocus
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aureus (Hsu K et al., 2009). Pokud je produkovén keratinocyty, zvySuje rezistenci kozniho
krytu proti invazi patogent (Hsu K et al., 2009). Zarovén ovSem pomaha rustu patogentim
rodu Mpycobacterium, naptiklad M. tuberculosis, coz mnaznaCuje jeho aktivni roli v
imunopatogenezi tuberkuldzy (Pechkovsky DV et al, 2000). Dale zvysSuje transkripéni aktivitu
viru lidské imunodeficience (HIV-1) a virovou replikaci v infikovanych CD4+ T-lymfocytech
(Ryckman C et al., 2002).

Protein S100A12 (calgranulin C, EN-RAGE) je konstitutivné exprimovan v
neutrofilnich granulocytech (Vogl T et al., 1999), nicméné faktor nekrotizujici tumory (TNF)-
a, interleukin (IL)-6 a LPS indukuji expresi genu pro jeho transkripci také v builkach
monocyto/makrofagového systému a bunkach hladké svaloviny (Yang Z et al., 2001).
S100A12 je detekovan piedevsim cestou RAGE (Hofiman MA, 1999) nicméné jeho efekt je
také zprostiedkovan tzv. scavenger receptory (Pietzsch J et al., 2009) a receptory sptazenymi
s G-proteiny (Yang Z etz al., 2001). Bylo prokazano, ze protein SI00A12 ma antiparazitarni
vlastnosti, kdy inhibuje rist a motilitu filaridlnich paraziti pravdépodobné narusenim funkce
kontraktilnich element (Moroz OV et al., 2003). C-terminalni peptid (kalcitermin) molekuly
proteinu S100A12 dale vykazuje antimikrobidlni aktivitu, pfedev§im proti gramnegativnim
bakteriim (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) a kvasinkdm (C. albicans). Tento
efekt je potencovan v kyselém prostiedi (nizké pH) a za pritomnosti iontt Zn>" (Cole AM et
al., 2001).

Kromé schopnosti aktivovat nékteré specifické buiiky jako jsou fagocyty, epitelidlni
bunky a keratinocyty je proteinim S100A pfipisovana role také v iniciaci a modulaci
reparativnich procest (Foell D et al, 2007, Kacmarek A et al. 2013). Publikovana byla
rovnéZ celd fada praci popisujici komplexni roli proteinit S100A v rozvoji nadorovych

onemocnéni. Vysokd exprese proteini SI100A byla nalezena v nékterych solidnich
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gatrointestinalnich naddorech (Shrikrishna G et al., 2009; Nedjadi T et al., 2009; Chen H et al.,

2014).

2.3.3. HIGH MOBILITY GROUP BOX 1

High mobility group box 1 (HMGBI1) je ubikvitérni chromozomalni protein
lokalizovany v jadru buiiky v zké souvislosti s chromatinem. Jeho primarni fyziologicka role
je pomocny vliv na replikaci, transkripci, rekombinaci a reparaci jaderné DNA. Déle slouzi k
indukci bunééné migrace a diferenciace. Vyplaveni HMGBI1 do systémové cirkulace vede
k prozanétlivému efektu, pii kterém HMGB1 vyznamné potencuje cytokinovou produkci
infekénimi antigeny aktivovanych imunitnich bun¢k. HMGBI per se je povazovéan za tzv.
,»pozdni® cytokin. Mechanizmus, ktery je za tento efekt zodpovédny, je pravdépodobné
aditivni funkce HMGBI jako chaperonu pfi rozpozndvani nékterych bakterialnich produkti,
které jsou na né¢j pfimo navazany, napt. LPS. HMGB1 mé vyznam i v expresi rtiznych
adhezivnich molekul na povrchu endotelidlnich buné¢k a hraje roli i v integraci ZO a tkanové
reparace. Podani HGMBI1 intravendzn€ 1 intratrachealné vedlo k prozanétlivé odpovédi
s rozvojem plicniho poSkozeni. Stav byl charakterizovan akumulaci neutrofilnich granulocytl
v plicnim parenchymu, rozvojem plicniho edému, elevaci plicni produkce cytokint jako IL-
IB a TNF-a a vyplavenim chemokinu pro neutrofilni granulocyty, zanétlivy makrofagovy
protein 2 (MIP-2) (Lotze MT et al., 2007). V poslednich letech ovSem néktefi autofi vyznam
HMGBI jako cytokinu spise zpochybnuji. Divodem je absence prozanétlivé aktivity vysoce
purifikovanych preparatt HMGBI pfi jeho prokazatelné zachovalé biologické aktivité (7san
MF et al., 2011). HMGBI je rozpoznavan bunkami, které exprimuji na svém povrchu TLR 2
a 4 a RAGE. Popsana je také role HMGBI1 pfirozvoji nékterych gatrointestinalnich

nadorovych onemocnéni (Sims GP et al., 2010)
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2.3.2 PROTEINY TEPLOTNIiHO SOKU

Proteiny teplotniho Soku (HSP), jmenovité HSP60, 70, 90 a gp96 (glykoprotein 96
jako forma HSP 90, kterd se vyskytuje pfevazné v endoplazmatickém retikulu), jsou
ubikvitérni proteiny (cytoplazma, jadro, mitochondrie). Jde o latky proteinové povahy, které
jsou produkovany v ptfipadé¢ bunécného stresu, predevSim termického poskozeni. Jejich
prozanétliva aktivita (cytokinova funkce) je mald. Hlavni funkci HSP je, podobné jako
HMGBI, zprosttedkovavat interakci mezi PAMPs (mikrobidlni produkty — LPS, flagellin,
lipopolypetidy apod.) a imunokompetentnimi buiikami (funkce kofaktoru). Vzhledem k tomu,
7ze maji jen minimalni prozanétlivou aktivitu, byla zpochybnéna také jejich role u dCisté
neinfekéniho SIRS (Tsan MF et al., 2011). HSP se vazi a jsou rozpozndvany prostiednictvim
TLR 2 a TLR 4. Jejich role spociva také v regulaci reparacnich procesii jako molekularnich

vzorcl asociovanych s reparaci (RAMPs).

2.2.4. OSTATNI ALARMINY

Mitochondrialni alarminy jsou molekularni struktury, které svym efektem nejlépe
odpovidaji definici endogenniho signdlu nebezpeci. Jednim z nich je mitochondrialni DNA
(mtDNA), kterd byla detekovéna extraceluldrné u pacientl po traumatu. DalSim je tzv.
formylovany peptid Met-Leu-Phe (fMLP) plsobici stimulaéné na neutrofilni granulocyty.
V experimentu bylo prokazano, ze aplikace mitochondrialnich alarminii dokaze vyvolat plicni
posSkozeni podobné akutnimu syndromu dechové tisné (ARDS). Mitochondridlni DNA
signalizuje ptes TLR 9, fMLP pies receptor pro formylovany peptid (FPR1). Extracelularni
adenosin trifosfat (ecATP) plsobi také jako signdl nebezpeci zejména lokdlné v misté

poskozeni. Biologicky efekt ecATP zéavisi na lokalni hladin€: v nizkych extracelularnich
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koncentracich mé& ecATP funkci chemoatraktanu a koalarminu potencujici zanétlivou
odpovéd’, naptiklad aktivace transkripce genli pro-IL-1B a pro-IL-18 na nckteré bakterialni

produkty (LPS). Ve vyssich koncentracich ecATP blokuje syntézu prozanétlivych cytokind.
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3. HYPOTEZY

NULOVE HYPOTEZY

1H,
Sérové hladiny vySetfovanych markert (proteiny S100A, HMGB1, HSP70) u pacientt
po elektivnim chirurgickém vykonu (Ch-skupina) charakteru rozsahlého chirurgického

vykonu (MAS) se neli$i od zdravé populace bez opera¢niho zakroku (NCh-skupina).

2H,
Hladiny alarmint (proteiny S100A, HMGB1, HSP70) studijni skupiny nekoreluji s tiZi

stavu vyjadrenou hladinou rutinnich biomarkert (CRP, IL-6, albumin).

3H,

Hladiny alarmint (proteiny S100A, HMGBI1, HSP70) studijni skupiny nekoreluji
s parametry chirurgického zakroku (krevni ztrata [KZ], délka vykonu [DV], pouZiti
vazoaktivni terapie [VT], mnozstvi intraopera¢niho piijmu tekutin [IT], TT po ukonceni

operacniho zakroku).

4H,

Hladiny alarminti (proteiny S100A, HMGBI1, HSP70) se neli§i mezi etdZemi

gastrointestinalni resekce (horni, stfedni a dolni gastrontestinalni trakt [GIT]).
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5H,
Hladiny alarmint (proteiny S100A, HMGB1, HSP70) studijni skupiny nemaji vztah k
vyznamnym parametriim klinického vysledku (délka hospitalizace na jednotce intenzivni péce

[JIP], celkovéa délka hospitalizace, 28denni a hospitalizacni mortalita).

6H,
Laparoskopické vykony se nelisi od otevieného klasického chirurgického piistupu
(laparotomie) z hlediska miry traumatizace odhadované na podkladé hladiny alarmint

(protein S100A, HSP70, HMGB1) a rutinnich biomarkert zanétu (leukocyty, CRP, IL-6).

7H,
Chirurgické poskozeni se neodliSuje mezi skupinou oteviené klasické chirurgie
(laparotomie) a laparoskopie v ramci podskupiny pacientii podstupujicich opera¢ni vykon pro

maligni onemocnéni.

8H,
Hladina alarmint (proteiny SI0O0A8 a S100A12) u skupiny po opera¢nim vykonu

dolniho GIT (kolorektalni resekce) se nelisi od kontrolni skupiny nechirurgickych subjektt.

9H,

Hladiny alarmini (proteiny S100A8 a S100A12) pii kolorektalnich resekcich

nekoreluji s hladinou rutinnich biomarkert zdnétu (leukocyty, CRP a IL-6).
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4. CILE PPROJEKTU

4.1 PRIMARNI CiL

Na podklad¢ sledovani absolutnich hodnot a dynamiky hladin vybranych alarminti (proteiny
S100AS, S100A6, S100A8, S1I00A11, S1I00A12, HSP70 a HMGBI) v séru po dobu tii dnt
zjistit jakou roli hraji tyto alarminy v rozvoji systémové ZO na rozsahlé chirurgické trauma
(elektivni extenzivni chirurgicky vykon, spojeny s resekci travici trubice, tzv. major
abdominal surgery, MAS), coZ lze zjednodusené rozdé€lit na dvé skupiny otazek: 1) zjistit,
zdali se lisi hladiny alarmind mezi chirurgickou a kontrolni nechirurgickou skupinou a 2)
zjistit vztah mezi hladinou vybranych alarminti u chirurgické skupiny a rutinné odebiranych

biomarkert zdnétu (pocet leukocyti, CRP a IL-6) a hladinou sérového albuminu.

4.1 SEKUNDARNI CiLE

e Zjistit vztah mezi hladinou vybranych alaminG a vybranymi parametry chirurgického
zékroku - KZ, DV, pouziti VT, mnozZstvi IT, TT po ukonceni operaéniho zdkroku. Tyto
chirurgické charakteristiky pravdépodobné mohou mit schopnost reflektovat miru

chirurgického stresu (poskozent).
e Zjistit prediktivni hodnotu vybranych alarmind posouzenim vztahu jejich hladin a

vyznamnych parametrti klinického vysledku (délka hospitalizace JIP, délka hospitalizace

v nemocnici, 28denni a hospitalizacni mortalita).

30



Pozn. v souladu se zahranicni odbornou literaturou v dalsim textu termin mortalita
oznacuje pocet zemrelych z vybrané skupiny pacientit s danou chorobou, v nasem pripadé
chirurgickym zakrokem. Jde o popisnou epidemiologickou charakteristiku spravné cesky

nazyvanou smrtnost (letalita).

Zjistit vztah mezi hladinou vybranych alarmint a lokalizaci gastrointestinalni resekce

(horni, stfedni a dolni GIT).

Srovnat miru chirurgické traumatizace dvou zakladnich chirurgickych pfistupt
pouzivanych v ramci resekénich GIT operaci, tj. 1) oteviend klasickd chirurgie
(laparotomie) a 2) laparoskopie, a to ve vztahu k hladindm alarmint a rutinnich

biomarkeru zanétu.

Zjistit, zda se liSi chirurgickd traumatizace mezi skupinou oteviené klasické chirurgie
(laparotomie) a laparoskopie v ramci podskupiny pacienti podstupujicich operaéni vykon

pro maligni onemocnéni.

V podskupiné pacientl podstupujicich resek¢ni vykon dolniho GIT (kolorektalni resekce)
provést post hoc srovnani hladin alarmint a kontrolni skupiny bez chirurgického vykonu.
Dale zjistit vztah mezi hladinou vybranych alarmind a rutinnich biomarkerti zanétu v této
chirurgické skupin€. Tato post hoc analyza byla snahou o maximalni moZnou

homogenizaci sledované studijni kohorty pacientt.
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5. MATERIAL a METODIKA

5.1 CHARAKTERISTIKA STUDIE A STUDIJNI SKUPINY

Prospektivni, observac¢ni, neintervencni, monocentricka studie byla schvalena Etickou
komisi (EK) Fakultni nemocnice (FN) Ostrava (referencni ¢islo: 435/2013). NCh-skupina se
skladala ze zdravych dobrovolniki, ktefi podstoupili odbér krve tii po sobé jdouci dny na
Odbérovém centru FN Ostrava (n=37). Do Ch-skupiny (n=90) byli zafazeni pacienti
bezprostiedn¢ po elektivnim chirurgickém resekénim vykonu spliujicim kritéria MAS.
Zatazovani subjektti do studie probihalo 12 mésicti (od 1. ¢ervna 2013 do 1. Cervna 2014).
Pacienti byli po chirurgickém zakroku pfijati a dale 1éCeni na lizkach intenzivni péce Kliniky
anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny (KARIM), FN Ostrava. Do finalni statistické
analyzy bylo zatazeno 35 subjektii v NCh-skupin¢ (jeden kontrolni subjekt mél v dob¢ odbérii
znamky akutniho infekéniho onemocnéni a druhy byl vyfazen pro jeden chybéjici krevni
odbér) a 82 subjektti v Ch-skuping (8 subjektt bylo vyfazeno pro chybé&jici krevni odbéry po
¢asném prekladu na standardni oddéleni).

Zatazovaci kritéria pro ob¢ skupiny byla: 1) vice nez 18 let véku, v€etné, 2) absence
soubézného akutniho nebo aktivniho zanétlivého onemocnéni, popiipadé sepse, 3)
hospitalizace na JIP (pro Ch-skupinu) a 4) elektivni MAS pfi které byla provedena stfedni
resekce s naslednou rekonstrukei (pro Ch-skupinu). Vytazovaci kritéria zahrnovala: 1)
téhotenstvi a 2) ofekavanou délku pieziti < 24 hodin. Detailni vybér pacientl zobrazuje
piehledné tzv. Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) flow diagram, viz

Obr. 3.
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v

Y

Recieved intervention (surgery
and blood sampling) (n=90)

Recieved intervention (blood
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v Y

Lost to follow up (n=0) Lost to follow up (n=8)

h 4

A 4

Analysed (n=35) Analysed (n=82)

NS, non-surgical, S, surgical

Obr. 3. CONSORT flow diagram (prevzato z publikace Maca J et al., APMIS, 2018)

Péce o pacienty v prostiedi intenzivni péfe KARIM FN Ostrava zahrnovala dislednou
hemodynamickou optimalizaci, preventivni i terapeutické uziti antimikrobialnich 1€k, rizné
typy analgetizace, odbornou péci o operaéni rany, adekvatni nutriéni podporu, fyzioterapii a
dal$i soucasti standardni podplrné terapie v ramci tzv. Enhanced Recovery After Surgery
(ERAS) protokolu (Steenhaggen E, 2016). Péce byla zajiSténa zkuSenym zdravotnickych
persondlem v souladu s aktudlnimi doporudenimi Ceské spole¢nosti intenzivni mediciny
(CSIM) a Society of Critical Care Medicine (SCCM). Pooperaéni klinicky stav pacientl byl
individudlné priitbézné hodnocen. Za podminek ptiznivého vyvoje, hemodynamické stability a
pfi absenci pooperacnich a jinych komplikaci, byli pacienti asné vertikalizovani a prekladani

zpét do péce prislusného chirurgického standardniho odd€leni.
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5.2 DEFINICE A LOKALIZACE CHIRURGICKEHO ZAKROKU

Elektivni MAS byl definovan jako chirurgicky zékrok s o¢ekavanou délkou trvani >2
hod. a ofekéavanou krevni ztratou vice nez 500 ml (Davies SJ, 2013). Chirurgické intervence
zahrnovaly vykony na GIT spojené s resekci travici trubice nebo souvisejiciho organového
systému (jatra, slinivka bfiSni), a to bez ohledu na polohu resekce. Chirurgické resekcni
vykony v oblasti GIT jsme pro nas$i studii vybrali z né€kolika diivodii: obvykle se vyznacuji
dlouhou dobou operace, a to predevsim kvuli nutnosti a) precizni chirurgické manipulace
s intraabdomindlnimi organy, b) vlastni resekce a c) nasledné tkanové strukturalni a funkéni
rekonstrukci. Casto je také pfitomna vét§i KZ pfi chirurgické intervenci v bezprostiednim
okoli mezenteridlnich a péanevnich cévnich pleteni, ale i v oblasti magistralnich tepen,
predevsim abdominalni aorty a jejich hlavnich vétvi. Pravé dlouhodobé vykony v obtizném
terénu gastrointestinalni chirurgie ptedstavuji riziko zvySené a protrahované mechanické a
termické zatéze tkani a organti dutiny bfiS$ni, které je mozno definovat jako chirurgické
poskozeni.

Soubézné se specifikami chirurgického vykonu se také zvysSuje narok na dusledné
vedeni celkové anestezie, jejiz hlavnim cilem je, krom¢ vyvolani cilené a kontrolované
iatrogenni poruchy védomi a analgezie, také udrzeni hemodynamické a respiracni stability
pacienta, a dale adekvatni hrazeni krevnich ztrat ndhradami sloZzenymi pifevazné
s krystaloidnich roztokl a v ptfipad¢ nutnosti 1 krevnich transfuzi (erytrocytarni koncentraty a
koncentraty krevnich desti¢ek). Detailni vycet lokalizace a popisy konkrétnich chirurgickych

zékroki je zobrazen v Tab. 3.
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Tab. 3. Popis typu chirurgickych intervenci (prrevzato z publikace Maca J et al., APMIS,

2018)
GIT lokalizace Typ chirurgické intervence Pocet (n)
parcialni a totalni (radikélni) resekce jicnu 5
Horni GIT
parcialni a totalni (radikalni) resekce zaludku 12
parcialni a totalni (radikalni) resekce pankreatu
7
(duodenopankreaticka) resekce
Stredni GIT radikalni cystektomie s vytvofenim ureteroileostomie 8
resekce jater 6
jiné resekce tenkého stieva (ileus, gynekologicka chirurgie) | 6
resekce tlustého stieva (kolektomie s/bez vytvoreni
Dolni GIT 38
kolostomie)
n=2_§2

5.3 STUDIJNi PROTOKOL A MEREN{

Zakladni charakteristiky (v€k, pohlavi, hmotnost a vyska) subjektli v kontrolni skupiné
byly odebrany anamnesticky prvni den krevnich odbérl, u zafazenych studijnich
chirurgickych subjekti byly udaje zjiStény a zaznamenany bezprostiedné po piijeti na JIP

KARIM (Den 0), viz Tab. 4.

Tab. 4. Zakladni charakteristiky Ch-skupiny a NCh-skupiny (prevzato z publikace Maca J et

al., APMIS, 2018)

Ziakladni charakteristiky Ch-skupina NCh-skupina hodnota p
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Zikladni charakteristiky Ch-skupina NCh-skupina hodnota p
Pocet 82 35

Vek [roky] = SD 60,29 + 14,07 39,97 £ 10,05 <0,01
Pohlavi [muz % (n)] 67 % (55) 43 % (15) 0,03
Hmotnost [kg] £ SD 80,9 17,26 72,86 £ 12,22 <0,01
Vyska [em] = SD 172,94 + 8,83 172,54 + 8,29 0,82

Nomindalni hodnoty jsou charakterizovany absolutnimi Cisly a relativnimi Cetnostmi (v %),

numerické hodnoty jsou charakterizovany prumeérem =+ standardni odchylky (SD).

V NCh skupin€ byly zjiSt€ny pouze vySe uvedené antropometrické udaje. V Ch-
skupin€ byly navic sledovany klinické a chirurgické charakteristiky a parametry klinického
vysledku. Fyzicky stav a anesteziologické riziko bylo piedoperacné zhodnoceno podle
standardniho klasifika¢niho systému Americké anesteziologické spolecnosti (ASA). Odhad
tize stavu v prab¢chu prvniho dne po pfijeti byl proveden pomoci standardniho skérovaciho
syst¢tmu APACHE I, coz je obecné akceptovany doporuceny parametr, ktery je standardné
kalkulovan z nejhorSich hodnot vybranych klinickych a laboratornich parametri v prubéhu
prvnich 24 hodin od pfijeti na JIP (Knauss WA et al., 1985). Mira organového postiZeni byla
hodnocena v kazdém ze tfi pooperacnich dnli pomoci skore SOFA (Den 1-3), (Vincent JL et
al., 1996), coz je skorovaci systém hodnotici pfitomnost a stupent dysfunkce v Sesti
vyznamnych organovych systémech: 1) respiracni, 2) kardiovaskularni, 3) koagulacni, 4)
hepatobiliarni, 5) centralni nervovy a 6) uropoeticky. Pfitomnost a zdvaznost systémové ZO
byla kalkulovana na podkladé tzv. SIRS skore (Nesmith EG et al., 2009, Bone RC et al.,
1992). Vyskyt sepse byl hodnocen na pokladé vté dobé standardné pouzivanych

ACCP/SCCM kritérii formulovanych v roce 1992 (Bone RC et al., 1992). Sledovany byly 1
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dal$i parametry: délka hospitalizace na JIP, celkovd délka hospitalizace, 28denni a

hospitaliza¢ni mortalita, viz Tab. 5.

Tab. 5. Klinické, chirurgické charakteristiky a charakteristiky klinického vysledku (Ch-

skupina), (prrevzato z publikace Maca J et al., APMIS, 2018)

Klinické charakteristiky

ASA 2(2-3)
ASA I[ano % (n)] 7 % (6)
ASA I [ano % (n)] 51 % (41)
ASA TII [ano % (n)] 35 % (28)
ASA 1V [ano % (n)] 7% (6)
APACHE II 9,12 £ 6,84
SOFA (Den 1) 2,39+3,72
SOFA (Den 2) 2,34 £3,82
SOFA (Den 3) 2,52+ 3,68
SIRS [ano % (n)] 93 % (76)
Sepse [ano % (n)] 7% (6)
Chirurgické charakteristiky
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- horni GIT [% (n)]

- sttedni GIT [% (n)]

- dolni GIT [% (n)]

Maligni nador [ano % (n)]

Délka chirurgického zakroku [min.]

Krevni ztrata [ml]

Transfuzni ptipravky (EBR) [ano % (n) / ml]
Tranfuzni ptipravky (FFP) [ano % (n) / ml]
Vazopresoricka terapie [ano % (n)]
Inotropické podpora [ano % (n)]

Tekutiny podané intraopera¢né [ml]

21 % (17)
33 % (27)

46 % (38)

79 % (65)

285,00 + 113,16

727,44 + 807,46

33 % (27) / 749,85 + 357,81
30 % (25) / 836,04 + 427,81
38 % (31)

24 % (20)

3712,20 £ 1811,05

Um¢la plicni ventilace pooperaéné [ano % (n)] 25 % (20)
Teplota téla pii piijeti na JIP [°C] 35.87 + 0.48
Klinické vysledky

Komplikace po chirurgickém zakroku [ano % (n)] 19 % (15)
D¢lka pobytu na JIP [dny] 6 (4-8)
D¢lka pobytu v nemocnici [dny] 16 (10-25)
Mortalita v nemocnici [ano % (n)] 11 % (9)

Nomindalni hodnoty jsou charakterizovany absolutnimi ¢isly a relativnimi Cetnostmi (v %),

numerické hodnoty jsou charakterizovany prumeérem # standardni odchylky (SD).
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5.4 MATERIAL A LABORATORNI METODIKA

Krevni vzorky k analyze sérové hladiny alarminii (proteiny S100AS, 6, 8, 9, 11, 12,
HMGBI, HSP70) a rutinnich biomarkert (leukocyty, CRP, IL-6, albumin) byly odebirany ve
stejnych intervalech tfi po sobé jdouci dny bezprostiedné po operacnim vykonu (Den 1, 2, 3)

v rannich hodinach, viz Obr. 4.

day 0 majorabdomi_na_l:aurger\;

ICU admission
dﬁyl ............... 1 Stb|ood58mi’|c(6008m) ........................
dwz ............. zndbmodmmtle(BDDam) ......................
dwg3rdb|00d58mt|e(6008m) ......................

Obr. 4. Schéma odbéri krevnich vzorkd. Major abdominal surgery, rozsahly chirurgicky
vwkon, ICU, intensive care unit; blood sample, krevni vzorek (prevzato z publikace Maca J et

al., APMIS, 2018)

K odbéru krve pro vysetfeni alarminti a biochemickych markerti byl pouzit systém S-
Monovette® (Sarstedt®, Norimberk, Némecko). Bezprostfedné po odbéru byly krevni vzorky

transportovany do lokalni laboratofe a byly ponechany 30 minut v klidu do vytvoteni krevni
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srazeniny. Supernatant byl nasledné centrifugovan piti 2500 g po dobu 10 minut pii 4 °C k
oddéleni séra. Bezprostiedné poté byly vysetfeny sérové koncentrace téchto analyti: CRP,
albumin (AU 5420, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) a IL-6 (Immulite 2000, DPC, Los
Angeles, USA). Interesejové koeficienty variability pro vysetfeni CRP, albuminu a IL-6 byly
4,8 %, 1,9 % a 6,7 %. Koncentrace HMGBI1 byla kvantitativné stanovena pomoci sendvicové
imunoeseje (Biovendor-Laboratorni Medicina, Brno, Ceska republika). Koncentrace proteint
S100A byly stanoveny komerc¢né¢ dostupnymi kolorimetrickymi kity pro sendviCovou
imunoesej (Biovendor-Laboratorni medicina). Interesejové koeficienty variability byly 10,9
% (HMGBLI), 6,2 % (S100A5), 6,9 % (S100A6), 5,6 % (S100A8), 7,1 % (S100A9), 8,8 %
(S100A11), a 6,9 % (S100A12). Koncentrace HSP70 byla kvantitativné¢ stanovena komer¢né
dostupnymi kity pro sendvicovou imunoesej (StressMarq, Cadboro Bay, Canada) s
interesejovym koeficientem variability 10,2 %. Stanoveni poctu leukocytii bylo provedeno

bezprostiedné po odbéry krevniho vzorku v lokalni hematologické laboratofi.

5.5 STATISTICKE METODY

Biostatistik pouzil pro statistické analyzy a grafické vystupy této studie R software
verze 3.2.2 (https://www.R-project.org, 2015). Data byla pted analyzou ociSténa, extrémni
hodnoty zkontrolovany a oSetfeny, chybéjici hodnoty doplnény nebo oznafeny. Hodnoty
alarmini a biochemickych parametrii vykazovaly nadmérné zeSikmeni, proto byly pred
samotnymi analyzami upraveny logaritmickou transformaci. Nominalni hodnoty jsou
charakterizovany absolutnimi ¢isly a relativnimi Cetnostmi (v %), numerické hodnoty
odpovidajici svou distribuci normalnimu rozdé€leni jsou charakterizovany pramérem +

smérodatnou odchylkou (SD), numerické veli¢iny, u nichZ se nedd pfedpokladat normalita
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anebo u nichz byla normalita zamitnuta Shapiro-Wilkovym statistickym testem, jsou
v tabulkach charakterizovany medidnem a intervalem tvofenym prvnim a tfetim kvartilem.

Ke srovnéni rozdili mezi dvéma skupinami (studijni vs. kontrolni) vzhledem k jednoduchym
proménnym (viz 5Hoy, 6Ho, 7Ho, 8Hy) byl pouzit Fishertiv exaktni test nebo test chi-kvadrat
(pro nomindlni data), dvouvybérovy Studentiv ¢ test (pro numerickd data s normalnim
rozdélenim) a dvouvybérovy Wilcoxonliv test (pro data neodpovidajici normalnimu
rozd€leni). Vztah mezi numerickymi veli¢inami (viz 2Hy, 3Hy, SHy, 9Hy) byl ohodnocen
pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu » (v pfipad¢ veli¢in s normalnim rozdélenim) a
pomoci Spearmanova potradového koeficientu korelace p (v ptipadé veli¢in bez predpokladu
normality). Koeficienty korelace dopliuji patfi¢né statistické testy vycislujici p-hodnotu
s jakou se korela¢ni koeficient rovna nule. Srovndni vzajemnych rozdili mezi tfemi a vice
skupinami (4Hy) bylo provedeno pomoci Tukeyova HSD testu.

Pro slozit¢jsi design experimentu, ve kterém byly sledované veli¢iny méfeny na
subjektech opakované v pravidelnych ¢asovych intervalech, a pro srovnani rozdili mezi
skupinami (studijni vs. kontrolni, viz 1Hy, 7Hy, 8Ho) byla pouzita analyza rozptylu pro
opakovand méfeni (RM ANOVA). Kromé porovnavané proménné byly do modelu jako
vysvétlujici proménné zahrnuty také vék a pohlavi a tim jsme ziskali vysledky ocisténé od
jejich vlivu. Do modelu byla také zahrnuta interakce mezi dnem méfeni a skupinou.
Statistickd vyznamnost rozdilli mezi skupinami v ramci jednotlivych dnli byla uréena pomoci
patficného dvouvyberového testu aplikovaného na rezidua linearniho modelu zahrnujiciho
vek a pohlavi, ¢imz jsme opét ziskali vysledky ociSténé od jejich vlivu. Hladina vyznamnosti

statistickych testl byla stanovena na 0,05.

41



6. VYSLEDKY

6.1 CHARAKTERISTIKA SKUPIN

Do statistické analyzy v ramci pilotni analyzy bylo zatfazeno 82 pacientti v Ch-skupiné
a 35 v NCh-skupiné (Maca J et al., APMIS, 2018). Pacienti v Ch-skupiné méli signifikantné
vyssi vek (p<0,01) a vyssi hmotnost (p<0,01) ve srovnani s NCh-skupinou.

Pro pilotni srovnavaci analyzu byly ob¢& skupiny hodnoceny v celém rozsahu. Pro
naslednou analyzy tykajici se srovnani typu chirurgického vykonu (laparotomicka oteviena
chirurge versus laparoskopie) byla chirurgickéd skupina rozdélena na skupinu laparotomickou
(n=31) a laparoskopickou (n=51), nasledné byly vybrany podskupiny pacientil podstupujicich
vykon pro maligni onemocnéni (laparoskopie pro malignitu, n=47, laparotomie, n=18). Pro
post hoc analyzu byla zcelkové skupiny MAS vybrana nejvice zastoupend podskupina
pacientii podstupujicich kolorektalni resekci (n=38) a byla srovnéna s NCh skupinou (n=35).

Témeét vSichni pacienti v Ch-skupiné (93 %, n=76) rozvinuli v prib&hu prvnich tii
pooperacnich dni SIRS. Pouze u minimélniho poctu subjektd z Ch-skupiny ve stejném obdobi
se rozvinula sepse (7 %, n=6). SIRS a sepse byly diagnostikovany na podklad¢ stavajici
standardni definice (Bone RC et al., 1992). VSichni pacienti v Ch skupiné dostali pted
vykonem anebo v pribéhu zacatku vykonu antibiotickou profylaxi za celem redukce rizika
pooperacnich infekénich komplikaci. V Ch-skupiné bylo 65 pacientti (79 %) operovano pro
diagnézu maligniho onemocnéni. Sérové hladiny alarminti a biomarkerd v jednotlivych

skupinéch jsou zndzornény v Tab. 6.
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Tab. 6. Sérové hladiny alarminii a biomarkert (prevzato z publikace Maca J et al., APMIS,

2018)
Ch-skupina NCh-skupina
alarminy Den 1 Den 2 Den 3 Den 1 Den 2 Den 3
S100A8 1,45 1,60 1,30 0,37 0,37 0,33
[ng/ml] (SD) (0,98) (0,99) (0,67) (0,34) (0,34) (0,37)
S100A12 103,71 116,9 116,52 26,11 24,54 21,95
[ng/ml] (53,36) (58,77) (62,006) (14,70) (13,1) (12,68)
7,35 6,18 5,31 5,14 4,53 4,34

H P7O / 1 b b 2 b b b

SOl Gy leas (6o eie |ass s
HMGBI1 82,89 81,52 88,52 285,71 298.,4 295,14
[ng/ml] (200,30) (193,74) (218,73) | (441,17) (470,33) | (463,48)
biomarkery
leukocyty 10,60 10,90 9,90 6,20 6,00 5,90
[10°/1] (3,55) (5,01) (5,20) (0,90) (0,80) (0,60)
IL-6 255,13 157,12 85,85 2,02 2,13 2,41
[ng/1] (275,93) (232,92) (153,68) | (0,08) (0,28) (1,57)
CRP 105,59 181,71 162,39 2,19 2,12 2,14
[mg/1] (39,93) (64,62) (75,43) (2,22) (2,32) (2,26)
albumin 29,62 28,93 29,29 44,92 44,8 45,22
[¢/1] (4.54) (4,23) (5,01) (3,05) (2,84) (2,52)

Numerické hodnoty jsou charakterizovany medianem #+smérodatna odchylka (SD).

6.2 VYSLEDKY TESTOVANI HYPOTEZ

1H,: V Ch-skupiné byly zjistény signifikantné vyssi sérové hladiny u vSech alarminti
(p<0,001) krom¢ HMGBI1 (viz Obr. 5). Vyznamné rozdily byly zjiStény také pro biomarkery

CRP, IL-6 a albumin (p<0,001). K urceni rozdild mezi skupinami jsme navic provedli
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vypocet testem ANOVA pro kazdy den zvlast (Den 1, 2 a 3). Hladiny HMGBI1 nebyly
rozdilné zadny den (p=0,12; 0,60; 0,10). Pro alarminy SI00A8 a S100A9, HSP70 zamitame

nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu. Pro HMGBI1 pfijimame nulovou

hypotézu.
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Obr. 5. Hladiny alarmind v Ch-skupin€ (S group) a NCh-skupin¢ (NS group), (prevzato z
publikace Maca J et al., APMIS, 2018).

2Hyp: Protein S100A8 projevil vyznamnou stfedné silnou pozitivni korelaci s
vybranymi biomarkery: 1) vztah k CRP byl signifikantni Den 2 a 3 (r=0,51; 0,58), 2) vztah k
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IL-6 byl signifikantni po vSechny tfi sledované dny (korelacni koeficient r=0,44; 0,50; 0,52).
Nejvyznamngjsi korelace jsou zobrazeny v Obr. 6. Pro alarmin S100A8 zamitdme nulovou

hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu.

Day 3

r=0.52

log(IL-6)
log(CRP)

3.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

log(S100A8) log(S100A8)

Obr. 6. Nejvyznamnéjsi korelace mezi S100A8 a CRP a IL-6 (prevzato z publikace Maca J et

al., APMIS, 2018). Parametr r oznacuje Pearsoniiv korelacni koeficient.

3Hy: Byl otestovan vztah mezi sérovymi hladinami vybranych alarminii a nékolika
dalezitymi chirurgickymi charakteristikami: DV, KZ, IT, VT a TT na konci opera¢niho
vykonu. Signifikantni mirné€ az stfedné siln€ pozitivni korelace byly nalezeny mezi HMGBI a
nekterymi chirurgickymi charakteristikami: DV (r=0,26; 0,26; 0,24; pro Den 1, 2 a 3), KZ
(r=0,38; 0,38; 0,38), a IT (r=0,29; 0,28; 0,29). Proteiny S100A8 a S100A12, a HSP70
nevykazaly zaddnou vyznamnou korelaci s parametry chirurgického vykonu. Pro alarmin
HMGBI1 zamitdme nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu. Pro alarminy

(protein SI00AS8 a S100A12, a HSP70) potvrzujeme nulovou hypotézu.
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4H,: Statisticky vyznamny vztah alarminti a mista chirurgické resekce (horni, stfedni a
dolni GIT) byl pozorovan u proteintit SI00A8 a SI00A12. Resek¢ni vykon v horni etdzi GIT
byl spojen s vyssi sérovou hladinou S100A8 ve srovnani s dolni etdzi po vSechny tii dny
(p=0,03; <0,01; <0,01). Protein SI00A12 byl signifikantn¢ zvysen pii resekci horniho GIT v
Den 2 a 3 (p=0,03; 0,01). Pfi srovnani vykond v horni a stiedni etazi GIT byl zjistén
signifikantni rozdil v hladin€¢ S100A8 v Den 2 (p=0,03), viz Obr. 7. Pro alarminy (proteiny

S100A8 a S100A12) zamitame nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu.
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Obr. 7. Vztah proteinu SI00A8 a S100A12 k mistu chirurgické resekce pro Den 1, 2 a 3.
Horni (upper), stredni (middle) a dolni (lower) resekce (prevzato z publikace Maca J et al.,

APMIS, 2018).
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S5Hy: Analyzou vztahu hladiny alarminti a vyznamnych klinickych vysledkt (délka
hospitalizace na JIP, délka hospitalizace v nemocnici, 28denni mortalita, hospitaliza¢ni
mortalita) pfinesla nasledujici vysledky: A) byla zjisténa vyznamna stfedné silnd pozitivni
korelace mezi SI00AS8 a délkou hospitalizace na JIP (r=0,44; 0,43; 0,34, pro Den 1 az 3), B)
nebyla pfitomna vyznamna korelace s celkovou délkou hospitalizace, C) hladina proteinu
S100A8 byla vyssi u pacientd, ktefi neptezili 28. pooperacni den (p=0,01; p<0,01; 0,01; pro
Den 1az 3), a u pacientt ktefi zemieli béhem hospitalizace v nemocnici (p<0,01; pro Den 1 az
3), D) protein SI00A12 naznacil pozitivni korelaci s délkou hospitalizace na JIP (r=0,25 a
0,28, pro Den 2 a 3), a E) a jeho hladiny byly signifikantné vyssi (p<0,05 pro vSechny dny) u
skupiny pacientt, ktefi neptezili 28. pooperaéni den (p=0,03; p<0,05; p=0,04; pro Den 1-3) a
také hospitalizaci (p=0,04; p=0,04; p=0,01; pro Den 1-3). Pro sledované alarminy (proteiny

S100A8 a S100A12) zamitame nulovou hypotézu.

6Hy: Nase vysledky nepotvrdily signifikantni rozdil v hladin¢ alarminti (S100AS,
S100A12, HMGBI1, HSP70) mezi skupinou oteviené laparotomické chirurgic a
laparoskopickymi vykony. A to i1 pfesto, Ze jsme nalezli signifikantné delsi DV (p<0,001),
vetsi KZ (p=0.04) a vyssi potiebu IT (p=0,03) v laparoskopické skupin€. Nicméng, sérové
hladiny IL-6 byly Den 2 (p=0,03) a Den 3 (p=0,04) signifikantn¢ vyS$i v laparoskopické
skuping, vice viz Tab. 7. Pro sledované alarminy piijimame nulovou hypotézu (Maca J et al.,

Ther Clin Risk Manag., 2018).

Tab. 7. Serové hladiny vybranych alarmini (S100A8, S100A12, HSP70 a HMGBI1) a
biomarkert (pocet leukocytii, CRP a IL-6) ve skupiné oteviené chirurgie (laparotomie) a

laparoskopie pro Den 1, 2 a 3. (prrevzato z publikace Maca J., et al, J Invest Surg., 2017).
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laparotomie laparoskopie Hodnoty p
S100A8 [ng/ml]
Den 1 1,10 (0,98-1,7) 1,24 (0,93-1,68) 0,50
Den 2 1,13 (0,86-1,99) 1,45 (0,98-1,79) 0,35
Den 3 1,04 (0,83-1,62) 1,21 (0,77-1,84) 0,68
S100A12 [ng/ml]
Den 1 89,40 (75,20-101,40) 93,00 (59,00-138,60) 0,94
Den 2 96,40 (86,80-116,50) 120,30 (70,8-156,50) 0,24
Den 3 98,05 (76,88-122,75) | 110,50 (71,40-170,15) 0,42
HSP70 [ng/ml]
Den 1 5,34 (4,21-7,33) 7,64 (4,82-10,29) 0,06
Den 2 4,72 (3,46-7,00) 5,30 (4,08-8,14) 0,21
Den 3 5,13 (3,42-6,46) 4,68 (3,16-7,13) 0,99
HMGBI [j/ml]
Den 1 14,00 (4,00-46,50) 12,00 (4,00-58,50) 0,83
Den 2 14,00 (4,00-36,50) 11,00 (4,00-50,50) 0,90
Den 3 15,50 (4,00-40,00) 10,00 (4,00-49,50) 0,95
Podet leukocytt [10°/1]
Den 1 9,80 (8,50-11,80) 9,90 (8,50-12,75) 0,80
Den 2 9,40 (6,65-12,65) 10,00 (8,40-12,25) 0,47
Den 3 8,60 (5,90-12,15) 8.60 (6,90-11,80) 0,60
CRP [mg/1]
Den 1 115,00 (88,00-129,50) | 109,00 (73,50-135,50) 0,96
Den 2 181,00 (130.50-221,00) | 184,00 (141,00-212,50) 0,82
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laparotomie

laparoskopie

Hodnoty p

S100A8 [ng/ml]

Den 3 146,00 (104,50-190,00) | 145,00 (114,50-214,50) 0,33
IL-6 [ng/1]

Den 1 111,00 (63,65-278,50) | 149,00 (110,50-281,00) 0,13
Den 2 69,10 (28,40-109,50) | 95,20 (54,90-155,50) 0,03
Den 3 31,30 (16,95-48,85) 45,80 (23,45-93,50) 0,04

Proménné jsou vyjadreny jako medidn (25"-75™ percentil); j, jednotky

7Hy: Nenalezli jsme zadné signifikantni rozdily v zékladnich charakteristikdch mezi

laparoskopickou a laparotomickou podskupinou pacientli podstupujicich chirurgicky vykon

pro maligni onemocnéni. Nicméné nase vysledky potvrzuji vyznamné delsi DV (p<0,001),

vétsi KZ (p<0,001), vyssi pottebu IT (p<0,01) a vétsi mnozstvi podané Cerstvé zmrazené

plazmy (p=0,02) v laparoskopické podskupin€. Navic, doba pobytu na JIP (p<0,01) a také v

nemocnici (p<0,01) byla vyznamné delsi v laparoskopické skupiné s malignitou. Ve stejné

skupiné jsme nalezli signifikantné vyS$si hladinu proteinu SI00A8 v Den 1 (p=0,02) a Den 2

(p=0,01), a proteinu S100A12 v Den 2 (p=0,03), (Obr. 8).
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Obr. 8. Vyznamné rozdily mezi laparoskopickou a laparotomickou podskupinou podstupujici
chirurgicky zakrok pro maligni onemocnéni. (prevzato z publikace Maca J., et al, J Invest
Surg., 2017). LPS-cancer, laparoskopicka oparace pro malignitu; LPT-cancer,

laparotomicka oparce pro malignitu; NS, nesignifikantni

Déle byly zjistény vyznamné vyssi hladiny IL-6 (p<0,01, pro vSechny 3 dny) v
laparoskopické podskupiné s malignitou. Pro proteiny SI00A8 a S100A12 a pro biomarker

IL-6 zamitadme nulovou hypotézu.

8Hj: V ramci post-hoc analyzy jsme srovnavali hladiny alarminid (protein S100A8 a
S100A12) mezi skupinou po resekénim operacnim vykonu dolniho GIT (kolorektélni resekce)
a kontrolni skupiny nechirurgickych subjektl. Zjistili jsme signifikantné zvySenou hladinu
alarmint ve vSech tiech sledovanych dnech (p<0,001), viz Obr. 9. Pro sledované alarminy

zamitame nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu.
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Obr. 9. Srovnani hladin alarminti (protein SIO0A8 a S100A12) mezi skupinou pacienti
po kolorektalnim resekénim vykonu a kontrolni skupinou bez chirurgického vykonu (pievzato
Maca et al., abstrakt ISICEM, 2018). NS group oznacuje nechirurgickou kontrolni skupinu, S

group oznacuje chirurgické pacienty po kolorektalni resekci.

9H,: NaSe analyza prokdzala signifikantni korelaci mezi hladinou alarmint (protein
S100A8 a S100A12) a hladinou rutinnich biomarkert (leukocyty, CRP a IL-6) u pacientd po
kolorektalni resekci. Stfedn€ vyznamné korelace byly zjiStény mezi proteinem S100A8 a
vSemi biomarkery: leukocyty (r=0,6), CRP (r=0,5) a IL-6 (r=0,6). Protein SI00A12 vykazal
sttedné vyznamné pozitivni korelace s leukocyty (r=0,5), viz Obr. 10. Pro oba sledované

alarminy zamitdme nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu.
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Obr. 10. Signifikantni pozitivni korelace mezi hladinou alarmint (proteiny SI00AS8 a
S100A12) a hladinami vybranych biomarkert zanétu: pocet leukocyti (Leukocytes), CRP a
IL-6 (ptevzato Maca et al., abstrakt ISICEM, 2018). Parametr r oznacuje Pearsonitv

korelacni koeficient.
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7. DISKUZE

Alarminy jsou vyznamnou soucasti aktivace imunitniho systému v situaci
neinfekéniho (sterilniho) poskozeni a ucastni se 1 signalizace pii infekénich onemocnénich.
Jejich priméarnim ukolem je upozornit na potencidlni, nebo jiz existujici, nebezpeci poskozeni
tkani a aktivaci imunitniho systému zajistit vznik zanétlivé reakce ve funkéni kooperaci s
ostatnimi obrannymi mechanizmy, napiiklad neuro-humoralnimi systémy. Role alarminii se
uplatiiuje  jako soucast slozit¢tho komplexu fyziologicko-patofyziologickych procest
vedoucich k opétovnému nastoleni homeostazy odstranénim patologického stavu a tim k
zajisténi optimalni funkce organismu a jeho pieziti.

V ramci nasi studie byla vySetfovana dynamika sérovych hladin vybranych alarminti
v souvislosti s velkym chirurgickym vykonem. Zékladni tezi byl fakt, ze chirurgicky vykon
vyvola fadou mechanizmi (lokalni mechanicka traumatizace, krvaceni spojené s ischemii
tkani, ischemicko/reperfuzni poskozeni, vice viz nize) zpocatku obvykle lokalizovany sterilni
zanét, ktery ma, pokud dojde k jeho dysregulaci a nasledné systémové dekompartmentizaci,
potencial vyvolat zdvazny systémovy zanétlivy stav negativné ovliviiujici funkci vzdalenych
organii a celkovy klinicky vysledek. Tato dysregulace mize byt, mimo jiné, zpisobena
protrahovanym anebo nadmérnym pusobenim signalii nebezpeéi - alarminti. Alarminy maji
pravdépodobné schopnost vyvolat ZO bud’ pfimo, nebo jako chaperony po vazb& na signély
provazejici infekéni komplikace, kdy potencuji imunoaktivacni efekt nékterych mikrobialnich
antigeni, naptiklad endotoxinu.

Extenzivni chirurgicky zékrok je vzhledem ke své invazivité a mistni traumatizaci
rizikovy pro vznik vyznamné lokalni a systémové zanétlivé reakce (Marik PE et al., 2012).

Resekéni vykony na GIT jsou povazovany za extenzivni chirurgicky zésah s vyznamnou
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lokalni traumatizaci a da se tedy prepokladat, Ze u nich dochazi k vyplaveni signall sterilniho
poskozeni, alarminti. Z tohoto divodu bylo primérnim cilem nasi prace zjistit roli n€kterych
vybranych alarminli v patogenezi ZO na riizné typy chirurgického abdomindlniho traumatu.
Sekundarni cile pak sledovaly hodnoceni vztahu alarmind k dilezitym klinickym vysledktim a
zjisténi vlivu nékterych méfitelnych charakteristik chirurgického vykonu (naptiklad DV, KZ,
apod.), vlivu lokalizace resekci a typu chirurgické operativy, a ve snaze o homogenizaci
studijni skupiny pak provést post hoc analyzu podskupiny kolorektdlnich resekci. Vybér
sledovanych alarminti byl proveden na podkladé¢ jejich znamych funkci za fyziologického i
patologického stavu, které jsou dale rozvedeny.

High mobility group box 1 (HMGBI1) se za fyziologickych podminek nachazi
v uzkém vztahu k bunéénému jadru a podili se pfedevsim na replikaci, transkripci a reparaci
jaderné DNA. HMBGI ma po vyplaveni do systémové cirkulace ptredevSim prozanétlivy
efekt, kdy vyznamné zvySuje a zesiluje jejich cytokinovou produkci imunitnich bunék,
pfedevSim pak v kombinaci s nékterymi mikrobidlnimi ptsobky (Lotze MT et al., 2005;
Cohen MJ et al., 2009). Zodpovédnym mechanizmem je pravdépodobné aditivni funkce
HMGBI jako chaperonu pii rozpoznavani nekterych bakterialnich produktt, které jsou na néj
pfimo navazany, napt. endotoxin. HMGBI1 se podili i na expresi riznych adhezivnich molekul
na povrchu endotelidlnich bunék (ICAM-1 a VCAM-1) a hraje roli ve tkanové reparaci.
Intravenézni podani HGMBI1 vedlo k prozanétlivé odpovédi s tkanovou akumulaci
neutrofilnich granulocyti, ktera byla spojena se zvySenim produkce cytokini (IL-1p a TNF-a)
a vyplavenim chemokinli pro neutrofilni granulocyty (MIP-2), (Lotze MT et al., 2007).
HMGBI je rozpoznavan TLR 2, TLR 4 a RAGE (Yanai Ban T et al., 2012).

Proteiny teplotniho Soku (HSPs), jmenovit¢ HSP70, se vyskytuji pfevazné v
endoplazmatickém retikulu. HSP70 je produkovan vlivem bunécného stresu, a to jak pfi

mechanickém, tak zejména pii termickém poSkozeni, coz odrazi i jeho ndzev (Hartl FU et al.,
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2002). Jejich vlastni cytokinova funkce je mald a hlavni funkci je zprostfedkovavat a
facilitovat interakci mezi PAMPs a imunokompetentnimi buitkami (7san MF, 2011). HSP se
vazi a jsou rozpoznavany prostiednictvim TLR 2 a TLR 4.

S100A proteiny piedstavuji skupinu molekul strukturdlné¢ podobnych kalmodulinu
charakterizovanych pfitomnosti kalcium véazajiciho tetézce, tzv. EF-hand motiv. Né&kteri
zastupci této rodiny, zejména subtyp A (A8, A9, Al2), jsou povazovany za alarminy pro
jejich schopnost interakce s TLR 4 a RAGE (Heizmann CW et al., 2002, Foell D et al., 2007).
Exprese proteini S100A je zvySena v zanétem postizenych tkanich. Hlavnim extraceluldrnim
efektem je pravdépodobné prozanétlivy stav aktivujici endotelidlni bunky. Dochézi tak
napiiklad ke zvySeni vaskularni permeability a zvySeni exprese membranovych adhezivnich
molekul. Dale mize dojit poteciaci exprese NF-kB ke zvyseni produkce cytokint, stimulace
tkanové migrace granulocytd a monocytl, a k negativnimu ovlivnéni koagulace ve smyslu
protrombotické reakce (Vogl T et al. 1999; Pietzch J et al., 2009). Sérové koncentrace
n¢kterych S100A proteinti koreluji se stupném zanétu u rdznych chronickych zanétlivych
onemocnéni (Foell D et al., 2004, Foell D et al., 2007; Meijer B et al. 2012). V nasi studii
jsme méli moznost vySetfovat hladiny S100AS5, S100A6, SI00A8, S100A9, S100A11 a
ST100A12. OvSem signifikantni vysledky se tykaly jen S100A8 (calgranulin A) a S1I00A12

(calgranulin C).

V soucasné dob¢ je mozné stanovit sérovou hladinu celé fady alarminti. VétSina z nich
byla extenzivné zkoumana v poslednich desetiletich, a to jak z pohledu patofyziologie
riznych onemocnéni, tak 1 jako potencialni klinické biomarkery a cile terapeutickych
intervenci. Hlavni pozornost byla vénovana piedevsim HMGBI.

Specifikem skupiny alarmini je jejich znacnd heterogenita z hlediska primérni

bunécné lokalizace, vlastni molekuldrni struktury, ale také ptirozené fyziologické funkce.
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Jsou popsany cytoplazmatické alarminy (napft. proteiny S100A, HSPs), proteiny nachazejici
se v jadie bunék (HMGBI1) a mitochondridlni molekuly (mtDNA, fMLP). Funkci ,,alarmu*
pro imunocyty mohou plnit také produkty intermedidrniho metabolizmu vznikajici pfi
degradaci zivin (napf. extracelularni molekuly ATP, ecATP) nebo také molekuly
extracelularni (intersticialni) matrix, pfedevSim proteoglykany po své modifikaci nebo

fragmentaci zptisoben¢ inzultem, kdy vznikaji tzv. matrikiny.

Pro alarminy je typické, Zze se za normalniho stavu se nachazi pouze v buiikéach a
mimo buiiku se prakticky nevyskytuji. Jejich detekce v séru je tedy znamkou rtznych
patologickych stavly, napt. chronického zanétlivého stavu (Foell D et al., 2004), probihajiciho
nadorového onemocnéni (Chen H et al., 2014), potraumatického stavu (Marik PE, 2012),
apod. V ramci akutnich zanétlivych stavli neinfekéni nebo infekéni etiologie, naptiklad SIRS,
sepse a tézké infekce, jejich role prozatim extenzivné zkoumana nebyla.

Problémem nadale zastavaji nejasnosti stran uvolfiovani alarmini z buné¢k. Pavodni
predstava, ze alarminy se uvoliuji jen z bunky poskozené nebo nekrotické, byla poupravena
vzhledem k tomu, Ze nékteré alarminy mohou byt také aktivné secernovany bunikami po jejich
aktivaci (napf. aktivované granulocyty aktivné produkuji HMGB1), (Gardella S et al., 2002).
DalSim problémem jsou nejasnosti stran extracelularni funkce alarmind. Bylo prokazéano, ze
vysoce purifikované prepardty HMGB1 a HSPs vykazuji v podstaté¢ jen minimalni
biologickou aktivitu (Tsan MF, 2011) a funguji pravdépodobné predevsim jako kofaktory
nebo chaperony pro jiné molekuly pfevazn€ mikrobidlniho plivodu, napt. endotoxin. To
znacné narusuje cely koncept jejich samostatného vyznamu pro stimulaci imunitniho systému.
Nékteti autofi dokonce poukazuji na moznost aktivni sekrece nékterych ,.typickych® alarmini
(monomeru S100A12 nebo heterodimeru S100A8/9) po stimulaci infekénim agens v ramci

bakteridlni infekce (prozatim nepublikovana data, osobni komunikace, Holub 2015).
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Rozsahly chirurgicky vykon je obvykle definovan jako zakrok s ocekdvanou dobou
trvani delsi nez dvé hodiny nebo ocekavanou KZ vice nez 500 ml (Davies SJ, 2013). Tato
definice je pomérné nespecifickd a davd moznost zaradit do této skupiny celé spektrum
vykont, které mohou na jednu stranu vést pouze k mirnému lokalnimu zanétu, ale také mohou
byt zdrojem akutniho neinfekéniho lokalniho nebo systémového zanétu, popt. az ve formée
zédvazné systémové imunoregulacéni dysbalance (Marik PE, 2012; Khuri SF et al., 2005;
Dobson GP, 2015). Systémova dekompartmentizace hrozi predevsim v piipadé nadhrani¢ni
intenzity chirurgického inzultu, jeho protrahovaného plisobeni, nebo kombinace téchto
faktort. Vlastni chirurgicky zakrok totiz vede v mnoha pfipadech nejen k zddoucimu a
oc¢ekavanému odstranéni patologického stavu (napf. k resekci abscesu, odstranéni primarniho,
popiipadé¢ sekundarniho nadorového loziska, k sutufe krvacejici cévy ¢i premosténi
aterosklerotického platu), ale je rovnéz casto provazen kolaterdlnim poskozenim okolni
zdravé tkdné. Mezi zdkladni mechanizmy chirurgického traumatu lze zatadit: 1) lokalni
mechanické (fyzikalni) a termalni posSkozeni tkani a 2) lokalni krvaceni provazené tkanovou
ischemii s naslednym ischemicko-reperfuznim poskozenim (Fukatsu Ket al., 2006;

Grootjans J et al., 2010; Arslan F et al., 2010).

Jednozna¢na doporuceni pro aplikaci poznatklti tykajicich se sérovych hladin
jednotlivych alarminti v huméanni medicin€ prozatim chybi. Je jen néckolik skupin
chirurgickych vykont, u nichz byl v humanni mediciné zkoumén vztah alarmind a vlastniho
chirurgického traumatu. Z klinickych studii dominuje problematika kardiochirurgické
operativy. Interpretace vysledkil ovSem neni jednoznacna. Demidov a kol., ve své jiz relativné
starSi praci, zkoumal vztah hladiny HSP70, konkrétné jeho podjednotky inducibilni HSP72 a
konstitutivni heat-shock cognate protein 73 (HSC73) v krvi z pravé srdecni siné a v

perifernich leukocytech, a poskozeni myokardu u skupiny 51 pacienti po kardiopulmonalnim
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bypassu. Elevace hladin HSP72 byla pozorovana u 40 % subjektt. Vyssi hladiny HSP72
indukované po provedeni bypassu byly nalezeny u pacientli s anamnézou koronarniho
onemocnéni (stenokardie, infarkt myokardu) trvajiciho déle nez jeden rok oproti pacientim s
ptiznaky trvajici kratsi dobu. Pacienti, ktefi méli vyssi ptedopera¢ni hladinu HSP72, méli po
vykonu niz$i zndmky postoperacniho poskozeni myokardu v podobé¢ nizSich hladin aspartat
aminotransferazy (AST), laktat dehydrogenazy (LDH) a kreatinkinazy (CK) spolu s jeji
myokardialné specifickou subfrakci, CK-MB. HCS73 nekorelovala s markery operacniho
stresu. Autofi uzaviraji, ze vyssi hladiny HSP72 hraji protektivni roli v prekondici myokardu
pfed operacnim vykonem, zatimco elevace konstitutivniho HCS73 v pooperacnim obdobi
muze hrat roli v pfiznivém ovlivnéni restituce myokardu po chirurgickém stresu (Demidov
ON et al., 1999). To by mohlo svéd¢it o odlisné roli HSP70 ve srovnani s napt. HMGBI a
proteiny S100A. Vyssi hladiny HSP70 odrazeji podle autort spiSe lepsi schopnost tkani se
branit chirurgickému traumatu, v tomto ptipad¢ vice ischemii, nez odrazet miru vlastniho
poskozeni. McGrath a kol. se ve své praci zabyvaji dynamikou hladiny HSP72 v bioptickém
materidlu myokardu u 12 pacienti pfed a po kardiochirurgickém bypassu. Autofi popisuji
vy$$i hladiny HSP72 v huméannim myokardu ve srovnani s jinymi druhy savci, ale nenachazi
signifikantni zvySeni hladin HSP72 po vykonu. Zavérem jejich prace je, Ze vysSi hladiny
HSP72 mohou souviset s mirou zavaznosti predchoziho kardidlniho onemocnéni anebo
medikaci, 1 kdyZ nejsou pfitomny rozdily v perioperéni dynamice hladin HSP72 (McGrath LB
et al., 1995). Tato skuteCnost by HSP72 diskvalifikovala jako potencialni marker poskozeni.
Na druhou stranu, Taggart a kol. prokazal v Tru-Cut biopsii myokardu u skupiny 4 subjekti
nékolikanasobné zvySeni hladin HSP72/HSC73 po kritkodobém normotermickém
ischemicko-reperfuznim traumatu myokardu, zatimco u protrahovaném hypotermickém
inzultu hladiny ztstaly bez vyznamné elevace (Taggart DP et al., 1997). Piestoze se tato

prace nezabyva cytoprotektivitou HSP70, opét svéd¢i pro moznou roli tohoto alarminu jako
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ukazatele miry chirurgického traumatu. Pfi interpretaci vysledk uvedenych studii je ovSem
tieba brat v uvahu vyznamné riziko zkresleni u takto malych vzorki zatazenych subjekta.

Dalsi skupinou chirurgickych zakrokd, kde byla zkouména role alarmind, je
ischemicko-reperfuzni trauma po hepatobilidrni operativé, konkrétné po transplantaci jater.
Ilmakunas a kol. prokazal na malém vzorku 20 subjektii, Ze po zruSeni uzavéru portalni zily u
graftu dochdzi k vyznamnému vzestupu hladin HMGB1 v kavélni krvi ve srovnani
s hladinami v portalni zile. Vys$si hladiny HMGBI1 poté pretrvavaly a byly nezavislé na
hladinach IL-6 a TNF-a. Hladiny dale korelovaly s mirou postoperacni steatdzy jater a elevaci
alanin aminotransferazy (ALT), coz dle autori naznacuje roli HMGBI1 jako markeru
hepatalniho poskozeni pii transplantaci jater (Ilmakunnas M et al., 2008).

Nas vyzkum se zabyval roli alarmint v gastrointestinalni chirurgii. Vysledky ukazuji,
ze u naprosté vetSiny chirurgickych pacientt, kteti podstoupili resekéni vykon v oblasti GIT,
se v prubéhu prvnich tfi pooperacnich dni rozvine systémova zanétliva odpoved (u 93 %).
Vzhledem ke standardné pouzivané perioperacni antibiotické profylaxi (tzv. opravé v
,chranéném koagulu®) lze na tuto imunitni reakci nahlizet jako na relativné sterilni zanét, kdy
se na jeho iniciaci podileji predominantné alarminy vyplavené ze tkani poSkozenych pfi

vlastnim resekénim vykonu.

Redlna incidence SIRS u pacienti hospitalizovanych na JIP neni pfesné znama.
Kritéria SIRS splnilo az 68 % pacientil pfijatych do tercidlnich zdravotnickych zatizeni
(Rangel-Fausto MS et al., 1995). Prevalence SIRS je odhadovana az na 93 % u pacientl na
chirurgicky zamétenych JIP (Pittet D et al., 1995). Déle bylo prezentovano, ze z pacientii
piijatych pres urgentni pfijem s diagnézou SIRS mélo prokazanou infekci 62 %. To znamena,
ze 38 % ptipadi SIRS bylo neinfekénich. Na druhou stranu ve stejné praci az 38 % pacientl

s prokdzanou infekci nesplnilo kritéria SIRS.
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V ptipadé¢ SIRS dochazi k aktivaci celého spektra bunck. Jedna se o imunocyty
(tkdnové M¢, krevni monocyty, granulocyty, lymfocyty), zirné bunky, krevni desticky,
endotelialni bunky, bunky hladkého svalu, fibroblasty, a dalsi, které jsou schopny produkovat
velké mnozstvi zénétlivych mediatort. Po aktivaci jsou nejprve produkovany tzv. cytokiny
Casné faze (tzv. proximdlni cytokiny) jako TNF-a) a IL-1PB, které spoustéji nékteré dalsi
dilezité procesy (kaskady). Je aktivovana funkce NF-kB, ktery vede k produkci mediatorové
RNA (mRNA) a nasledné produkci dalSich, prevdzné prozanétlivych, mediatort. Mezi

Proximalni cytokiny TNF-o and IL-1f jsou uvolfiovany ve velkém mnoZstvi jiz v
priabéhu 1 hodiny po inzultu a maji jak lokalni, tak systémové ucinky. Experimentalné bylo
prokazano, ze po podani TNF-a a IL-1B samostatné, nebyl jejich hemodynamicky Géinek
vyrazny. Pokud byly ovSem tyto latky podany zaroven, vedlo to k zdvazné hypotenzi a také k
tézkému plicnimu poskozeni (http://emedicine.medscape.com/article/168943-overview).
TNF-a a IL-1B jsou zodpovédné i za zvySeni télesné teploty a za humoralni stresovou
odpovéd’ (noradrenalin, vazopressin, aktivace systému renin-angiotensin-aldosteron). Ostatni
cytokiny, zejména IL-6, stimuluji produkci reaktantd akutni fdze, napiiklad CRP a
prokalcitoninu. Prozanétlivé cytokiny maji, jak ptimy vliv na tkanové struktury, tak i funkci
v pfenosu signalu (sekundarni mediatory) vedoucimu k aktivaci komplementu a koagulace,
produkci oxidu dusnat¢ho (NO), aktivaci desticek a zvySené produkci eikosanoidi
(prostanoidy a leukotrieny). V ramci aktivace komplementové kaskady se vytvaieji rtizné
biologicky aktivni proteiny. K nejzkoumanéjSim patii tzv. anafylatoxiny (C3a, C5a), které
maji permisivni vliv na produkci jinych cytokinli, hraji roli v chemotaxi, zpisobuji
vazodilataci a zvySenou vaskularni permeabilitu. Eikosanidy jsou latky s velice kratkym
polo¢asem rozpadu (minuty) a maji z hlediska vztahu k zanétu ptfevazné prozanétlivy efekt,

dokazi prohloubit poskozeni endotelu a tim usnadnit rozvoj organovych dysfunkci. V ramci
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prabéhu SIRS je také velice vyznamny vztah mezi zanétem a koagulaci. IL-1f and TNF-a
piimo poskozuji povrch bun¢k endotelu. Endotelialni bunky a leukocyty exprimuji tkanovy
faktor, ktery iniciuje produkci trombinu. Trombin aktivuje trombocyty a vede k tvorb¢ fibrinu
(prokoagulaéni stav), zaroveit ma i prozanétlivé vlastnosti. Casné cytokiny (IL-1B a TNF-a)
zarovenn ovliviluji 1 fibrinolyzu (snizuji degradaci fibrinu) zvySenou produkci aktivatoru
inhibitoru plazminogenu (PAI-1). IL-6 zvySuje produkci trombocyta a fibrinogenu. V ramci
prozanétlivého stavu je zaroven snizena aktivita pfirozenych inhibitort koagulace jako jsou
antitrombin, inhibitor tkanového faktoru (TFPI) a aktivovany protein C (aPC). Aktivace
koagulace se muze, rozvojem povSechné mikrovaskularni trombézy a konsumpéni
koagulopatie, aktivaci komplementu a pfimym vlivem na ZO, podilet na vzniku a rozvoji
organovych dysfunkci (MODS).

Dominantnimi prvky v ramci téZkého SIRS jsou tedy patologickd ZO a porucha
hemostazy. V situaci, kdy je intenzita SIRS nadmérna nebo protrahovand, miiZze dojit
k rozvoji organovych dysfunkci. Postizenymi organy byvaji plice, ledviny, GIT,
kardiovaskularni systém (myokard), CNS apod. Aby se zabranilo detrimentdlnimu plsobeni
mechanismem CARS. CARS je moZno zjednoduSené charakterizovat jako snahu systému
(organismu) o udrzeni kompartmentizace zanétu lokaln¢ ve tkanich nebo jako snahu o
regulaci zanétu jiz dekompartmentizovaného systémoveé. Vyznacuje se lokélni a systémovou
produkci cytokinl s protizdnétivou aktivitou (IL-4 a IL-10) coz vede k poklesu produkce
TNF-a, IL-1B, IL-6 a IL-8. Zaroven jsou produkovany i antagonisté proximalnich cytokint
(anti-TNF-a a receptorovy antagonista IL-1f), které svou vazbou na cilovy cytokin snizuji
jeho efekt nebo blokuji jeho receptor. Schopnost organismu dosdhnout dynamické rovnovahy

mezi SIRS a CARS je urcujicim faktorem ovliviiujicim pacientovu prognézu. Je mozné, ze

~~~~~
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negativniho efektu SIRS na organové systémy, vede k naruSeni vytvarejici se rovnovahy
s pfirozenou pro a anitinflamatorni odpovédi. Muze tak dojit krozvoji nezddouci
protrahované imunosuprese, kterd nasledné miaze vést k sekundarnim infekénim
komplikacim. Tim se uzavira bludny kruh dysregulace imunitni odpovédi na inzult. Dle
prvnich ptredstav CARS nésledoval az s uritym zpozdénim po rozvoji SIRS, novejsi pristup
ovSem poukazuje na pfitomnost nékterych markert ptfitomnosti CARS jiz bezprostfedné po
zacatku projevii SIRS, a navic jisté€ existuje i vyznamna interorgdnova variabilita v mife SIRS
a CARS. Vysledny pomér mezi prozanétlivymi a protizanétlivymi procesy na systémové
urovni je nazyvan jako syndrom smisené antagonistické odpovédi (MARS). Pokud jsou oba
druhy systémové odpovédi nadmérné a/nebo protrahované, a také pokud nejsou adekvatné
navzajem synchronizované, muze poté dojit k jiz zminéné dysregulaci celkové ZO vedouci
k MODS. Stoji za zminku, ze vysoky vyskyt SIRS v nasi praci ukazuje na zvysené riziko

dysregulace ZO po MAS.

V nasi praci jsme dale u skupiny operovanych pacientli zjistili signifikantné vyssi
sérové hladiny vSech alarmin, kromé HMGBI1. Tento néalez naznacuje roli alaminl
v patogenezi pooperani ZO. Zaroven je pravdépodobné, Zze dynamika hladin nékterych
alarminti by mohla piimo odrazet miru chirurgického poskozeni, které je zdrojem systémové
Z0. Piedpoklad, ze hladiny alarminii vysoce vyznamné koreluji s hladinami klasickych
biomarkert, jsme v na$i praci nepotvrdili. Klasické biomarkery zanétu, napi. CRP a IL-6
odrazi rizné typy poskozeni, naptiklad akutni infekéni onemocnéni a také sterilni trauma. Je
tedy ocCekavatelné, ze vyplaveni alarminl pii extenzivnim chirurgickém poskozeni bude
nasledovano pftislusnou zménou sérovych hladin téchto biomarkert. Alarminy je v tomto
kontextu moZno povazovat za signaly prvni faze, které¢ nasledné vyvolaji aktivaci imunitniho

systému produkci zanétlivych biomarkert (Jain et al., 2011; Tanaka et al., 2014). NasSe
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vysledky potvrdily jen malou az stfedné vyznamnou pozitivni korelaci mezi hladinou
n¢kterych alarminti a biomarkerti. Ze vSech sledovanych alarmint predevsim protein ST00AS8
vykézal konzistentni stiedné vyznamnou pozitivni korelaci s CRP a IL-6. Vysvétlenim pro
relativné nizkou uroven korelace mezi alarminy a biomarkery by mohlo byt to, Ze na
patogenezi prozanétlivého stavu se podili ve vétsi mife jiné neZ ndmi vysetfované alarminy,
napi. mitochondridlni alarminy (mtDNA, fMLP). Dal§im moznym vysvétlenim je nacasovani
intervali krevnich odbéra, které nemusi adekvatné odrazet dynamiku sérovych hladin
alarmint. Nicmén¢ naSe vysledky naznacuji, Zze se protein SI00A8 pravdépodobné podili na
ovlivnéni sérovych hladin né€kterych biomarkeri zanétu.

Ze vsech sledovanych alarminti pouze sérové hladina HMGBI1 vykazala vyznamny
vztah k nékterym parametriim chirurgického zakroku. Slo o délku DV, KZ a objem IT. To by
mohlo naznacovat vyznam HMGBI1 pro posuzovani rozsahu chirurgického poskozeni i ptesto,
ze rozdil v hladinich HMGBI1 mezi studijni a kontrolni skupinou nebyl statisticky vyznamny.
V Casném stadiu po inzultu je HMGBI predominantné pasivné vyplavovan z nekrotickych
bunek (Scaffidi P et al., 2002), ale pozdé&ji dochéazi k jeho aktivni sekreci aktivovanymi
imunocyty v ramci odpovédi na IL-1P, TNF-a, INF-y a PAMPs (Gardella S et al., 2002).
HMGBI se tedy ucastni komplexni signalizace Gzce souvisejici s rozvojem SIRS, popf. sepse,
pravdépodobné ovlivnénim produkce IL-6 (Manganelli Vet al., 2010). ZvySeni hladin
HMGBI1 bylo nalezeno pii nékolika neinfekénich patologickych stavech, napt. pii
ischemicko-reperfuznim poSkozeni ledvin a jater (Tsung A4 et al., 2005; Kruger B et al., 2009),
po operacich jicnu (Suda K et al., 2006) a pti hemoragickém Soku (Ombrellino M et al.,
1999). Navic, HMGBI1 hraje také vyznamnou roli pii popaleninovém traumatu (Lantos J et
al., 2010) a u traumaticko/chirurgického poskozeni (Suda K et al., 2006, Abraham E et al.,
2009, Peltz et al, 2009). NaSe vysledky potvrzuji roli HMGBI1 jako mediatoru chirurgického

poskozeni v ¢asném pooperacnim obdobi.
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Ve studii jsme déle prokazali signifikantni rozdil mezi hladinou alarminti S100A8 a
S100A12 pii operacich horniho GIT (resekéni vykony na jicnu a zaludku) a ostatnimi
lokalizacemi opera¢niho vykonu (stfedni — tenké stfevo, a dolni GIT — kolorektélni resekce).
Vyssi hladiny téchto alarmind v hornim GIT oproti ostatnim etdZim mohou byt vysvétleny
naptiklad vyssi radikalitou chirurgickych zakrok® na hornim GIT a/nebo zvySenou expresi
téchto alarminti ve tkdnich horniho GIT. Priikaz této skutecnosti je otazkou dalsiho vyzkumu.

Studie hodnotici roli alarmint (pfedev§sim HMGBI1) v experimentélnich a klinickych
podminkach casto povazuji HMGBI za relevantni biomarker klinického vysledku (Tong HS
et al, 2011; Zhu XD et al. 2012; Pilzweger C et al., 2014). Nicmén¢ jini autoii predikéni
schopnost HMGB1 zpochybiiuji, zejména ve vztahu k sepsi (Karlsson S et al., 2008). Nase
vysledky ukéazaly pomérné konzistentni korelaci mezi HMGBI1 a nékterymi charakteristikami
chirurgického zékroku. Protein S100A8 (a méné vyznamné i S100A12) vykazal signifikantni
pozitivni korelaci s délkou pobytu na JIP (ICU-LOS) a mortalitou (28denni a nemocnicni).
Hladiny S100A8 a S100A12 vySetfené Casné¢ po chirurgickém zakroku na GIT Ize tedy
povazovat za slibny marker predikujici klinicky vysledek pacientd. Z divodu pilotniho
charakteru nasi studie nelze tyto vysledky srovnat jinymi podobné tematicky zaméfenymi
pracemi.

Laparoskopické vykony jsou v poslednich desetiletich preferovany oproti klasické
oteviené chirurgii (laparotomii), pfedev§im pro jejich mens$i invazivitu (mens$i chirurgicky
fez), niz8i pooperacni bolest, snizené riziko infek¢nich komplikaci, rychlej$i obnovu mobility
pacienta a lepsi dlouhodoby klinicky vysledek (Conzo G et al., 2016, Conzo G et al, 2014).
Laparoskopie patii mezi standardni postupy pii kolorektalni chirurgii pro snizené ndklady a
lepsi kratkodobé klinické vysledky (kratsi délka hospitalizace v nemocnici a snizeny pocet
komplikaci) ve srovnani s otevienou chirurgii (Zhuang C et al., 2015). Laparoskopie ma

ovSem také fadu nevyhod, jako naptiklad potieba vétsi zkuSenosti chirurga, omezeny rozsah
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pohybu ndstrojii, snizend moznost odhadu hloubky, absence taktilnich vjeml pfi manipulaci
chirurga, a dale delsi doba operace a anestezie.

Zadna studie doposud nehodnotila invazivitu réiznych chirurgickych procedur pomoci
sérovych hladiny alarmin. NaSe vysledky neprokdzaly signifikantni rozdil v hladiné
vybranych alarminti mezi skupinou pacienti po laparoskopii a skupinou po otevieném
chirurgickém zékroku bez ohledu na gastrointestindlni lokalizaci (Maca J et al., Therap Clin
Risk Manag., 2018). To naznaCuje obdobnou miru chirurgické traumatizace u obou typu
procedur z pohledu dynamiky hladin vybranych alarminti. Na druhou stranu jsme prokazali
signifikantn¢ vys$i hladinu IL-6 druhy a tfeti den v laparoskopické skupiné, coz piesto
naznacuje vys§i ZO na tento typ operativy. Je pravdépodobné, ze na vyssi ZO v
laparoskopické skupiné se miize podilet jind skupina alarmind, nez kterd byla v rdmci nasi
prace vySetfovana. Ramanathan a kol. popsal signifikantné vyssi hladinu CRP u pacientll po
extenzivni oteviené resekci tlustého stfeva ve srovnani s laparoskopickym ptistupem. Ve
srovnani s naSimi vysledky autofi nepopsali nékteré zakladni charakteristiky studijni skupiny,
napiiklad vdhu nebo index télesné hmotnosti (BMI) a chirurgické charakteristiky, naptiklad
DV, KZ a pouziti VT. Nase vysledky naopak neprokazaly vyznamny rozdil v hladinach CRP
mezi obéma typy chirurgickych procedur ve srovnatelné podskupiné kolorektalnich resekci
béhem obdobné¢ doby pooperacni observace. Odlisné vysledky mohou byt vysvétleny menSim
poctem pacientll zatazenych do nasi studie anebo potencidlnimi rozdily v zékladnich a
chirurgickych charakteristikich mezi obéma studiemi. Fretland a kol. zkoumal oba typy
chirurgického zakroku (laparoskopie/laparotomie) z pohledu zmény hladin biomarkeri po
resekcich jaternich metastdz kolorektalniho karcinomu. Autofi prokdzali vysSi hladiny
HMGBI, IL-6, CRP, volné DNA a makrofagového zanétového proteinu (MIP)-1B po

otevienych chirurgickych zékrocich (Fretland A et al, 2015). Tyto vysledky jsou jen v
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castecné shod¢ s naSimi vysledky, protoze jsme nenalezli vyznamny rozdil mezi sérovymi
hladinami HMGB1 a CRP. Uvedend odliSnost mize byt vysvétlena napiiklad rozdilnym
typem organovych resekci. Nicméné, naSe vysledky také prokazaly vyznamny rozdil v
hladinach IL-6 v laparoskopické skupiné, coz naznacuje vyssi trovén ZO navzdory faktu, ze
hladiny alarminti se mezi skupinami nelisily.

Signifikantné vyssi hladiny nékterych alarminti (S100A8, S100A12) jsme zjistili u
podskupiny pacienttl, kteti podstoupili laparoskopicky vykon pro nddorové onemocnéni. To
na jednu stranu potvrzuje roli proteinu S100A v ramci patogeneze nadorovych onemocnéni
(Chen H et al., 2014), ale na druhou stranu by to mohlo odrazet vyznamnéjsi systémové
vyplaveni uvedenych alarmini po protrahovaném laparoskopickém vykonu. Navic jsme
zjistili signifikantné vyssi hladiny IL-6 v laparoskopické skupiné, coz také naznacuje vétsi
zanétlivou reakci pravdépodobné z divodu delsi DV, vyssi KZ 1 IT.

V dalsi fazi na$i prace jsme se, v ramci snahy o maximalni moznou homogenizaci
studijniho souboru, zaméfili na nejvice zastoupenou podskupinu v nasem souboru, pacienty s
kolorektalnimi resekcemi, a srovnali ji s kontrolni skupinou pacientii bez chirurgické
intervence (Maca et al., ISICEM, 2018). Nalezli jsme signifikantné¢ vys$i hladiny proteinu
ST100A8 a S100A12 v chirurgické skupin€, coZ naznacuje jejich potencidlni roli jako soucast
casn¢ ZO na extenzivni kolorektalni chirurgicky inzult. Nasledné zvyseni sérovych hladin
piislusnych zanétlivych biomarkera jako je pocet leukocytti, CRP, a IL-6, muze sveédc¢it o roli
vySetfovanych alarminti pii produkci zminénych biomarkerti. Pokladem pro toto tvrzeni je
nase zjisténi stfedné vysoké pozitivni korelace mezi zminénymi proteiny SI00A a uvedenymi
rutinnimi biomarkery. Celkové jsou tyto vysledky ve shod€ s navrzenou sekvenci iniciace
sterilni ZO: tkanové poSkozeni — signaly nebezpeci (alarminy) — aktivace vrozené, poptipadé

adaptivni imunity — ZO, viz Obr. 11. Cilem této sekvence je iniciace hojeni a reparace
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poskozeni, ovSem pfi dysregulaci ZO muze vést ke komplikacim a tkanové dysfunkci

(Tanaka T et al., 2014).

Surgical tissue injury

.

dangersignals/alarmins

P

immune activation

.

inflammatory response

physiologic/regulated pathologic/dysregulated

Harm
(wound dehiscence, infection,
anastomotic leakage)

Healing
(structural and functional recovery)

Obr. 11. Zjednodusené schéma aktivace imunitniho systému po chirurgickém traumatu
(prevzato z Maca J et al., ISICEM, 20138).

Chirurgicka intervence vyvola tkanové poskozeni (surgical tissue injury) nasledované
vyplavenim signalu nebezpeci (danger signals/alarmins) z postizenych tkani. Ty pak aktivuji
vrozenou a adaptivni imunitni (immune activation) odpovéd’ vedouci k ZO (inflammatory
response). Tento sterilni zdanét za normalnich okolnosti vede ke strukturdlni a funkcni
reparaci prislusné tkané (healing). V pripadeé, Ze dojde k dysregulaci imunitni odpovédi, miize
stav vest ke vzniku riznych komplikaci (harm) negativné ovliviiujicich klinicky vysledek

pacienta.

Nase vysledky naznacuji, ze vybrané alarminy mohou slouzit jako ¢asné biomarkery

tkanového poskozeni se sluSnou prediktivni hodnotou stran miry potencidlné skodlivé ZO, a

67



také, Ze meéfeni sérovych hladin vybranych alarmini muize byt uzitené v predikci
pooperacnich komplikaci negativné ovliviiujicich klinicky vysledek pacientt (Maca J et al., J
Invest Surg, 2017).

U naseho pilotniho vyzkumu je mozné identifikovat n¢kolik limitaci. Jde pfedevsim o
1) relativné nizky pocet pacientd a 2) nerovnomérnou distribuci véku a pohlavi mezi Ch a
NCh-skupinou, coz by mohlo byt zdrojem potencialniho zkresleni vysledkl statistické
analyzy, napf. pii rozdilné imunoreaktivité starSich pacientli, nebo rozdilné dynamice
uvoliovani alarminii ze tkani apod. Ke zjisténi velikosti rizika zkresleni vysledkt jsme pouzili
multivariantni analyzu, kterd zahrnula vék a pohlavi jako kontrolni proménné. Rozdily
v hladinach alarminii zGstaly pfesto vyznamné. Dals§i limitaci studie je 3) neznalost
predoperac¢ni hladiny alarminti, kterd ztéZzuje posouzeni vlivu primarniho chirurgického
onemocnéni a 4) fakt, ze zvolené intervaly krevnich odbéri nemuseji adekvatné odrazet
dynamiku hladin vySetfovanych biomarkert.

Nase prace podporuje intraoperacni pouzivani tzv. “fyziologické” chirurgie a
zdiraziiuje jeji vyhody. Jde o usili o maximalni moznou redukci intraoperacniho
chirurgického stresu pouzitim co nejméné invazivnich technik, mens$i incise, snizeni
mechanické deformace a traumatizace tkani, které ve svém vysledku vedou k niZsi imunitni,
neuro-humoralni, metabolické odpovédi, mensi pooperacni bolesti a rychlejsi strukturdlnimu a

funk¢énimu zotaveni pacienta.

Co nejlepsi pochopeni fyziologickych a patofyziologickych mechanizmi ZO
nasledujici po chirurgickém poskozeni tkdni by mohlo vést k casné identifikaci rizikovych
faktorit pro vznik pooperacnich komplikaci. Jde pfedevS§im o zjevné (naptiklad arterialni
hypotenze) nebo skryté probihajici (naptiklad protrahované lokalni krvaceni, ischemicko-

reperfuzni poSkozeni) patologické procesy, které mohou, ve svém dusledku vést k poruse
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organovych funkci jako nasledku generalizované mikrocirkula¢ni hypoperfize. Rychlym a
razantnim preventivnim, popiipad¢ terapeutickym, zisahem by pak bylo mozné docilit
adekvatniho a casného navratu tkanové homeostazy, a tim nasledné¢ zajiSténi rychlé a

efektivni funkéni a strukturdlni reparace poskozenych tkani.
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8. ZAVER

Problematika imunitni odpovédi na sterilni zanét vyvolany chirurgickym traumatem je
prozatim malo zkoumané téma. Alarminy primarné funguji jako signaly nebezpeci predevsim
poskozeni bun€k, a maji schopnost aktivace imunitni ZO. Vlastni imunitni reakce je navic
ovlivnéna fadou dalSich individudlnich faktorti pacienta jako jsou genetické pozadi,
komorbidity, aktudlni imunologicky stav, v€k apod. Nase vysledky naznacuji, ze sérové
hladiny vybranych alarminii mohou ¢asné odraZet miru chirurgického traumatu (HMGB1) a
také hrat prognostickou roli v predikci klinickych dasledkt chirurgického zékroku (proteiny
S100A8 a S100A12). Je velice pravdépodobné, Ze se ne¢které z nami sledovanych alarminii
podili nejen na normalni, fyziologické, lokalni zanétlivé reakci na chirurgické poSkozeni, ale i
na dysregulované systémové zanétlivé reakci. Tento fakt mize ptispét k pochopeni nékterych
patofyziologickych mechanizml vedoucich k rozvoji pooperacnich komplikaci zhorSujicich
prognozu pacienta.

Nas vyzkum v oblasti rozsédhlych abdominalnich chirurgickych vykonil 1ze chapat jako
jeden z krokii na cesté k identifikaci role alarminli v rdmci slozitych obrannych reakci na

rizné typy bunécného a tkanového poskozeni.
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9. SOUHRN

70 je zakladni reakci na poSkozeni bun€k a tkani. Jejim cilem je zvrat patologického
procesu a zachovani strukturalni a funkcni integrity zivého organismu. Nadhrani¢ni nebo
protrahované plsobeni inzultu miize vést k dysregulaci zdnétu az na systémovou uroven.
Za vyznamny inzult 1ze povazovat i rozsahly chirurgicky vykon, napt. resek¢éni vykon na GIT,
tzv. major abdominal surgery (MAS). Signalem pro aktivaci ZO mohou byt alarminy, coz
jsou intraceluldrni molekuly, které v situaci, kdy je bunka poSkozena, jsou uvolnovany do
extracelularniho prostoru, kde maji bioaktivni efekt. Alarminy tedy mohou odrézet miru
chirurgického poskozeni. Cile prdce: Primarnim cilem prace bylo zjistit roli vybranych
alarmint pfi stimulaci ZO pii MAS. Sekudéarnimi cile prace byly: 1) zjistit schopnost vybrané
skupiny alarmini predikovat klinicky vysledek, 2) stanovit vztah hladiny alarmini a
lokalizace chirurgické resekce, 3) stanoveni korelace mezi hladinami alarmint a nékterymi
charakteristikami chirurgického vykonu, napi. délka vykonu, krevni ztraty a intraoperacni
tekutinova naloz, 4) srovnat efekt laparoskopie a oteviené chirurgické operativy na hladiny
alarmint a 5) ovéfit predchozi vysledky stanovenim role alarmint v podskupiné pacientl
podstupujicich kolorektdlni chirurgii. Material a metodika: Subjekty byly zatfazovany po
dobu 12 mésici do nechirurgick¢ (NCh); (n=35) a chirurgické (Ch) skupiny (n=82). U
subjektll studie byly stanoveny sérové hladiny alarmind (S100A8 a 12, high mobility group
box — HMGBI, protein teplotniho Soku 70 - HSP70) a rutinnich biomarkert zénétu (C-
reaktivni protein — CRP, interleukin 6 — IL-6, albumin). Pro analyzu srovnani typu
chirurgického vykonu byla Ch-skupina rozdélena na podskupinu laparoskopickou a na
skupinu laparotomickou. Pro post hoc analyzu byla vybrdna podskupina pacient

podstupujicich kolorektalni resekce. Vysledky: Kromé HMGBI1 byly hladiny vSech alarmint
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signifikantné vyss$i v Ch-skupiné ve srovnani s NCh-skupinou. V Ch-skupiné byla zjiSténa
vyznamna pozitivni korelace mezi S100A8 a IL-6 i CRP. Hladina S100A8 byla vyznamné
vys$si u zékrokd na hornim GIT. HMGBI pozitivné koreloval s délkou operace, krevni ztratou
a perioperacnim piijmem tekutin. Koncentrace SI00A8 a S100A12 vyznamné korelovaly
s délkou hospitalizace na JIP, 28denni a hospitalizacni mortalitou. Hladiny vybranych
alarmin se neliSily mezi laparoskopickou a laparotomickou podskupinou. V laparoskopické
podskupiné pacientd s nddorovym onemocnénim byly nalezeny signifikantné vyssi hladiny
proteint SI00A8 a S100A12, a rovnéz IL-6. Hladiny proteint SI00A8 a S100A12 byly
vyznamné vys$i v podskupiné pacientli s kolorektalni resekci oproti podskupiné bez
chirurgického vykonu. V podskupiné kolorektalnich resekci byla nalezena stfedné silna
pozitivni korelace mezi hladinou vybranych proteini S100A a sledovanymi biomarkery
zanétu (pocet leukocytli, CRP, a IL-6). Zavér: MAS vede ke zvyseni sérové hladiny alarmind.
Z vybranych alarmind hraje pravdépodobné dominantni roli pii patogenezi systémového
zanétu zejména protein SI00AS8 a protein S100A12, zatimco HMGBI nejlépe z vybranych
alarmin® odrazi miru sterilniho chirurgického traumatu. Celkové je patrné, ze alarminy jsou
soucasti fyziologické ZO na sterilni trauma a uplatiuji se zfejmé také v rozvoji patologické
70, kterd se podili na lokdlnim organovém poskozeni anebo vede k dysregulaci a systémové

dekompartmentizaci zanétu se vSemi patofyziologickymi duasledky.
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10. SUMMARY

Inflammatory response (IR) is a fundamental reaction to the cell and tissue injury. It is
aimed at correcting the pathologic condition and maintaining the structural and functional
integrity of the organism. The insult with too extensive or prolonged effect can lead to
dysregulation of IR to the systemic level. Major abdominal surgery (MAS) can be considered
as a potentially significant insult. Alarmins are endogenous, intracellular proteins that are
passively or actively released upon the cell injury to extracellular space where they express
their bioactive effect. Alarmins has therefore potential reflect the degree of surgical injury
Purpose: The main goal of the study was elucidating the role of selected alarmins in
inflammatory response after MAS. The secondary aims were: 1) determining the relationship
between alarmins and outcome prediction, 2) to determine relationship of alarmins and place
of surgical intervention, 3) to determine correlation between alarmins and some of the surgery
characteristics, e.g. length of surgery, blood loss, and intraoperative fluid load, 4) compare
injury caused by laparoscopy and open surgery reflected by alarmins, and 5) to confirm
previous results by determining the role of alarmins in surgical injury in subgroup of patients
undergoing colorectal resections. Methods: For 12 months, study subjects were enrolled in
non-surgical (NS-) group (n=35) and surgical (S-) group (n=82). Serum levels of alarmins
(ST00AS and 12, high mobility group box - HMGBI, and heat shock protein 70 - HSP70) and
routine biomarkers (CRP, IL-6, and albumin) were analyzed. To compare types of surgery the
S-group was divided into laparoscpy and open surgery subgroups. For post hoc analysis was
chosen subgroup of colorectal resections. Results: Except for HMGBI, the levels of all

alarmins were higher in the S-group compared to the NS-group. In the S-group, positive
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correlations were found between S100A8 and some of the biomarkers (IL-6 and CRP).
Additionally, the ST00AS8 level was significantly higher in patients who underwent upper GIT
surgery. Significant positive correlations were found for HMGB1 with the length of surgery,
blood loss and intraoperative fluid intake. Serum levels of SIO0AS8 had positive correlations
with intensive care unit length of stay (ICU-LOS), 28-day and in-hospital mortality. Serum
levels of SIO0A12 demonstrated significant, positive correlations with ICU-LOS, 28-day
mortality, and in-hospital mortality. The levels of selected alarmins did not differ between
laparoscopy and open surgery subgroup. We found significantly higher leves of protein
S100A8 and S100A12, and IL-6 in laparoscopy subgroup with malignancy. Proteins S100AS8
and S100A12 were significantly higher in colorectal resection subgroup compared to non-
surgical subgroup. We found moderate positive correlation between proteins S100A and
selected biomarkers of inflammation (WBC, CRP, and IL-6) in colorectal resections
subgroup. Conclusion: MAS (also colorectal resections) elicits significant elevation of
alarmins serum levels. Protein SI00A8 seems to play dominant role in generation of systemic
inflammation. Moreover, the HMGBI levels reflect the degree of surgical injury. Generally,
alarmins are part of physiologic IR to sterile injury and their role is probably also in
development of deleterious IR which leads to local organ dysfunction and/or dysregulation

and systemic decompartmentization of inflammation with all pathological consequences.
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11. SEZNAM ZKRATEK

AGE
APACHE 11
aPC
ASA
ATP
BMI
CARS
CLRs
CONSORT
CRP
CSIM
DAMPs
DC

DF
dsRNA
DV
EBR
ecATP
EK
ERAS
FFP

fMLP

advanced glycation endproducts

Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II

activated protein C
American Society of Anesthesiologists
adenosin trifosfat

body mass index

compensatory antiinflammatory response syndrome

C-type lectine receptors

Consolidated Standards of Reporting Trials
C-reaktivni protein

Ceska spole¢nost intenzivni mediciny
damage/danger-associated molecular patterns
dendritic cells

dechova frekvence

double stranded RNA

delka vykonu

erythrocyte concentrate without buffy coat
extracellular adenosine triphosphate

etickd komise

Enhanced Recovery After Surgery

fresh frozen plasma

formylated Met-Leu-Phe

75



GIT
HIV-1
HMGBI1
HSP
CH
ICAM-1
ICU
ICU-LOS
IFN

IL

IRFs

IT

IxB

JIP

KARIM

LOS
LPS
LRR
M¢
MAMPs
MAPK
MARS
MAS

MIP

gastrointestinalni trakt

human immunodeficiency virus 1
high mobility group box 1
heat-shock protein

chirurgicka

intercellular adhesive molecule 1
intensive care unit

intensive care unit length of stay
interferon

interleukin

interferon regulatory factors
intraoperacni piijem tekutin
inhibitor kappa B

jednotka intenzivni péce

Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny
krevni ztraty

length of stay

lipopolysacharid

leucine-rich repeat

makrofagy

microbe-associated molecular patterns
mitogen-activated proteinkinase
mixed antagonist response syndrome
major abdominal surgery

macrophage-inflammatory protein
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mtDNA
MyD88
NETs
NF-kB
NCH
NK
NLRs
PaCoO,
PAI-1
PAMPs
PRRs
RAGE
RAMPs
RLRs
RM ANOVA
RNS
ROS
SCCM
SD
SIRS
ssRNA
TF

TIR
TIRAP

TLR

mitochondrial deoxyribonucleic acid
myeloid differentiation primary response 88
neutrophil extracellular traps

nuclear factor — kappa B

nechirurgicka

natural killers

NOD-like receptory

parcialni tlak oxidu uhli¢itého
plasminogen activator inhibitor 1
pathogen-associated molecular pattern
pattern recognition receptors

receptor for advanced glycation endproducts
resolution-associated molecular patterns
RIG-1 like receptors

repeated measures ANOVA

reaktivni dusikové slouceniny

reaktivni kyslikové slouceniny

Society of Critical Care Medicine

standard deviation

systemic inflammatory response syndrome
single stranded RNA

tepova frekvence

Toll/IL-1 receptor

TIR domain containing adaptor protein

toll-like receptor
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TNF-a

TRAM

TRIF

TT

VCAM-1

VT

Z0

tumor necrosis factor alpha

TRIF-related adaptor molecule
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
télesna teplota

vascular cell adhesion molecule 1

vazoaktivni terapie

zanétliva odpoved’
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ABSTRACT

Background: Major abdominal surgery (MAS) is high-risk intervention accompanied usually
by tissue injury leading to a release of signaling danger molecules, called alarmins. The
present study evaluates the surgical injury caused by two fundamental types of
gastrointestinal surgical procedures (open surgery and laparoscopy) in relation to the
inflammation elicited by alarmins.

Methods: Patients undergoing MASwere divided into amixed laparoscopy group (LPS) and
open surgerygroup (LPT). Serum levels of alarmins (S100A8, S100A12, HMGBI, and
HSP70) and biomarkers (leukocytes, CRP, IL-6) were analyzed between the groups. The
secondary objectives were to compare LPT and LPScancer subgroups and therelationship
between procedure and outcome (length of stay in the intensive care unit [ICU-LOS] and
hospital [H-LOS]).

Results: A total of 82 patients were analyzed. No significant difference was found in alarmins
levels between the mixed LPS and LPT groups. IL-6 was higher in the LPS group on day 2
(p=0.03) and day 3 (p=0.04).Significantly higher SIO0AS8 protein levels were measured on
day 1 (p=0.02) and day 2 (p=0.01), and higher S100A12 protein levels on day 2 (p=0.03) in
the LPS cancer subgroup. ICU-LOS and H-LOS were longer in the LPS cancer subgroup.
Conclusion: The degree of surgical injury elicited by open MAS as reflected by alarmins is
similar to laparoscopic procedures. Nevertheless, an early biomarker of inflammation (IL-6)
was higher in the laparoscopy group, suggesting a greater inflammatory response. Moreover,
the levels of SI00A8 and S100A12 were higher with a longer ICU-LOS and H-LOS in the

LPScancer subgroup.
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BRIEF SUMMARY

Bothopen surgery and laparoscopy can cause significant damage to the tissues. This study
compares the degree of injury caused bythese two main types of surgical procedures as
reflected by alarmins (danger signals and markers of tissue damage) and selected

inflammatory biomarkers.

INTRODUCTION

The increasing number of major non-cardiac surgical interventions is considered a global
challenge in health care.'Extensive surgical intervention is associated with direct mechanical
tissue injury, local hemorrhage, and ischemia, followed byhypoxemic cellular stress and
ischemia-reperfusion injury*leadinginnate and adaptive immunity activation on the local and
systemic level.’The dysregulation of the host response increasesthe number of infectious
complications, impairswound healing, and adversely affects other clinical outcomes,including
hospital stay, mortality, and long-term cognitive functions.” The degree of postoperative
inflammatory responsecan be estimated by several clinical parameters (egheart rate,
respiratory rate, and body temperature) and laboratory markers,including white blood cell
(WBC) count, C-reactive protein (CRP), and interleukin 6 (IL-6).°®Clinical signs are
unreliable and their sensitivity and specificity are low. WBC and CRPmeasurementsare

routine in clinical practice, buttheir kinetics are slow with low ability to differentiate sterile
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and infectious insults.” IL-6 can be detected early, but its measurement is not widespread and
thus it cannot be considered a routine biomarker."

Alarmins are a group of intracellular molecules immediately released or actively secreted
after mechanical cell injury, infection, or inflammation. In extracellular space, they exhibit
cytokine-like functions, initiating an inflammatory and reparative response.''Thus, they
represent first line signal molecules that potentially reflect the degree of tissue injury.
Laparoscopic surgical procedures (LPSs) have several advantages over open surgery,
including less invasiveness (ie smaller incision) resulting in less postsurgical pain, reduced
risk of infectious contamination, and faster functional recovery.'*’LPSsare the standard of care
in colorectal surgery due to cost-effectiveness and better outcomes (ie hospital stay, number
of complications) compared to open surgicalprocedures.*"However,LPSsalso have some
disadvantages, such as theneed for greatersurgeon experience, limited range of motion, poor
depth assessment, absence of tactile sensation, use of tools thatare less subtle in
interactionswith tissues compared to the hands of a surgeon, longer duration of surgery and
general anesthesia.'?

The role of alarmins in evaluating the degree of injury in relation to the type of procedure
(LPSoropen surgery [LPT]) in major abdominal surgery (MAS) has not yet been studied. The
primary objective of the analysis was to compare the serum levels of alarmins and biomarkers
between LPS and LPT in order to determine which of the procedures is more harmful. The
secondary objectives were to compare alarmins and biomarker levels in cancer subgroups and
the relationship between the type of procedure and selected outcomes, specifically intensive

care unit length of stay (ICU-LOS) and hospital length of stay (H-LOS).

METHODS
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Study design and patients

Theprospective single-centerstudy was conducted between June 2013 and June 2014. The
study was approved by the Medical Ethics Committee of the University Hospital of Ostrava,
Czech Republic (reference number: 435/2013).The committee waived the need for informed
consent prior to surgery due to the non-interventional observational nature of the study.The
CONSORT flow diagram of patient selection is givenin Fig. /. The inclusion criteriawere as
follows: more than 18 years of age, absence of sepsisat the time of admission, elective MAS.
After surgery, the patients were admitted to the intensive care unit (ICU) of the Department of
Anesthesiology and Intensive Care Medicine, University Hospital Ostrava, Czech Republic.
Exclusion criteria were pregnancy or life expectancy less than 24 hours.Major
surgerywasdefined as aprocedure expected to last more than 2hours and/or an anticipated
blood loss of more than500ml.'*.General treatment,including hemodynamic optimization, use
of anti-infectives, analgesia, and other measures of standard supportive care, was provided by
certified intensive care physicians according tothe recommendations of the Czech Society of
Intensive Care Medicine (CSICM)'*and the Society of Critical Care Medicine (SCCM).'®The
whole group of patients was divided according to the type of the procedure into LPS and LPT
group. Then, in order to obtain more homogenous cohort, we selected patients undergoing

surgery for cancer divided into LPS cancer and LPT cancer subgroup.

Study protocol and measurements

Baseline, clinical, surgical, and outcome characteristics were obtained upon ICU admission
(day 0). The American Society of Anesthesiologists (ASA) physical status classification
before surgery was recorded. The severity of the condition was estimated using the Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation 11 (APACHE Il)on the first postoperative day

(POD 1), and the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) on POD1-3.The presence of
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systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and sepsis at any time during the first
3consecutive daysafter surgery was recordedaccording to the standard definitionsvalid at the
time of the study.'” Outcome variables, such as postsurgical complications defined according
to Clavien Dindo Classification, ICU-LOS, H-LOS, 30-day mortality, and in-hospital
mortality, are given in Table 1.

Blood samples for the analysis of serum levels of biomarkers (WBC, CRP, IL-6) and alarmins
(S100A8, S100A12, HMGBI1, HSP70 proteins) were collected from the central venous
catheter at 6:00 a.m. on POD 1-3. The blood samples were allowed to clot for 30 min and the
supernatant subsequently centrifuged at 3,500 rpm (2,500 g) for 10 minutes at 4°C. Serum
concentrations of CRP (AU 5420, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) and IL-6 (Immulite
2000, DPC, Los Angeles, USA) were assayed immediately. The inter-assay coefficients of
variation were 4.8and 6.7%, for CRP and IL-6, respectively. Blood samples for the analysis of
alarmins were centrifuged (2500g) at 4°C for 6 minutes and then frozen and stored at -
80°Cuntil further analyses. The concentrations of SI00A8 and HMGBI1 were determined
quantitatively by sandwich ELISA or in-house assays (Biovendor-Laboratorni medicina,
Brno, Czech Republic). The concentrations of proteins S100A12 and HSP70 were determined
by commercially available colorimetric sandwich ELISA kits (Biovendor-Laboratorni
medicina, Czech Republic, and StressMarq, Canada). The analyses of S100A8, S100A12,
HMGBI, and HSP70 hadinter-assay coefficients of variation of 5.6%, 6.9%, 10.9%, and
11.3%, respectively. The total WBC count was determined in a local laboratory immediately

after sampling.

Statistical analysis
R software (version 3.3.1) was used for this post-hoc analysis (co-author MB) and to create

the figures and tables. Numerical data are characterized asmedian and inter-quartile range.
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Categorical data are described asabsolute and relative (%) frequency. To assess significant
differences between groups, two-sample Wilcoxon's test or Fisher's exact test was performed
(for numerical and categorical data, respectively). The level of significance was defined as

0.05.

RESULTS

The final statistical analysis utilized data obtained from a total of 82 patients divided into the
LPT (n=31) and LPS (n=51) groups according to the type of surgery. Almost all patients
(93%, n=76) exhibited SIRS at some point during the first 3 days after admission. Only a
small number developed sepsis (7%, n=6). The number of complications after surgery defined
according to Clavien Dindo Classification did not differ between the groups. The description
of surgical interventions according to the place of resection (upper, middle, lower GIT) and

type of surgery (LPS, LPT), including number of subjects is presented in Table 2.

Baseline characteristics did not differ between the LPS and LPT groups. Comparing clinical
and surgical characteristics, we found significantly longer surgery time (p<0.001), greater
blood loss (p=0.04), and higher amounts of intraoperatively administered fluids (p=0.03) in
the LPS group (sum of all laparoscopy subjects). Followed clinical outcomes, such as
complications after surgery, ICU-LOS, H-LOS, in-hospital mortality, and 30-day mortality,
did not differ between the two groups.The serum levels of alarmins (S100A8, S100A12,
HMGBI, and HSP70) and biomarkers (WBC, CRP, and IL-6) in the LPS and LPT groups are

given in Table 3. We found no significant difference in serum alarmins levels between the
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two groups. We observed significantly higher levelsof IL-6 on day 2 (p=0.03) and day 3

(p=0.04) in the LPS group.

Concerning the cancer subgroups, we found no differences in baseline characteristics between
LPS and LPT. However, we observed significantly longer surgery time (p<0.001), greater
blood loss (p<0.001), higher amounts of intraoperatively administered fluids (p<0.01), and
higher amounts of administered fresh frozen plasma (p=0.02) in the LPS cancer subgroup. In
addition, ICU-LOS and H-LOS were significantly longer in the LPS cancer subgroup (p<0.01
for both). Number of complications, in-hospital mortality, and 30-day mortality did not differ

between subgroups.

We found significantly higher levelsof SI00AS protein on day 1 (p=0.02) and day 2 (p=0.01),
and S100A12 protein on day 2 (p=0.03) in the LPS cancer subgroup (Fig. 2). We also
observed significantly higher levelsof IL-6 (p<0.01, for all three days) in the LPS cancer

subgroup (Fig 3).

DISCUSSION

Despite the benefits of solvingthe causal disease, elective major surgery causes iatrogenic
trauma, eliciting a marked sterile immune response.’ The physiological host response leads to
wound healing and structural and functional restitution of a tissue. On the other hand,
dysregulation of sterile inflammation can participate in the development of postoperative
complications and adversely affect patient outcomes. In the present study, we showedthat the

majority of subjects exhibited SIRS at some point during the first3consecutive days after
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elective MAS. This immune response to surgery and postoperative complications maybe
influenced not only by injury caused by a surgeon, but also by the presence of bacteria and/or
bacterial products in the intestinal contents,with contamination of the surgical wound, blood,
etc. In our study, all subjects received routine antibiotic prophylaxis (pB-lactam and
metronidazole). Due to the low incidence of early postoperative sepsis (7%), we consider the

anti-infectiveprophylaxis to be effective in decreasing the risk of infectious complications.

Our selection of the particular set of alarmins was based on their already known roles in
inflammatory diseases.'® 2°S100A proteins are responsible for regulating the intracellular
metabolism of calcium (Ca®") and calcium-dependent signaling. The expression of SI00A
proteins is enhanced in inflamed tissues, where they activate endothelial and immune cells
and facilitate the formation of local prothrombotic activity.”’ HMGBI binds to DNA and
influences many nuclear processes (ie activation of nuclear factor kappa B [NF-kB], repair of
DNA);it is released from injured cells and activates immunocytes. Heat shock proteins,
including HSP70, bind to nascent polypeptide chains and facilitate their proper folding,
working as chaperones for other danger signals and protecting cells against unfavorable
conditions, primarily thermal stress.”> In preliminary data collection, we observed
significantly higher levels of SI00A8, S100A12, and HSP70 in surgical patients compared to
healthy subjects™. This suggests that alarmins participate in physiological responses to
surgical injury. Biomarkers, such as WBC count, CRP, IL-6, and albumin, reflect various

.. . . . . . . . 24.2
types of injury, including infectious diseases, sterile trauma damage, and major surgery.® ** %

Laparoscopic procedures in gastrointestinal surgery are usually preferred to open surgery
especially due to the less invasivity (smaller incision)?, less postsurgical pain, reduced risk of

infectious complication,faster functional recovery, and better outcomes.'*?’. To date, no study
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has evaluated the invasiveness of surgical procedures during MAS in relation to serum
alarmin levels. We found no significant difference in alarmins levels between the LPS and
LPT groups including all surgical diagnoses. Therefore overall degree of tissue injury
reflected by alarmins seems to be similar in both types of surgical procedures.

Significantly higher levels of some alarmins (SI00AS8, S100A12) we measured in the LPS
cancer subgroup. This confirms a higher expression of S100A proteins in cancer,”"as reflected

by their more pronounced systemic release after laparoscopic surgery for cancer.

Ramanathan et al described significantly higher CRP levels in patients undergoing extensive
open resection of thelarge intestine compared to laparoscopic procedures. CRP had no
discriminative value related to postoperative infective complications. However, the authors
did not describe some of the baseline (ie weight, body mass index) and surgical characteristics
(ie duration of surgery, blood loss, use of vasopressors).”'In contradiction, we observed no
differences in CRP levels between the colorectal resection subgroups during similar
postoperative periods. Moreover, we found significantly higher levels of IL-6 in the LPS
cancer subgroup suggesting a greater inflammatory host response to laparoscopy probably
reflecting the longer surgery time and higher blood loss requiring higher amount of

intraoperatively administered fluids**~"

. The different findings for CRP values maybe
explained by statistical error related to fewer subjects enrolled in our study and potentially
different baseline and surgical characteristics between the studies. Fretland et al studied the
influence of the type of surgery (LPS/LPT) on changes in biomarker levels after liver
resection for colorectal liver metastases. The authors found higher levels of HMGBI, IL-6,
CRP, cell-free DNA, and macrophage inflammatory protein 1B in the open surgery group.’’

This is again only in partial agreement with our study, because we found no difference in

HMGBI and CRP levels. These results maybe explained by differences in organ-specific
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resections. However, we observed a significant difference in IL-6 laparoscopy group,
suggesting a greater inflammatory response despite the levels of selected alarmins being
similar. We suggest that a different set of alarmins other than those presently selected might

be responsible for the observed inflammatory response.

We found significantly reduced ICU-LOS and H-LOS in the LPT cancer subgroup. These
findings partially contradict the results reported by Zhuang et al, who described reduced H-
LOS in cancer patients who underwent LPSs>” even in the setting of suboptimal use of the
enhanced recovery after surgery (ERAS) protocol. Interestingly, we did not observe any
significant differences in ICU-LOS and H-LOS between the LPS and LPT groups for all
subjects undergoing MAS. We assume that this was due to the heterogeneity of the
intervention used in different gastrointestinal sites, variability in the type and extensiveness of

surgical diagnosis.

The present study has several limitations. The first limitation is that it was designed as post-
hoc analysis. Second, the small numbers of subjects. Third, the intervals at which we sampled
blood may not reflect exactly the dynamics of the blood concentration of alarmins. Fourth, a
different set of alarmins may be responsible for the observed immune response, such as
mitochondrial alarmins (mtDNA, N-formyl-Met-Leu-Phe); thus, the physiological role of our
selected set of alarmins in the development of inflammatory response could only be minor.
Fifth, the various degree and type of cancer as well as position of GIT resection are potential

sources of further bias.

CONCLUSION
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The degree of surgical injury elicited by open MAS as reflected by alarmins was similar to
laparoscopic procedures. However, the laparoscopic surgery, especially for gastrointestinal
cancer, seems to be injurious than open procedures reflecting the longer surgery time and
higher blood loss of the procedures. This is suggested by higher levels of biomarkers (IL-6),
but also alarmins (S100A8 and S100A12), the markers of cellular damage more accurately
estimating the degree of surgical injury.

ACKNOWLEDGEMENTS

Michal Burda was supported by the NPU II project LQ1602 “IT4Innovations excellence in
science” provided by the MSMT.The corresponding author would like to acknowledge Dr.
Zdenek Svagera, Ph.D., Head of Biochemistry, University Hospital of Ostrava, Czech
Republic, and colleagues Vera Sedenkova, M.D., and Lucie Panackova, M.D., for their

invaluable support of the study efforts.

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT
The authors report no proprietary or commercial interest in any product mentioned or concept

discussed in this article.

REFERENCES

1. Jakobson T, Karjagin J, Vipp L, et al. Postoperative complications and mortality after

major gastrointestinal surgery. Medicina (Kaunas). Lithuanian University of Health

Sciences; 2014;50(2):111-7.

106



10.

1.

12.

Weigand K, Brost S, Steinebrunner N, et al. Ischemia/Reperfusion Injury in Liver Surgery
and Transplantation: Pathophysiology. HPB Surg. 2012;2012:176723.

Marik PE, Flemmer M. The immune response to surgery and trauma: Implications for
treatment. J Trauma Acute Care Surg. 2012;73(4):801-8.

NeSmith EG, Weinrich SP, Andrews JO, et al. Systemic inflammatory response syndrome
score and race as predictors of length of stay in the intensive care unit. Am J Crit Care.
2009;18(4):339-346.

Eriksson LI, Kramer JH, Leung JM, et al. Perioperative Cognitive Decline in the Aging
Population. Mayo Clin Proc. 2011;86(9):885-93.

Lamm G, Auer J, Weber T, et al. Postoperative White blood cell count predicts atrial
fibrillation after cardiac surgery.J Cardiothorac Vasc Anesth. 2006;20(1):51-6.
Nuremberg GH, Care I, Nuremberg GH, et al. C-reactive protein and the acute phase
reaction in geriatric patients. 2015;48(7):595—600.

Okeny PK, Ongom P, Kituuka O. Serum interleukin-6 level as an early marker of injury
severity in trauma patients in an urban low-income setting : a cross-sectional study. BMC
Emerg Med.2015;15:1-7.

Jain S, Gautam V, Naseem S. Acute-phase proteins: As diagnostic tool. J Pharm Bioallied
Sci. 2011;3(1):118-27.

Tanaka T, Narazaki M, Kishimoto T. IL-6 in Inflammation, Immunity, and Disease. Cold
Spring Harb Perspect Biol. 2014;6(10):a016295.

Bianchi ME. DAMPs, PAMPs and alarmins: all we need to know about danger. J Leukoc
Biol. 2007;81(1):1-5.

High Quality Obstetrical & Gynecological Care, 2011-2015,

http://www.joannsomersmd.com/health/surgeries.php

107



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Huang C, Shen J, Zhang J, et al. Clinical comparison of laparoscopy vs open surgery in a
radical operation for rectal cancer : A retrospective case- control study. 2015;21:13532—
13541.

Davies SJ, Francis J, Dilley J, et al. Measuring outcomes after major abdominal surgery
during hospitalization: reliability and validity of the Postoperative Morbidity Survey.
Perioper Med (London, England). 2013;2(1):1.

Czech Society of Intensive Care Medicine guidelines, 2014,
http://www.csim.cz/dokumenty/#categories:path=doporucene-postupy

Society of Critical Care Medicine guidelines, 2016,
http://www.sccm.org/Research/Guidelines/Pages/Guidelines.aspx

Bone R, Balk R, Cerra F, et al. ACCP/SCCM consensus conference for Sepsis and Organ
Failure and. Chest. 1992;101(6):1644-55.

Foell D, Wittkowski H, Vogl T, et al. S100 proteins expressed in phagocytes: a novel
group of damage-associated molecular pattern molecules. J Leukoc Biol. 2007;81(1):28—
37.

Lotze M, Tracey K. High-mobility group box 1 protein (HMGBI1): nuclear weapon in the
immune arsenal. Nat Rev Immunol. 2005;5(4):331-42.

Hartl F, Hayer-Hartl M. Molecular chaperones in the cytosol: from nascent chain to folded
protein. Science. 2002;295(5561):1852-8.

Heizmann CW, Fritz G, Schifer BW. S100 proteins: structure, functions and pathology.
Front Biosci. 2002;7:d1356—-1368.

Tsan M-F, Gao B. Heat shock proteins and immune system. J Leukoc Biol.

2009;85(6):905-10.

108



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Maca J, Holub M, Bursa F, Thnat P, Svagera Z, Burda M, and Sevcik P. Alarmins as
biomarkers of gastrointestinal surgical injury — a pilot study. APMIS. 2018; 126(2):152-
159. DOIL: 10.1111/apm.12798

Ramanathan ML, MacKay G, Platt J, et al. The impact of open versus laparoscopic
resection for colon cancer on C-reactive protein concentrations as a predictor of
postoperative infective complications. Ann Surg Oncol. 2015;22(3):938—43.

Deirmengian GK, Zmistowski B, Jacovides C, et al. Leukocytosis Is Common After Total
Hip and Knee Arthroplasty. 2011; 469(11):3031-6.

Conzo G, Tartaglia E, Gambardella C, et al. Minimally invasive approach for adrenal
lesions: Systematic review of laparoscopic versus retroperitoneoscopic adrenalectomy and
assessment of risk factors for complications. Int J Surg. 2016;28(Suppl 1):S118-23.
Conzo G, Pasquali D, Gambardella C, et al. Long-term outcomes of laparoscopic
adrenalectomy for Cushing disease. Int J Surg. 2014;12(Suppl 1):S107-11

Chen H, Xu C, Jin Q, et al. S100 protein family in human cancer. Am J Cancer Res.
2014;4(2):89-115.

Barbaros U, Asoglu O, Seven R, et al. The comparison of laparoscopic and open ventral
hernia repairs : a prospective randomized study. Hernia. 2007; 11(11):51-6.

Castro PM, Rabelato JT, Monteiro GG, et al. Laparoscopy versus laparotomy in the repair
of ventral hernias: systematic review and meta-analysis. Arg Gastroenterol.
2014;51(3):205-11.

Fretland A, Sokolov A, Postriganova N, et al. Inflammatory Response After Laparoscopic
Versus Open Resection of Colorectal Liver Metastases. Data From the Oslo-CoMet Trial.

Med (Baltimore). 2015;94(42):e1786.

109



32. Zhuang CL, Huang DD, Chen FF, et al. Laparoscopic versus open colorectal surgery
within enhanced recovery after surgery programs: a systematic review and meta-analysis

of randomized controlled trials. Surg Endosc. 2015;29(9):2091-100.

110



PRILOHA 4

111



Injury caused by colorectal surgery: the role of proteins S100A

Jan Macal’z, Peter Ihnat3, Matus Peteja3, Ondrej Jorl’z, Petr Reimerl’z, Michal Burda4, and

Pavel Sevcik!*

' Department of Intensive Care Medicine and Forensic Studies, Faculty of Medicine
University of Ostrava, Czech Republic

? Department of Anesthesiology and Intensive Care Medicine, University Hospital Ostrava,
Czech Republic

3 Department of Surgery, University Hospital Ostrava, Czech Republic

* Institute for Research and Applications of Fuzzy Modeling, Centre of Excellence University

of Ostrava, IT4Innovations, University of Ostrava, Czech Republic

ABSTRACT

Background/Purpose

Biomarkers reflecting the extent of surgical tissue trauma should be investigated in an effort
to predict and prevent postoperative complications. The aim of the present study was to
investigate blood concentrations of selected alarmins in patients after colorectal surgery in
comparison to healthy individuals. The secondary aim was to analyze the relationship
between alarmins and inflammatory biomarkers during early postoperative period.

Methods

The prospective, single-center, observational study consisted of non-surgical (NS) group

(n=35) and surgical (S) group (n=38) undergoing colorectal surgery. Serum levels of selected
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alarmins (S100A8 and S100A12) and inflammatory biomarkers (leukocytes; C-reactive
protein, CRP; interleukin-6, IL-6) were analyzed.

Results

Proteins SIO0AS8 an S100A12 had significantly higher serum values in the S-group during all
three days after the surgery. The multidimensional model taking into account age, sex, weight,
group and days revealed significant differences between study groups for both proteins
S100A8 and S100A12 (p<0.001, p=0.001, respectively). Biomarkers (leukocytes, CRP, and
IL-6) showed significant differences between study subgroups (p<0.001, p<0.001, and
p<0.001, respectively). In S-group, moderate positive correlations were found between
S100A8 and all biomarkers: leukocytes (r=0.6), CRP (r=0.5), and IL-6 (r=0.6). SI00A12 had
moderate positive correlation with leukocytes (r=0.5). Levels of S100A8 also positively
correlated with intensive care unit and hospital length of stay (r=0.6, r=0.5, respectively).
Conclusions

Protein S100A8 might be considered as early biomarker of first wave of immune activation
elicited by surgical injury after colorectal surgery. The increase of the alarmins is reflected by

the elevation of routine inflammatory biomarkers.

Key words: alarmins, biomarkers, colorectal surgery, proteins S100A, surgical injury
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Backgraund/Purpo_;e Simplified scheme of inflammatory response to surgicalinjury
Biomarkers reflecting the extent of surgical tissue

trauma should be investigated in an effort to predict and

prevent postoperative complications. The aim of the
present study was to investigate blood concentrations of
selected alarmins in patients after colorectal surgery in
comparison to healthy individuals. The secondary aim
was to analyze the relationship between alarmins and
inflammatory biomarkers during early postoperative
period.

Methods

The prospective, single-center, observational study
consisted of non-surgical (NS) group (n=35) and surgical (S)
group (n=38) undergoing colorectal surgery. Serum levels
of selected alarmins (S100A8 and S100A12) and
inflammatory biomarkers (leukocytes; C-reactive protein,
CRP; interleukin-6, IL-6) were analyzed.
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Results

Proteins S100A8 an S100A12 had significantly higher serum values in the S-group during all three days after the
surgery. The multidimensional model taking into account age, sex, weight, group and days revealed significant
differences between study groups for both proteins S100A8 and S100A12 (p<0.001, p=0.001, respectively).
Biomarkers (leukocytes, CRP, and IL-6) showed significant differences between study subgroups (p<0.001, p<0.001,
and p<0.001, respectively). In S-group, moderate positive correlations were found between S100A8 and all
biomarkers: leukocytes (r=0.6), CRP (r=0.5), and IL-6 (r=0.6). SI00A12 had moderate positive correlation with
leukocytes (r=0.5). Levels of S100A8 also positively correlated with intensive care unit and hospital length of stay
(r=0.6, r=0.5, respectively).
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